


J Wifednyg
—

“Y s
Petru Galetchi - Dumitru Buiuc - Stefan Plugaru

SR EEA
Urniversiglas de.Sisl “& Z
do Medickns 31 F
ahicsine Taotenakianus
BIELIDTECA

i.E.P_Stiinta Chisinau
Editura Tehnica Bucuresti
1997



e

CZU 579.61 (075.8)

» Coordongtor gtlinfific: DUMITRU BUIUC (Ingh)

Aparafia actualulul manual reprezinik o necesltate metodologich utld pentru studentl Universitdjilor de
Meadicind 1n sfudiul l;rdmdltﬂmw,humbﬂﬂ#tkmhﬂdmfwummdinpmmle
univérsitare contemporane § reallzirilor nal in teoria gl practica medicald.

Prezenta edifie completeazd actualele manuale gl compendi cu informafii moderne referiioare la lmunclogie,
waxonomie §i clasificars a agengilor paingen! in conformitate cu Determinatorul Bacteriologic BERGEY, relevil

facioril microbienl de patogeniate, patogenln procesulul infectios ¢l formele clinice.

Sunt elucidate metodele contemporane uzusle i de perspectivi In disgnosticul de laborator al Infectiel.
Flecire capliol Include o enumerare 8 preparatelor biologice foloslte In imunoterapla, Imunoprofilaxia §i diagnostcul
infeciel.

Un compartiment aparie il constimle microblologla sanltard in care sunt descrise metodele de investlgatil
aplicate in analiza microblologick sanitard a oblectelor mediulul amblant gi interpretarea rezultatelor conform
Indicilor microbiologicl.
= M:n.ullt.dljieulemdxﬂlnmudemhhcnrelmlmikrﬂnlwrdﬁﬂimsutdnmdldlﬂgihmaclc
‘Nicolas Testemitanu (Republica Moldova) 3i Universitates de Medicind sl Farmacie G. Popa (Iagl, RomAnia),

» Editat cu sprijinul Fundafiet SOROS — MOLDOVA

G 41070200009  , comanda
M—004—97 ' @ Text: Petrn Galejchl, Dumitru Buluc,

Stefan Plugaru, 1997.
ISBN 9975—67—009—1 @ Copertl: Mihal Bacinschi, 1997,



Partea Intai

MICROBIOLOGIE GENERALA




1

““LABORATORUL DE MICROBIOLOGIE

' Laboratorul de microbiologie, prin construcfie, compartimentare, dotdri si
functionalitate trebuie 54 asigure:

m folosirea ct mai eficientdt a forfel de munci;

s securitatea personalului, a colectivitatii 5i a probelor examinate.

1.1, PLANUL LABORATORULUI

1.1.1. Planul de ansamblu

Orice laborator de microbiologie presupune urmitoarele compartimente: de recep-
tura, de investigatii, de pregitire a sticlariei, de preparare si condifionare a mediilor de
culturd 5i a reactivilor, de depozitare (sticlirie, medii de culturd, reactivi}, birou, depen-
dinje pentru necesitajile igienice ale localului i personalului, Dimensionarea acestor com-
partimente este condifionatd in ultim3 analizA de numarul examenelor solicitate.

Laboratorul de microbiologie trebuie s3 funciioneze dupd principiul circuitului In sens
unic, cel mai bine realizat prin dispunerea In lungul unui coridor a uner camere care
nu comunica intre ele, singurul acces 1n fiecare camera fiind prin acest coridor (figura 1.1). In
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Fig. 1.1. Planul de ansamblu al unul laboralor de microbiologie care lucreazd cu 12 1ebniclenl per twrll peniru
examenul prelevatelor patologice (sugestie}. (Ofservall gruparen moduielor de lucra in «ls




aces!i mod la o extremilate se efectucazd gotivitdiile emurdares, iar la cealaltd extremitate
cele wcurates. Plasarca diferitelor activitdfi in lungul scalei ecurals spre smurdars se face in
funcrie de riscul contamindrii, Astfel 1a o extremitate sunt plasate camerele penilry prepararca
si conservarea mediilor de culturd, iar la cealaltd extremitate cele pentru recepiionarea si

examinarea prelevatelor patologice,

1.1.2. Planul principalelor compartimente

Locurile de munch trebuie concepute si dolate ca unitaii in care funciiile specifice
fiecdrui compartiment sunt realizate independent de restul laboratorului. Numai in acest
mod se pot evita deplasdri inutile de perscane $i materiale cu risc de contaminare §i
daunitoare unei activitali eficiente. Doar in cazuri exceptionale se va permile deplasarea
unor aparate (microscoape, centrifuge etc.) dintr-o incApere in alia,respectind intotdeauna
sensul de la scurate spre amurdars,

In compartimentul de investigatie microbiologica sau serologica trebuie rezervati
pentru fiecare tehnician cca 16 m*, suprafatd in care dotarile pot fi dispuse ergonomic fara
perturbarea reciprocd a aparatelor concomitent in functic (de exemplu, microscopul nu
poate functiona pe aceeasi masd cu centrifuga, frigiderul nu poate fi plasal langa n-
cubatorul de 37°C).

Pentru laboratoarele mici cu volum redus de analize, incadrate cu un singur teh-
nician, locul de muncd poate i dispus linigr (figura 1.2) s5i presupune o masa sau o consold
de 2—6 m/75 cm cu blatul la cca 75 cm de la dusumea si un spafiu pentru picioare larg
de cca 65 om §l tot atdt de inall, care permite asezarea confortabild pentru lucru pe un
scaun rotativ cu suport solid pentru spate,

Un modwl in «Ly asigurd o suprafald mai mare de lucru 5i poate fi amplasat con-
venabil in eoljurile incdperii. Pe latura mare se poate Tucra in pozifie asezal, iar latura
micd poate fi Infil{atd la cca 93 cm pentru lucru in pozifie ortostaticd {figura 1.2).
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s front de lucru mai mare in raport cu suprafata ocupati;

n folosirea in comun de chire 2—4 iehnicieni a incinielor pentru securitate
microbiologica, a spatiilor de refrigerare, incubare etc.;

m ulilizarea cArucicareler prin spatiul comun in vederea aprovizionarii modulelor de
lucru cu materialele necesare elimind deplasirile frecvente ale personalului;

a di impresia individualitdtii pentru fiecare tehnician, asigurand insd supravegherea
permanentd a activitifii de citre seful laboralorului.

In compartimentul de spalare si conditionare a sticlariei dispozifia instalatiilor,
aparatelor, masinilor si a meselor de lucru trebuie s3 asigure Fuxul nestanjenit al
materialelor de la autoclavd (ele) pentru sterilizarea recipientelor contaminate spre bacul
{magina) de spilare, rastelul (dulapul) de uscare, mesele de ambalare §i ctuvalele) de
sterilizare (vezi st 2.3.2). Dispozitia liniara in lungul perefilor este satisfacitoare. Aceeasi
dispozijie este eficienta gi In compartimentul de preparare a mediilor de culturd si reac-
tivilor, unde trebuie 53 existe o incintd sterild cu aer laminar pentru condifionarea mediilor
de culturfi care nu mai suportd sterilizari pana la utilizare (de exemplu, turnarea placilor
cu medii agarizatel.

1.2, CONSTRUCTIA SI INSTALATIILE

Conductele si refeaua electricd irebuie incluse in pereti, iar cind nu esie posibil,
urmeazi 54 li se asigure un traseu pe perefii culoarului ¢3t mai mare, Peretii interiori trebuie
sd fie netezi 3i 58 permita spilarea si dezinfectia periodicd. Tavanul urmeazd si absoarba
cat mat bine sunetele, sa fie neted, simplu, frd profiluri care relin praf, Dugumcana trebuie
si fie rezistentd, Fard fisuri, usor de spalat si dezinfectat.

Ustle glisante reduc curentii de aer in incaperile cu risc de contaminare. Ugile batanre
trebuie sa asigure accesul spre culoar in inciperile termosiatate la 4 sau 37°C (figura 1.1).

Laboratorul necesitd urmatoarele insfalafii: eleciricd, de gaz, de apa rece, calda
5i deionizatd, de incilzire si de aer condifionat. Existenta unei instalatii centrale de
aburi condilioneaza folosirea autoclavelor orizontale moderne. In limita posibilitatilor,
o instalatie centrald de vacuum si una de aer comprimatl amelioreazd muli conditiile de
lucru.

Instalatiile de aer conditional si de incilzire trebuic si asigure temperaturd i
umiditate constantd pe tot parcursul anului, reducind la minimum curentii de aer in ariile
de activitate,

Sistemele exhaustoare vor fi previzule pentru locurile de lucru unde apar vapori
iritanti {manipularea unor reactivi}, aburi (Functionarea autoclavelor, maginilor de spélat
etc.) sau mirosuri neplicute (culturi ale bacteriilor anaerobe, enterobacteriaces).

fluminarea corectd a locurilor de lucru, fard reflexe san umbre suparitoare,
asigurd precizia manipuldrilor. Pentru aceasta tehnicienii vor lucra in fata ferestrelor, iar
corpurile de iluminal si tuburile fluorescente, care asigurd lumind «de zi», vor fi fixale pe
tavan, Sursele suplimentare de lumind pot fi plasale dupd necesitatile fiechrui loc de
activitate.

Este foarte importanl ca instalatia electricd s3 facd fajd sarcinii impuse de
funcfionarea concomitentd a aparatelor din laborator sau din restul cladirii (mai ales cind

in circuit inird mari consumatori ca aparatura radiologicl, stafia centralad de aer conditionat
efc.) si 54 asigure curentul sub lensiune stabilizatd. Prizele vor fi prevazute la distanje de

1,5—2 m una de alta in compartimentcle de lucry, inclusiv in lungul fronturilor de lucrn
multimodulare.
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Chiuvete din materiale necorozive cu instalajie de api rece si calda trebuie prevazute
fa extremitatea fiecarui modul de lucru al tehnicienilor. Bacurile din compartimentul de
spalare a sticlariei impun aceleasi exigenfe,

1.3. MOBILIERUL

Mai convenabil este moebilierul de tip modular, care poate fi confecfionat din lemn,
olel sau masd plastichd rezislenta.

Blatu] meselor trebuie 53 fie neted, neinflamabil, impermeabil §i necoroziv, pentru
a fi usor de spalat 5i dezinfectat, Culoarea neagrd evitd reflexele suparatoare §i permite
urméarirea facild a culturilor in plici Petri, a reactiilor de aglutinare pe lama cic. Sticla
Securit neagra satisface toate acesle exigenle.

Dulapurile cu usa glisantd plasate pe masa si sub masa de lucru asigurd depozitarea
materialelor necesare fiecArui modul de lucru. Este indicatd si ancorarea lor la perete,

Rafturile sunt necesare spafiilor de depozitare, Pentru sticlirie, medii de culturd si chimi-
cale necorozive, mai convenabile sunt cele din lemn sau aluminiu.

1.4. ECHIPAMENTUL

Repartifia echipameniului de laborator depinde de profilul ficcirui loc de activilate
(tabelul 1.1).

1.4.1. Microscoape si lupe

Microscopul! optic cu fond luminos intedl in dotarea fiecarui modul de investigatic
microbiologicd. O lupd de ménd este necesard pentru examinarea coloniilor, iar o lupd stereo-
seopicd faciliteazd wrmbnrrea coloniilor foarte mici,

Pentru microscopia cu fond negry, cu confrast de fazd st cu fluorescentd este necesara
a camerd obscurd,

Amanunte privind microscoapele vezi in capitolul 5.

1.4.2. Incubatoare, bai de apa sau de nisip

Incubatoare de 35—37°C cu volume adecvaie pot fi repartizate la fiecare modul de
lucru. Cele reglate la alte temperaturi vor fi repartizale numai modulelor unde suni
necesare §i pot fi utilizate in comun,

Camnerele termostatate la 35—37°C sunt necesare pentru incubarea culturilor in
volume mari sau /i celor cu crestere lentd (de exemplu, cultivarea micobacteriilor,
hemaculturii etc.). Pot fi amenajate in incAperi mici, $peciale sau in calful unei inciperi
mari. Dach Inciperea esie prea inaltd, se va instala un tavan improvizat, Peretii var fi bine
izolati termic, iar usa, glisantd prevazutd cu garnitun de elansare. Insialatia de incalzire
electricd, lermosliataid, trebuie 53 asigure repartifia uniformi a temperaturii, conirolate
prin termomelre plasate la 0,5 5i 2 m de la podea. Suprafetele interioare placate cu material
plastic, dusumeaua din scindurd de lemn tare, cit gt rafiurile din aluminiu trebuie s
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reziste la umiditatea proprie acestor incinte, precum si la spalarea si decontamindrile

frecvente necesare combaterii prafului 5i a mucegaiurilor.
Bdile de apd, pentru inactivarea unor suspensii microbiene si decomplementarea

serurilor sau incubarea unor reactii antigen-anticorp, trebuie termostatate si prevazute cu

capac, preferabil din sticla, inclinal, pentru a permite scurgerea apel de condens.
Baia de nisip termostatatd la 75—85°C este necesarh pentru coagularea in panid a

unor medii de culturd $i tyndallizarea lor,

Tabeiul 1.1. Echipameniul compartimentelor din laboraterul de microbiologia

Locul de muncd af microbiologtdul

Ange Baie de apd
Plipete Pasieur Incubator
Pensi Frigider
Tampoane Pipete gradaie
Baghets de lemn Proplpete
Emlon nefelometric Plac din material plastic cu godeuri pentru reacii
Bec de gaz sau Incinerator serologice
electric Eprube:s
Lame § lamele de microscop Fliici Petri
Platind incilzitoare Stative pentru eprubels
Statlv pentru colorajii Tavi pentru facoans
Baterie de coloranti 8 reactivi pentre microscopis Contatnerg pentru molerialul conlaming:
Microscop, lupd Horcane peniru pipele contaminale
Centrifugd si balangd pentru echillbrare [ncimid de sigurang
Trompi de apa microblologica
Camera pernlre receptura prefevalelor patologice :
Regisire Frigider
1 Swtive peniru eprubeie Tampoane gi reciplents pentru prelevarea probelor
Tévi pentru MNicoane {sunt prefuate prin delegafl seciiiler din spital)

Incubator de 37°C

Sectorul pentru spilarea gi pregdfirea sticlarie:

Autoclavil; de preferal verticald cu perete simplu Preferabil, o magingd pentru spilat sticliril
A Bacurl, lighene gi cildiini din plastic, seterl de perii gl | Dulap penatru uscat stictiria spalatd sao, in lipsd, rms-
instalatie pentru sphtat pipete tele corespunziioare
Eave
Cutil peatru ambalarea materialelor de sterilizat

Sectorul pentry preparareal condifionarea mediilor de culturd 31 a reactivilor

1 Autoclava (e) Pompd de vid sau trompd de aph

1 Baic de apa Filire sterilizante pentra lichide

| Baie de nisip Distribulipare pentro medii de culturd

| Mic incobator de 60°C pentrn tesicle biologice de Incimid cu curent de aer laminar pentru repartitha
slerilizare nseplicii a mediilor de culturd
Balanid tehnich Setwri de recipienie pentry condifionarea mediilor de
Balanjd farmacewticd culturd al reactivilor

Balanifi analitica
Agituior electiromagnetic

L NOTA; In policlinici sectorol de receprurdl vo fl previzut cu o camerfi () pentru prelevares probelor
de o pacienyii programajy. Echipameniul necesar comerel de prelevare o probelor poate fi urmdrdt in
capitolul 3, in Tunclie de nomenclaiorul analizelor efectuaie de lnboraor




1.4.3. Refrigeratoare

Frigiderele de 4°C cu volume corespunzitoare pot fi repartizate individual sau grupate
pe module de lucru. Conservarea mediilor de culturd conditionate pentru lucru, a unor
reactivi etc. in laboratoarele mari se face in camere frigorifice. Conservatoarele de —235°C
vor fi instalate intr-o incipere separatd.

1.4.4. Centrifuge

Centrifugele de 3 000 rot/min, care asigura sedimentarea bacteriilor din volume de
15—250 ml intr-un interval de timp rezonabil, sunt suficiente pentru activitatile curente din
laboratorul de microbiologic. Sunt de preferat cele cu rotor orizontal celor cu rotor angular,
pentru ca genereazd mai putini acrosoli. Din aceleasi motive de securitate microbiclogica
se vor folosi pentru centrifugare numai tuburi cu capac insurubat sau aplicat. Cate o
centrifugd, cu balanja peniru echilibrarea tuburilor, va fi repartizati la fiecare modul unde
se impune sedimentarea bacterilor si celulelor {(examenul lichidului cefalorahidian, al uninei
elc.).

Reguli pentru folosirea centrifugelor:

1. Se selecteazd doud tuburi egale intre cle ca lungime si grosime. In unul se repar-
tizcazd fluidul de centrifugat, 1n celalall, apa, la o inallime egala, fard a depasi o limita
de 2 cm sub buza tuburilor,

2. Se plaseazd tuburile in cupele perechi ale centrifugei 5i se asaza verlical perechile
tub—cupa in stativul de pe talercle balaniei.

3. Folosind o pipeta Pasteur, se toarna alcool de 70° In cupa mai ugoara pana la
echilibrare.

4. Se plaseaza in rotor, diametral opus, perechile cupd—tub echilibrate.

5. Se inchide capacul centrifugei,

6. Se mareste treptat viteza de centrifugare pand la acceleratia dorita.

7. La sfarsit, se deschide centrifuga numai dupa oprirea completd a rotorului,

Precautii:

1. Se verifica daca amortizoarele de cauciuc sunt in cupe; astfel se va evita spargerea
tuburilor.

2. Be verifich echilibrul inigial al balangei.

3. Nu se va echilibra tubul de centrifugat cu un tub de altd forma sau cu un fub care
conjine material solid. Desi masele vor fi egale, pozitia diferitd a centrelor de greutate in
timpul centrifugirii va produce vibralii periculoase prin dezechilibrarea centrifugei.

4. Se verifica dacd perechile cupi—tub au fost plasate diametral opus, mai ales la
roloarele multiloculare,

3. Nu se centrifugheaza materialul infectios in tuburi fira capac si nici in tuburi cu
dop infundat, pentru ci se va infunda §i mai tare, cele de bumbac pitrunzind in fluidul
din tub.

6. Nu se forjeazi cu miina franarea rotorului.



1.4.5. Balanie

Sunt necesare urméitoarele tipuri de balante:

= Balante tehnice pentru prepararea mediilor de cultura, solutiilor saline si a solutiilor
dezinfectante in volume man.

= Balanje farmaceutice pentru prepararea solufiilor de coloranti §i a solutiilor de
reactivi sau unor medii de culturd In volume mici.

= Balan{ii{e) analitici{c) pentru ¢idnlirirea exactd a antibioticelor etalon sau a unor
reactivi In cantititi mici.

s Balante pentru echilibrarea (uburilor de centrifugi: balanie mici cu doud talere
previzufe cu stativ pentru cupe,

1.4.6. Omogenizatoare, agitatoare, dispozitive de triturare
a tesuturilor si rupere a celulelor

Curent, pentru triturarea si omogenizarea jesuturilor sunt folosite mojare sau, mai
eficient pentru volume mici, tuburi Griffith. Dupa caz, triturarea {esuturilor se poate face
in stare nativi sau congelatd, folosind sau nu substanje abrazive (pulbere de cuart, sticla
Pyrex etc.). In laboratoarele mari, pentru activitatea de cercetare pot fi utilizate

omogenizatoare cu mare vitezd cu culite si dezintegratoare ultrasonice.

Agitatoare rectilinii (cu miscare de du-te-vino) sunt folosite mai des pentru acrarca
culturilor bacteriene in bulion. Agitatoarele rotative tip Vartex sunt utile fiecArui tehnician
pentru omogenizarea tuburilor cu suspensii bacleriene, pentru solvirea rapidd a unei sub-
stane in volume mici in eprubete, iar cele electromagnetice pentru a favoriza solvirea unor
substanie la o temperaturad datd in volum mediu de diluent {in flaceane Erlenmeyer).

1.4.7. Aparate pentru distilarea apei

Aparatele pentru distilat apa necesard mediilor de culturd trebuie sa fie din sticla,
Pentru alte destinatii apa poale fi distilatd si in aparate metalice.

1.4.8. Distribuitoare pentru medii de cultura

In laboratoarcle mici se poate folosi un dispozitiv cu pilnie sau o pipetd Chamberlain,

Dispozitivil cu palnie. La o palnie cilindrica sau conich de 1—2 |, prévazulld cu capac,
se adapteaza un tub de cauciuc sau plastic autoclavabil terminat co un tub de sticla etilat.
O clema, manipulata manual, deschide si inchide circuitul. Intregul dispozitiv, sterilizat la
autoclav,este fixat pe un stativ de retortd si permite repartizarea in tuburi a unor volume
aproximativ egale, prin comparatie cu un tub marior, in care este masurat volumul dorit.
Volumele egale de mediu se pot repartiza semiantomal, dacd la dispozitivul cu pilnie se
adaugd o seringi, Asepsia Insi nu poate fi garantatd, deci dispozitivul nu poate fi folosit
la repartifia mediilor care nu se mai pot steriliza inainte de utilizare.

Pipeta Chamberlain este mai convenabild pentru repartizarea In plici a mediilor
agarizate. Pipeta cu fubulatura anexatd se sterilizeazd la autoclavd, Aspirdnd cu gura prin
tubul A, mediul sterilizat este introdus in balonul B pin3 la nivelul dorit. Pentru repar-
tizare, tubul C se introduce in recipientul de umplut inclindnd balonul B. Scurgerea
mediului inceteazd cind balonul B este readus la orizontala, pentru ca nivelul fluidului sa
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ajungh sub orificiul superior al tubului C.

Pentru repartizarea unor volume exacte de mediu in laboratoarele mari sunt indi-
cate aparate gutomate de repartizal, care funciioneazd cu pompi peristallic sau cu pompi
tip seringa actionate prin pedala, manual sau electric,

1.4.9, Containere pentru materialul contaminat

Galeti cu capac din tabla de cupru sau emailata, cu diametre i forme corespunzitoare
autoclavelor din sectorul de spalare a sticliriei, sunt folosite pentru coléctarea materialelor
reutilizabile de la fiecare loc de lucruo,

Saci din material plastic rezistent suni utilizafi pentru coleclarea i transportul catre
autoclava si subsecvent la incinerator, al materialelor de unica folosingd contaminate. Acesti
saci vor fi evident marcali: «Material contaminat de laborator. Pericel de infectics. Vor
avea o anumild culoare peniru a nu fi confundati cu sacii In care se transporid halatele
murdare ale personalului de laborator.

Baorcane cu solufie dezinfectantd pentru coleciarea pipetelor gradate reutilizabile,
separat de pipetele Pasteur, lame 5i lamele de microscop sau alte articole mici de unicl
folosingd, trebuie previzute pentru fiecare loc de lucru.

1.4.10. Aparatura si dispozitive pentru sterilizare si dezinfectie
(vezi capitolul 2)

1.4.11. Incinte de siguranja microbiologica
(vezi 1.5.5)

1.4.12. Echipament din sticla, plastic si articole mici de laborator

Recipienfele utilizate In microbiologie trebuie si fie din sticld neutrd, pentru a nu
altera pH-ul confinutului, 51 suficient de groasa, pentru a evila contaminarea mediului prin
spargerea lor.

Articolele din plasiic suni de doud cailegorii: cu unich folosinth st reutilizabile. Cele
cu unica folosintd, cum sunt cutiile Petri, containerele pentru prelevate patologice, ansele
calibrate, se distrug prin autoclavare, de accea sunt ambalate si sterilizaie de catre
producator. Cele reutilizabile pot fi sterilizate prin autoclavare.

Eprubetele trebuie s3 nibad gura dreapta, fara bor, Cele mai convenabile dimensiuni
sunt 120 x 12 mm pentru volume de 2—4 ml mediu, 160 » 16 mm pentru volume de
5—10 ml, 200 x 20 mm pentru volume de 10—15 ml 5 250 x 15 mm pentru volume de
20 ml.

Tuburile Durham sunt mici tuburi de sticla de 25—30 % 5—6 mm inchise la un capit
si introduse cu gura in mediul de culturd lichid peniru a detecia formarea de gaz.

Balvanele cu fund plat 51 flacoanele Erlenmeyer cu volume de la 100 pina la 1000 ml
sunt utilizate pentru pastrarea mediilor de cullurdl preparate,

Curent, in laboratoarele noastre eprubetele si flacoanele sunt busate cu dopuri de
vatd nehidrofila invelith in tifon. Protectia temperard de contaminare poate fi asigurat
prin acoperire cu o foitd de aluminin. Cea mai sigurd este insd inchiderea eprubetelor si
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Fig. 1.3. Pipewn Ependoc digitald sjusiabilfi pentru volume variate

flacoanelor prin capace de polipropileni insurubate, Acestea sunt fabricate in diferite culori
si sunt reutilizabile, '

Cutii Petri, Cutiile din sticla sunt inc3 larg utilizate. Cele din sticld borosilicat suflati
nu s¢ zgarie, suni perfect plate 5i usor de stivuit, dar sunt scumpe, fragile si impun atentie
la spalare. Cele din sticla presatd suni mai groase, au siriuri i fundul mai mult sau mai
pulin convex, sc zgdrie usor, dar sunt mai ieftine 51 mal rezisiente,

Cutiile Petri din plastic cu wiilizare unica sunt icftine, perfect plate, usor de
manipulat i stivuit, dar presupun o indusirie specializata capabild sa le produca,

Recipiente pentru prelevate patologice. In {arile dezvoltate se folosesc containere
universale din plastic dispozabil, cu volum de 28 ml si capac insurubat. Pentru probele cu
volum mare sunt indicate borcane rezistenie cu capac insurubat. In lipsa acestor facilitan
se poate recurge la flacoane farmaceutice cu gurd largd si capac insurubat, borcane din
sticld cu volum de 200—400 ml si capac insurubat sau aplicat (mai putin sigur).

Pipete Pastenr. Furnizorii industriali oferd pipete Pasteur din sticla sau polipropilena
scurte 5i lungi, cu calibrul de 6—7 mm. Acestea se sterilizeaza, ca si pipetele gradate,
ambalate in cutii de aluminiu. In lipsa, pot fi manufacturate in laborator din tub de sticla.

Pipetele gradate din stichi cu capacitate de 15 2; 5; 10 si 25 ml se folosesc busate cu
vatd nehidrofila la extremitatea de suctiune pentru a preveni contaminarea Auidului pipetat
cu microbi din propipetd. Eventualele mustan de vatd din afara orificiului trebuie arse in
flacard inainte de a adapta pipeta la propipeta, altfel adaptarea nu este etansi din cauza
vatei prinse intre sticla pipetei 5i propipetd si s5e va pierde din conjinutul pipetei.

Propipetele. In laboratorul de microbiologie aspirarea cu gura a fluidului in pipete
este interzisd. Pipetarea se va face numai cu propipete. Cea mai simpla propipeta este o
parh de cauciuc adaptatd la extremitatea de suctiune, Pipetari exacte si mai comode permite
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o pari de cauciuc prevAzutd cu supape sau diferite tipuri de propipete
automate cu volume reglabile, la care s¢ adapieazi pipete gradate
sau varfuri din plastic dispozabile (figura 1.3).

Lame 5i lamele de microscop, Pentru necesitifile microscapiei
in microbiologic sunt suficiente lamele cu margini simple, mai ieftine
decit cele cu margini polisate. Reamintim ca obiectivele puternice
sunt corectate numai pentru laméle cu grosimea de 0,17 mm (sau lg
or. 1), de forma phtratd, liveate in cutiuge cu 100 bucati.

Stative si panere. Pentru tuburi 5i flacoanele cu medii de cul-
turd sun! indicate stative autoclavabile din propilend sau metal
acoperit cu propilens, care reduc riscul spargerii eprubetelor, un
dezavantaj al stativelor din metal. Stativele din lemn sunt neigienice.

Cosurile din sirmé sunt riscante pentru incubarea si transpor-
tul eprubetelor cu culturi: riscul spargerii $i scurgerii lichidului.
Pentru eprubete sunt mai convenabile cutii din propilend, iar pentru

flacoane, tavi din aluminiv dimensionate pentru 10—100 flacoane, Lﬁ o
dupi calibrul lor. Cosurile din sarma raman rezervate numai g L
recipientelor cu material neinfectios. ﬁ‘:hfin':r':’“ bk

Firul de insdmantare este confectional din sArma inoxidabild
de platini sau crom-nichel cu grosime in functie de consisienja materialului microbian de
manipulat, Este fixat intr-un portfir din metal, care trebuie finut perfect curat prin frecare
periodicA, ugoard, cu smirghel fin, a extremitijii inferiare pentru Indepartarca
materialului carbonizat. Portfirul din sticla este contraindicat.

Firul drept (perfect drept) se utilizeaza pentru insdmanidri prin Infepare, ansa (firul
buclat la o extremitate), pentru insimantarea in medii lichide si pentru epuizarea inoculului
in striuri pe suprafata mediilor solide, iar firw! spatulat, pentru manipularea coloniilor
microbiene cu consistenfi deosebitd (figura 1.4).

Etalorul de inoculum este o baghetd din sticld cu diametrul de 3—4 mm cudala in
L prin incdlzire in flacird la cca 36 mm de extremitale. Se foloseste pentru cantificarea
bacteriilor prin dispersia uniforma pe placa cu mediu agarizat a unui volum dat de
inoculum.

Becuri de gaz. Becurile Bilnsen ofera o flacara cu temperaturi de la 700 la 1000°C,
in funciie de aerare, care se face la presiunea atmosfericd, prin doud orificii diametral
opuse la partea inferioard a becului. Becurile Mecker oferd o flacard mai mare §i mai
fierbinte: de la 700 la 1200°C, cind aerarea se face la presivnea atmosfericd, prin coroana
de orificii de la baza becului, sau 1700°C, cind arderea se intrefine cu ger comprimat.

Alte articole de dimensiuni mici necesare locului de lucru al microbiologului. Pensa
de disectie, bisturiul, foarfecele pot fi finute la dispozitie, impreund cu ansele, intr-un
pahar conic. Tampoanele de vatd similare celor pentru prelevarea exsudalelor de pe
suprafete (figura 3.1) sunl necesare etaldrii inoculului pentru antibiograma difuzimetrica.
Tijele porttampon din lemn (baghete) sterilizate In cutii de alominiu sunt utile pentru
manipularea probelor de sputd, bucatile de¢ pAngd pentru dezinfeclia curentd a suprafetelor
sau dupa scurgeri accidentale de material infectios.
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1.5. REGULI DE CUMPDRTARE_SI REGIMUL ANTIEPIDEMIC

Activitalea in laboratoarele de microbiclogie implicd riscul contractdrii unor
infectii, care pot fi grave. Prevenirea infectiilor de laborator §i raspandirii lor eventuale in
colectivitate impune cunoagterea:

w riscului potential reprezentat de microorganismele manipulate;

a cilor prin care ele pdtrund In organism;
a metodelor corecte de limitare a accesului acestor organisme la clile de transmitere
si portile de intrare in organism,

1.5.1. Clasificarea microorganismelor in functie de riscul infectios

Organizatia Mondiala a Sanaatii clasifica agentii infectiosi in patru grupe de risc
infectios individual si pentru colectivitate (tabelul 1.2),

Tabelul 1.2, Clasificarea agenfilor infectiogi In raport cu riscul inleclie: de laborator (dup3

O. M. ., 1983)
Grup Risc Excmple
1 Individual redus | Microbi nepatogenl pentru aduliel s3nltos; posibll oportunistl pentry gazda Im-

Colectlv redus unocompromisi: Staph. epldermidis,
Bacilfus subfilis, vaccinur vil alenuaie:

1 Individual u Nematode (stadii infective}, tremaipde, cestode, proto-
moderal zoare paraziie peniru om
Colectiv redus = Fungl dermatofifl sau oportunigti
= Bacterii:
Bacili dizenterici Bacil difteric
Bacili tlfici Clostridium fetani
Salmonele netifoldice Micobacierl condijionat
Yibrioni patogene
Stafilococt auril Spirochep
Prevmococl Legionelia
s Virusur:
Virusul gripal Enteragvirusuri
Herpesvirusuri umang Agenfi ai encelalopatiel
Poxvirusuri spongilorme transmisibile

{altele dechi virusul variokei)
a Numai pentru microscopie, izolare si identificare uzuala:

Streplococi plogenl Yersinia pestis
Meningococi Bacillus anthrocis
Gonococ Clostridium botuwlinum
Preudomonas
pseudomalle Virusul CML

» Numai la microscopia §l insdmintarea prelevaielor
patologice:
Bacilil tuberculozei Brucelin
Franciselia tiularensis Fungi dimorfi

& Numal la manipuldrl nonpropagative (serclogie.
colorarea amprentelor de organs):
Rickettsii (tifos exantematlc, Virusurile hepathielor
febre phtate) B, C
Coxielle burneti HIV
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Tabelul 1.2 (continuare}

Grup Rise Exzemple
1 Individuai mare | De la inoculare pdnd la identificare:
Colectiv redus Rickettsii {tifos, febre patate)  Coxiella burnen
s Numai la manipularea culturilor:
Bacllil tuberculpzel Brucella
Francisella tularensis
a Numai [ manipularen materialelor cu sporl infectangl
{gol, cultura formelor filamenioasel:
Fungi dimorfi
a Numii cind existd risc de aerosoli: concenirare de
material infectios, manipularea cultyrilor in caniia)i mari;
Gonocos Preudomonas pseudo-
Mentngococ mtinffel
Baciilus anthracis Virusurile hepatiizlor B.C
Clostridium botwlinum Virusul CML
« Numai cAnd esie risc de agrosoll sau se manipuleazi tl-
pini rezistents la antiblotice:
Yersinia pestis
v Individual mare Virusurite febrelor hemoragice: Junin, Marburg, Congo-Crimeea, Omsk,

Colectiv marg

Lassa, Ebola, Machupo
Virusul encefalitel acarigne de primévard-vard

1.5.2. Cai de transmitere si porfi de intrare in organism ale

infectiilor de laborator

Agentii infectiosi pAtrund in organism prin mucoasa digestiva (ingestie}, prin pul-
moni (inhalare), prin piele (injectare) si prin conjunctiva oculard (tabelul 1.3).

Riscul ingestiei de agen)i infectiosi apare 1n cursul pipetarii cu gura, a introducerii
in gurd a degetelor gi obiectelor de pe mesele de laborator {creioane, jigari, alimente)
contaminate prin scurgeri sau stropiri neobservate ori fiind insuficient dezinfectate,

Tabelul 1.3. Doze infeclioase pentru 25—50% din voluntari [dupd W. E. Barkley §i A. G. Wadum,

1977)

Boald sau agent cauzal Cale d¢ phtrundere Doza
Febrd Inhalure 10
Tularemic Inhnlare, transcutan, ingestie 10
Sifilis Intradermic 57
Shigella flexneri Ingestie 180
Antrax Inhalare, transculan, ingestie 1300
Febr tifoida Ingestie 109
Shigella sonnei Ingestie =10%
Holerd Ingestie 10%
Escherichia coll Ingestie 108

IDuzn in numir de organisme

Riscul inhaldrii apare la manipuliri gencratoare de aerosoli ale materialelor
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infeclioase (tabelul 1.4). Mari generatoare de aerosoli sunt culturile liofilizate la des-
chiderea sau spargerea fiolelor (1 2135 particule viabile/m aer, respectiv 43 551/m¥) sau
spargerea unor flacoane cu culturd (13 959 particule viabile/m®).

Tabeluwl 1.4 Rangul particulelar viabile din eganficane de aer pralevate in cursul unor preceduri
de laborator sau accidente ganerafoare de aercsoli {dupd W, E. Barkley si A. G. Wedum, 1977)

Procedurd de lnborator Particule vinbile
Pipetarea a 50 ml cultird in eprubetil de 50 ml 0—5.5
Scoateres dopulul de bumbic de la un tub centrifugat 0.8—5,0
Scoaterea dopulul de bumbac umezit dupd agitaren unui MNacon D—35
Epulzared inoculuiul pe placd Perr D—20
Introducerea ansei fierbinfi in [0 ml culiurd 6—24
Decantarca intr-un flacon o culturi centrifugaie 0—115
Agitarea unei culturi in tmogenizator cu capacul insuflcient siring T1—1246
Spargerca unul tub de 50 mlin centrifugd Bil—1 B0

Stropii de fluid infectios ajunsi In ochi pot deiermina infectii grave.

Transmiterea franscutand a infecjiilor de laborator se poate realiza prin injepaturi
cu ace de seringl, pipete Pasteur sau cioburi de sticld contaminate, prin contaminarea
plagilor tdiate, zgariate, a abraziunilor, chiar minuscule, nesesizate,

Infecjiile de laborator sunt coniractaie pe cfi diferite §i cu doze mai mari decit in
mod natural. De aceea evolufia lor este atipici si frecvent grava.

1.5.3. Clasificarea laboratoarelor In functie de exigenta
sigurantei antiinfectioase
Un laborator este autorizat s34 manipuleze microorganisme cu un anumil grad de
ris¢c numai in masura In care personalul este pregitit, are doldrile necesare §i poate

aplica metodele de siguranjh pentru a preveni rispandirea agenjilor infectiosi in mediul
unde sunt manipulafi sau menfinugi. Organizatia Mon-

diald a Sanatajii a stabilit patru niveluri de exigenja:
nivelurile 1 gi 2 corespund laboratoarelor de baz3,
nivelul 3 laboratoarelor cu regim restrictiv si nivelul 4
celor cu regim de maximi restrictie (1abelul 1.5).
MNivelurile | 5i 2: laboratoarele de bazd in care se
manipuleazd microorganisme cu risc de gradul 1 sau I1.
Exigenfele privind construclia, instalapiile, mobilierul si
echipamentul sunt cele prezentate mai sus (vezi

1.1—1.4). Sigurania antiepidemici este asigurata daca

BIO HAZ AR D In aceste conditii de dolare si facilitdti se utilizeazid o

buné tehnica microbiclogica (vezi capitolele 2, 3, 6, 10),

Fig. 1.5. Semnul internaglonal peniru fisc 1T intrarea in toate spatiile cu risc biologic este corect
biologic marcatd (figura 1.5).
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Tabelwl 1.5. Clasificarea labaratoarelor dupd nivelurile de exigentd ale siguraniei anliinfoctioass
(dups O. M. 5., 1983}

Grupe Labaratoare Exigenje Impuse
de risc
clasifi- exemple regim de echipamen
carg actviiate de siguranii
I Nivel 1: Din invagamaniul secundar BTM! Férfi. Lucru pe masd des-
. de bazd chisd
n Nivel 2: Clintce BTM plus halat de pronectie; | Lucru pe mas3 deschisd phis
e bazd De sfinfimie publica semnalizarea rizculul Blologic | incintd de siguranji pentru
Bin invifimantul universitar Activitifl generatonre de
perosoll

il Nivel 3: Din laboratoure de analizd | Nivelol 2 plus helat, mascd, | Incintd de siguranid pentru

regim specializate minusi de profeclie si acces | toate activitiile
restrictiv controlat

v Nivel 4: | Din laboratoare care Nivelul 3 plus control strict | Incintd de sigerangs de
regim de | lucreazd cu microorganisme | al evacudrdi seruluol, apelor | clasa 101
maxima forrie perlculoase rexiduale si materialelor dis-
restricjie pozabile

. BTM: Bunil tehnicd microbiologica.

Nivelul 3: laboratoarele cu regim resirictiv, in care se manipuleazi microorganisme
cu risc de gradul 111, Exigente:

m controlul strict al comunicirii inchperilor; nu sc admit tavane improvizate si alte
comuniciri Intre incAperi decit prin usi care poate fi ziivoraga:

= ventilatie in sens unic cu presiune negativa in camerele de lucru si filtrarea aerului
extras din inchperi;

s manipularea microorganismelor numai in incinte de giguranid contra aerosolilor
iclasele T 51 1)

w semnalarea riscului biologic (figura 1.5) la intrarea incAperilor si acces restrictiv
in incaperi.

Nivelul 4: laboratoarele cu regim de maxima restrictie, in care se manipuleaza
microorganisme cu risc de gradul 1V, functioneaza in regim de exigentd speciald care
depiseste scopurile acestei carfi.

1.5.4. Barierele antiinfectioase

In laboratoarele de microbiologie diferentiem trei bariere antiinfeclioase:

= bariere primare, care previn raspindirea unui microb in laborator;

m bariere secundare, care prolejeazd personalul in cazul depasirii accidentale de clitre
microorganisme a barierelor primare;

m bariere ferfiare, care previn raspandirea in comunitale a microorganismelor care
au depasit barierele primare si secundare.

Barierele primare reunesc tehnici si echipamente prin care se previne formarea de
aerosoli 5i accesul microorganismelor la personal;

1, Toate prelevatele patologice st umorile organismului sunt potential infectante. Se
eticheteazd cu insemnul riscului biologic probele care provin de la pacienti cu SIDA si cu
hepatite sau pot confine alte microorganisme din grupele 111 51 [V de risc,
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2. Nu se pipeteazd cu gura. Se folosesc numai propipeie sau dispozitive de pipetare,

3. La locul de lucru, nu se introduce in gurd nici un obiect: propipete tubulare,
‘etichete, creioane, pixuri, {igari, pipa, degete, alimente, bauturi.

4. Se restrange la strictul necesar folosirea obiectelor ascutite: ace de seringa (daca
pot fi inlocuite cu canule), pipete Pasteur din sticlad (dach pot fi inlocuite cu pipete capilare
din plastic).

5. Sticlaria ciobitd sau cu fisuri se inlocuieste,

6. Se respectd intocmai tehnica de centrifugare a materialului infectios. Suspensiile
microorganismelor din grupele 111 si IV de risc se centrifugheazd numai in centrifugi cu
cupe inchise,

7. Se folosesc numai anse de inoculare complet inchise, cu bucli de maximum 3 mm,
pentru a evita descarcarea spontand, si firul nu mai lung de 5 cm, pentru a reduce vibratiile
care pot descidrca materialul manipulat,

8. La manipularea cu ansa a materialelor viscoase (de cxemplu $putd) sau putin
aderente la spatuld (de exemplu culturi de micobacterii) firul se descared, inainte de
Inrogire, intr-un flacon cu nisip spalat si alecool de 96°C. Astfel se evithd imprastierea pe
masa de particule infectioase la introducerea firului in flacari. Alternativ, se foloseste un
bec Binsen cu flacira Inconjuratd de un cilindru din sticld de borosilicat.

9. 5e verifich dacd omogenizatoarele folosite nu elimini aeroscli In cursul
funciiondrii. Se cfeclueazi toale omogenizirile, inclusiv cele in mojar sau tub Griffith, pe
un pétrat de 40/40 cm din hartie de filtru imbibala cu solutie dezinfectanta (vezi 2.2.2).

10, Se asigurd permanent la locul de lucru un recipient cu solulie dezinfectanid activa
(vezi 2.3.1).

I1. Se dezinfecieazi masa si suprafefele de lucru la terminarea activiti{ii si dupi
orice virsare de produs infectios sau de cate ori se suspecteaza o contaminare accidentala,

12. La spargerea accidentald a unui recipient cu culturd sau produs patologic, locul
se acoperd cu o pAnzd §i se toarnd deasupra o solutie dezinfectantd, Se lasa pe loc 30
minute, Mainile s¢ protejeazd cu manusi i, folosind un cardon rigid, sc trag resturile pe
un fdras pentru auloclavare,

13. La fiecare loc de lucru se folosesc:

w galeti cu capac (sau pungi fixate in galeti) pentru colectarea separata a materialelor
reutilizabile si de unicd folosintd contaminate; acestea se inlocuiesc si se autoclaveaza
Zilnmic;

m borcane cu solutic dezinfectantd pentru pipete si mici obiecte reutilizabile, care se
golesc zilnic, pentru decontaminare In continuare, §i se toarnd solutie dezinfeclantd proaspata,

14, Nici un material contaminatl dupd folosire nu pardseste laboratorul inainte de a
fi sterilizat.

15, Microorganismele din grupul I11 de risc se manipuleazd numai daci laboralorul
este autorizat si numai in incinte de siguranti.

16. Pentru prelevarea si transporiul probelor se folosesc numai recipiente rezistente,
de preferal incasabile, bine inchise,

17, Pentru expedierca prin postd se ambaleazd si se elicheteazd materialul infectios
conform instructiunilor O. M. S, (1983}, reglementarilor postale nafionale si internationale.

Barierele secundare protejeaza personalul de microorganisme scipate prin barierele
primare.

1. In 10t timpul activitafii se poarta halat, sor{ i capelind de protectie curate, corect
incheiate si legate. Echipamentul de protectic se pastreazd separat de hainele si lenjeria
pentru exterior,
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La manipularca probelor provenite de la bolnavi cu hepatiia sau SIDA sau care conjin
alte microorganisme din grupul III de risc se poartd sor| din plastic peste lenjeria de
protectic si se imbracd manusi chirurgicale din cauciuc,

2. Se dezbrach si se lasi la locul de lucru echipamentul de protectic ori de cile ori
ne deplasim in alte zone de activitate (vestiar, birou, cantina etc.).

3. Se spala mainile dupd manipularea materialelor infectioase si inainte de a parasi
locul de lucru, Este de dorit, pentru aceasta, o chiuvetd separatd de cea de la masa de
lucru,

4, Se protejeaza sub pansament hidrofob orice solutie de continuitate de pe tegumen-
tul expus (abraziuni, zgarieturi, lAieturi),

5. Tot personalul se supune controlului medical periodic,

6. Se raporteaza sefului de laborator si cabinetului medical orice boald intercurenta.
Poate fi o infectie profesionala,

7. Se comunic3 acelorasi autorilafi:

m sarcina imediat dupd ce survine; poate fi contraindicatd manipularea anumitor
microorganisme;

s eventualele tratamente cu steroizi sau medicamente imunosupresive; pot fi o con-
traindicaiie pentru continuarea activitatii in mediul cu risc infectios.

8. Tot personalul urmeazi sa fie supus vaccindrilor programate de conducerea unitalii.

9. In laboratoarele unde se manipuleaza bacilii tuberculozel personalul trebuie sa fie
vaccinat BCG sau controlat tuberculinopozitiv i supus anual controlului radiologic preven-
tiv,

Barierele terfigre reunesc echipamenie si facilitali de proteciie suplimentard a per-
sonalului si preventie a raspandirii agentilor infectiosi in afara laboratorului: incintele de
siguran}a microbiologica, controlul curentilor de aer creapi prin instalatiile de ventilatie si
incalzire, filirele exhaustoarelor de aer, instalajiile de neutralizare a apelor reziduale.

1.5.5. Incintele de protectie microbiologica

Incintele de securitate microbiologicd au rolul de a capia si refine acrosolii infectanp,
care apar in cursul unor manipulari, protejind asifel personalul de inhalarea acestora. Se
impart in clasele 1, 11 si 11I. Cele din clasele I si II se folosesc peniru manipularca
microorganismelor din grupul 111 de risc in laboratoarele ¢linice §i in laboraloarele cu regim
restrictiv, iar cele din clasd 111 pentru manipularea microorganismelor din grupul 1V de
risc. Operatorul lucreaza cu mainile si antebratul in interiorul incintei 5i observd miscarile
printr-o fereastra.

In incinta de clasa 1 aerul, pus in miscare de un ventilator, patrunde frontal si
antreneazd aerosolii printr-un filtru, dupd care este ¢liminat in atmosferd, unde eventuale
particule neretinute de filtru sunt ficute inofensive prin dilufie. Incinta este eficienta la
un flux al aerului cu minimum 0,75 m/s. Filtrele trebuie schimbate cind fluxul de aer
scade sub aceastad vitezd. Un indicator de flux si un avertizor monitorizeazd functionarea
incintei.

Incinta de clasa I1 asigurd recircularca prin filtre a 70%, din aer, incat suprafata de
lucru este scaldatd cu aer practic steril. Aproximativ 30%; din aer este eliminat in aimosfera
complet debarasat de aerosoli §i este inlocuit cu aer din camerd antrenat spre filtrele de
la intrarea incintei fird a ajunge ca atare in aria de Tucru. In lipsa unei boxe cu flux laminar
de aer, pentru turnarea asepticd a unor medii de culturd, se poate folosi o incima de
siguranta de clasa 11
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Incinta de clasa 11l este complet inchisa. Operatorul isi introduce mainile in aria de
lucru prin manusi fixate etans la aparat. Aerul este admis si evacuat prin filire.

La amplasarea incintei de securitate microbiologica in incaperi trebuie evitali curentii
de aer creafi de circulatia personalului, de usd sau fereastra. Amanunte privind verificarea
fluxului de aer, schimbarea filtrelor §i dezinfectia acestor incinte pot fi ghsite in cartile
tehnice insolitoare.

Pentru o functionare eficientd, in incintd se introduc numai materialele strict
necesare. Manipularile se fac in mijlocul ariei de lucru. Sunt interzise surse de caldura
(flacara, microincineratoare), pentru ca perturbd fluxul de aer; se lucreaza cu anse dis-
pozabile din material plastic, Mainile se scot din incintd numai dupfi 2—3 minute de la
terminarea lucrului, interval necesar aspirarii aerosolilor, si, imediat, sunt spalate pana la
cot, avand In vedere o contaminare posibila in cursul lucrului.

L.5.6. Regimul substantelor toxice, corozive si inflamabile

Toate flacoanele care contin asemenea substante, ca si locurile de depozitare a lor,
vor fi marcate prin etichete cu insemnele convenfionale calegoriei {toxic, inflamabhil).
Instrucfiuni suplimentare vor fi afisate dupa caz (de exemplu, fumatul si flacira deschisa
interzise). In refetele pentru prepararea reactivilor, asemenea ingrediente vor fi semnalate
cu meniiunea «precauties,

1.5.7. Aspecte organizatorice

Accesul la orice activitate In laboratorul de microbiologic este condifionat de
insugirea, verificatd, a instructiunilor privind regimul antiepidemic specific.  Seful
laboratorului poate delega un subordonat pentru realizarea programului de securitate 3
activitafii in diferitele compartimente ale laboratorului, dar ramane unic responsabil pentru
eficienta lui 5i pentru eventuale incidente §i accidente.
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STERILIZAREA, DEZINFECTIA
SI CONSERVAREA

Sterilizarea este distrugerea saun indepartarea tuturor microorganismelor, inclusiv a
sporilor;

Dezinfectia este distrugerea formelor vegetative ale microbilor patogeni, dar nu
obligator si a sporilor, din substanie sau de pe suprafele, care inceteazd astfel a mai fi
vehicol al infectied.

Conservarea are doud aspecte:

= unul privegte prezervarea unor substanie (alimente, medicamente, cosmetice, reac-
tivi biologici) de degradarea microbian;

= altul priveste pisirarea viabila a unor microbi in vederea studierii lor (conservarea
unor prelevate patologice) sau a utilizdrii lor repetate la nevoie (tulpini de referinga),

2.1. STERILIZAREA

In laboratoarele de microbiclogie sterilizarea se obtine prin tehnici bazale pe
urmatorii agenti:

m cildurd uscata:

— incalzirea [a rosu,

— flambarea,

— incinerarea,

— aer cald;

s caldurd umeda:

— peste 100°C (autoclavare);

— la sau sub 100°C (tyndallizare);

w filtrare.

Sterilizarea chimica prin oxid de etilen, utild pentru chirurgie si stomatologie, nu
cste justificatd in microbiologie.

2.1.1. Sterilizari prin caldura uscata

Inedlzirea la rosu este indicatd pentru firul drept, ansa si spatula de insamantare.
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Flambarea, adici infierbanlarea obiectului de sterilizat
prin trecere repetatd in flacird timp de citeva secunde,
este indicatd pentru capilarul pipetelor Pasteur, gura
gprubetelor si flacoanclor (figura 2.1). Aceste tehnici
sunt contraindicate pentru sterilizarea obiectelor
voluminoase care se incilzesc si se rdcesc prea incel
pentru a fi utilizate imediat (pipete gradate etc.) sau pe
care cildura flacarii le degradeazll (ace de seringd, in-
strumentar chirurgical etc.).

Incinerarea este indicatd pentru sterilizarea ma-
terialelor cu unicd folosinid contaminate prin utilizarea
in laborator.

Sterilizarea prin aer cald. fndicagii: obiecic de
laborator din sticld (eprubete, flacoane, pipete) sau
porielan (mojare, pistile), seringi Luer din sticla, in-
Fig. 2.1. Sterllizarea prin ardere In fla-  strumentar chirurgical, substante grase, pulberi termos-
clri: / — inchlzires In rogu: @ — pozifia tabile. Conitraindicatii: solufii apoase, obiecte din
corectd, & — pozijia incorecid & ansel In cauciuc sau cu garnituri din caucine, seringi din sticla
facird; 2 — Mambarea caplinrulul pipetel cy metal, fesaturi 51 vatd din bumbac sau fibra sintetica,
Pasteur; 3 — flambarca gurii unel materiale contaminate din laborator.
eprubete Sterilizarea prin aer cald se realizeaza in etuva la

160—180°C timp de o ord. Timpul de sterilizare creste
peste o ora in cazul ambalajelor voluminoase sau obiectelor si substantelor care se incalzesc
greu (tabelul 2.1},

Etuva este o incinti cilindricd sau paralelipidicd cu pereti dubli, din 1abls, ter-
moizolati. Rezistentele electrice si un termostat permit menfinerea constantd a temperaturii
de sterilizare. Un sistem de ventilatie pune In miscare aerul in interiorul incintei pentru
uniformizarea temperaturii. Obiectele de sterilizare se agazd in ctuvd pe rafturi din 53
metalich (figura 2.2),

Procedura:

1. Se asazi obiectele pregitite pentru sterilizare (vezi mai jos) pe rafturi, fard a
umple incinta péna la refuz, respectind mici spatii intre ambalaje pentru circulatia nestinjenita
a aerului cald.

2. Se Inchide usa aparatului, se deschid orificiile de ventilatie §i se conecteazd
aparatul la reteaua electrici. Etuvele mari au ventilator cu palete, care porneste o datd cu

rezistenfele electrice.

3. Se marcheaza timpul de sterilizare

Vermemet (conform tabelului 2.1) din momentul in
care termometrul indica 160—180°C.
'—T~—~+— f—1 4. Se scol obiectele sterilizale numai
dupi ricirea aparatolui.
{ SR 2.1.2. Sterilizari prin caldura umeda

2.1.2.1. Sterilizari la peste 100°C

Aceste sterilizari se fac in autoclave
Fig 2.2, Eteva peniru sterilizarca prin ner cald, schemd: - (.‘f.‘.S‘ za. i
A — secjiune longliudinala;, B — secliune irinsversald, prin vapori sub presiune, care realizeazi

sigeille marcheaz? circulafs agrului cald in incinta de
e S 115°C 1a 0,5 atmosfere, 121°C la o atmos-

i
lncalzire Incélzire
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Tabelul 2.1, Paramatrii sterilizdril prin aer cald § prin vapori da apd sub presune

Materialul st volumul In Timpul' Timpul' Timpul'
care este supus sterilizfirli | de egallzare a temperaturii| de omorire a microbilor | tatal al operafisi

Sterilizare 1n etuvid fa 160—180°C

Sticlarie, instrumeniar
metalic in ambalaje cu
volum redus 35 15 60

Ibid., in nmbalaje
voluminoase; serlngi Luer
din sticla ambalate in
tuburl; pulbert in cutil
Petri in strat mai sublire
de 0.5 cm st nu mai mult

de 10 gfeoutie
95—125 25 120—150

Ulei (maximum 83% din
yolumul reciplentutul):
a in fole pand la 20 ml
u in flacoane de 100 mi
= In facoane de 300 ml 25 25 50

43 25 70

S0 25 15

Autoclavare le 121°C

Solufii apoase (maximum
T5—E807%. din volumul

reciplentulud) :

u volum de 10 mi in

eprubsie

w volum de SO0 mi 0 I8 18

s volum de 1000 ml 2=T 18 0—25
» violum de 2000 ml T—12 14 25—30

17—27 18 35—45

l'[‘Im;n;d misurat in minute.
sasural din momentul in care presiunea din Incinia de sterilizare a ating viloarea selectald.

NOTA: Este contraindicat a steriliza concomlient volume marl cu volume mici, pentru ch la dacecayt
duratd de expunere volumele mici se suprainchizesc, {ar cele mari poi rimine nesterllizate fe. g- la o

expunere de 25 minulel.

fera si 134°C la 2 atmosfere, Accastd corespondenfa temperaturd—presiune a vaporilor de
apa se realizeazd numai intr-o incinta complet lipsita de aer. Prezenta acrului compromite
sierilizarea. Vaporii de apd, mai ugori, Incalzesc partea superioard a incintei, iar aerul,
mai greu, rAmine in pariea inferioara cu temperaturi insuficiente pentru sterilizare.
Parametrii sterilizirii la autoclavi sunt prezentafi in tabelul 2.1.

Autoclava este un cazan cu pereti rezistenti, in care, dupd Inchiderea etanga cu un
capac masiv, presat cu buloane sau cu un sisiem cabestan, vaporii de apa se comprima la
presiunea necesara sterilizdrii.

A. Autoclavele cu perete simplu pot fi verticale sau prizontale. Suni cele mai indicate
pentru sterilizarea solufiilor si materialului contaminat din laborator. Aici se mai
sterilizeazhi sticlaria pentru culturi de celule si aparatele de filtrare.
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La acest tip de autloclave vaporii provin din apa aflatd in cazanu! de presiune si
patrund in camera de sterilizare de jos In sus prin suportul de tabls perforati pe care se
asazd obiectele de sterilizat. Un manometru controleazs presiunea din interiorul cazanului,
Un robinet de vapori, aflat in partea superioard @  autoclavei, pune in legitura cazanul
cu exteriorul. Un al doilea robinet, aflat la partea inferioard, permite evacuarea apei din
cazan, O supapa de siguran{i permite evacuarea vaporilor, cind presiunea lor depaseste
limita de sccuritate. Cazanul este cuprins intr-un mangon de tabla groasi3, care la partea
inferioard formeaza un locas pentru adaptarea sursei de caldura,

Procedura:

l. Se toarna apa in cazan, prin incinta de sterilizare, pAna la 2—3 cm sub nivelul
suportului,

2. Se asazd pe suport obiectele de sterilizat in ambalajul lor. Ambalajele sunt:
flacoane, eprubete, coguri din sarma pentru eprubete 5i flacoane mici, cutii, casolete, hartie
pentru impachetarea unor obiecte, gilefi sau saci din plastic termorezisteni pentru
materialul de laborator contaminat. Flacoancle se introduc cu capacul semiingurubat, cutiile
cu capacul intredeschis, casoletele cu orificiile deschise, ghlefile fara capac.

3. Se inchide etans capacul strangind buloanele diametral opus, mai in1di cu mina,
apoi complet cu o parghie.

4. Se conecteaza sursa de calduri,

5. Se deschide robinetul pentru evacuarea aerului. O data cu vaporii de apa, prin
robinetul deschis, se evacueazi si aerul din incinta de sterilizare, asigurand astfel o con-
vectie puternicd: vaporii in contact cu obiectele reci le cedeaza caldura §i se condenseaza:
presiunea lor tinde s3 scada si atrage alia cantitate de vapori care transporta si cedeazi
cildura 3. a. m. d. Aprecierea corectd a evacuirii aeruluj se face cufundand intr-un vas cu
apa un tub de cauciuc adaptat la robinetul de vapori. Aerul este complet evacuat din incinta
de sterilizare, cand inceteazi a mai barbota prin apa.

6. Se inchide robinetul de evacuare a aerului.

1. Cind presiunea ajunge la valoarea aleasa, se regleazs sursa de caldura, pentru a
menfine aceastd presiune pe toatd durata timpului de sterilizare (tabelul 2.1).

8. Se intrerupe sursa de caldura §l se lasd aparatul si se riceascid pand cand
manometrul indicd zero (presiunea atmosferic). Numai in acest moment se deschide lent
robinetul de vapori, apoi capacul. Nu se deschide autoclava caf presiunea este peste zero,
pentru ci lichidele fierbinti vor fierbe exploziv si pot sparge flacoanele,

9. Se lasa materialele pentru uscare in autoclava deschisd. Cand materialele ajung
la cca 80°C pot fi scoase. Aceasta dureazs in funcie de volumul ambalajelor si vascozitatea
solutiilor, Flacoanele mari cu mediu de culturs agarizat pot necesita si cAteva ore.

Dezavantaje: In ambalaje pot persista pungi de aer, precum si o cantitate mare de
condens in cursul sterilizarii. Uscarea dificils dupa sterilizare impune o serie de precauii
(e. g. evitarea contactului obiectelor ambalate In hartie cu suprafeie nesterile pana la
perfecta uscare a ambalajului),

B. Autoclavele cu manta de abur sunt concepute pentru sterilizarea materialelor
chirurgicale din bumbac, obiectelor si instrumentelor din cauciuc, instrumentarului
metalic, seringilor cu componente metalice eic., pentru ¢ asigurd uscarea rapida si perfecta
a materialelor sterilizate, Pot fi verticale sau orizontale,

In lipsa unei autoclave Cu perete simplu, pot fi utilizate i pentru sterilizarea solutiilor
sau a altor materiale din laborator.,

m Autoclava verticald cu manta de abur. Vaporii de apa provin din rezervorul de apa
plasat in partea inferioard a cazanului de presiune §i patrund in incinta de sterilizare, de
sus in jos, dupl ce au trecut prin mantaua de abur §i au incilzit-o. Aceasid autoclava prezinti
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urmatoarele accesorii in plus fata de autoclava cu perete simplu: o pilnie de alimentare
si o niveld pentru controlul apei din sursa de vapori, robinete care pun in comuniciare sursa
de vapori cu aceste piese, un robinet de evacuare a aburului si un robinet prin care se
elimind apa de condens acumulatd in partea decliva a incintei de sterilizare,

Procedura:

I. Se deschid robinetele palniei de alimentare cu apd §i ale nivelei

2. Se toarnd apd in rezervor pand la marca indicath pe nivela.

3. Se asazd in incinta de sterilizare materialele in ambalajele lor.

4. Se inchide etans capacul cazanului.

5. Se conecteazd sursa de chldurd,

6. Se deschide robinetul pentru evacuarea aerului 5i se inchid toate celelalte robinete
ale aparatului.

Pentru sterilizarea solutiilor se procedeaza in continuare ca la autoclava cu perete
simplu (etapele 5—9). In acest caz nu se opereaza deloc nici cu robinetul de evacuare a
aburului, nici cu cel de evacuare a condensului (acestea ramin inchise).

Pentru sterilizarea materialelor chirurgicale si a seringilor, dupa epuizarea timpului
de sterilizare: !

— se intrerupe sursa de caldur,

— se deschide robinetul de evacuare a aburului si, cind presiuneca a cobordt fa 0.5
atmosfere,

— s¢ deschide robingtul pentru evacuarea condensului, iar ¢ind presiunea a coborit
la zero, ‘

— se deschide capacul autoclavei, -

— se scot casoletele 5i se inchid orificiile numai dupa ce s-au racit in avtoclava. In
¢az contrar, prin ricire in exterior, pand la o treime din volumul lor va absorbi aer
atmosferic contaminat.

= Autoclava orizontald cu evacuare gravitationald o aerului poate fi cilindrica sau
reciangulard. Usa se inchide cu sistem cabestan {figura 2,3).

Vaporii proveniti din sursd exterioard cu mare presiune trec spre manta si incinta
de sterilizare printr-un regulator de presiune,

Aburul este obligat s3 pAtrundd prin partea supericarii a incintei de sterilizare,
fortAnd astfel acrul si condensul s3 se scurgh gravitational prin conducta de la partea
inferioard a incintei, care este previzuts cu site pentru refinerea impurititilor.

Valvele termostatice (capcane pentru abur pur) asigurd refinerea in incinta de
sterilizare 5i manta numai a aburului pur. Ele se deschid cand temperatura scade cu peste
2°C sub cea a aburului pur evacuind automat aerul si condensul si se reinchid cind
lemperatura revine la mai pufin de 2°C fata de cea a aburului pur.

Un termometru indica temperatura aburului din canalul de scurgere deasupra cap-
canei de abur, cit mai aproape de pariea inferioard a incintei de sterilizare.

Un sistem de vacuum favorizeazd uscarea finald a materialelor sierilizate, iar un
sistem de ricire previne fierberea violentd a lichidelor gi gribeste scAderea presiunii la
sfarsitul sterilizdrii.

Procedura:

1. Prin admisie de abur, se Incdlzeste mantaua pdnd la lemperatura de sterilizare,
reducAnd astfel formarea condensului In incinta de sterilizare si grabind uscarea finala.
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2. Se plaseaza in incinta autoclavei materialele
de sterilizat si se inchide usa etans.

3. Se deschide accesul vaporilor de apa in incinta
de sterilizare cu valva canalului de evacuare a aerului
51 condensului deschisa.

4. Se urmireste termometrul canalului de
cviacuare a incintel de sterilizare. Cind atinge
temperatura selectatd pentru sterilizare {wzual 5—10
minute), se marcheazad timpul de sierilizare conform
indicatiilor din tabelul 2.1. Indicatiile manometrului
sunt mai putin fidele pentru ¢i nu atestd prezenta
aburului pur in incinta.

NOTA: Se curkpd zlinic sitele canalului de evicuare, pentru a-l ast-
Fig. 2.3. Membrand filiramid monatd in £ura permeabilitaten perfectd.
dagotliv  de- Nitare prin _presiune 5. La epuizarea timpului de sterilizare se opreste

negativi: [/ — pélnie; 2 — membrand a S ok
filtrnotd; 3 — suporiul membranei (sicld  accesul vaporilor in incinta de sterilizare, dar se con-

poroasdl; 4 — bazh (metal sau stich); : ;
5 — dop de caucluc: 6 — dop de vata;  1NUA circularea lor prin manta.
7 — clemii; & — Muidul filiral;, 9 — spre La sterilizarea solutiilor se lasd presiunea si

mpa de vid, /0 — capcani z T
S P scadd spontan pdnd la zero in incinta de sterilizare,

Pierderea de calduri prin usa fara manta a autoclavei
realizeazd schderea presiunii in 10—30 minute, in raport cu volumele de lichid sterilizate.
La volume mari de medii agarizate sciderea presiunii poate dura mai mult de o ors, ceea
ce poate degrada mediile termosensibile. Autoclavele moderne sunt prevazute cu sisteme
de récire a flacoanelor fara fierbere exploziva. In lipsa acestora, la sfarsitul operatiunii,
ricirea poate fi gribit prin deschiderea foarie lentd a valvei de evacuare a incintei.

La sterilizarea materialelor chirurgicale si seringilor:

s Scaderea presiunii in incinta de sterilizare este provocald prin deschiderea im-
ediatd a valvei de evacuare. Uscarea poaite fi grabitd prin actionarea sistemului de vacuum.

m Deschiderea autoclavei se face numai dupa ruperea vidului din incinta de steri-
lizare prin deschiderea valvei de acces a aerului filirat, Casoletele trebuie 52 se riceasci
in autoclavi aproape de temperatura camerei.

Protectia operatorului

I. Nu se deschide capacul autoclavei inainte de coborirea presiunii la zero si
deschiderea lentd a robinetului de evacuare a incintei. Volumele mari de solutii pot avea
insa peste 100°C si la contactul cu aerul la temperatura camerci pot exploda.

1. Pentru deschiderea capacului, se utilizeaz3 manusi protectoare termoizolante §i
fata se protejeazli cu un vizor care acoperd de asemenea piclea gatului $i picptul.

2.1.2.2. Tyndallizarea sau sterilizarea fractionata

Tyndallizarea ori sterilizarea fracfionatd evitd inclzirea la temperaturi de pesie
100°C.

Principiu: In medii care permit germinarea sporilor, incalzirile repetate omoar4 atat
formele vegetative existente inifial, cat si pe cele germinate din spori in intervalele dintre
incalziri.

fndicagii: Sterilizarea unor medii de culturd, a alimentelor.
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Necesar: Autoclava pentru tyndallizare 1a 100°C, in vapori fluenti {autoclavare cu
robinetul peniru vapori deschis), baie de api sau de nisip pentru tyndallizari sub 100°C.

Procedura: Substaniele de sterilizat, in volume mai mici de un litru, se mentin 30—60
minute, 3—8 zile consecutiv, la temperatura impusa de compozijia lor. In intervalele dintre
incalziri recipientele cu substantele supuse sterilizarii se menfin la temperatura camerei pentru
germinarea sporilor.

2.1.3. Filtrarea

Filtrarea este trecerea unui fluid printr-un corp poros — filtru. Filtrele cu porozitati
convenabile pot debarasa de microorganisme fluidul filtrat, acestea fiind refinute mecanic
si electrostatic In porii filtrului. Metoda este indicatd pentru sterilizarea aerului, a unor
medii de culturd pentru microbi, a medicamentelor care nu suportdi incalziri, Filtrele
clasice, din porielan sau pAmant de infuzorii, cu forma unor lumAnari goale pe dinduntru
si inchise la un capat (bujii filtrante}, placile filtrante din azbest impregnat cu caolin
tfilire Seitz) sau sticla poroasa (filtre Schott), sunt astazi inlocuite prin membrane
filtrante din acetat de celulozd cu porozititi Intre 8 si 0,025 gm. O membrand cu
porozitatea de 0,22 4m refine toate bacteriile. Filtrarea se face prin aspirafie (figura 2.4)
sau prin presiune pozitivd (e. g. membrana filtranta adaptata la o seringd). Pentru a evita
colmatarea porilor, suspensiile cu mare densitate a particulelor sunt prefiltrate printr-un
material fibros sau granular,

2.1.4. Sterilizarea chimica

Pentru sterilizarea chimici se folosesc gaze. Mai cunoscul este oxidul de etilen, un
gaz incolor, cu miros usor eterat (detectabil la concentratii de 700 ppm), usor solubil in
apa si inflamabil (pericol de explozie la concentrafii mai mari de 3% in spatii inchise).
Toxicitatea esie moderati: dupd inhalare acutf apar greatd, virsiiuri, dezorientare men-
talad (concentratia maximi admisi In zona de lucru ¢ de 50 ppm), iar solugiile in contact
cu tegumentul au efect vezicant (e. g. dupi vArsare pe lenjerie).

Indicatif; Sterilizarea echipamentului de plastic termosensibil se efectueazd in
laboratoarele de microbiologie. Mai larg folosit este insd in serviciile de endoscopie
(sterilizarea cateterelor st componentelor termosensibile ale endoscoapelor), de chirurgie
sau de stomatologie.

Se utilizeazh in amestec cu 15% CO2 (pentru a preveni explozii). In incinte etanse,
la 55—60°C si 40% umiditate relativa, in concenirafie de 450—800 mg/1 oxidul de tilen
asigurd sterilizarea in interval de 2,5—3 ore. Penetrarea in porozitaji este slaba.

All gaz utilizat pentru steriliziri este §-propiolactona. Formaldehida, desi are bune
efecte sporocide, flind iritanta, se utilizeazd mai mult ca dezinfectant (vezi mai jos),

2.1.5. Controlul eficientei sterilizarii

Se face prin indicatori fizici (manometru, lermometru), chimici (labelul 2.2) si
biologici. Indicatorii fizici si chimici nu dau indicatii asupra timpului cit s-a mentinut
temperatura. Indicatorii biologici, tuburi cu fire de bumbac impregnate cu spori bacterieni
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P admisie abur
condens

(]
Evacuare

Fig 2.4. Auoclava orizontald cu manta de abur §i evacuare graviiajionald a aeru

st uscate, au o mare fidelitate. Dupd sterilizare se tesleazd via
méantarea lor in medii de culturd adecvate.

Tuburi cu indicatori chimici sau biclogici se plaseaza la diferite nnrf:]un alr: incintei
lot de materiale se testeazl

prin indicatori fizici si chimici, iar siptAmanal aparatele sunt verificate prin indicatori

de sterilizare, in centrul ambalajului, Uzual sterilizarea fiecarui

biologici.
Tabelul 1.2 Indicatori chimici paniru slerilizarea prin cidurd

lul, secune schematicd

bilitatea sporilor prin insa-

Peniru antoclava

Penfru eluvd

substany punci de fuziune substanil punct de fuziune
Floare de sulf 115°¢ Tiouree 180°C
Acid benzoic 121 —122°¢ Sulfametoxiplridazing 160—182°C
Fenacetind 134°C
1.3.5-Tribromfenal 120°C
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2.1.6. Prezervarea sterilitatii materialelor

Se face diferential In funcjie de natura materialului §i metoda de sterilizare,

Eprubetele si flacoanele se sierilizeazi previizute cu dopuri de vata si lifon, proiejate
cu capison de hartie sau foita de aluminiu, Foarte eficientd este protejarea prin capac
ingurubat.

Tuburile pentru pipete Pasteur se sterilizeaza cu extremitifile infundate cu filtru de
vaid, Pipetele gradate se sterilizeazd prevazate cu filtru de vatd, invelite individual in benzi
de hartie pergament sau grupate in cutii din tabli de aluminiu previzute cu capac i
amortizor din vaia de sticla pentru protectia varfurilor.

Placile Petri se sterilizeazd invelite, individual sap grupate, in hirlie pergament,
Mojarele si pistilele se invelesc separat in hartie.

Umezirea ambalajelor de hartie, a dopurilor si filtrelor din vatd compromite
sterilitatea. Sporii fungici omniprezenti in pulberile de contaminare a dopurilor si am-
balajelor germineazd in conditii de umezeald, iar hifele lor se dezvoltd in profunzime,
patrund si elibereazd spori care contamingaza conjinotul.

Instrumentele chirurgicale se sterilizeaza la etuva in cutii metalice speciale.

Inventarul chirurgical din bumbac s¢ sterilizeaza la  autoclava in casolete (culii
cilindrice din tabla prevazute cu capac $i orificii prin care patrund vaporii de apa in cursul
autoclavirii i care se oblureazd la scoaterea din avtoclavd).

Seringile cu armaturd metalica (Record, Luer) se sterilizeaza la autoclava cu manta
de abur, demontate, fiecare seringd alfturi de pisionul ei i 1—2 ace in cutie proprie pentru
a evila schimbarea pistoanelor intre seringi. Seringile Luer din sticla se sterilizeaza la etuva
cu acul montat si introduse intr-un tub de sticld astupat cu dop de vatd, Este o gregeala
sterilizarea seringilor Luer din sticld la autoclava: uleiul cu care este gresat pistonul pentru
clanseizarea seringii nu permite udarea suprafetei §i face ineficicntd sterilizarea.

2.2. DEZINFECTIA

Pentru dezinfeclie in laboratorul de microbiologie se utilizeazd in principal agenti
chimici, substante cu efect antimicrobian nespecific. Ascmenea substanie le numim dezin-
fectante, daca din cauza efectelor iritanie sau toxice le pulem aplica numal pe suprafeje
inerie, sau anfiseptice, dach loxicitalea mai redusa permite aplicarea lor pe tegument, uncle
mucoase sau plagi, Uneori, aceeasi substantd {e. g. cloramina B) in solufii diluate este
antiseptic, iar in solufii mai concenirale dezinfectant.

Agentii chimici de dezinfectie diferd prin eficientd antimicrobiand, activitatea in
prezenia substantelor organice §i toxicitate, Cele mai sensibile la substantele dezinfectante
sunt organismele in formd vegetativa (bacterii, fungi, protozoare) $i virusurile cu invelis
lipidic; relativ rezistente sunt micobacteriile si virusurile nude, sporii fiind foarte rezistenii
(labelul 2.3).

2.2.1. Precautii privind siguranta dezinfectiei chimice
m Necesitatea diferentieril ecurate de smurdare. Prezenta subsianjelor organice

reduce eficienta antimicrobiandi a dezinfectantelor. De aceea in regimul lor de utilizare
diferentiem condifia ecurate de smurdare, Prin «curat» Intelegem lipsa substanjelor or-
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Tabelul 2.3, Propriatifile unor substante dezinfeclante uzuale (dupd C. H. Collins, 1988)

Substand Active conirn
Fungi Bacteril Mlcobacterii Sporl
G+ G—
Fenoli +++ +H +++ — A
Hipaoclarijl + .— FH i =TS
Aleoalt - Raas ++ - R
Formaldehidi - +H+ H +H et
Glutaraldehidi ¥
A At b — A
Todofor ++ —_— - + S
Compusi de amoni
UAErmAr + aebn -+ s =
'Peste 40°C  +++ = bum NP = neprecizal
Peste 20°C = mediu G = gram
+ = glab C = cationic
— = deloc A= anlonic

ganice, care poate fi realizatd prin spilarea suprafetelor cu api s5i sdpun sau detergenti.
Prin emurdars infelegem prezenta substanjelor organice (e. g. lenjerie murdar, suprafete
contlaminate cu singe, excrefii, produse patologice, cultur microbiene). Frecvent nu putem
realiza spilarea inaintea dezinfecliei. Ca atare pentru dezinfeciie vom utiliza solutii an-
timicrobiene mai concentrale in circumstania smurdars decat in circumstanfa scurats.

Din aceleasi ratiuni, nu se introdue mainile in solufia antisepticd, ci se toarnd solufia
antisepticd peste maini.

o Necesilatea penetrdrii agentului dezinfectant in anfractuozititile si porii echipamen-
tului contaminat impune o buni etalare §i dispersie a echipamentului expus la agenfii in
forma gazoasa (e. g. formaldehida), scufundarea completd cu indepartarea bulelor de aer
in solutiile dezinfeciante.

s Necesitatea testelor de eficientd a dezinfectantelor. Testdri efectuate de producdtori
st de laboratoare de referintd atestd capacilatea anlimicrobiand a dezinfectantelor ]
stabilitatea solutiilor,

Coeficientul fenolic aratd cu cat este mai activ un compus fenolic in comparatie cu
fenolul pur. Testu! Rideal-Walker determind coeficientul fenolic cu substanje pure, iar
testul Chick-Martin il determind in prezenta de substanta organicii. Coeficientul fenolic se
exprima printr-o cifrd urmata de initialele R.M. sau C.M,, care precizeaza condi title de
testare. Substantele cu coeficienti fenolici mai mari au efect antimicrobian mai mare.
Coeficientul fenolic C.M. este mai mic decit cel R.M. din cauza testarii in prezenta de
substanta organici.

Testul de capacitate Kelsey-Sykes este mai adecvat diversitafii actuale a substantelor
dezinfectante. Testul reproduce circumstaniele de utilizare «curats si smurdars prin adé-
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Tabelwl 2.3 (eonfinuare}

Inactivate de Toxiciate
proicing nlte substanje apd durd detergeny! plele ochi pulmeoni
organice
+ + + C + + _
s + + C + + *
FEL + + + = - +
- + + _ - + +
NP + - = - - +
R + + A + + a
4o -t =+ A * + =

ugarea de substan{d organicd la dilutiile testate, Testul Kelsey-Sykes precizeaza con-
centratiile de dezinfectant indicat pentru situatiile ecurats 5i emurdars. Amanuniele privind
testarea depiisesc scopurile acestui capitol. Cei interesati pot consulta lucrarile de referinia
ca: Kelsey, 1. C., Maurer, [. M.: An improved Kelsey-Sykes test for desinfectants. Phar-
maceutical Journal, 1974, 213:528—536.

Testarea dezinfectantelor tn conditiile de utilizare revine fiechrui laborator si se
impune ca test periodic,

Principiu: Prezenja unui numar redus de microorganisme viabile in solufia unui
dezinfectant este posibild, depisirea unei anumite limite indica Insa deficiente In

prepararea, manipularea sau conservarea solutiei.

Necesar:

— pipete gradate de 1 ml sterile,
— flacoane de 25 ml sterile cu capac insurubat,

— diluent neutralizant (tabelul 2.4},

— pipete Pasteur care picurd 50 picaturi/ml,

— placi cu agar nutritiv,
Procedura:
. Se preleva aseptic 1 ml solutie dezinfectantd din fiecare borcan sau galeai folosind
pipele separate.
Prelevarile se fac din containerele cu solutii stock diluate pentru utilizare, borcanele
si containerele pentru echipament contaminat (pipeie, lame de microscop, instrumente

elc.), ghletile cu cirpa sau peria pentru podele ete.

2. Se transvazeaza fiecare probd de | ml solufie dezinfectantd in cite un recipient
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cu 9 ml diluent neutralizant, marcat pentru identificarea probei, si se omogenizeaza.
3. In intervalul de cel mult o ora dupa omogenizarea probelor de dezinfectant, se

Tabolul 2.4.Diluenfil neutralizali pantru testarea dezinfsctantelor in condifii de utilizare (dups
C.H. Collins 3i colab., 198%)

Diluent Grup de substanje dexinfectante

Bulion nutritiv Alcooli
Aldehide
Hipoclorig
Fenoll

Bullon nutritiv + Hipoclorifl + detergeng,

+ Tween BO solufie 3% wiv Tndolori

Fenolt + detergengi

Compugi de amoniv quaternar

preleva cu pipete Pasteur separate un mic volum din fiecare amestec dezinfectant — diluent
neutralizat 5i se insdmanteaza in spoturi separate, cate 10 picaturi pe suprafaja bine uscata
a doud plici cu agar nutritiv,

4. Se incubeaza cele doud plici astfel:

= Una timp de 3 zile la 32 sau 37°C. Bacterile patogene cultivi optim la 37°C, dar
celor afectate de dezinfectant le poate fi mai convenabila temperatura de 32°C.

= A doua timp de 7 zile la temperatura camerei pentru cultivarea bacteriilor saprofite
si-a fungilor.

3. Se numara coloniile dezvoltate pe spoturile de insimaniare.

Interpretare;

Numirul microorganismelor/ml N xD
soluie dezinfectanta = Volumul insamangat

unde:

N — numir de colonii;

D — factorul de dilutie (inversul dilugiei);

volumul insAmantat = 10 picaturi x 0,02 ml = 0,2 ml.

Deci dacd am numirat 6 colonii, in solufia dezinfectantd verificata au fost:
: ;zl . = 300 microorganisme viabile/ml. Peste 250 microorganisme viabile/ml] indica o
solutie dezinfectants ineficient.

Protecfia personalului. Multe dezinfectante suni iritante pentru ochi, clile
respiratorii, piele. La manipularea substanfelor stock pentru prepararea solugiilor
operatorul va purta, dupa caz, manusi gi ochelari de protectie (vezi 2.2.2.).

2.2.2. Dezinfectante uzuale in laboratoarele de microbiologie

Hipoclorifi. Sunt comercializati ca solutii pentru uz industrial sau In laboratoare
(100 000 ppm clor activ), sau pentru uz casnic (10 000 sau 50 000 ppm clor activ), Pentru
uz casnic sunt de asemenea livraji hipoclorifi in forma solida, tabletatd. Toate aceste
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preparate pot fi utilizate in laborator dac se fine cont de concentrafia in clor activ. Au
efect germicid asupra unei game largi de microorganisme: bacterii In forma vegetativa
(inclusiv micobacterii), fungi, spori, virusuri. Activitatea antimicrobiani scade mult in
prezenia proteinelor, altor substanfe organice 5i maselor plastice. Detergentii ii inactiveaza.

Indicatii: Dezinfectia suprafejelor, borcanelor pentru pipete $i echipamentului mic
contaminate

Clrcumstanga Concentrafia indicaid a splufiel dexinfectanie, ppm
clor activ
Suprafeje relatly curate 1 000
Borcane pentru pipels contaminaie 2 500
Suprafete contnminaie cu singe 10 000

Solutiile raman active 24 ore.

Contraindicafii: Corodeazd metalele. Nu se aplich pe suprafefele metalice ale
centrifugilor §i aparaturii supuse la solicitiri mecanice.

Precautii: Efecte iritante, In funcjie de concentrafie, asupra pielii, ochilor, ciilor
respiratorii.

Derivatii fenolici. Efectul germicid se limiteaza la bacterii in forma vegetativa (in-
clusiv micobacterii) §i fungi, nu este afectat de proteine, dar eficienta scade pe suprafetele
de cauciuc, lemn sau material plastic. Sunt ineficlentfi asupra sporilor §i virusurilor nude,

Indicagii: Dezinfectia suprafetelor, borcanelor pentru pipete si echipamentului mic
contaminat. Solugiile 1% sunt indicate pentru circumstanie «curates, cele 2—5% pentru
circumstanje smurdares. Solufiile se schimba la 24 ore.

Precautii: Efect iritant posibil asupra ochilor §i pielii.

" Formaldehida este un gaz foarte iritant, stabil numai la temperaturi peste 80°C; la
temperatura camerei polimerizeazd repede §i formeazd pe suprafete un depozit alb. Se
comercializeazd sub doudl forme:

» paraformaldehida, polimer solid, alb cu miros usor Infepator din cauza degajarii
de formaldehida;

s formolul, solutie apoasa de 37—40%, formaldehida stabilizata cu 8—15% metanol
contra polimerizirii la temperaturi mai joase.

Efectul germicid puternic se extinde asupra tuturor microorganismelor, fard a fi
inactivat de proteine sau detergenii.

Forme de utilizare si indicafii:

1. Forma gazoasd este indicatd pentru dezinfectia suprafejelor, echipamentului §i
efectelor care nu pot fi udate (saloane de spital, saltele, perne, pdturi, haing groase, carfi,
lana etc.), instrumentarului termosensibil. Principala indicatie in laboratorul de
microbiologie este dezinfecjia periodich a incintelor de securitate microbiclogica.

Are efect antimicrobian mai puternic la temperaturi peste 20°C si umiditatea mai
mare de 60% (cea optima fiind de 80—907%,). Se obtine prin incalzirea formolului (I volum
formol + doull volume apa in fierbdtor electric) sau paraformaldehidei (pe resou electric),
Concentrafii maxime de 2 g formaldehids/m® se objin, la 20°C, dar suficientd pentru

dezinfeclie este Euncemmﬁa de 0,05 g/ m®, Pentru dezinfeciia unei incinte de securitate
(cea 0,3—0,4 m™ sunt suficienti 25 ml formol sau 3—4 g paraformaldehida, iar pentru
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inciperi 15 ml formol/m? aer.

Penetrabilitatea formei gazoase este redusd, deci suprafefele supuse dezinfecjiei
trebuie bine etalate. Formaldehida fiind foarte iritanti, incintele de dezinfectat vor fi
inchise etang. Paraformaldehida depus3 pe suprafejele dezinfectate emite timp Indelungat
vapori iritanti, ceca ce impune fie aerisire prelungiti, fie neutralizarea paraformaldehidei
prin vapori de amoniac,

2, Solutii cu 4%, formaldehida (formol diluat de 1/10) sau mai concentrate, pina la
10%,, sunt indicate pentru dezinfectia suprafetelor sau culturilor. Solugiile 0,04—1%, sunt
folosite pentru inactivarea suspensiilor bacteriene aglutinabile.

Glutaraldehida are efect antimicrobian foarte bun (inclusiv asupra virusurilor
hepatitelor B i C), neinfluentat de proteine. Se utilizeaza in concentrafii de 2%, activats
in solutie alcalina (famponat4 cu bicarbonat de sodiu la pH 7,5—8,5). Este indicatd pentru
dezinfectia suprafejelor metalice pe care nu le corodeazd, Desi este mai putin iritanta decat
formaldehida, contactul cu pielea si conjunctiva trebuie prevenit.

Detergentii cationici sunt compusi de amoniu quaternar activi asupra bacterilor (mai
ales grampozitive), mai pufin asupra fungilor 5i inactivi asupra micobacteriilor si sporilor.
Sunt inactivafi de proteine, alte substanie organice, mase plastice, detergen}i anionici si
sdpunuri. Solutiile apoase de 1—2%, sunt larg utilizate pentru spalarea (agenfi tensioactivi
de wdare si spumanti) 5i dezinfeciia suprafegelor. Nu corodeazi metalele, nu suni toxici,
nici iritanti.

Alcoolii utilizati pentru dezinfectie sunt etanoclul 5i propanolul in solufii apoase de
T0—80%. Au efect antimicrobian relativ lent 5i sunt ineficienti asupra fungilor si sporilor,
Nu sunt inactivati de proteine sau detergenfi, iar activitatea antimicrobiand creste mult
prin asaciere cu hipoclorifi {la concentratie finala de 2 000 ppm clor activ) sau cu formol
{(10% formol in alcool de 70%).

Sunt utilizati ca atare, mai bine in amestec cu hipoclorifi sau formol, pentru dezin-
fectia suprafejelor §i pentru echilibrarea cupelor de centrifugs. Alcoolii sunt iritanfi pentru
conjunctivd, dar nu afecteazd pielea normali.

lodoforii (iodo = iod; phor = purtator, purtitor de iod) sunt detergenii neionici din
clasa propilenglicolilor, care complexeazi iodul si, In solufii apoase, il elibereazi lent cu
efecte germicide asupra bacteriilor (inclusiv micobacteriile}, fungilor, sporilor si virusurilor
cu inveliy lipidic 5au nude. Sunt insd inactivati de proteine si alte substan{e organice, mase
plastice §i detergenti anionici, In solufii apoase cu 75—150 ppm iod pot fi utilizati, in
borcanele pentru pipete i echipament contaminat, pentru dezinfectia suprafeielor, iar
solufiile in 50%, alcool cu 1 600 ppm iod au efecte sporocide §i sunt utilizate pentru
antiseptizarea miinilor. Petele lasate de iodofori pe piele i suprafeje sunt usor indepariate
cu o solugie de tiosulfat de sodiu.

La manipularea iodoforilor trebuie evitatl contactul cu conjunctiva,

2.3. DECONTAMINAREA SI CIRCUITUL MATERIALELOR IN
LABORATORUL DE MICROBIOLOGIE

Este interzis ca materiale contaminate si piraseasca laboratorul sau s3 pitrunda in
ariile co activitate «curatis» din laborator,

Prima barierd de apirare antiinfecjioasa care se aplica este dezinfecfia echipamen-
tului contaminat de la masa de lucru, cit mai curind completatd prin autoclavare sau
incinerare finald. Culturile bacteriene nu trec prin dezinfectie, bariera cu eficienys greu de
controlatl in aceastd conditie, ¢i trec direct la autoclavare.
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2.3.1. Colectarea materialelor contaminate

Galetile cu capac pentru colectarea recipientelor cu culturi sau resturi de prelevate
patologice, trebuie s fie lipsite de fisuri sau gauri pentru a evita scurgeri contaminante
periculoase. Sigure sunt giletile din tabli de cupru, din (ablid emailatad sau din plastic
rezistent la autoclavare (polipropilend). Nu trebuie s fie mai adanci de 25 ¢m, pentru a
permite o bund penetrare a vaporilor de apa, cu diametrul corespunzator unei manipuliri
facile in aotoclavd. Niciodati nu se vor umple pand la refuz,

Pungi din plastic autoclavabil este de dorit sA dubleze interiorul galefilor. Trebuie
sa fie rezistente 5i manipulate atent, pentru a evita spargerea sau ruperea. Legate la gura
cu sarma, vor fi transportate in camera de sortare impreund cu gileata suport. Giletile si
pungile colectoare vor fi marcate distinct pentru materialul reutilizabil §i pentru cel dis-
pozabil.

Borcanele cu solujie dezinfectantd stau pe masa de lucru pentru colectarea
echipamentului mic contaminat §i, separat, a pipetelor contaminate. Prea frecvent sunt
alese si manipulate incorect.

Alegerea borcanelor. Cele din sticla sunt casabile si, ca atare, periculoase. De dorit
sunt recipiente rezistente din polipropilena. Pentru echipamentul mic convin barcane de 1
litru cu capac insurubat (permite in final Inclindri repetate, pentru imersarea compleld a
articolelor supuse dezinfectiei). Borcancle inalle permit imersarea completa a pipetelor fara
riscul scurgerilor contaminante,

Umplerea cu solutie dezinfectantd. Borcanele pentru echipamentul mic vor fi marcate
cu vopsea la nivelul de 750 ml. Cu o mensurd se introduce in borcan dezinfectant in
cantitate suficientd si asigure concentrafia recomandatd pentru scircumstanja murdars
dupa completarea volumului la 750 ml cu diluent.

La fel se procedeazi si cu borcanele pentru pipete, findnd cont de volumul lor.
Adaugarea unui detergent compatibil cu dezinfectantul utilizat (vezi tabelul 2.3) usureaza
spalarea finala a pipetelor,

Utilizarea corectd a solufiilor dezinfectante:

1. Borcanul nu se supralncarcd, pentru a evita scurgeri contaminante la mobilizare.

2. Nu se introduc obiecte care plutesc, decat daci pot fi umplute 5i imersate complet
sau dach borcanul are capac §i poate fi inclinat repetat.

3. Nu se introduc materiale cu conjinut proteic mare, ci se colecleazi separat pentru
autoclavare directa.

4, Nu se dilueazi dezinfectantul prin scurgeri de lichide. Pentru supernatantul din
tuburile de centrifugh se foloseste un borcan separat cu solufie mai concentratd de dezin-
fctare §i previzut cu palnie pentru refinerea aerosolilor contaminanii.

5. Nu se lasd mai mult de 24 ore maierialele in solutia dezinfeclantd si nu se
refoloseste solutia, pentru ¢ se pot selecta s5i inmulti baclerii de contaminare rezistente.

6. Solutiile dezinfectante nefolosite 24 ore se arunch,

2.3.2, Tratarea materialelor pentru reutilizare sau dezafectare

Barierele antiinfectioase prin care trece materialul contaminat din laborator in
vederea reatilizirii sau dezafectirii sunt marcate in figura 2.5, Incinerarea esie admisa
numai sub supravegherea laboratorului. Dezinfecfia cu suntarea autoclavarii este admisa
numai pentru pipetele gradate.

Circuitul materialelor contaminate de la mesele de lucru pana la dezafectare sau
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MATERIAL
CONTAMINAT

CL UNICA
FOLOSINTA
INCINERARE

RELTILIZARIL

Conduit uziald

#=es=see= Numal Incloerator controlat de laborator
= o= = == = Pipeie gradnte
Fig 2.3, Barierele antlinfeciioase prin care trece materialul contaminat din laborator (dupd C.H. Callins, 1989)

reutilizare (figura 2.6) este organizat si supravegheat de seful laboratorului, pentru a
preveni Incrucigari cu materialele decontaminate sau sterile si iesirea din laborator a unor
materiale contaminate.

La intrarea In sectorul de pregitire a materialului (vezi figura 1.1) se rezerva o masa
pentru receplia containerelor cu materiale contaminate,

Controlat de laborntor
LT T T pepe——" [nl:"lﬁfam

20MA DE RECERTIE [ ————aee] AUTOCLAVARE _.J ZONA DE SORTARE
' LABORATOARE i
_\ COMDITIONARE | I

Fig. 2.6. Circulml materialelor contaminaie de |s mesele de Tucny pand la dezafectare sau re
C.H. Collins, 1989}

utilizare (dupd
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Autoclave separate suni previzule pentru sterilizarea materialelor contaminate de
aruncat s5i a materialelor reutilizabile. Galefile se introduc In autoclava fard capac, iar
pungile dezlegate, deschise la gura si menjinute in containerul lor. Dispunerea con-
tainerelor in incinta de sterilizare trebuie 52 asigure acces liber vaporilor de apa.

Sticlaria contaminata. Dupi autoclavare mediul de culturd este scurs sau raclat din
recipiente, Urmeaza spalarea mecanica sau manuals cu apa calda i detergent. Pentru spélarea
manuala este necesar un set de perii adaptate fiecArui tip de recipient (eprubete, baloane etc.),
o chiuvett adanch (bac) cu dous compartimente: unul pentru spalare, altul pentru clatire, si
lighene din plastic pentru clitirea finala cu apa distilatd sau deionizata.

Garniturile din cauciuc pentru etansarea capacelor insurubate vor fi scoase, spalate
separat intr-o strecuritoare §i reasamblate dupa uscarea ambelor piese.

Sticldria calcosodicd noud poate elibera alcali in cursul autoclavarii, ceea ce altercazi
pH-ul continutului. Poate fi neutralizat prin imersare citeva ore in solufie 2—37% de acid
clorhidric. Pentru verificare, un esantion din fiecare lot va fi umplut cu apd neutrd plus
cateva picaturi dintr-un indicator adecval; pH-ul trebuie s3 rdmand neschimbat dupa
autoclavare, Sticldrta din borosilicat nu impune aceste precautii.

Materialele colectate in solutie dezinfectanta, Dupa ce au fost menfinute pesie noapte
imersate in solufia dezinfectanta, sunt manipulate in continuare cu mina proiejatd cu
minusa de cauciuc.

Pipetele gradate sunt scoase din solutia dezinfectantai, dopul de vati este aspiral
printr-un fub de cauciuc cu capcand conectat la trompa de apa sau este scos cu un carlig
fin si sunt introduse in dispozitivul de spalare prin apa sub presiune sau prin sifoniri
repetate.

Echipamentul mic este relinut intr-o strecurdtoare din polipropilend dupd scurgerea
boreanului in chiuveta conectatd la o fosa septicd. In aceeasi chiuvela se scurg gi borcanele
din care au fost scoase pipetele. Strecurdtoarea cu confinutul ei este apoi plasatd Inir-un
container pentru autoclavare.

Borcanele colectoare, golite de solutia dezinfectantd, sunt autoclavate pentru dis-
trugerea contaminantilor reziduali.

Incinerarea. CAt timp laboratoarele noastre nu dispun de incinerator special
supravegheat de personal calificat corespunzator, esie precaut a incinera numai materiale
autoclavate, care nu sunt acceptate de serviciul de salubritate, Pentru a preveni poluari
periculoase, este de dorit ca masele plastice s fie sub 209 din materialul incinerat.

2.4. CONSERYAREA

2.4.1. Conservarea prin agenti fizici

Pasteurizarea folosesie acliunea combinata a cildurii umede si frigului pentru conser-
varea lichidelor alimentare. In laboratorul de microbiologie nu are aplicafii. Incalzirea lichidelor
alimentare la temperaturi intre 62° si 85°C (tabelul 2.5) distruge formele vegetative, dar nu
omoard sporii §i nici enterovirusurile. Refrigerarea imediatd la 4°C completeaza, prin soc
termic, efectul microbiocid al cAldurii $i impiedicd multiplicarea microorganismelor.
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Tabelul 2.5, Tipuri de pasteurizare si aplicafiile lar

Tip de pasteurizare I| Tempeuturil Timp pentru

lapte sucurl de frucie, vin alie alimente
Inali 8s°c B—15 secunde 2 minute -
Mijlocte T—14"C 40—45 secunde 15 minute
Jousd 62—65"C 30 minute 30 minute

Refrigerarea la 4°C este larg folositd pentrn conservarea alimentelor $i a unor
medicamente, La 4°C se conserva majoritatea prelevatelor patologice care nu pot fi ex-
aminate imediat §i, pentru pericade de 3—6 luni, tulpinile de referinta insamanjate in
coloand de agar nutritiv moale.

Congelarea este o excelenta metoda de conservare a alimentelor. Efectele congelarii
asupra microbilor sunt minime cind se realizeazi brusc la temperaturi inferioare punctului
eutectic (—21,3°C), care evits formarea cristalelor de gheata si hiperconcentrarea salini,
nocive pentru structurile celulare i starea coloidala a proteinelor. Congelarea in azot lichid
(—196°C) conserva indefinit proprictifile biologice ale microbilar, iar congelarea intre
—T70°C §i —80°C (amestec de acool cu ghealk carbonicd) sau la —25°C (congelatoare de
laborator) conserva citeva luni viabilitatea virusurilor §i reactivitatea anticorpilor,

Desicarea este folositad in microbiologie peniru conservarea indefinitd a tulpinilor
unor bacterii sporulate si, pentru perioade limitate, a unor bacterii (langhete din hirtie de
filtru impregnate cu suspensie microbiana $i uscate). Numeroase alimente sunt conservate
in stare desicati.

Liofilizarea este o excelents metods de conservare a microorganismelor, a serurilor
imune §i a unor reactivi biologici {e. g. alexina). In £senia este o criodesicare: suspensia
microbiana intr-un mediu protector este congelatd brusc In amestec de alcool cu gheaya
carbonica, uscatd in vid si pastratd in fiole ermetic inchise in atmosferd de gaz inert.

2.4.2. Conservarea chimica

Exemple de conservanti chimici cu utilizarile for apar in tabelul 2.6,

Tabelwl 2.6, Domenii §i modul de utilizare a unor prazervanti

Substania Domeniu de aplicare Concentragie, %,

Feapl Seruri imune 0.3—0.5
Vaccinuri

Merticlal de sodiu Seruri imune 0,004 —0,02
Preparate infectahbile

Fenol + mertdolat Serurt imune 0,2 + 0,005
Colire 0,002 + 0,01

Benzoat de sodiu Ungoente 0,2—1
Emulsii 0.2—1
Alimente 00—l




2.5. ASEPSIA IN MICROBIOLOGIE

Asepsie Inscamna manipularea la adipost de microorganisme.

Pentru o manipulare aseptich uzuald de material microbian se lucreazi la adapost
de curentii de aer §i se respectd urmatoarele exigente (figura 2.7):

1. Se oranduicste pe masa echipamentul strici necesar.

2. Sc asazd comod pe scaun cu aniebrajele complet
pe blatul mesei si se fac toate miscarile sub controlul
vederii,

3. Se fine ansa in mAna dreaptd, ca pe un creion, de
extremitatea opusa firului.

4, Se tine in mina stingd recipientul din care se
preleva sau in care urmeaza si se introduca materialul de
manipulat, ¢4t mai aproape de extremitalea infericara,
incat confinutul i traiectul ansei s rdmana.sub controlul
vederii.

5. Se scoate dopul recipientului, cuprinzandu-| intre
auricularul, inelarul si palma mainii drepte. Se mentine
inclinat recipientul fard dop pentru a preveni depunerea
de pulberi in interior, Similar, se evitd expunerea arizon-
tala a suprafefei plicilor cu mediu agarizal.

. Se sterilizeaza prin fAambare gura recipientelor
busate cu vata.

7. Se introduce ansa in recipient pentru prelevarea
san depunerea materialului microbian, Se evita cu atenjie
atingerea cu ansa a gurii §i perefilor in zona superioara a
recipientului.

8. Imediat dupa retragerea ansei, se flambeazd gura
recipientului si se introduce dopul sau se insurubeazi
capacul,

0. Se resierilizeazd ansa.

Repartizarea asepticd a mediilor de culturd se face,
ideal, in incinte sterile cu flux de aer laminar.

NOTA: Este interzisa wtillzaren acestor incinte in scopul

manipuliirli pretevateior peeologice g culturiios microhiens,
denarece fuxul de ser sterilizal esie prolecist spre operator, In

Fig 2.7. Ewpele succesive ale unel
manipuldri  aseptice de material
microblan

lipsa unel incinte sterite cu ser lamingr, pentru repartizaren aseplich a medlilor de cullurd se pot folosi

incintele de sigurangl microblologich de clasa 1.

Descrierea manipulirilor aseptice in condifii maxime de exigenta (incintele pentru
conditionarea medicamentelor injectabile etc.) depaseste obiectivele acestui manual,



METODELE MICROBIOLOGICE
DE DIAGNOSTIC

3.1. RECOLTAREA, CONSERVAREA SI TRANSPORTUL
MATERIALULUI EXAMINAT

Clinicianul cere depistarea unor microorganisme In prelevate patologice de la bolnav,
pentru @ stabili eticlogia unei boli infectioase si, prin aceasta, tratamentul antimicrobian
corect. Epidemiologul urmireste prezenfd unui microorganism in prelevate patologice de
la bolnavi, in probe recoltate de la persoane sinatoase si in probe de mediu (aer, apa,
alimente ete.) pentru a stabili filiatia cazurilor unei bali transmisibile, precum si cdile de
transmitere, Jgienistul foloseste microorganisme depistate in probe de mediu ca indicatori
sanitari pentru calitatea ambianfei noastre comunale, din scoli, din spitale etc.

In acest capital sunt prezentate metodele de recoltare, conservare si fransportul
prelevatelor patologice de la bolnavi sau purtdtori sanatosi. Aceleasi probleme legate de
prelevarea probelor de mediu le veli urmari in capitolele de Microbiologic sanitara.

3.1.1. Aleaerea prelevatelor patologice

Microbul infectant, eventual antigeni ai sdi, este ciutat la poarta de intrare a
infectiei, in caile de raspandire in organism, in organele lintd s5i la nivelul cailor de
eliminare, apreciate pe baza examenului si rafionamentului clinic $i in masura In care
acestea sunt accesibile prelevirii prin tampon, prin puncfie §i aspirafie, biopsie sau ca
excretii. De exemplu la un pacient cu sindrom de febri enterica se vor preleva si examina:
materiile fecale (intestinul — poarté de intrare, organ finta 5i cale de eliminare a bacililor
tifici), sangele (calea de rispandire a infectiei In organism), maduva osoasd san ex-
sudatul maculelor cutanate (tesuturi {int3), urina (calea de eliminare). Pentru depistares
portajului de bacili tifici se examineazs bila §i uring,

Stadiul boli influenfeazs sansa izolarii microbului, Continuand examenul de mai
sus, gansele izolarii bacilului tific In hemocultura scad de la 80—90% in prima SAptAmani
de boald la numai 10% in siplamana a 4-a; in schimb, in acelasi interval, procentul
izolarilor in coprocultura cregte de la 10—15 la 75,

Prelevatele examinate trebuie s reprezinte realul produs patologic, adicd material
din leziuni care vehiculeazd microbul infectant sau antigenii sai. In singe, in lichidul
cefalorahidian sau In urin microbii antrenali din leziuni sunt repartizali uniform. Dis-
tributia lor in probleme de sputa, materii fecale, exsudate de pe suprafata mucoaselor, din
pligi s.a. nu este in mod necesar uniformi. Daca in loc de sputa se trimite Spre examinare
saliva,1n loc de exsudat amigdalian un tampon imbibat cu saliva, un raspuns util din pariea
laboratorului este imposibil.
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3.1.2. Norme de baza pentru prelevarea probelor
destinate examenului microbiologic

1. Prelevarile se fac Inainteq instituirii tratamentului antimicrobian. Depistarea
microbului infectant devine adesea imposibild incA in primele ore de antibioticoterapie,
chiar ineficienta.

2. Prelevatele patologice trcbuie s3 fie in cantifate suficientd pentru efectuarea
corecti a examenelor microbiologice,

3. Prelevarile se fac aseptic cu instrumentar §i in recipiente sterile, Trebuie:

s Prevenitd contaminarea probelor cu microbi din mediul extern.

» Prevenitd sau redusd contaminarea probelor cu microbiota indigend. Orice con-
taminare a prelevatelor din zone normal sterile este criticd (rezultate fals pozitive). Pentru
prelevatele care traverseazd zone normal colonizate sau provin din asemenea zone ne
limitam la reducerea cit mai eficientd a microbioiei de colonizare prin spalare. Cind
metoda nu di rezultate, se poate recurge la prelevari care sunteazd ciile naturale de
eliminare si contaminare (aspirafia transtraheald, aspiratia suprapubiani etc.). Acestea
sunt insi tehnici agresive aceptate numai cind relatia risc — beneficiu Inclind In favoarea
beneficiului.

m Prevenitd infectaréa pacientulid in fimpul prefevdrii, infectarea personalului si
contaminarea mediului extern ¢u microbi patogeni. Periculoasd esle conlaminarea
suprafefei externe a recipientelor, spargerea lor. Sngele si alte umori sunt periculoase
chiar cand provin de la persoane aparent normale (pericolul virusului hepatitei B sau al
imunodificientei umane).

4, Prelevatele supuse analizei trebuie 53 fie insofite de date informative suficiente.
Acestea sunt cuprinse in cererea de analizd, parte componenid 2 buletinului de analizi,
sau, In cazul anchetelor epidemiologice, in tabele nominale, Semnificatia datelor informa-
tive se grupeazi asifel:

= date necesare identificirii probei; numele, prenumele, vArsta pacientului, data
recoltei, spitalul, sectia, salonul;

= date necesare alegerii celor mai adecvate tehnici de prelucrare a probei: diagnosticul
prezumtiv, natura probei, examenul solicitat (in termeni ¢t mai precigi), precizarea daca
este in cauzd un bolnav (inclusiv data debutului bolii), convalescent sau purtitor, preciziri
asupra terapiei antimicrobiene eventuale;

m date privind responsabilitatea recoltarii gi transportului: ora recoltdrdi, data si ora
primirii in laborator, medicul care a recomandat analiza §i perscana care a facut recoliarea
5i a asigurat transporiul.

Imporiant¥ pentru evitarea unor erori esie etichetarea probelor. Cea mai sigurd este
eticheta autoadeziva. In lipsa se poate recurge la eticheta din leucoplast. Pe etichete se
noteazd cu creion negru sau pix cu bila: numarul cererii de analizd, numele si prenumele
pacientului, prelevatul si data.

3.1.3. Recipiente si instrumente

Pentru preleviri se folosesc, dupa caz, cutii Petri, eprubete, borcane de 200 ml din
sticld, previizute cu capac. Recipientele si instrumentarul destinate prelevarii probelor
pentru examenul microbiologic se sterilizeazd exclusiv prin agenti fizici dupa ce au fost foarte
bine spilate peniru indepirtarea oriciror urme de eventuale substanje antimicrobiene.
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Un instrument des utilizat pentru prelevate si transport de probe este tamponul de
vatd (figura 3.1), care trebuie 53 fie lipsit de inhibitori microbieni (ca acizi grasi din vati,
ioni metalici sau substante distilate din porttampon in cursul sterilizirii). De aceea:

= se preferd porttamponul din lemn (nu de rasinoase, care confine substanje nocive
pentru unele microorganisme);

= tamponul se face din vatd hidrofild cu fibra lunga

Dopul trebuie s3 fie dens, pentru a preveni contaminarea sau desicarea probei. In
vederea otilizarii, tampoanele sunl sterilizate la autoclay ambalate cate 5—10 in hartie,

Tamponul din vata este indicat pentru prelevarea si transportul exsudatelor de pe
suprafata mucoaselor si a tesuturilor denudate. Are insa si dezavantaje, care trebuie cunos-
cute pentro o ulilizare corecta:

m 5S¢ prelevd maximum 0,1 ml produs.

» Recuperarea bacteriilor de pe tampon este sub 10%; cel pufin 10° organisme trebuie
prelevate pe tampon, pentru a le putea depista pe frotiul Gram extemporaneu. De aceea
se va evita utilizarea tamponului ori de cte ori sunt posibile prelevari in cantitafi mai mari
prin aspirajia exsudatelor fluide, produse de chiuretaj sau biopsii. Se vor preleva mai multe
tampoane, dacd examenul presupune efectuarea de frotiuri §i insamantari pe mai multe
medii de cultura.

m Leucocitele polimorfonucleare se adsorb In scurt timp pe fibra de vaid, alt motiv
pentru efectuarea extemporanee a frotiului prin proba prelevata pe tampon.

m Prelevarea pe tampon este contraindicatd pentru izolarea bacteriilor anaerobe.

Probele destinate izoldrii anaerobilor stricti sunt introduse sub atmosferd de azot in
flacoane ermetic inchise. In lipsa acestora, o modalitate simpla si eficienta este transportul
direct In seringa de recoltare dupd ce a fost Indepiriata orice bula de aer, iar acul obturat
printr-un dop de cauciuc (figura 3.2). '
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3.1.4. Transportul si conservarea probelor

Moartea microbilor infectanii din probele destinate examenului microbieclogic este o
sursa de erori. Poate fi cauzati de: razele solare directe; deshidratare; modificari de pH:
autoliza; oxigenul atmosferic in cazul anaerobilor stricti. De aceea, odata recoltate, probele
trebuie examinate in cel mai scurt timp posibil sau conservate prin refrigerare si medii de
transport adecvate,

Refrigerarea. La 0°C (container izoterm cu gheald umeda) sau la 49C (frigider)
majoritatea microbilor palogeni supraviefuiesc cele caleva ore necesare transportului, iar
multiplicarea contaminangilor este opritd, De exemplu, semiviaja majoritafii virusurilor
(intervalul in care infectiozitatea suspensiei virale scade cu 50%) sc masoard in ore la
temperatura camerei, in zile la 4°C §i in luni la —70°C. Putine baclerii nu rezista la
refrigerare: meningococul, gonococul, Haemophilus influenzae.

Mediile de transport asigurd supraviefuirea microorganismelor prevenind desicarea,
variajiile de pH, oxidarea si autoliza. Un indicator, cum este rosu fenol, permite
monitorizarea vizuald a pH-ului cAnd aceastd condifie este criticd pentru supraviejuirea
unor microbi (e.g. virusuri}.

Microbii care sunt izolaji pe culturi de celule sau embrioni de glina (ca virusurile §i
chlamidiile) se transportd In medii cu antibiotice (penicilin, streptomicina, nistatina). Cand
insé in acelasi prelevat se urméresc atat virusuri, cit si bacterii, proba se suspensioncazi
in mediul de transport fara antibiotice, urmand ca acestea sa fie adAugate diferentiat la
prelucrarea probei in laborator.

. 3.1.5. Tehnici si prelevare (in ordine alfabetica)

1.Exsudatele bucale se prelevi de la pacienfi cu stomatitd ulceronecroticd Vincent,
margaritarel sau alte infecii ale gurii.Dupa imobilizarea limbii cu apdsator steril, se gterge
cu tamponul suprafata oricirei ulceratii, arii inflamate sau acoperita cu pseudomembrand.
Daca se solicita examen microscopic, tamponul se stoarce imediat pe o lama de microscop
si se ctaleazi frotiul prin rularea tamponului. Frotiul fixat prin cildurd (vezi 5.2.5.1) se
expediaza la laborator Impreund cu al doilea tampon destinat cultivérii,

2. Exsudatul cervical uterin se preleva de la paciente cu leziuni la acest nivel sau
pentru depistarea portajului de gonococ. Pacienta este plasati in pozifie ginecologica. Dupa
examenul vulvei, speculul vaginal steril, umezil cu apa caldid (fara alt lubrifiant) este
inserat bland pentru examenul colului uterin. Exocolul este sters de 2—3 ori succesiv cu
comprese de tifon sterile pentru indepirtarea secrefiilor stagnante, inclusiv cele de la
nivelul orificiului. Daci se observd leziuni, acestea sunt sterse cu tamponul de vara steril.
Un tampon de vatd steril este inserat in orificiul colului, rotit de citeva ori pentru a-l
incarca cu exsudat si se retrage cu precautia de a evila contaminarea cu conjinut vaginal.

Pentru microscopie, frotiul se face extemporaneu cu un tampon separat.

3. Exsudatul conjunctival. Uzual este suficient un tampon cu care s-a §ters exsudatul
din unghiul intern al ochiului. Alte preleviri de la nivelul ochiului (raclat conjunctival,
cornean) sunt exclusiv de competenta specialistului oftalmolog.

4. Exsudatul faringian este prelevat pentru diagnosticul etiologic al anginelor i
faringitelor sau pentru depistarea portajului de streptococi piogeni ori de bacili difterici.
Prelevarea se face cu tamponul inainte sau la 3—4 ore dupa toaleta gurii ori ingestie de
alimente. Pacientul asezat, cu gitul in usoara extensie, faringele bine expus prin iluminare
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Fig.7.3. Prelevaréa exsudatulul nazofaringlan pe cale pernazald (o) gi pe cale bucald 1]

si deprimarea bazei limbii cu apasator steril, pronunia tare vocala A. Cu tamponul introdus
in faringe, fara a atinge limba sau palatul, se sterge orice zona inflamata, ulcerata sau cu
depozite purulente. Cand exista, falsa membrana este usor desprins §i tamponatd mucoasa
subiacentd, Tamponul scos cu precaufie se introduce in tubul protector. Pentru ci
prelevarea faringiana declangeazd reflex de tuse, este indicat ca persoana care face
prelevarea sa se protejeze cu masci de tifon.

5. Exsudatul nazofaringian se preleva pentru diagnosticul tusei convulsive, a unor
pneumonii interstifiale §i a portajului de microbi patogeni cum sunt meningococii, strep-
tococii piogeni, bacilii difterici g.a.

Mai ugoard este prelevarca pernazald. Se utilizeazd tampon confecfionat pe tija din
sarmi de crom-nichel cu lungime de 20 cm i grosime de | mm. Una din extremitdfi este
indoitd, inmuiata In colodiu si InfAsuratd strins cu vatd. Extremitatea liberd este Indoitd
in bucla pentru a facilita manipularea. Aceste tampoane se pot obfine din secia de O.R.L.

Capul pacientului este imobilizat si tamponul introdus blind in lungul planseului
nazal pina atinge peretele posterior al nazofaringelui, Este l4sat c3teva secunde pe loc,
apoi rotit ugor, pentru a-1 incArca cu exsudat, i retras. Cantitatea de prelevat creste cand
tamponul se retrage si se reinsereaz’ in aceeagi pozifie, prima tamponare stimuland secrefia
de mucus nazofaringian (figura 3.3).

Prelevarea pe cale bucalad se face cind abordarea pernazald nu este posibila. Se
utilizeaza un tampon obisnuit cu tija de sirma. Extremitatea care poartd tamponul este
indoita in unghi drept In momentul scoaterii din tub. Tamponul, introdus prin gura in
faringe, este trecut cu atendie in spatele palatului moale, pentru a sterge peretele posterior
al nazofaringelui (figura 3.3). La introducere si la scoatere se va evita contaminarea
tamponului cu secretii faringiene §i bucale.

6. Exsudate din plagi si arsuri. Suprafaja denudaia, lipsiti de jesut necrotic, se spala
cu solutie salina izotona sterild pentru Indepirtarea exsudatului stagnant hipercontaminal.
Tamponul, umezit cu solutie salina izotona si stors pe peretele interior al recipientului,
este rulat peste suprafata tisulara suficient de ferm, pentru a determina o uyoard sangerare
din tesutul subiacent, Aceasta da garanfia prelevarii microbului infectant din fesutul viabil.
Tamponul imersat in 1 ml mediu de transport este imediat expediat la laborator peniru
examinare.
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7. Exsudatul vaginal. Pacienta este In pozifie ginecologica.
Se examineazd vulva. Daca pe labii sunt leziuni, exsudatul acestora
se preleva prin stergere cu tamponul. Se insereazd speculul vaginal
{revezi punctul 2). Se examineazd mucoasa vaginald. Daca existd
leziuni, acestea se sterg cu tamponul steril. Cand existd numai
congestie difuza, prelevarea se face din fundul de sac vaginal
posterior, Se prelevi trei tampoane: unul este etalat prin rotire pe
doud lame de microscop curate, al doilea este descircat imediat In
cea | ml solufie salind izotond sterild, Incalzita la 37°C,
temperaturs cu care trebuie si ajungl imediat la laborator, pentru
examenul intre lamA si lamela, al treilea este destinat cultivirii,

8. Fecalele se prelevid pentru depistarea agenjilor bolii diareice,
a febrelor tifoida st paratifoid3, a purtitorilor shndtosi ai patogenilor
respectivi §i pentru depistarea oudlor de viermi intestinali. Uzual se
examineaza probe de scaun emis spontan. Se pot folosi, la pacienti
cu sindrom dizenteriform, §i preleviri pe tampon rectal.

m Probe de scaun emis spontan, metoda de electie. Pacienul mai intdi miclioneazd,
pentru a evita contaminarea probei cu urind. In spital defeci In bazinet sterilizat prin
autoclavare sau dezinfectat prin fierbere. La domiciliu se foloseste o cald de noapte dezin-
fectatd prin opdrire repetatd cu apa clocotita. Imediat dupd defecare se preleva cu o spatula
sterili de lemn sau cu lingurifa coprocultorului fragmente mucopurulente, flacoane
riziforme, cAnd acestea existd, sau porjiuni din diferite puncte ale unui scaun omogen.
Proba, cAt un bob de mazare, este suspensionatd in mediul de transport din coprocultor
{figura 3.4). Mediul de transport nu este necesar peniru depisiarea oudilor de viermi
intestinali sau protozoarelor.

De la sugari se prelevd portiuni din scaunul de pe pelinca.

m Probe de scaun provocat prin purgare sunt indicate pentru depistarea portajului de
enterobacterii patogene sau la pacienti cu diaree cronica. Pentru aceasta un adult ingereazi
15 g sulfat de magneziu solvit in 250 ml api. Doza la copii se adapteazd in raport cu varsta.

u Prelevarea pe tampon rectal. Tamponul de vata steril, montat pe o tija de lemn, se
trece prin orificiul anal, se sterge cu grijd mucoasa rectald, se retrage 5i imediat este imersat
in mediul de transport. Tija este retezatd §i se adapteazi capacul coprocultorului,

m Prelevarea direct din colonu! sigmoid, O sonda Nélaton, dezinfectatd prin fierbere,
este introdusd prin orificiul anal i rect, cca 15—20 cm la adult i 10—12 cm la copil, pand
in colonul sigmoid, al cArui continut este aspirat cu o seringd de 10 ml, adaptaia la capitul
sondei. Proba este imediat descArcatd si omogenizatd in mediul de transport.

9. Hemocultura, Material necesar, Hemoculturile sunt cel mai frecvent urgente medi-
cale. De aceea In serviciile unde se interneaza pacienfi cu septicemii sau cu conditii bac-
teriemice (pneumonii lobale acute, arsuri Intinse infectate, avorturi septice, endocardite
etc.) trebuie s existe, pregitite in permanenti, truse pentru hemoculturi, care cuprind:

= Solujii decontaminante pentru tegument: sipun lichid, alcool iodat 2%, eter.

s Tampoane sterile din tifon de 5§ x § cm, la nevoie pot fi Inlocuite cu tampoane
sterile din vata.

= Bucatad de musama de 40 x 40 cm.

w Seringa sterild de 20 ml (corespunzitor mai micA pentru copii), de preferat tip Luer
din sticld pentru a fi sterilizatd gata montatid. La nevoie pot fi folosite seringi de unica
folosintd cu volumul indicat.

m Ac de rezervi,

m Pensd pentru demontarea acului de punctie $i montarea celui de rezerva.

Mediu
gelifican

Fig. 3.4, Coprocultorul
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s Garou.

s Lampd de spiri.

» Flacoane cu bulion nutritiv preincalzite la 37°C in termostatul din laboratorul
secliei.

Zone de puncfie. Electiv; venele de la plica cotului, Alternativ: venele antebratului
inferior sau dorsale ale minii. La sugar se punctioneazi vena jugulara,

Momentul prelevdrii. O singurd hemocultura, chiar la un pacient cu septicemie, poate
ramine negativd. De aceea, la fiecare pacient cu indicatie pentru hemoculturl se efectueaza
trei hemoculturi. CAnd ferapia antimicrobiana se impune urgent, aceste hemoculturi pot fi
practicate la intervale de 30 minute—] ori inainte de administrarea orichrui chimioterapic.
Céand terapia antimicrobian3 nu este urgentd, hemoculturile se pot face si la intervale de
12—24 ore, Dach pacientii au frisoane, este indicatd efectuarea hemoculturii imediat ce
pacientul semnaleazd aparitia lor,

Procedura; Se lucreaza la adapost de curenyi de aer. Cel care efectueazi hemocultura
trebuie 53 lucreze cu méinile bine spélate, antiseptizate si uscate. Masca nu este obligatorie.

a) Pacientul in decubit dorsal. Sub brat In zona de punclie se asazi bucata de
musama, pentru a preveni pitarea lenjerici de pat cu solutii decontaminante.

b) Se aplica garoul la cca 10 cm proximal zonei de punciie si se siringe, pentru a
putea aprecia prin palpare dimensiunea gi elasticitatea venei de punctional. Simpla inspectie
vizuald frecvent nu depisteaza venele profunde excelente pentru punctie. La nevoie, venele
sunt evidenjiate mai bine daca pacientul stringe si relaxeaza de citeva ori pumnul. Nu se
maseazd §i nu s¢ frageleazs bratul,

c) Se di drumul la garou,

d) Se decontamineaz’ larg, concentric, zona de punciie mai intdi prin spalare cu apa
§i spun lichid, apoi prin badijonare cu alcool iodat de 2%. In final zona este badijonata
cu eter, peniru a indepirta iodul si a ldsa tegumentul perfect uscat. Punclia si aspirarea
sdngelui prin tegument umed expune proba contamindrii cu bacteriile rezidente In porozi-
1agile epidermei.

e) Se reaplica garoul,

f) Se fixeaza tegumentul deasupra punctului de punctie prin tensionare pe braj cu
degetele mainii libere,

g) Cu seringa pozifionatd In axul venei, pentru a forma un unghi de cca 30° cu
tegumentul, acul fiind cu bizoul In sus, se puncjioneazi pielea si vena subiacents cu o
migcare moderat de bruscd. O cedare usoard este uzual resim{ita la pitrunderea acului in
vend. Se patrunde cu acul distanfa estimata, pentru a plasa in vena bizoul cu o parte din
lumenul acului,

h) Se exercitd o ugoara presiune negativd prin refragerea pistonului. Sangele trebuie
53 patrundi liber In seringd. Cand scurgerea este neregulatd, se rotegte usor seringa,
peniru a repozifiona bizoul In vend. Sdngele nu se mai scurge In seringd, cand varful acului
perforeaza vena si intrd in fesuturi. Este suficient s4 se retrag putin acul, pentru a objine
sange din nou.

i) Cand sangele incepe s34 se scurgh in seringd, se di drumul la garou, pentru a
preveni formarea unui hematom la locul punctiei. La adult se extrag 15—20 ml sange, iar
la sugar |—3 ml.

j) Proba odata recoltatd, se retrage acul din vend si imediat se preseaza punctul de
punctie cu un tampon steril. Pacientul continui compresia prin tampon, pini ce hemostaza
este completd. In final, peste zona punctiei se aplicd un tampon antiseptic autoadeziv,

k) Imediat se schimbi acul de puncfie cu acul de rezerva si se Insimanfeazi aseplic
cate 5 ml sAnge (cca 1/3 din volumul prelevat) in dou flacoane cu 50 m! bulion nutritiv
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si un tub de 25/250 mm cu 50 ml bulion special pentru izolarea bacteriilor anaerobe in
prealabil fiert 20 minute in baie de ap3 §i racit brusc la curent de api. Imediat dupa
insaméntare, flacoanele si tubul sunt agitale cu atenjie pentru omogenizarea conjinutului.

Atentie! Inainte de a aprinde lampa cu spirt pentru insAmin{area asepticd a probei
de singe, flaconul cu eter trebuie pus in sigurangd la distanjd de patul bolnavului.

1} Toate flacoanele insdmantale se transporid la laborator pentru incubare imediata,

NOTA. Contaminarea cu o singurd bactérle din épidermd sau din ser compromite hemocullura {rezulial

fals poeitivl.

10. Lichidul cefalorahidian. Prelevarea probei este de competenfa clinicianului
infectionist si, dati fiind gravitatea contaminfrii meningelui, impune masuri drastice de
antisepsie 5i asepsie. Proba prelevatd In 2 tuburi sterile (cca 2 ml/tub) este transportatd
imediat la laborator, fird refrigerare,

L1. Parul. Pentru diagnosticul pilomicozelor, se prelevd cu pensa bonturile firelor de
par rupte si firele de pir cu aspect modificat (fara luciu, cenusii, prafoase). De mare ajutor
cste examinarea parului la lampa Wood: In radiafia ultravioletd firele de pér infectate au
fluorescenta verde stralucitoare sau gri-alba.

12. Puroiul din colectii sc aspird cu seringa prevazutdl cu un ac gros §i se expediaza
la laborator intr-un tub steril. Cand se suspecteazi o infectie cu bacterii anaerobe proba
va fi expediata la laborator direct in seringd (revezi figura 3.2).

13. Spalatura gastrica se¢ prelevd pentru depistarea bacililor tuberculozei la pacienti
care nu expectoreazd (unii copii, femei), Pacientului, pe nemancate, i se introduce o sonda
Einhorn pani In stomac. Prin sond3 se injecteaza cca 10 ml solutie salind izotond sterila
si se aspiri. Se neuntralizezd imediat prelevatul cu o solutie 10% bicarbonat de sodiu in
prezenta unui indicator de pH.

14. Sputa. Pacientul trebuie facut sa3 Injeleagh diferenja dintre a sexpectoras
{eliminarea prin orofaringe a exsudatului mobilizat din ciile respiratorii inferioare prin
tuse profunda) si a «scuipas. Periajul simplu al dintilor (fara pastd) si clatirea energica a
gurii cu apa sunt de dorit inaintea prelevarii. Se verificd daca in proba existd material
mucopurulent (realul produs patologic). Daci pacientul numai a scuipat, se insista pentru
prelevarea unei noi probe corespunzitoare. La pacientii cu tuberculoza sputa matinald este
cea mai bogatd in bacili.

15. Exsudate din sancre. Cu miinile protejate in manusi de cauciuc, se indepirteaza
exsudatul stagnant de pe suprafata sancrului prin spilare cu solutie salind izotona sterila
si un tampon din tifon, Se absoarbe cu tamponul de tifon excesul de lichid. In final se
comprim Intre degete baza sancrului pAnd Ia aparifia pe suprafaja leziunii a unei picaturi
de exsudat, care se prelevd cu pipeta Pasteur, prin capilaritale, pentru microscopia pe fond
negru si frotiul Gram.

16. Tamponul nazal se prelevi pentru depistarea portajulul de stafilococ auriu sau
streptococi piogeni. Se gterge, pe rind, vestibulul foselor nazale cu un tampon umectat cu
solutie salind izotond sterild.

17. Tegumentul. Din leziunile piodermitelor se prelevd puroiul sau exsudatul pe
tampon. Pentru diagnosticul dermatofijiilor se racleazd cu un bisturiu epiderma de la
nivelul leziunilor. In alte infectii poate fi necesard prelevarea de cruste etc.

18. Urina.

A.Proba curatd prinsd tn zhor din jetul mijflociu de uring. Indicatii: Pentru diagnos-
ticul infectiei clilor urinare determinati de Escherichia coli sau de alte bacterii conditionat
patogene rezidente In colon ori uretra distald,

Principiu: Organismele condijionat patogene care infecteazd clile urinare se multi-
plica in urind in intervalul dintre mictiuni §i realizeaza concentratii semnificativ mai mari
(bacteriurie semnificativd) decAt organismele acelorasi specii care contamineaz urina in
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cursul mictiunii. Bacteriuria semnificativd este identificatd corect daci se reduce con-
ceniratia organismelor de contaminare prin spilarea suprafejelor de pe care provin (vulvi,
pliul balanopreputial, uretra distald),

Momentul prelevdrii: prima urini matinald sau dupa cel pujin 3 ore de la mictiunea
anlerioara,

Volumul necesar: aproximativ 10 ml.

FPrelevarea la femel Necesar: camerd pentru recoltare prevazuti cu masi ginecologica,
bideu, chiuvetd cu apd curenta §i sipun, boiler, hirtie igienica, irigator, recipient cu sapun
lichid, seturi de tampoane din tifon, recipient cu pungh pentru colectarea tampoanelor
utilizate, recipiente pentru colectarea urinei

Instructiunile de mai jos trebuie afisate pe peretele camerei pentru recoltd, repetate
verbal i controlata respectarea. Sora asistd pacienta pentru etapele mai dificile ale prele-
varii.

a) Se scoate lenjeria intim4.

b) Mainile se spala cu apa si s3pun si se usucd cu hirtic igienica.

c) Se incalech bideul cu faja spre spatele acestuia.

d) Cu o mana, pacienta isi Indeplirteaz labiile mici si le mentine ca atare pe toatl
durata procedurii,

e} Cu cealaltda mana sterge ferm vulva, In sens unic, din fata spre spate, de 3 ori cu
cite un tampon steril de tifon Inmuiat In sApun lichid.

f) Cu ajutorul irigatorului, regiunea decontaminata este clatita abundent cu apé caldz
sterild (apd de robinet fiartd si ricitd) pentru a indepirta urmele de sapun.

g} Se usucd zona vulvard decontaminatd cu 2 tampoane de tifon sterile cu utilizare
unica procediind din fata spre spate. Daca se omite uscarea, prin pelicula de lichid microor-
ganisme din zonele nedecontaminate pot fi antrenate spre jetul de urini,

h) Pacienta urineaza cca 100 ml in timp ce degetele mentin In continuare labiile
departaie.

i) Fara a Intrerupe jetul de urindl, se prinde In borcan volumul necesar de urind (jetul
mijlociu}, cu precautii pentru a nu atinge gura borcanului de tegument sau lenjerie.

j) Se retrage borcanul din jet cat timp labiile sunt IncA departate si micfiunea
continud. Intreruperea jetului in cursul procedurii (inainte sau imediat dupa prinderea
probei in borcan) poate contamina proba prin piciturile de urind care se preling peste
zonele nedecontaminate ale vulvei.

La pacientele cu scurgeri vaginale trebuie s3 intervina sora, care pregateste in aceeasi
manierd regiunea vulvara, iar In final introduce In vagin un tampon steril de vata. Proce-
dura impune utilizarea mesei ginecologice. O probs de 10 ml cu urind normald contaminats
cu numai 0,1 ml scurgere vaginald di in urocultura cantitativi un rezultat fals pozitiv,

Prelevarea la bdrbali. Necesar: a se vedea prelevarea la femei. In locul bideului este
indicat un urinoar, irigatorul poate fi Inlocuit cu o simpla cana, iar masa ginecologic nu
esie necesara.

a) Se spald mainile (vezi prelevarea la femei),

b) Se retractd preputul, pentru a decalota complet glandul.

c) Se sterge glandul ferm, In sens unic, dinspre meatul uretral spre sanjul
Ealannprepu]ial peste fren, de 3 ori cu cAte un tampon steril de tifon inmuiat in sapun
ichid. :

d) Se clateste glandul abundent cu api calda sterila pentru a indeparts urmele de sApun.
) Se usuch glandul (vezi procedura la femei),
f} Pacientul, menfindnd in continuare glandul decalotat, urineaza cca 100 ml.
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g) Fard a intrerupe jetul, se prinde in borcanul steril cca 10 ml uring, dupa care se
reirage borcanul in timp ce miciiunea continui,

Prelevarea de la copilul necooperant (nou-nascut, sugar) este dificila. Se decon-
lamineazd si se usucd organele genitale externe §i perineul. In jurul penisului sau vulvei
se fixeaza orificiul unei pungi sterile din material plastic. In lipsa acestui dispozitiv trebuie
pAndit momentul micfiunii, pentru a prinde proba Intr-un flacon cu gura larga.

B. Proba prinsd In zbor din jetul mijlociu de uring fard decontaminarea speciala a
arganelor genitale. Indicatif;

m depistarea In urind a unor patogeni care nu sunt rezidenti ai colonului sau uretrei
distale (bacilii tuberculozei, bacili tifici, leptospire);

» supravegherea epilemiologici a infectiei cailor urinare cu organisme condijionat
patogene (consult prenatal al gravidelor, al colectivitafilor scolare, de femei etc.),

Principiu: simpla prezentd in urind a organismelor patogene nerezidente ale ureire
are semnificatie clinicd. Bacieriuria semnificativi cu organisme conditional patogene depis-
lald in asemenea probe trebuie confirmatd prin reexaminarea unei probe curate (vezi mai
Susl.

Volumul necesar: cca 50 ml pentru depistarea microorganismelor patogene: cca 10
ml pentru depistarea celor condijionat patogene.

Procedura se poate efectua Intr-un simplu cabinet de toaletd cu faciltati minime pentru
prinderea jetului mijlociu: chiuvetd cu apd §i sapun, hartie igienica, bideu, urinoar.

Transportul la laborator al probelor de urind se face imediat, pentru ca examenul
bacteriologic sd Inceapd maximum la o ord dupd prelevare, Dacd aveasta nu este posibil,
probele trebuie refrigerate la 4°C imediat dupa prelevare. Bacteriile de contaminare se pot
multiplica la lemperatura camerei in probele de urind determinand bacteriarii fals pozitive.

Practict gregite: recoltarea urinei in vas mare (borcan, calid de noapte eic.) si
Iransvazarea probei in eprubetd pentru expedierea la laborator; recoltarca probelor la
domiciliu,

3.2.TEHNICI PENTRU DEPISTAREA SI IDENTIFICAREA
MICROORGANISMELOR

Microorganismele pot fi depistate prin:

s Microscopie.

a Cultivare pe medii de culturs artificiale.

= Izolare pe gazde vii (animale de experienid, embrioni de gaina, culturi de celule).

a Tehnici imunologice de identificare a antigenilor microbieni.

m Tehnici de biologie moleculard pentru identificarea fragmentelor de ADN micro-
bian (sau i ARN viral) prin sonde de acizi nucleici marcate sau reaclia de amplificare
genicA (Polymerase Chain Reaction, abreviat PCR) (a se vedea cursul de genetica
micrabiani),

Algoritmul investigatiei microbiologice este schematizat in figura 3.5,
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Fig. 3.5 Algorimul Investigafie micrabiclogice

IMENTIFICARE

3.2.1. Examenul macroscopic

Examenul macroscopic:
1. Previne prelevarea si examinarea unor probe necorespunzitoare (e.g. saliva in loc

de sputl).

2. Repereaza realul produs patologic sub forma portiunilor fibrinopurulente in ex-
pectorafii, mucosangvinolente In fecale, a granulelor de sulf in puroi.

3. Poate influenja decizia clinici imediatd (e.g. un lichid cefalorahidian purulent
indica o meningitd cu bacterii piogene, care impune tratament antimicrobian urgent}.

3.2.2. Microscopia

Microscopia optica, metoda uzuala, permite rapid (30—60 minute):

l. Depistarea si identificarea rapida a protozoarelor.

2. Depistarea a'} identificarea preliminard a bacteriilor si fungilor, Bacterioscopia
depisteaza de la 10* bacterii/ml in sus. Prezenta in medie a 1—2 bacterii/camp micro-
scopic examinat cu marire de 1000X corespunde la  circa 10° bacterii/ml probad, iar a peste
10 bacterii/camp la mai mult de 10° bacterii/ml proba. - .

3. Studiul micoplasmelor izolate in culturi.

4. Depistarea si identificarea preliminari a incluziunilor chlamidiale sau virale.

5. Obiectivarea calitiiii unor prelevate (e.g. sputa) prin observarea raportului dintre_
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celulele inflamatorii (aduse de catre realul produs patologic, care vehiculeazad micreorganis-
mele cautate) si celulele epiteliale scuamoase (aduse de secreliile contaminante).

6. Alegerea anumitor medii de culturd si metode de izolare.

Tehnica microscopiei este detaliald in capitolul 4.

3.2.3. Izolarea

lzolarea microorganismelor in culturi pure este 0 metodd de investigaie:

» mult mai sensibila decat microscopia, dar necesita intervale mai mari de timp;

= indispensabila identificirii corecie a microorganismelor investigate.

lzolarea profozoarelor este rar necesard. Aceste organisme sunt suficient de mari $i
au suficiente caractere morfologice pentru a putea fi depistate si identificale prin micros-
copia directd a probelor.

Cele mai multe bacterii si fungi sunt organisme care pot fi si trebuie izolate pe medii
de cultura artificiale. Unele cresc rapid (1—7 zile), altele cresc lent (4—8 saptamani),
Mulie bacterii au exigenfe nutritive deosebile i necesita medii de cultura imbogatite, Unora
nici nu le putem satisface aceste exigenje i nu le putem izola pe medii artificiale, ci numai
pe gazde vii.

Virusurile, rickettsiile 5i chlamidiile sunt izolate prin inoculare in culturi de celule,
in oul embrionat sau la animale de laborator receptive.

Aminunie tchnice privitoare la izolarea si studiul microorganismelor cultivate pe
medii artificiale pot fi urmarite In capitolul 5, iar izolarea si studiul microorganismelor prin
inoculiri 1a animale de experientd sunt prezentate in capitolul 9.,

3.2.4. Identificarea

Foarte pe scurt, identificarea unui microorganism impune:

w izolarea sa in cullurf purd;

w studiul caracterelor microscopice;

» studiul etapizat al caracterelor sale fiziologice (caractere de culturi, activitai
biochimice);

= compararea acestor caraciere cu cele ale unitatilor deja constituite $i numite.

3.2.4.1. Cultura pura

Microbiclogul nu poale manipula microorganismele ca indivizi, ci ca muliimi de
indivizi numite populatii. Populagia este o mulfime de indivizi care apartin aceleiasi specii
{unitatea de bazi in clasificarea lumii vii) 5i habiteazs acelasi mediuo.

Culiura puri este constituitd din indivizi foarte asemanatori unii cu alfii. ldeal,
cultura pura este o clond, adici o populatie constituitd din descendentii unui singur individ
prin inmulfire vegetativa.
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Tulpina este o populatie microbiand constituith din descendentii unei singure izolari
in culturd puri, pe care o manipuldm pentru studiu. Pana la momentul identificirii, tul-
pinile microbiene noi le numim simplu «izolates §i le individualizim numai printr-un numar
(numarul de inregistrare al prelevatului din care au fost izolate), eventual urmat de
inifialele pacientului de la care provine proba (e. g. tulpina 273 M.L).

- 3.2.4.2. Studiul §i numirea izolatelor

Studiul caracterelor constante ale izolatelor se efectueazd in etape succesive:

w Studiul caracterelor microscopice: forma, asezarea, reactiile de culoare, par-
ticularititi structurale (pentru aminunte a se vedea capitolul 4).

w Studiul caracterelor de culturd: exigentele nutritive si de incubare a culturii, inter-
valul necesar aparifiei culturii, aspectul coloniilor (pentru amanunte a se vedea capitolul
5,

u Studiul spectrului activitdfii biochimice.

Asemenea caractere constante utile pentru identificare sunt numite caractere cheie
sl se compard cu caracterele speciilor tip inscrise in determinatoare, Pentru o comparare
facila, microbiologul are la dispozifie chei dihotomice de identificare. Asemenea chei sunt
instrumgnte de analizd antitetici: pun intrebari la care se raspunde prin DA sau NU
(tabelul 3.1). Caracterele cheie pozitive devin caractere de diagnostic,

Tabelul 3.1, Exemplu de ulilizare a chaii dihotomice la idenfificarea unei bacterii gramnegalive

Caracierele chele Genuri majl importanie co Interes medical
1. Parazit obligat intracelular Rickettsla, Rochalinmaea, Coxiella
2. Diferit de 1 Spiriflum, Campylobacter
a. Spirill
p.a Diferit de o
b. Bacili
c. Aerobi Pseadomonas
c.c. Facultativ anaerobi Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Shigelfa etc. J
Fibrio
Haemaphilus
Pasteurelia
c.c.c. Anmerobi Bactercides, Fusobacterium
b.b, Coci sau cocobacill Neisseria, Moraxella, Srucelln, Bordetella,
¢, Aerohi Francisella
¢.c. Anaerobl Veillonella

Progresiv, izolatele sunt Incadrate in unititile taxonomice cu care au cele mai multe
caraciere in comun $i capdtd denumirea acestor uniti)i: de familie, apoi de gen si in final
de specie. De exemplu izolatul 273 M.1. este o Enterobacteriaceae (familia), din genul
Escherichia, specia Escherichia coli. Este deci tulpina 273 M.L. de Escherichia coli.
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3.2.4.3. Markeri de tulpina infraspecifici

Clinicianul este interesat s3 cunoasch anumite caractere ale tulpinilor infectante cum
sunt patogenitatea (e. g. toxigeneza, capacitatea enleroinvaziva) sau antibiograma (spectrul
de sensibilitate la antibiotice).

Epidemiologul trebuie s cunoasc o serie de caractere infraspecifice ale tulpinilor
prin care poate stabili filiajia cazurilor unei boli transmisibile. Asemenea caraciere in-
fraspecifice sunt numite markeri epidemiologici. Dintre markerii epidemiologici frecvent
utilizati a se refine:

= serovari! (0 anumitd structurd antigenicd a tulpinii, identificatd prin reaclii an-
tigen-anticorp cu seruri imune de referinji, vezi capitolele 10 si 13);

w lizovarul (un anumit spectru de sensibilitate la bacteriofagi, vezi capitolul 8);

m bipvarul (activitiii biochimice particulare).



4

MORFOLOGIA SI ULTRASTRUCTURA
BACTERIILOR. METODA MICROSCOPICA
DE EXAMINARE

Examenul microscopic permite depistarea rapidid a microbilor, observarea mor-
fologiei, reactiilor de culoare 5i a unor detalii structurale necesare identificarii lor. De aceea
microscopul optic este indispensabil oricirui laborator de microbiologie, iar microbiologul
trebuie si cunoascd tehnicile de microscopie.

4.1. MICROSCOPUL OPTIC,
RECAPITULARI INDISPENSABILE

4.1.1. Definitie §i principiul de functionare

Microscopul este format, in esen}, din dou sisteme de lentile cuplate:

= obiectivul, sistem de lentile cu distanta focals de ordinul mm, situat citre obiectul
examinat;

w ocularul, sistem de lentile cu distanta focala de ordinul cm, situat citre ochiul
examinatorului,

Obiectivul formeaz3 imaginea primara, realf miriti si risturnatd a obiectului
plasat imediat dincolo de distanta focald, Ocularul funcjioneaza ca o lupd: reia imaginea
primara, formatd imediat induntrul distanfei sale focale, §i o transforma in imagine
virtuald, mult maritd, rasturnati si obfinutd la distanta minima a vederii clare a ob-
servatorului (20—25 cm), care corespunde aproximativ nivelului mesei portobiect a
microscopului (figura 4.1).

4.1.2. Descrierea microscopului optic
Orice microscop are In compunere o parte mecanicl, un sistem optic i un sistem de

iluminare (figura 4.1). Detalii privind forma si amplasarea diferitelor componente ale
acestor sisteme pot varia in raport cu firma producatoare.
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Fig. 4.1.5chemn microscopului optic; | — picior; 2 — buton de focusare a condensorulul; 3 — buloane poniru
miscaren mesel portobiecl; 4 — imaginea fnald, virtuald §i mdria, daw de ocular; J — braj, 6 — butonul migefirii
fine; 7'— repere pentru cursa migchrii fine; & —butonul migcdril groslers; 9 — carp; 10 — wb; // — lentilele
ochiuful: 72 — retind; /3 — oculare; 14 — imaginea primard, reald, mirith gl ristumatd, dath de oblectiv, /5 —
capul revolver; 16 — oblectiv cu mbrire puiernich; /7 — oblectly cu mérire slabf; /8 — mask portoblect; 19 —
obiect; 20 — condensor; 27 — buton de centrare & condensorulul, 22 — dinfragma tris de aperturd n condensoralul;
23 — suport Inelar pentru filire; 24 — oglindd {(dupd R. Crulckshank, [975)

4.1.2.1. Partea mecanicd

Piciorul / suporta si asigurd stabilitatea aparatului. Pe picior se articuleaza bratul
microscopului 5 care poartd corpul cu tubul microscopului 9, /0 5i masa portobiect /8.

Migcarea tubului in axul optic al microscopului este asiguratd prin deplasarea cor-
pului cu ajutorul dispozitivelor de focalizare grosierd §i find acfionate prin butoanele & §i,
respectiv, 6. Domeniul de lucru al migcarii fine este limitat la cca 1,7 mm s5i este indicat
prin dou# repere gravate pe corpul microscopului §i un indicator pe culisa migcarii fine 7.
Pentru a plistra capacitatea de deplasare a tubului In cele doul sensuri, indicatorul trebuie

adus la mijlocul cursei, marcati de cele doud repere.
Condensorul 21 este focalizat printr-un buton 21,
Masa portobicct /8 este previzutd cu deschidere centrald pentru luminarea obiec-

tului, suporti reglabili pentru fixarea lamei portobiect 5i butoane care controleazi migcarile
mesei pe direcfie transversali si longitudinald J.
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4.1.2.2. Sistemul optic

Sistemul optic este purtat de tubul microscopului. Obiectivele 76, 17 se adapteazi la
partea inferioara a tubului prin capul revolver 13, care, prin rotire, le aduce dupa dorinia
in axul optic. Un pinten actionat cu un resort face si se perceap un declic la pozitionarea
corectd a fiecarul obiectiv in axul microscopului. Ocularele /3 se adapteaz prin telescopare
la partea superioari a tubului, Microscoapele moderne sunt prevazute cu cap binocular,
care adapteaza ocularele la distanja interpupilara a observatorului i permit coreclii pentru
ametropiile interoculare.

Puterea de mirire a microscopului se calculeaza multiplicAnd puterea de mirire a
obiectivului cu puterea de marire a ocularului folosite la examinare i, la microscoapele
binoculare, cu cea a capului binocular (valori gravate pe montura fiecireia din aceste piese).
Puterea de marire se exprimi printr-un numir care arati de cite ori diametrul imaginii
este mai mare decdi diametrul obiectului real,

Puterea de mérire a obiectivului este invers proportfionald cu distanta focala a aces-
tuia, pentru ca:

; e - Jungimea mecanici a tubului
puterea de marire a obiectivului distanta focald 2 obiectivalui "

De aici derivd o altd marime cu importanfa practica: distanfa de lucru a obiectivului,
exprimatd prin distanta dintre lentila obiectivului focalizat pe un preparat subfire si
suprafaja lamelei de acoperire a preparatului. Distana de lucru scade cu puterea de mérire
a obiectivului (figura 4.2).

Grosimea si aria preparatului observate la un moment dat scad o data cu distanta
focald a obiectivului. De aceea pentru examenul de ansamblu al unui preparat sunt indicate
obiective cu putere de marire micd (profunzime focald mare), iar pentru examenul
detaliilor, obiective puternice (profunzime focald mic).

Mdrirea utild este marirea care oferd o imagine cu detalii a obiectivului real. Cand
depaseste ¢ anumitd limitd, marirea nu mai oferd aceste detalii 5i devine mdrire goald,
inutilizabild (un simplu contur lipsit de detalii). MArirea utild a microscopului depinde de
puterea de rezolufie a obiectivului. Ecuatia care definegte puterea de rezolutie a obiectivului
este:

4
4= 24
unde:

d — cea mai micd distanfa intre dou2 puncte luminoase ale preparatului pentru care
obiectivul mai formeazi In ochiul obser-
vatorului imagini distincte (puterea de
rezolutie);

' 4 — lungimea de und3 a luminii utilizate
90 x 40 x " {domeniul vizibil de ¢m—1§n nm};. | .
AN — apertura numericA a obiectivului.
Aperture numericd a obiectivalui ex-
0,08 0,47
L 1 T R

5.3 prima cantitatea de lumina utilizatd de aceasta

Oblectlv €0 Oblccty msal  Oblecty pentru formarea imaginii. Ea rezulta din

Imersie puiernic useat cu ecuatia;
mirire redusa
AN = n - sin a,
Fig. 4.2 Relnjla dintre puterea de mérire, distanga
focald si de lucru & obiectivelor unde:
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n — indicele de refracfie al mediului interpus Ax optie
intre obiect §i lentila frontala a obiectivului;

& — semiunghiul de deschidere al lentilei fron-
tale a obiectivului, unghi cu varful in focar (figura

4.3). — Obiectiv
Obiectivele uscate, obiectivele la care mediul

interpus intre obiect si lentila frontald a obiectivului

este aerul, au apertura numericA teoreticd maxima

1,0: indicele de refractie al agrului n = 1 5i sin 90° = Lentild

= | {valoarea maxima a unghiului @ cand lentila fron- frontala
tals a obiectivului este aplicatd pe obiect). Apertura v

numericA maximi practici a obiectivelor uscate este fra

insa 0,95.

Obiectivele cu imersie sunt obiective la care
mediul interpus intre obiect i lentila frontald are un
indice de refractie mai mare decAt al aerului §i
apropiat de cel al sticlei, de exemplu uleiul de cedru
are n = 1,515, egal cu al sticlei crown. Apertura . ¥
numerici maxima practicA a obiectivelor cu imersic ml:l":ie E;g:urz?“m R W
este de 1,4 (realizatd la obiectivele apocromate).

Obiectivele cu imersie utilizate curent au apertura numerica de 1,25 sau 1,30

Conform ecuatiei de mai sus, puterea de rezolifie a microscopului optic la-o aperturd
numerici datad poate creste prin sciderea lungimii de undd a luminii folosite pentru ex-
aminare.

Capacitatea obiectivului de a forma imagini precis conturate se numeste capacifate
definitorie si se asigurd prin corectia aberatiilor sfericd si cromatica ale lentilelor, Aceasti
corectie se face asociind o lentild convexa cu una concava cu curburi egale, deci cu aberatil
egale, dar de semn contrar, Pentru a pastra convergenja sistemului, lentila convexd se
confectioneaza dintr-o sticld cu indice 8e refracjie superior {sticld crown) celui al lentilei
concave (sticla flint),

Obiectivele acromate au corectatd aberafia cromaticd prin suprapunerea focarului a
doud radiatii. Se utilizeaza In microscopia curenta.

Obiectivele apocromate au corectatd aberatia cromaticd prin suprapunerea focarului
a trei radiafii si totodata au apertura numericd maximi. Suni scumpe.

Fiecare obiectiv are gravate pe monturd indicatiile care ne permit alegerea lor pentru
lucru: puterea de mérire, apertura numerici, corecfia aberatiilor, lungimea mecanich a
tubului si grosimea lamelei de acoperire pentru care a fost corectat (figura 4.4). Microscopia
curentd In laboratorul de microbiologie clinici utilizeazd urmitoarele obiective acromate:
10X/0.30/-, 40X/0,65/0,17 si 90X/1,30/0,17, la care se asociazii, dupa necesitdfile de
marire, ocularele 5X, 7X sau 10X,

Sursd de lumind

4.1.2.3. Sistemul de iluminare

Sursa de lumind. Pentru iluminarea preparatului se poate folosi lumina din sursa
exterioard dirijat catre preparat prin deschiderea mesei portobiect cu ajutorul unei oglinzi
24. La microscoapele moderne sursa de lumina si dispozitivele de dirijare a fascicolului
luminos (diafragma de camp, oglinda i butoanele pentru reglarea oglinzii) sunt incluse
in piciorul microscopului.

Condensorul de camp Iuminos 20 este un sistem de lentile care focalizeaza lumina
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asupra preparatulni, contribuind esential la
luminozitatea imaginii. Un bun condensor este
acromat gi adaptabil 1a apertura numericd a obiec-
Apertura tivului. Pentru aceasta din urma condensorul dis-

e ——

— =
TP T

AT =

:n[:;:u—"ll numerick  pune de o diafragma iris, diafragma de apertura 22
_IU.QD!'LEE manipulatd cu o parghie. Daca apertura numerica

T80 /047 a condensorului o depiseste pe cea a obiectivului,
excesul de lumind produce strilucirea supiratoare

Grosimes @ imaginii, iar dacd este redusA mult sub cea a
i meriel obiectivului, se pierd detalii ale imaginii. Conden-
sorul culiseaz pe verticala acfionat de un buton 2,

‘Condensoarele pentru alte metode de
iluminare, pe fond negru, in conirast de faza sau
fluoresceats, sunt prezentate mai jos cu indicatiile,
principiul si detaliile tehnice necesare (vezi 4.3),

Lungimea
mecanicl &
tubuolui

Fig. 4.4, Parametrll gravajl pe montura oblec-
tivelor

4.2. MICROSCOPIA OPTICA PE CAMP LUMINOS,
METODA UZUALA

Bacteriile, Fungii, protozoarele se urmiresc in produse patologice sau in culturi fi
In stare nativd, vie (preparate umede), fie dupa fixare i colorare (preparate colorate).

4.2.1. Pregatirea microscopului

Pentru microscopia curentd In microbiologie se recomandd lumina artificiala
asiguratd printr-un bec mat de 40—60 W sau o lampa de mare intensitate prevazutd cu
diafragmi iris, Lumina difuzd a zilei, variabild ca intensitate, frecvent este insuficientd,
iar lumina solard directd patrunde 1n ochi §i jeneazd observarea detaliilor microscopice. De
aceea microscopul va fi plasat pe o mas3 Intr-o laturd a Incaperii, care si permiti asezarea
examinatorului cu spatele la fereastra.

1, Se asazd preparatul microscopic pe masa portobiect.

2. Folosind faga plan3 a oglinzii, se reflectd lumina In condensor. Faja concavd se
foloseste numai la examenul cu obiectival 6X/0,10/- si condensorul scos.

3. Se focalizeaza preparatul cu obiectivul 10X, manipul2nd butonul miscirii grosiere.

4a. Se corecteazd pozifia oglinzii, pentru a obfine intensitatea luminoasd maximi.

4b. Daca se utilizeazd lampd de mare intensitate previzutd cu diafragmi icis, se
inchide diafragma la 1/2 si se manipuleazi oglinda pentru a face aceasta diafragmi, care
e numiti diafragmd de cAmp, concentricd cu cAmpul microscopic. 5S¢ manipuleaza apoi In
sus si In jos condensorul, pentru a focaliza net imaginea diafragmei de cAmp, care acum
poate fi deschisd pand aproape de limita cAmpuloi. Deschiderea diafragmei peste limita
cAmpului introduce luminA parazitd in obiectiv si di imaginii strilucire suparitoare.

5. Se scoate ocularul, se priveste prin tub §i se Inchide diafragma de aperturd pana
la 1/2—2/3 din diametrul pupilei de iesire a obiectivului. Din aceasta pozitie, deschiderea
diafragmei de aperturd spre limita maximi mireste puterea de rezolufie si reduce contras-
tul imaginii, dar inchiderea ei citre limita infericard reduce puterea de rezolugie si
majoreazd contrastul imaginii.

Reglarea diafragmelor se face pentru fiecare obiectiv utilizat,
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6. Daca dupi reglarea diafragmelor lumina este prea puternic, nu se mai actioneaza
diafragmele, nici condensorul, ci se introduce un filtru in calea fluxului luminos: filtrul
albastru, care asigurd nuania albd a luminii, sau filtrul fumuriu, Filtrul verde mareste
puterea de rezolutie a microscopului §i contrastul imaginii, dar denatureazd culorile
preparatului.

Se alege, prin scrutare cu obiectiv slab, regiunea preparatului care trebuie examinata
in detalii, se va folosi pentru aceasta un obiectiv uscat puternic (40X) sau obiectivul cu
imersie (uzual 90X). In continuare se descrie modul de lucru pentru obiectivul cu imersie.

7. Se pune o piciturd de ulei de cedru pe regiunea de examinat a preparatului aflata
sub obiectiv, Se eviti atingerea frotiurilor cu bagheta pentru ulei, care poate fi contaminata
astfel cu bacterii de pe frotiuri, sursa de erori la examenele ulterioare,

8. Se roteste revolverul i se aduce in axul microscopului obiectivul cu imersie,
ridicind condensorul panda in planul mesei portobiect (aceasta nu este necesar, dach se
utilizeaza o lampa de mare intensitate cu diafragma §i se procedeazd conform indicatiei
4b).

9. Privind lateral, se coboaril atent tubul microscopului manipuland butonul migcarii
grosiere pAni la contactul lentilei frontale a obiectivului cu picdtura de ulei cAt mai aproape
de lama.

10. Privind prin ocular(e}, se prinde imaginea, manipuldnd lent, progresiv, numai
de jos in sus, tubul microscopului prin butonul migcarii grosiere. Se focalizeazd imaginea
prin butonul miscarii fine. In raport cu necesitdfile se amelioreazi iluminarea conform
indicatiilor 5 gi 6.

4.2.2. Intrefinerea microscopului

1. Se tine permanent microscopul la adipost de praf, sub husd sau In cutie.

2. Obiectivele si ocularcle nefolosite se pAstreaza In cutia lor.

3. Nu se atinge cu degetele lentilele 3i nu se apropie excesiv de ocular in cursul
examinirii, intrucdt se pot lasa pe lentile amprente 5i sebum de pe gene.

4, Dupa fiecare examinare, se curifd uleiul de pe obiectivul cu imersie folosind o
batistd curath de matase, bumbac sau hartie speciald pentru lentile, In lipsa, se sterge
lentila cu pulpa degetului §i se sterge imediat degetul cu o bucata de tifon. Urmele uscate
de ulei de cedru denatureaza imaginea, sunt dificil de indepirtat si altereaza obiectivul.

Periodic:

5. Se sterg lentilele ocularelor cu o batista de finet Inmuiatd cu amestec etanol—eter
in parti egale, iar pentru Indepirtarea eventualelor pulberi sau scame din vecinatatea
monturii lentilelor se foloseste un penson.

6. Se curaja faja frontald a obiectivelor, In special a celui cu imersie, si a conden-
sorolui co o batistd de finet umezith cu benzind sau xilol (5i niciodatd cu alcool pentru ¢
solva cleiul cu care sunt montate lentilele),

4.2.3. Dificultafi frecvente In microscopie

Cele mai multe sunt legate de examenul cu imersia.

|. Imposibilitatea de a focaliza imaginea:

= Obiectivul poate avea urme uscate de ulei de cedru de la examiniri anterioare
neglijente. Se curfl obiectivul.
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u Uleiul de cedru este prea vAscos, lama ader3 la obiectiv §i este antrenata pe verticala
o datd cu acesta. Se schimba uleiul de cedru.

s Lama este pusa cu frotiul in jos. Se corecteazii pozifia lamei.

= Preparatul este acoperit cu ulei de cedru uscat sau cu o lamela mai groasa decat
cea pentru care este corectat obiectivul. Se introduce preparatul in baie de xilol pentru
spélare sau indepartarea lamelei. _

Daci nici una din eventualitati nu se verifica, se schimba obiectivul. O imagine buna
indica o defectiune a primului obiectiv, de competenja exclusiva a opticianului.

2, Claritatea imaginii este perturbata de:

» O umbra care trece prin cAmpul microscopic. Uleiul de cedru are o buli de aer. Se
ridica tubul microscopului, apoi se reia focalizarea imaginii. Daca incidentul se repets, se
sterge uleiul de pe preparat si de pe lentila obiectivului 5i se reia operatia cu o nou picitura
de ulei,

= Pulberi sau impuritai. Privind prin ocular, se repereazi pozifia acestora pe lentilele
ocularului sau obiectivului (imprima migchri de rotatie pieselor respective) ori preparatului
{(se examineazd campuri succesive). Se curafa lentilele sau preparatul.

3. lluminarea defectuoasi a cAmpului microscopic:

= Luminare neuniforma. Se controleazi centrarea luminii; dacid nu este in cauzi, se
controleaza declicul de pozifionare a obiectivului In revolver,

= Semiobscuritate. Se controleaza pe rind centrarea luminii, daci apertura numerica
a obiectivului nu este mai mare decAt a condensorului sau daca este fixat corect condensorul
In monturd. Se remediazi.

w Stralucire suparatoare a imaginii. Se controleaz deschiderea diafragmei de cimp,
iar In absenta acesteia se coboars condensorul.

4.2.4. Examenul intre lama si lamela la microscopul cu cAmp luminos

Indicatii: Depistarea §i observarea fungilor $i protozoarelor; observarea mobilitatii
bacteriilor,

Principiu: Structurile celulare native sunt incolore §i putin refringente In raport cu
mediul de suspensie. La microscopul cu fond luminos devin vizibile numai marind contras-
tul imaginii prin reducerea diafragmei de aperturd. Dar aceasta reduce puterea de rezolutie
a microscopului prin utilizare parfialda a aperturii obiectivului. Deci preparatele native
examinate la microscopul cu fond luminos sunt sirace in detalii. In asemenea preparate
detaliile morfologice §i structurale pot fi observate numai prin metode speciale de
iluminare; microscopia cu fond negru (vezi 4.3.1) sau cu contrast de fazi (vezi 4.3.3), care
folosesce integral apertura obiectivului.

Procedura:

1. Pe o lama de microscop curatd se depune o picAtura din suspensia microbiana de
cercetat §i se acoperd cu o Jamel3 ale cArei margini au fost unse in prealabil cu ulei de
parafind, pentru a evita evaporarea lichidului In cursul examenului,

2. Se asazd preparatul pe masa orizontala a microscopului.

3. Se alege obiectivul adecval i se regleaza iluminarea cu inchiderea diafragmei de
apertura pani la obtinerea celui mai bun contrast. Daca nu se foloseste sistem de iluminare
cu diafragma de cAmp, contrastul poate fi marit si prin coborirea condensorului.

4. Dupa examinare, se depune preparatul intr-un recipient cu solufie dezinfectanti.

Aprecierea microscopicd 2 mobilitajii microorganismelor trebuie s3 fie prudenta:
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Se depune pe
Cu anes sterill s lamf

depune pe lamd o plciturd de

o picdturd de apd

culturd in bulion A

sau preleval sterild se

patotoglc emulslonenzd
dintr-o
colonie

: "‘\' ’ :' -:'f‘/ ? bacteriand

Sc cialea=d §i se
sterilizenzd ansa

e

Fig. 4.5. Etapele. succesive ale efectufirll unul froflu

= un organism este mobil cAnd 15i modificd pozifia fald de un reper din vecinitate:
m cureniii de lichid antreneaza o mulfime de particule ln aceeasi directie;
m miscarea browniand apare ca o oscilajie pe loc a particulelor observate.

4.2.5.Preparate microscopice colorate

4.2.5.1. Efectuarea frotiului

Frotiul este materialul microbian (produs patologic, culturd) etalat in sirat subjire
pe suprafaia unei lame speciale de sticld In vederea microscopiei. Pentru frotiuri folosim
lame de microscop curate, degresate 5i marcate la o extremitate cu indicativul materialului
microbian examinat. Efectuarea frotiului cuprinde trei timpi (figura 4.5):

1. Etalarea. O ansi de produs microbian fluid este intinsd in strat cit mai subtire
si uniform pe o suprafajs de 1—2 cm® in centrul lamei. Similar, o sectiune dintr-o colonie
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bacteriand pe mediu solid, prelevata cu acul, poate fi suspensionata intr-o picatura de apa
in centrul lamelei. La etalare ansa §i acul se manipuleaza cu miscari lente pentru a nu crea
aerosoli contaminanti la ruperi brugte ale peliculei de lichid,

Cu fragmentele de fesuturi se efectueazi amprente: pe suprafata de secfiune a probei
se aplicd lama pentru ca In porfiunea ei centrald s3 rimani amprenta subfire a tesutului.

2. Uscarea frotiului se face la temperatura camerei, dar mai indicat este sa fie gribita
In aer cald sau pe platina incalzita la 75°C.

3. Fixarea face frotiul mai aderent la lama, amelioreazi colorabilitatea structurilor
celulare §i omoard microorganismele. Pentru studiul bacteriilor 5i multor fungi uzuala este
fixarea prin cildurd. Lama, cu frotiul uscat in sus, se InfierbAntd trecind-o de 2—3 ori,
cca 5 secunde, prin flacdra unui bec de gaz, Pentru studiul protozoarelor este indicata
fixarea cu alcool metilic,

4.2.5.2. Metode de colorare

Colorarea frotiurilor realizeazi un contrast mai bun Intre microbi si fondul
preparatului decat cel din preparatele umede; detaliile morfologice devin net mai vizibile.

In bacteriologie se utilizeaz3 coloranti bazici (saruri ale unei baze colorate cu un acid
incolor} derivati de pararozanilina (violet de metil, fucsina bazica s.a.) sau tionina (albastru
de metilen) care au mare afinitate pentru acizii nucleici abundenti in celula bacteriana.
Solufiile apoase de colorant se altereaza in timp, de aceea se prepara in cantitdfi limitate
pornind de la solufia alcoolicd saturata.

Solutia alcoolica saturata a colorantilor bazici

Colorant (fucsina bazics,
albastru de metilen etc,) 10g

Alcool etilic de 96° 100 ml

Se mojareazd colorantul cu o parte din alcool §i se transvazeaza intr-un flacon cu
dop rodat. Pentru a spila din mojar restul de colorant, se adauga treptat, in porfiuni mici,
restul de alcool §i se transvazeaza In flacon. Se mentine flaconul 1a 37°C timp de 7 zile cu
agitare la intervale. Filtratul prin hartie este solutia alcoolica saturatd a colorantului, care
se conservd la Intuneric in flacoane ermetic inchise.

Coloratii simple, cu un singur colorant.

Indicatii: Permit numai observarea morfologiei bacteriilor (figura 4.6), dar ofera
detalii structurale ale celulelor inflamatorii. Se recomanda coloratiile cu albastru de
metilen, Cea cu albastru de metilen policrom este coloratia de electie pentru identificarea
Bacillus anthracis direct In prelevate patologice.

Necesar:

1. Solutie de albastru de metilen Loeffler

Solufie alcoolicd saturaid

de albastru de metilen 30 ml
Solugie 1%

de KOH 1 ml
Apa distilata 100 ml

2. Solutiile de albastru de metilen policrome se obtin prin invechirea solutiei de
albastru de metilen sau prin tratare cu borax.
Se pastreazd solufia de albastru de metilen Loeffler minimum 12 luni in flacon
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Fig. 4.6, Morfologha bacteriilor {(forme §l agezdir celulare)

semiinchis cu agitare la intervale pentru a asigura aerarea confinutului. Prin oxidare

albastrul de metilen formeaz3 un compus violet cu proprietifi policrome.
Solutia de albastru de metilen-borax (Masson)

Albastru de metilen e
Borat de sodiu (borax) 50 g
Apa distilata 1000 ml

Se incilzeste in balon de sticli incolord, pana la solvire, amestecul de borax §i apa.
Se solva albastrul de metilen In solutia de borax calda. Se mentine solufia astfel preparatd
timp de 2—4 zile la 37°C In termostat 5i 6—8 zile pe mas3, la lumina cu agitare la intervale.
Procedura:
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1. Se pune lama cu frotiul in sus pe stativul de colorare.

2. Se acoperd lama cuo solufia de albastru de metilen aleas3 si se lasd 1—3 minute
pentru colorare. Nu exist pericol de supracolorare.

3. Se spald lama cu api de robinet,

4, Se absoarbe excesul de apa Intre doud sugative (hirtie de filtru}. Se usucd lama
in pozijie verticald si se examineaz la microscop.

Interpretare: Bacteriile si celulele inflamatorii din exsudate apar colorate in albastru.
Albastrul de metilen policrom coloreazh In roz capsula si materialul capsular al Bacillus
anthracis.

Coloratiile diferentiale evidenjiaza in afard de morfologie si reactiile de culoare ale
bacteriilor. Coloratiile Gram si Ziehl-Neelsen sunt cele mai uzuale coloratii In bacteriologie.
Reactiile de culoare ale bacteriilor sunt condifionate de diferente in structura si compozifia
chimici ale perefilor bacterieni.

Coloratia Gram, Principi: Unele bacterii sunt capabile, in prezenja iodului, sa
afixezes colorantii violefi de pararozanilind (cristal violet, violet de metil) si rezisti la
decolorarea cu altool sau cu acetond; altele nu realizeszd aceastd fixare, se decoloreazi,
5i pentru a le observa trebuie recolorate. Daca recolorarea se face cu un colorant diferit
{de exemplu, fucsind bazicl, safraninfd etc.), se realizeazad diferenfierea microscopici a
celor doud categorii de bacterii:

u bacteriile grampozitive, care rezistd la decolorare si riman colorate violet;

m bacteriile gramnegative, care se decoloreaza 5i necesitd a fi recolorate In rosu,

Indicatii: Identificarea preliminard a bacteriilor prin diferentierea diferitelor
categorii morfologice In grampozitive si gramnegative,

ExistA mai multe modificiri ale coloratiei descrise originar de Christian Gram in
1884, Recomandam versiunea lui Jensen,

Necesar:

1. Solutia coloranta:
Violet de metil 6B

sau
Cristal violet, 85—90%, colorant Sg
Apa distilata 1000 ml

Se agitd pentru solvire si se filtreazd prin hartie. Solufia este stabila, dar trebuie
filtratd inainte de folosire.

2. Solutia iodo-ioduratd (Lugol) pentru mordansare:

Tod sublimat 10g
Iodurd de potasiu 20 g
Apa distilata 1000 ml

Iodura de potasiu se solvA In cca 50 ml apl, se adaugd iodul si se agitd pani la
solvirea totali. Se completeazd Ia 1000 ml cu apa distilatd. Se pistreazi solutia in flacon
brumn.

3. Decolorantul:

Alcool etilic 96°, pentru decolorare lenta

Acetond, pentru decolorare rapida

Amestec de alcool etilic 96° 3 pérfi, acetond 1 parte, pentru decolorare inter-
mediard

4, Solufii recolorante recomandale
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Solutie de rosu neatru 0,1%

Rosu neutru l.g
Acid acetic solufie 1% 2 ml
Apa distilata 1000 ml

Se agitad pentru solvire i se filtreazi prin hartie.
Solutie de safranini 0,5%
Solujie de safranind stock

Safranini, 999 colorant 2,5¢

Alcool etilic 96° 100,0 ml

Solutia de lucru

Solugie de safraninid stock 20 ml

Apa distilata 80 ml
Procedura;

1. Se coloreaza cu solutie 0,5% violet de metil sau cristal violet cca 30 secunde.

2. Se varsi colorantul §i, finAnd lama Inclinatd, se picurd solufie Lugol pentru
spilarea colorantului de pe frotiu si antrenarea depozitelor cristaline formate in amestecul
colorant—iod.

Se acopera lama cu solufie Lugol proaspata 5i se lasa si acfioneze cca 30 secunde.

3. Be scurge solutia Lugol si se spald frotiul cu alcool etilic de 96°, decolorant
recomandat de Jensen. Se acopera imediat frotiul cu alcool etilic proaspat si se da lamei
miscéri altemnative de inclinare pAna cand preparatul nu mai elibereazli colorant (se urmiregte
decolorarea pe fond alb). In acest moment se spala cu apd de robinet. Decolorarea cu etanol
durcazh citeva secunde,

Acetona decoloreaza mai rapid, dar diferentierea este mai bund. Se acoperd lama cu
acetona §i se spald dupd 2 secunde. Pentru a evita supradecolorarea, apa trebuie $3 curga
deja prin robinet in momentul In care Incepe decolorarea. Este un decolorant pretentios,
care cere experien}d pentru utilizare.

Amestecul acool—acetond realizeazd o decolorare satisfacitoare In cca § secunde.

4, Se recoloreazd 1—2 minute cu solugie 0,1% de rosu neutru sau 30 secunde cu
solutie 0,59% safranini ori 0,1% fucsind bazich.

NOTA. Uneorl se utillzcazi pentru recolorare fucsing fenicatd Ziehl (vezl mal jos) dilunth 1710, Nu se

indicA, deoarece coloreazd atdt de Intens bacteriile grmmnegative, incli le poate face grew distincle de

cele grampozilive.

5. Se spala, se absoarbe excesul de apd, se usucd 5i se examineaza cu imersia.

Interpretare: Bacteriile grampozitive apar viclet, cele gramnegative si celulele rosii;
filamentele de fibrind sunt violete.

Martori:

Pozitiv: PBacillus megatherium sau Staphylococcus aureus.

Negativ: Escherichia coli.

Se efectueazi un frotiu din amestecul, In parti egale, al suspensiilor, cu densitate
corespunzitoare etalonului 3 al scarii Mac Farland, din cultura peste noapte pe agar nutritiv
de B. megatherium sau S. aureus §i de E. coli. Aceste suspensii autoclavate 20 minute la
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121°C pot fi utilizate indefinit. Pe frotiul martor diferenfierea intre bacteriile grampozitive
si cele gramnegative trebuie 53 fie netd.

Frotiurile din prelevate patologice nu pot fi etalate Intotdeauna uniform. In con-
secintd, pe asemenea frotiuri cAmpurile bine diferentiate pot alterna cu cmpuri sub- sau
supradecolorate. Se aleg pentru examinare numai cAmpuri cu leucocite rosii; daca alituri
de acestea se observa si bacterii grampozitive, cimpul este corect diferenfiat.

Coloratia Ziehl-Neelsen

Principiu: Micobacteriile, spre deosebire de toate celelalte bacterii, datoritd prezenjei
in peretele celular a unor substante ceroase, se coloreazs la cald cu fucsing fenicaia si
rezistd la decolorarea cu acizi minerali diluati si cu alcool.

Indicafii: Depistarea si identificarea micobacteriilor.

NOTA: Pentru bacilil leprei trebule modificatd (vezl mal jos).

Necesar!

1. Solutia de fucsind fenicald Ziehl
Solutie alcoolicd saturatd de fucsind barica 10 ml
Solujie 5% (v/v) fenol In apa distilata 100 ml

Se topeste fenolul in baie de apd la 56°C. Peste volumul masuratl de apa distilata
calda se adauga, cu o pipetd previzuld cu o propipeti volumul necesar de fenol topit. Se
agitd, Se amestech solutiile, se omogenizeazd si se filtreazd prin hirtie.

2. Solutia decolorantd de acid—alcool

Acid clorhidric concentrat 35%, 3ml
Alcool etilic 96° 97 ml
3. Solutia recoloranti de albastru de metilen Loeffler.

Procedura:

1. Se pune pe lama o band3 de hartie de filtru usor mal mare decat dimensiunile
frotinlui si se acoperd lama cu solufie de fucsini fenicatd Ziehl. Se Incilzeste solujia
colorantd plimband pe sub lami o flacard (lampa de spirt sau tampon de vata infasurat pe
sdrma 5i Imbibat cu spirt) pana la emitere de vapori. Din acest moment se mentine 5 minute
lama pe stativ fArd a mai fi incalzita,

2. Se indepdrteazi banda de hértie de filtru si se spald lama abundent cu apa de
robinet,

3. Se decoloreaza frotiul repetat cu alcool clorhidric pAna cand decolorantul care se
scurge de pe lama cAmane incolor (cca 2 minute ori mai mult In cazul frotiurilor mai groase).

4. Se spald abundent lama cu apd de robinet.

5. Se recoloreazi 1 minut cu solujie de albastru de metilen Loeffler.

6. Se spala lama cu apd de robinet, se absoarbe excesul de apd, se usuch si se
examineazi la microscop cu imersia.

NOTA: Bacill acidorezistenl pot fi transfernyl de pe un frotls pe altul prin hartia de filirs care sbsoarbe
excesul de apd. De aceea se folosesc buchil de hirde cu utlllzare unicd.

Interpretare: Bacilii acidorezistenti apar rosii strilucitori, iar alte bacterii si celulele
din prelevatele patologice, albastre.

Colorafia Ziehl-Neelsen modificatd pentru bm::h!' leprei §i nocardii.

Comparativ cu bacilii tuberculozei, aceste organisme sunt mai slab acidorezistente.
Modificarea priveste numai decolorarea, care se face dupd cum urmeazi:
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= se acoperd frotiul cu alcool etilic 50° pand se Iindepdrieazd excesul de fucsina
fenicata;

= 5e spald cu apd de robinet;

= se decoloreaza 3 minute cu solutii 5% de acid sulfuric pentru bacilii leprei, 1%
pentru nocardii din prelevate patologice sau 0,5% pentru nocardii din culturi.

4.3. METODE SPECIALE DE MICROSCOPIE OPTICA
4.3.1. Microscopia cu fond negru

Indicatii: Examen electiv pentru depistarea rapida a spirochetilor, organisme foarte
fine, putin refringente si mobile, care nu pot fi observate la preparate microscopice uzuale.

Principiu: Metoda se bazeazi pe fenomenul descris de John Tyndall: intr-o camera
obscura particulele de praf, care In condifii de iluminare obignuitd riman invizibile, cAnd
se afld in calea unei raze de lumind, care nu este direcfionatd spre ochiul observatorului
(condifie a obscuritatii), devin vizibile prin lumina difractata si reflectati difuz pe suprafaja
lor, si indica astfel observatorului traiectoria acestei raze.

Condensorul pentru cdmp Intunecat opregte accesul spre obiectiv a razelor de lumind
directe (creeazs fondul intunecat) 5i ilumineaza oblic obiectul. Parte din razele difractate
si reflectate de catre obiectul iluminat oblic patrund In obiectiv 5i formeazi imaginea
luminoasa a obiectului pe fondul negru al cAmpului. Un astfel de condensor este conden-
sorul cu oglinzi sferice concentrice (figura 4.7). La microscopia pe fond negru obiectul
floteaza intr-o pelicula de lichid pentru a evita reflexia totala a razelor inainte ca acestea
s3-1 lumineze.

o {(Iblectiv

Necesar:

1. Condensor cu oglinzi sferice con-
centrice, care Inlocuieste condensorul
pentru cimp luminos la un microscop Ulal de cidin
optic. :

Lamela

2. Sursa de Jumind cu mare inten- o
sitate §i diafragma iris. E - L ma

3. Lame de microscop cu grosimea de

1,0 mm. Numai pe asemenca lame Condensor
preparatul este plasat In focarul conden-
sorulul (distanga focald de 1,2 mm).
4. Ulei de cedru. Iy} |y
5. Camera obscura.
Procedura:
1. Se centreazh diafragma de camp
folosind condensorul de cAmp luminos si Sursd de lumink

obiectivul 10X (vl 4.2.1,, 4b). Fig. 4.7. Condensorul cu oglinzl sferice concentrice peniru

Huminarea cu fond Intunecat
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2. 8¢ Inlocuieste condensarul de camp luminos cu cel pentru flumingrea co fond negru.

J. Se depune o pichiurd de ulei de cedru pelentila superioard o condensoruim,
ridicatd la nmivelul mesei portobicer.

4. S5¢ pune preparatol Intre bimd st lameld peste piciiury de ulel de'cedru de pe
lentila condensarulud,

5. Se cxamineazd preparatul cu olwectival 10X &por, cu un obiccliv uscat ma puierme,
dupd necesitate. Cu cat obiectival are o aperturd mar mare fondul cdmpulun microscopie
esie mal putin intenecat., De nceen pentry examinare co imersia trebuie folosit un obectn
prvieut cu diafragma iris,

6. Dupd examinare, se depune prepariul intr-pn recipient cu solutie dezinfecrania.

Interprerars: Pe fondul negro al cdimpulal microscopic e observA imaginen (Figura
4.8 lumineasd, sirdlocioare a spirocheior mohili

4.3.2. Microscopia cu contrast de faza

{ndicatit; Observarea rapidd in prepanite native, folosind toath apertura obicctivilui
s puterea de rezolutic a microscopulul, a protozoarelor (flagelate, nizopede, .cibale), o
fungilor, o fagocitelor i-a efectului citopatic al virusorilor in oulivri de colule cu detali
struciusale conre inahe condilii pot f observate numai prin coloranl speciale, dificile. In
bacteriologic microscopi co conlrast de fazd este wlild doar penire abservarca cresterii yi
diviziunii bactericne sau a misearid flagelilor

Privceipiis Interferenta dubleazd intensilalea lumineash o doud raze o concordania
de fazd s1 anuleazd luming @ doud raze in opozipic dé fazd (defazare cu | /2 din lungimen
de unda). Ochiul sesizeazd  usor
acesie diferenie extreme o inten
sitatea fluxului lominos, Lo receren
prinir-un abiect transparent (de cx-
emplu, oeeluln) razele refractane s
difractale suferd numernase defizan
intermediare  inlre  situapile ex-
freme mentionale mal sus. Acesie
defazdrl intermediire osclleaed in
jural a 1/4 din lungimena de unds i
nu sunt sesizate [a microscopin cu
fornd lominos find masciie  de
razele directe.

Microscopul cu contrast de
fazd permite observarea imtegrald o
detaliilor din imaginea obicctulu
formatd in planul focal superior al
obiec tivalui prin irterforen

razelor direcle cu cele réfractate in
preparial Popiru ACeiNila (]

Fig. 4 8 Mk reffaregrafia il preparil examinig pe fond negru: i.llfn.l:.lrrr.n'ﬂ'ﬂhi fnelars, i‘-']ﬂ!‘iql-h"l sub con-
Trerpdsemm el in seroed ben soncrulal sifithie densar. reduce fascicolul razelor
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directe, iar o placd de fazd, plasaia in planul
focal superior al obiectivului, absoarbe
partial razele directe §i acceniueaza
defazarea razelor refractate si difractate in
obiectul examinal (figura 4.9).

Necesar,

1. Condensar special care
incorporeaza in partea inferioara un disc
rotativ prevazut cu o serie de diafragme in-
elare. Acestea sunt rondele de sticla
npqciﬁam, dar cu un inel Ingust de sticla
clara pentru accesul fluxului luminos.
Diametrul inelului este individualizal in
raport cu apertura fiecArui obiectiv; de la 4,5
mm peniru obiectivul 10X pana la cca 18 mm
pentru obiectivul 90X (figura 4.9).

2. Obiective de fazd. Obiective
obignuite care in planul focal superior au
moniata o plach de faza formald dintr-o ron-
dela de sticla. Razele directe trec printr-un
sani circular, usor metalizal, care le ab-
soarbe parfial, Razele refractate trec prin
restul placii, mai gros, unde sunt defazate.
Profunzimea sanjului este astfel calculatd,
incat defazares razelor refractate in raport
cu razele directe 54 fie de 1/4 din lungimea
de unda. In aceste conditii diferenta de in-
tensitate Intre raza directd §i cea difractald
s¢ reduce si imaginea obiectului apare cu
toate detaliile structurale.

Obiectivele de fazd sunt identificate
prin literele Ph gravate pe monturd.

3, Ocular de cenirare.

4, Lampd cu mare inlensitate lumi-
noasa.

3. Filtru verde.

Procedura:

1. Se monteazh condensorul si obiec-
tivele peniru contrast de fazi.

Qcular

Plan Tocal
al ccularubui

-—

Plach de fazd din
planul focal superiorn

T b al obigetivalul
I ]
L [

1

L '!r » Oblecily

1 I

¥ i

= Proba
» Condensor

~%— [iafragma inglard

Fig. 4.9. Drumul razelor de lumind in microscopol cu
contriist de fazd; detadi privind diafragma inelardl 5t placs
de fnzd (adapiare dupd American Opticel Conpany)

2. Se centreazd lumina (vezi 4.2.1, 4b) folosind rondela 0 a condensorului,

3. Se focuseazd obiectivul pe proba.

4. Se¢ roteste sub condensor diafragma inelard corespunzatoare obiectivului.
5. Se inlocuieste ocularu! cu ocularul de centrare, care permite observarca planului

focal superior al obiectivului cu placa de faza.
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6. Privind prin ocularul de centrare si folosind suruburile de centrare plasate sub
condensor, se suprapune exact diafragma inelard cu inelul de faza.

7. Se reinsereazd ocularul obisnuit si se examineazi,

Interpretare: Pe fondul cenusiu al campului microscopic se observd imaginea obiec-
tului cu detalii structurale net distincte. Examenul in camera obscura si utilizarea filtrului
verde favorizeazdl observarea detaliilor.

4.3.3. Microscopia cu fluorescenta

Indicatii: Colorafia fluorescentd este utild pentru depistarea rapidd a bacililor
acidorezistenti pe frotiuri din sputd si secliuni tisulare. Utiliz&ri mai largi are coloraiia
imunofluorescentd pentru depistarea si identificarea rapidd a microorganismelor in
prelevate patologice, a unor anticorpi din ser, a imunoglobulinelor, complementului, hor-
monilor sau enzimelor in (esuturi, a antigenilor de transplant in fesuturi, a antigenilor
tumorali In fesuturl neoplazice,

Principiu: Luminescenta este fenomenul prin care o substantd absoarbe radiatii
ultraviolete din domeniul! apropiat spectrului vizibil (radiafia de excitajic) si emite o
radiatie cu lungime de und3 mai mare, respectiv o radiatie luminoasa. Durata iluminarii
dupd incetarea acliunii radialiei de excitatie imparte substantele luminescente in fluores-
cente (iluminares ulterioara dureazi mai putin de 1077 secunde) 5i fosforescente
(iluminarea ulterioard dureazi mai mult de 1077 sccunde). Mai multe subsianie naturale
sunt fluorescente: minereuri de uraniu, uleiuri, picAturi de grasime eic.

Fluorocromii sunt coloranyi fluorescenti, Asa sunt: auramina O, acridin-oranjul R,
tripaflavina etc. In funcyie de fluorocrom, lumina emisa variaza de la albastra la rosie sau
albd. Un interes aparte prezintd fluorocromii care sunt stabili in solujii apoase neutre si
se pot lega covalent de anticorpi, facand conjugatul fluorescent: izotiocianatul de fluores-
ceind (fluorescentd verde) si lisaminrodamina B (fluorescenta portocalie).

Microorganismele colorate fluorescent sau imunofluorescent pot fi observate in
condifii speciale de microscopie.

Mecesar:

1. Sursa de lumind. Cea mai indicat este o lampa din sticld de cuarf cu vapori de
mercur, tip HBO, care emile radiafii ultraviolete, luminoase si calorice.

2. Set special de filtre:

u filtru caloric, care absoarbe radiatiile calorice emise de lampa;

= filtre de excitatie, care permit accesul spre preparat numai a radiatiilor cu lungime
de unda mica (ultraviolete, violete sau albastru-inchis), radiatiile de excitatie:

w filtre de baraj (de protectie), care opresc radiatiile de excitatie, noctve pentru ochi,
dar sunt permeabile pentru lumina emisa de flucrocromi (de la verde la rosie}.

3. Condensor pentru fond negru, care, prin dispersia laterald a razelor incidente,
méregte contrastul imaginii mai mull decat condensorul de cAdmp luminos.

4. Lame subtiri de 1,0 mm.

5. Obiective acromate (obicctivele apocromate pot avea sticla fluorescents), care au
obiectiv cu imersie dotat cu diafragma iris.
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fi. Lichid de imersie nefluorescent cu viscozitate redusa, care nu se usucd, pentru
contactul intre lama gi condensor §i pentru obiectivele 60X, 90X sau 100X, de exemplu
glicerind neutrd tamponata, dimetilftalat sau un ulei nefluorescent.

7. Camerd obscura.

Procedura:

1. Se monieaza la microscop dispozitivul monocular, singurul care valorifica integral
fluxul luminos fluorescent evitand diviziunea in prisma dispozitivului binocular.

2. S¢ monteazd condensorul pentru fond negru.

3. Se monteaza filtrele caloric, de excitatie i de baraj conform schemei din figura
4.10. Filtrele de excitatie si de baraj se aleg {inand cont de lungimile de unda ale radiatiilor
absorbite, respectiv emise maximal de fiecare fluorocrom utilizal.

4. Se plaseazi preparatul microscopic pe masa portobiect a microscopului ca pentru
un examen pe fond negru.

5. Se alege obiectivul corespunzitor maririi dorite.

fi. Se prinde §i se focuseazl imaginea, iradiind preparatul timpul strict necesar peniru
aceste operafii si observatii. Iradierea excesiva, prin efect fotodinamic, reduce intensitatea
emisiunii de lumind din preparat.

7. Se indeparteazd primul preparat [asand obiectivul pe loc. Aceasta va scurta timpul
necesar focusfrii urmitoarelor preparate.

Filiru protector parmeabll numal
pentry radiajia verde-galbeni

Lumingd MNuorescentd + canfitaten
redusd din radiajia de excinajie

Ohiectiy

Preparan
MECFOSCORIC —

Condensor
cardioid
Lampd co vapor
de mercur
Filtru
caloric
~ L I
— -
I Dglinda

Flitru de excitafie
{permeatil pentru radiafia UV)

Fig. 4.10. Schema oplicd a microscopulul cu Muorescenti
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Microscoapele cu fluorescentd moderne ilumineazd preparatul de sus in jos, permit
utilizarea lamelor portobiect cu diferite grosimi, evitd laboricasa punere la punct a imaginii
cu condensorul de fond negru §i utilizeazd cu randament mai mare radiatia de excitatie.

Interpretare: Se tine cont de morfologia organismelor observate, fluorocromul utilizat,
intensitatea fluorescentei i aspectul fondului.

Coloratia fluorescentd pentru bacilii acidorezistenti.

Principiu: Micobacteriile fixeazd auramina, se coloreazh fluorescent si rezista la
decolorarea cu acid-alcoal,

Indicatii: depistarea rapida a bacililor acidorezistenyi pe frotiurile din spuia (bacilii
fluorescenti sunt vizibili §i cu un obiectiv uscat, care, prin profunzimea mare, permite
examinarea rapidd a unor suprafefe mai mari de frotiu decat unul cu imersie).

Necesar;
1. Solutie de auramina fenicata:
Auramina O 0,3 g
Solutie 3% fenol in apa
distilats 100 ml
2. Solutia decolorantd de acid-alcool;
Acid clorhidric concentrat 0,5 ml
Clorura de sodiu 0,5 ¢
Alcool etilic 96° 75,0 ml
3. Solutia de spalare finala
Permanganat de potasiu 0,1g
Apa distilatd 100,0 ml
Procedura: '

L. Se coloreazd frotiul 4 minute cu solufia de auramina fenicata,

2. Be spala cu apa de robinet,

J. Se decoloreaza cu acid-alcool 4 minute.

4, Se spald cu solutia de permanganat,

5. Se usuca si se examineaza la microscopul pentru fluorescenia cu obiectivul 20X,
" ocazional cu obiectivul 40X, pentru a verifica morfologia organismelor flucrescente
reperate,

Interpretare: Bacilii acidorezisien)i apar galbeni-stralucitord, resturile celulare, ne-
specific fluorescente, sunt galbene-pal pe fondul negru al preparatului, In caz de dubiu,
mai ales cind microscopia nu este urmata de cultivarea probei, se verificA rezultatul pozitiv
prin coloratie Ziehl-Neelsen, efectuatd in continuare pe acelasi frotiu,

Martort;

FPozitiv: Mycobacterium tuberculosis
Negativ: Corynebacterium sp.

4.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Microscopia electronicd oferd imagini cu detalii de structurd a celulelor pana la nivel
molecular, iar in microbiologia clinicd se foloseste doar la depistarea rapidi a anumitor
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Fig 40 Proteas vidgurs, e bacik peritrich (9.000%K ), clecirmuomicrogrilic cu b, ol el
pridisensiosa e cbinuie prin umbrise Wepd AL Chewink 51 W, van lerson, VRS0

virusurl. Fira o B accesibili celor mai mulie laboratoare. De acvea s via prozenla nuind
principiul metoded.

Microscopul electronic foloseste pentru formarcd imagini un flux de electrant o
mare viteza. care are o lungime de unda foarte micd in comparatic cu vea a fotonilor. Dy
aict decurge marea putere de rezolufic a microscopului electronic,

Fluxul de clectroni genernl de catod, un filament de tungsten ingdlzit i ovid, esiv
acceleral in cimp de Tnalth tensiunce (25—125 kv, diafragmit si deflecun suceesiv in
campuri clectromagnence peniry focusare in plinul preparatului si formarca imaginii care
paarte fi observatd pe un ecran fluorescent sau inregistratd fotografic, Astfcl intr-un micros-
cop checlronic electromagnctii funclioneazd cu lentile condensor, obiectiv, intermedurt s
de proiectic.

Doud tipuri de micrescopie electronicd sunt utilizate in microbiplogic: microscopii
clectronicit cu transmisic (MET) si microscopia electronich cu baleiaj (MEB).

4.4.1. Microscopia electronica cu transmisie

ln MET fluxul scceleril de electroni trece prin preparatul microscopic foartie subfire
siocu contraste accentuate prin umbrire sau coloratie negativa, Pregdtirea preparadulu
microscopic este foarte laborionsd §i presupune, in ordinea cnunfatd, urmi foarcle clape:

 Fixare cu glutaraldehida, wetraoxid de osmiu sau acetat de uranil.

s Deshidratare in etanal sau acetond,

» Impregnare cu o rasind poliestericd sau epoxidica yi pulimerizare.

s Scclionare la uhtramicrolom a blocului de polimerizare peniru o obline secpiuni de
v 30 nm grosime.

s Accontuprea contrastelor fie prin umbrirg, fie prin colorare negativd. Umbrirea sce face
in vid cu metale grele ca aurul, platina, paladiul sau aliajele lor vaporizaie shoproiccialy
asupri preparatulul in unghi de coa 30", incit structurile craminale apar luminoass intr-a
parte siisi proiecieazi umbra infunceatd in partea opusi (figura 4.11). Colorarea negalivi
se face prin impregnarca preparalului cu sared unui metil greu, e exemplu, fosfolungsiil
de potasiu. Structurile examinate apar luminoase in contrasl cu fondul Intunccat, formal
de malerialul electronoopac,

=1
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Pregitirea materialului pentru secfionarea ultrafind produce artefacte prin pierderca
unor molecule proteice sau lipidice ori prin deformarea structurilor. Tehnicile noi de
criofixare sau criodecapare evitd aceste dezavantaje,

Criofixarea presupune congelarea brusci a probei la —70° say —170° urmata de:
substituirea ghelii prin selufia metanolich a fixatorului, inlocuirea substituentului prin
acetond si includerea finala in rasind polimerizabila,

Criodecaparea, desi foarte pretenfioasd, a permis progresele actuale In studiul
ultrastructurii membranclor bacleriene 5i fungice. Tehnica impune o suitd de operatii sub
vid inaintat: fracturarea blocului de congelare, sublimarea suprafetei de fractura pentru a
dezveli detalii de structurd, care suni gravate prin depunerea unui strat fin de plating,
apoi, din unghi diferit, a unuia de carbon. Replica suprafetei de fracturd in platini-carbon
este apol pregatitd pentru examinare la microscopul electronic,

4.4.2. Microscopia electronica cu baleiaj

In MEB fluxul accelerat de electroni este focusat pe suprafata preparatului acoperiti,
prin vaporizare in vid, cu un strat subfire de metal sau carbon. Spotul de electroni baleiaza
cu mare vitezd pe suprafata examinatd, Electronii secundari eliberati de preparat sunt
captafi, iar semnalele amplificate si transformate in imagini de detalii structurale ale
suprafetei examinate, care pot fi obsérvate pe ecranul unui tub cinescopic sau inregistrate
fotografic. '

Desi MEB are rezolufia infericard celei a MET, se folosesc tensiuni de accelerare
mai mici §i s¢ oferd imagini in relief cu profunzime focala mare ale suprafefei unor preparate
groase, opace pentru electroni.
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METODA BACTERIOLOGICA
DE DIAGNOSTIC

[zolarea bacteriilor in culturfl purd necesiia:

» un medio de culturd repartizat in recipiente adecvale cultivarii;

m instrumentar pentru insdminjarea bacteriilor 5i manipularea colturii;

m incubaloare care asigurd temperaturile si atmosfera optime cultivarii.

5.1. MEDIILE DE CULTURA S1 CLASIFICAREA L®R

Mediile de culturd sunt solufii care asigurd nutrienfii si condifii fizico-chimice
necesare cresterdi si multiplichrii bacteriilor. Totalitatea bacteriilor acumulate prin multi-
plicare intr-un asemenea mediu e numitd culturd bacleriand.

Medinlui de culiurd ideal 1 se cer urmftoarele calitafi;

® 54 asigure bacteriilor conditii de dezvoltare cAt mai apropiate celor din mediul lor
natural (organismul uman, animal, sol etc.);

= 54 nu confind substante inhibitoare pentru bactleriile urmirite;

w 54 faciliteze observarea aparifiet 5i dezvoltarii culturii (omogenitale, transparenta,
luciu al suprafetei e1c.);

= 54 faciliteze izolarea bacteriilor in culturi pure (pH, csmolaritate etc.);

s 52 fie sterile.

5.1.1. Clasificarea dupa provenienia nutrientilor

Se disting: medii empirice 5i medii sintetice.

Mediile empirice au la bazd extracte apoase objinute fie la cald, fie prin infuzare,
fie prin digestia cirnii, cordului, creierului sau ficatului de vita ai caror nutrienfi (hidrocar-
bonate, baze azotate, sdruri minerale, factori de crestere eic.) sunt completafi cu aminoacizi
si peptide de diferite sorturi de peptond (produsi de hidrolizd enzimaticd ai proteinelor
animale sau vegetale). Dacd osmolaritatea si pH-ul lor pot fi riguros controlate, calitajile
nutritive pot varia de la un lot la altul de mediu. Mediile empirice sunt cel mai larg folosite
pentru izolarea si studiul bacteriilor.

Mediile sintetice includ ingrediente chimic pure. Au compozitie minim3, riguros
controlat si se folosesc pentru studiul necesitdfilor nutritive si al metabolismului bacterian.
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5.1.2. Clasificarea dupa consistenta

Distingem: medit lichide, solide §i semisolide.

In mediile tichide descendentii bacteriilor se amesteca unii cu aljii, ceea ce nu permite
obtinerea de culturi pure decit din produse monobacteriene. Prin gelificarea mediilor
lichide cu 2% agar-agar1 se objin medii solide, care, gratie vascozitafii lor, fixecaza
bacteriile in punctul de insAmanjare, De aceea pe medii solide bacteriile formeaza coloni,
O colonie este o aglomerare de bacterii care se dezvoltd dintr-o singura cefula sau grup de
celule de acelasi fel (unitate formatoare de colonie, abreviat U.F.C.) si este vizibild cu
ochiul liber pe suprafaa mediului solid. O colonie este o clona bacteriana, dedi o cultura
pura.

In vederea utilizarii, mediile de culturd lichide sunt repartizate in eprubete sau in
baloane, iar cele solide, in plici Petri §i in eprubete cu solidificare in panta. -

Mediile semisolide se obfin prin gelificare cu numai 0,4—1% agar. Repartizate in
coloana se folosesc pentru depistarea mobilitafii bacteriilor §i pentru conservarea unor
tulpini bacteriene in laborator.

5.1.3. Clasificarea dupa compozitie

Se disting; medii simple $i imbogatite de uz general si medii speciale.

Mediile simple sau de baza sunt bulionul nutritlv, apa peplonata si agarul nutritiv,
Contin numai ingredientele de baza: extract de carne sau numai peplond, clorura de sodiu,
si permil creslerea numai a bacteriilor nepretenfioase nulritiv, in majoritate saprofite ale
mediului extern sau ale florei microbiene normale a corpului uman.

Mediile imbogatite permit cultivarea celor mai multe bacterii patogene pretenfioase
nutritiv, Se obtin prin adaugarea de sange, ser sangvin, glucoza, extract de levurd eic. la
mediile de baza. Geloza-sange este mediul uzual de izolare a bacteriilor patogene.

Mediile speciale.

= Mediile speciale de izolare permit izolarea anumitor microbi patogeni din prelevate
hipercontaminate (materii fecale, exsudal faringian etc.); se utilizeazd medii de
diferentiere §i medii selective. Medii de diferentiere contin subsiratul pentru o enzima
bacteriana caracteristici si un indicator, care evidentiazd atacarea acestui substrat, deci
un caracter metabolic diferentiaza intre ele bacteriile cu aspect al culturii identic pe mediile
simple. De pilda geloza nutritiva cu albastru de bromtimol lactozai diferenfiaza enterobac-
teriacecle lactozopozitive de cele lactozonegative, Mediile selective confin substante in-
hibitorii asupra altor bacterii decl acelea a ciror izolare se urmireste. Pentru a facilita
reperarea coloniilor unei anumite bacterii, mediile selective au si caracter diferential.
Exemple de medii selective: medii cu telurit de potasiu pentru izolarea bacilului difteric
din exsudatul faringian; mediul 5S {(geloza nuiritiva cu saruri biliare, verde briliant, citrat
de fier si hiposulfit de sodiu, adifionata cu lactoz si rosu neutru ca indicator de pH) pentru
izolarea shigelelor si salmonelelor din materii fecale.

= Mediile de imbogafire sunt medii lichide care favorizeaza inmuljirea anumiltor
bacterii patogene §i inhiba dezvoltarea florei de asociafie dintr-un produs patologic,
Insamantarea si incubarea in aceste medii este utild ca etapd premergitoare epuizarii pe medii

|
Coloid extras dinitr-o algh marind, care se lichefiazd la 80° 3 se gelifich la coa 40—45°C.
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selective pentru izolarea unei bacterii palogene care se afla in numar redus in produse cu
flora de asociajie abundenta.

= Mediile de identificare contin substratul activititii unei enzime bacteriene si un
indicator adecvat, care evidentiazd modificarea substratului in cursul cultivarii bacteriel
cercelate. Bateriile cu asemenea medii sunt folosite pentru identificarea bacteriilor. Mediile
multitest permit investigarea mai multor caractere biochimice printr-o insdmanjare unici.

5.2. TEHNICA INSAMANTARILOR

Insaméantarea este depunerea in sau pe suprafaja medivlui de cultura a materialului
bacterian, inoculum, in vederea cultivarii bacteriilor.

Repicarea este insamantarea intr-un mediu de cullurd proaspal a unei bacterii dinir-
o alta cultura fie in scopul purificarii ei, fie pentru studiul activitafii biochimice.

lzolarea este operafia prin care o bacterie este obfinutd in culturd puri.

Aceste operafii se fac uzual cu ajutorul acului de insdménjare, mai rar, numai in
cazurile speciale precizate mai jos, cu ajutorul unui etalor sau al pipetei.

5.2.1. Epuizarea semicantitativa a inoculului
pe suprafata placilor Petri

Se utilizeazd ca metoda de electie pentru izolarea in culturi pure a bacteriilor din
produse plurimicrobiene.

Placa — euscatis prin menfinere cca 30 minute la 37°C cu capacul intredeschis
pentru evaporarea condensului — se line pe masa de lucru, Cu mana siangd se infre-
deschide capacul. Ansa se jine in mana dreaptd, ca un creion, oblic fatad de suprafata
mediului i se plimba usor, pentru a evita zgaricrea acestuia.

Inoculul este dispersal pe un sector limitat al placii cu ansa sterila sau tamponul cu
care a fost prelevat produsul microbian. Se resterilizeaza ansa; se verificA temperatura
prin atingerea mediului in zond neinsamanijata si se epuizeazd inoculul in patru cadrane,
descriind cu ansa striuri conform schemei din figura 5.1, Astfel in ultimele cadrane de
epuizare se objin colonii izolate, bine individualizate, la distantd de cca | cm uncle de
altele, iar cresterea poale fi apreciath semicantitativ (tabelul 5.1). Fiecare colonie bine
individualizatd pe un mediu neselectiv reprezintd practic o clond. De aceea izolarea prin
epuizarea inoculului bacterian pe un mediu neselectiv mai poate fi numitd si clonare.

Tabalul 5.1. Aprecierea semicanfitativd a cregterii bacleriane dupd spuizerea inecululul In patru
cadrane pa suprafata mediului repartizat In placa Patri

Scorul de crestere Colonhi ln aria de epuizare
1 H| m
+1 <10 — o
+2 =10 <5 —
+3 >10 »5 <3
+4 =10 »>5 =5
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Fig. 5.1 Epulzares semicamiiativl a Inoculalul in patry
cadrane pe suprafojs medivlui repartizat in pincd Peiri:
a — condensul de pe suprafain medialul esie evaporsl prin
mangineran placii 30 minuie la 37°C: & — striurile de
epuizare; ¢ — dispersia coloniilor rezuliate

La izolarea pe medii selective, inoculul trebuie si fie mai bogat decit pe mediile
neselective (ansf cu bucld mai mare fard sterilizare dupd descircarea pe primul cadran),
iar primocultura d¢ cele mai multe ori nu este purd: coloniile patogenului izolat contin
bacterii de contaminare a ciror crestere a fost inhibatd. De aceea purificarea colturii
necesita cel pufin 1—2 repiciri pe un mediu diferential adecvat cu inoculul prelevat numai
prin atingerea superficiala cu ansa a coloniilor sugestive din primocultura.

5.2.2. Etalarea uniforma a inoculului pe placi Petri

Este indicatd fie pentru cantificarea aproximativa a bacteriilor dintr-o suspensie, fie
pentru antibiograma difuzimetricd (vezi 7.4). Se face cu ajutorul etalorului din sticla
sterilizat prin aer cald.

Lin mic volum determinat din dilujiile decimale ale suspensiel bacteriene este depus
cu pipeta pe placa co suprafaja mediului bine suscaths si este etalal uniform in direcqii
succesive pand la absorbtia completd a inoculului in mediu. Dupd incubarea corespunziitoare
(vezi mai jos), se aleg placile cu crestere Intre 30 51 300 colonii (minimizeazd eroaren) si
se calculeazd numbrul unitdtilor formatocare de colonii dupa formula:

|
volumul insdminat

XHIN' o ¥

unde:

X =concentratia U.F.C. din suspensie;

N = numirul coloniilor pe placa;

D=inversul dilutiei,

Etalarea pe placd, uzual cu tamponul, a unei suspensii bacteriene mai concentrate
da cresterea «in panzds sau semiconfluentd necesard antibiogramel (vezi 7.4),
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5.2.3. Insamangarea pantei de agar nutritiv

Este indicath pentru pastrarea culturilor pure pe durate
limitate, e.g. pina la identificarea finald a tulpinilor martor
pentru antibiograme sau pentru testele biochimice. Manipuland
aseplic, se incarcd o ansd cu inoculum din cultura purificatd, se
introduce ansa pand deasupra apei de condens a tubului i se
retrage descriind pe suprafaia pantel striuri $transe in zig-zag,
fard a rghria mediul,

5.2.4. Insamantarea coloanei de agar
nutritiv moale

Uzual se face pentru diferentieren bacteriilor mobile de cele
imobile si pentru testarea unor activitdji biochimice, Manipuland
asepiic se Incarcd acul de inoculare cu inocul din cultura pura §i se
face o injepdturd unica de la suprafalad pana in profunzimea coloanei
de agar. Dupd incubaren corespunzitoare se apreciazd cregterea si
se interpreteazd mobilitatea (figura 5.2). ]

5.2.5. Insamantarea recipientelor cu mediu U
de cultura lichid
Aceste insamaniari se fac exclusiv din prelevate patologice  motis. bt

monobacteriene (g. g. lichid cefalorahidian, exsudate din cavititile

seronse, sAinge) $i suni indicate cAnd bacteriile se afld in numar Fig 3.2 Apreclerea mobill-
prea mic pentru a fi depistate microscopic sau izolate pe medii joh e o ie PO TPE
solide, Se insAmanteazd, cu pipeta Pastéur sau cu seringa de recol-

tare; citeva picdturi pand la cAfiva ml de produs.

Tuburile cu medii lichide de identificare sunt insdméntate ce ansa.

5.2.6. Izolarea bacteriilor sporulate de cele nesporulate

Se bazeszd pe termorezisten)a sporilor. Produsul microbian suspensionat In solutie
salina izolona este incalzit 10 minute in baia de apa la 80°C, dupd care esie epuizal pe
suprafata mediului solid.

5.3. INCUBAREA CULTURILOR

Incubarea constd in menjinerca mediilor insdmbntate in conditiile necesare dezvoltirii
culturilor. Majoritatea bacteriilor patogene suni mezofile, cultivd optim la 37°C si au
cregtere rapidd: culiura apare pesie noaple. La bacteriile cu cresiere lentd cultura poate fi
observati abia dupa cateva zile sau siptimani de incubare. Temperatura constantd de
incubare esie asipurald de termostate, incinte termaoizolate previzute cu sursd de incalzire
(elecirica) si sistem termoreglator.

Potentialul de oxidoreducere (rH) al mediului de culturd este esential pentru unele
bacterii. Accastd influenid poate fi intuitd dach insimaniam bacteriile prin omogenizare
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intr-o coloand inalta de agar nutritiv in care rH-ul scade semnificativ de la suprafatd spre
profunzime.

Bacteriile strict qerobe se dezvoltd numai pe suprafata mediului unde au asigurat
contaciul cu oxigenul,

Bacteriile facultative suni indiferente la rH, ele se dezvolta de la suprafaja pana la
fundul coloanel de mediu.

Bacteriile strict anaerobe se dezvoltd numai in profunzimea coloanei de mediu.

Bacteriile microaerofile se dezvolta numai intr-o banda relativ ingusta sub suprafaja
mediului.

Cultivarea bacteriilor aerobe si facultative se face in atmosferd normala.

Cultivarea bacteriilor strict anaerobe impune o reducere corespunzdtoare a
potentialului de oxidoreducere al mediilor §i prezervarea culturii de contactul cu oxigenul.
Acestea se obtin prin mai multe metode accesibile, in funcjie de dotarea laboratorului.
Unele permit cultivarea anaerobilor pe placi cu mediu agarizat, altele numai In tuburi cu
bulion sau agar moale. >

. Procedeele fizice!

» Camera anaerobd (glove box) in care operafiunile de la Insdmantare la observarea
culturilor si repiciri se fac in absenta oxigenului. O descriere cu amdnunte a acestei dotari
rezervata laboratoarelor specializate depaseste obiectivele manualului.

u Sistemul Mac Intosh si Fildes foloseste un borcan etang din care aerul, indepartat
cu o pompa de vid, este inlocuit cu hidrogen sau cu un amestec gazos (azot 837, Co,
5%, hidrogen 10%), iar clorura de paladiu inclus in azbest catalizeaza la cald (rezistenta
electrica) fixarea hidrogenului pe urmele de oxigen.

» Sistemul Gaspak foloseste un borcan transparent 5i etans, in care apa adiugatd
intr-un pachet din foita de aluminiu, care confine tablete de borohidrat de sodiu, clorura
de coball, acid citric si bicarbonat de sodiu, degaja H,, CO, 5i H;0. Granulele din aluminat
de paladiu, fixate la capac, catalizeaza la rece fixarea completd a O, pe H; cu formare de
H,0.

2. Procedee chimice:

m Medit de culturd cu ingrediente reducdtoare (acid tioglicolic sau tioglicolat de
sodiu), ugor agarizate, pentru cresierea vascozitatii, §i cu un indicator de rH (vezi mai jos)
sunt repartizate In tuburi tn coloand tnaltd (e. g. mediul VF). Cand indicatorul de rH apare
oxidat pe o Iniltime mai mare de 1/4 de la suprafajd, mediul trebuie «regenerats prin
fierbere in baie de api timp de 15 minute, pentru indepirtarea aerului solvit. Dupa
regenerare tuburile sunt racite brusc in apa, apoi insimaniate.

= Intr-o cutie Petri poate fi creatd o incintd etansd din care oxigenul este Indepartat
prin reactia cu pirogalolul tn mediu alealin (figura 6.3). Un pachetel cu:

Pirogalol 04¢g
Carbonat de potasiu 04¢g
Talc 4.0 ¢

este suficient pentru a crea anaerobiozd intr-o cutie Petri cu diametrul de 11 cm.

3. Procedee biologice:

w Procedeul Tarozzi utilizeazd tuburi cu un bulion nutritiv in care rol de agent
reducator il au fragmente din organele proaspele de animal prelevate aseptic (fical,
rinaiéhi}. Tuburile sunt insAmantate dupa verificarea sterilitdjii timp de 24—48 ore la
arec.

w Pe o jumatate a unei placi Petri cu un mediu adecvat se insimanjeaza dens o |
bacterie aeroba foarte avidi pentru oxigen, iar pe cealaltd jumatate se epuizeazd bacteria |

|
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Pachefel cu amestee Mediu de culurd

reducittor

. O

-r:'-'.'-:.'a":J'.'E;ﬂ.".-'-‘hh'l.-"g':, AP RN AR Parafing
Fig. 5.3 Incinta anaerobid creath cu ajwiorul pirogalolulul alcalin

anaerobd. Imedial cutia se etanseaza prin parafinare. Bacteria aerobi consumi oxigenul
si creeazd condifii pentru cresterea bacteriei anaerobe.

Prezervarea de contactul cu aerul a culfurilor in tuburi este realizatd prin acoperirea
mediului cu un strat de ulei de parafind steril sau prin cultivare In tuburi Weinberg (tuburi
de 240/10 mm) cu coloana inaltd de mediu regeneral.

Indicatori pentru anaerobiozd. Mai utilizat este indicatorul Jui Fildes si Mac Intosh
cu albastru de metilen:

a) solutie apoas3d de glucozd 6%, (prezervatd cu un mic cristal de timol);

by solufic NaOH 1/10 N; 6 ml in 94 ml apa distilats;

¢) solutie apoasd de albastru de metilen 0,5% 3 ml in 100 ml apa distilata.

Cate | ml din ficcare solufie se amestecd intr-o eprubetd si se fierbe pana la
decolorare, dupa care se plaseazi in incinta anaeroba inainte de a o Inchide etang. La
sfarsitul incubarii:

s culparea albastrd indicd un rH nesatisfacitor,

= culoarea alba denota un rH satisfacator pentru cultivarea anaerobilor.

Cultivarea bacteriilor microaerofile (e. g. specii de Campylobacter) se face in ter-
mostate speciale sau In pungi etanse din mas2 plasticd intr-un amestec gazos cu 0, de
53—T%, CO; de 8—107; si N, de 85%,.

Bacteriile carboxifile se cultivd vzual Intr-un borcan inchis ermetic in care este lisata
53 ardd o lumanare; cAnd concentratia lui CO, atinge 5—10%, luminarea se stinge.

O concentratie de cca 5% CO, poate furniza reaclia dintre carbonatul de calciu
(buciiele de marmura) si acidul clorhidric, in cantitifi in funciie de volumul V in litri al
exsicatorului. Astfel Intr-un mic vas introdus in exsicator se adauga:

Buciiele de marmurd 0,25xV, g

Acid clorhidric 25%, 2,50%V, ml.

Pentru concentratii mai mari de CO, sc mareste corespunzator cantitatea reactivilor.

5.4. STUDIUL CARACTERELOR DE CULTURA

Exigentele nutritive, conditiile si intervalul de incubalie, ca si aspectul culturilor,
orienteazd identificarea bacteriilor.

Bacteriile cu IncArcAturd electronegativi puternica si suprafata hidrofild, proprietati
asigurate de structuri de invelis, tulburf omogen mediile de culturd lichide, formeaza
suspensii stabile 5i colonii rotunde, netede, umede, lucioase. Este forma de culturd § (de
la engl. smooth = neted). Dimpotriva, cele cu Incircatura electronegativa si hidrofilie mai
reduse autoaglutineazd, cultivd sub forma de bulgiri, 13sand mediul supernatant clar si
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Fig.54. Aspectul coloniflor bacteriene: @ — religful:
f — conturul

formeaza colonii cu margini neregulate,
cu suprafaja uscatd, rugoasi. Este forma
de cultura R (de la engl. rough = rugos).

Conditiile de cultivare si aspectul
culturii sunt caractere cheie folosite
pentru identificarea bacieriilor. Aspec-
tul coeloniilor variazd intre bacterii fara
a permite Insd diferentieri de specie
categorice. Se urmiresc (figura 5.4):

v dimensiunea: colonii mari
{2—3 mm diametru), mici (0,1—] mm
diametru) sau mijlocii (1—2 mm dia-
metru}; ’

» confurud: circular cu margini
intregi, lobat, zimtat, dendritic, in «har-
ta geografichs;

w relieful: plat, bombat, acuminat,
papilat;

w suprafata: lucioasd sau granu-
lard, umedd sau uscatd, rugoasa:

w culparea: nepigmentale sau pigmentate cu sau fard irizatii;

m gpacitalea: opace sau lransparente;

w consistenta: untoasd, mucoasd, friabila, pieloasa;
s aderenta la mediy: neaderente sau puternic aderente de suprafaja mediului,

incastrate;

w hemoliza: prezenia gi tipul (pe medii cu sange).
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INTERACTIUNI NEGATIVE INTRE
POPULATIILE MICROBIENE

In habitate unde se acumuleaza densitdfi mari de microorganisme apar interactiuni
negative care limiteaza una sau alta din populatii. Aceste interactiuni negative sunt:

m competifia pentru un factor limitai de mediu;

= amensalismul;

= antibioza;

w parazitismul §i pridarea.

In micrgbiologia medicala, interacjiunile negative intre populatiile microbiene au mai
mulle implicafii privind:

m transporiul 5i conservarea prelevatelor patologice intens contaminate;

m izolarea unor microorganisme patogene din asemenea prelevate;

m terapia antiinfecfioasa;

= identificarea unor markeri epidemiologici;

m tchilibrul ecologic si rolul de bariera ecologicd al microflorei normale a organis-
mului viu,

6.1. COMPETITIA

Competitia este printre cei mai importanti factori selectivi Intre populagiile
microbiene care impart aceleasi resurse de mediu: nutrienti (sursd de energie si carbon,
azot, fosfor, factori de crestere etc.), spatiu vital, aer etc.

Cel mai simplu §i sugestiv exemplu de competifie este aspectul culturii obfinute prin
epuizarea unui produs microbian pe o plach Petri: coloniile foarte apropiate sunt mici, find
in competifie peniru nutriengi si spatiu, In timp ce coloniile rare, din ultimele zone de
epuizare, sunt mult mai mari.

Lupta bilaterald a competitorilor pentru satisfacerea unor necesitdfi comune se con-
centreazd In esenid asupra timpului specific de generafie (viteza de crestere) si asupra
concentratiei substratului disputat.

In asociatia Escherichia coli—Staphylocoecus aureus specia care se multiplica mai
rapid, E. coli, epuizeazd nutrienfii i limiteazd numarul 8. aurews. Asa pot fi intelese
rezultatele fals negative la izolarea unor patogeni din prelevale cu flord de asociatie care
nu sunt examinate imediat sau conservale corespunzitor.



In conditii fizico-chimice definite raporturile dintre competitori se pot schimba. Astfel
incubarea la 4°C fanctioneazdi ca metodi de Imboghfire pentru Listeria monocytogenes,
care, la aceastd temperaturd, se multiplicA mai repede decit contaminanfii. Uncori insa
contaminantii psihrofili (e. g. pseudomonade) pot compromite izolarea unor patogent din
prelevate conservate timp prea indelungat la frigider. Tot pe principiul competitiei, in
prezenta unui ageni inhibitor pentru microorganismele de contaminare, funclioneaza si
diferitele medii de imbogjire a unor patogeni,

Competitia poate fi interspecificd gi intraspecifica,

Campetitia interspecificd este interactiunea dinire doud sau mai multe specii diferite.
Ea poate explica moartea unei bacterii patogene ajunse in sol sau in apd, chiar §i intr-un
prelevat patologic cu florA abundentd de asocialie examinat tardiv 5 conserval
necorgspunzator.

Competitia intraspecifica explicA rough-izarea tulpinilor patogene in subculturi
(timpul de generatic mai scurt al tulpinilor R fajd de cele 5 in condifiile absentei pe
mediul de culturd artificial a presiunilor sclective din organismul infectal — comple-
ment, fagocite etc.); predominania tulpinilor bacteriene sensibile la un antibiotic in
absentia antibioticului din mediu,

L}
6.2. AMENSALISMUL

Amensalismul constd in producerca de caire microorganismele unel specii de meta-
boliji organici (acizi gragi, etanol, enzime efc.) sau anorganici (peroxid de hidrogen,
amoniac eic.) solubili, care influenjeazi negativ cresterea allor microorganisme asociale
din mediu.

Amensalismul funclioneazd ca important factor al barierei ecologice realizate de
microfiora normald a organismului (vezi capitolul 14), Streptococii viridans din gurd si
orofaringe produc H2032 prin care inhiba dezvoliarea unor specii patogene catalazonegative
{e. g. streptococi piogeni, Haemophilus sp. 5.a.). Microflora rezidentd a pielii produce, prin
hidroliza sebumului, acizi grasi, care previn colonizarea tegumentului cu bacterii patogene.

6.3. ANTIBIOZA

Antibioza are la bazad producerca de citre anumite microorganisme a unor compusi
chimici specifici care in concentratii mici au efect inhibitor sau letal asupra altor microor-
ganisme. Asemenea substanfe antimicrobiene specifice sunt:

w Antihioticete, produse de citre unele eubacterii, actinomicete si fungi. Unele au
toxicitate selectivd si sunt folosite in terapia anlimicrobiand (vezi capitolul 7y . Mai rar
anumiti determinan{i de rezistentd ai bacteriilor la antibiotice sunt folesipi ca marken
epidemiologici (antibiovarul).

a Bacteriocinele, substanie bactleriocide, difuzibile, codificate plasmidic si produse
de citre tulpini bacteriene. Sunt imunogene §i au un spectru antimicrobian foarte selectiv,
motiv pentru care nu au putut fi folosite in terapia antimicrobiana. Sunt probabil un element
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important al echilibrului ecologic in mediile habitate de bacterii si pot fi folosite ca markeri
epidemiologici (vezi 8.2},

6.4. PARAZITISMUL SI PRADAREA

Dinire aceste interactiuni negative, pentru microbiologia medicald mai important este
parazitismul prin virusuri, bacteriofagi, micofagi, care in afara semnificatici biologice
deosebite (rolul In echilibrul ecologic, in variabilitatea geneticd a bacteriilor) si-a gasit
aplicatii practice bine definite ca markeri epidemiologici, vectori de gene in ingineria
genetica etc. (vezi 8.1).

Fenomenele de pradare influenjeazd mai mult soarta unor bacterii patogene in
mediul extern. Mixobacteriile lizeaz §i se dezvoltd mai bine pe seama unor bacterii vii
decat pe bacterii moarte. Experimente in acest sens au fost facute si cu bacterii din
microflora organismului nostru (e. g. Escherichia coli, Micrococcus luteus).
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ROLUL LABORATORULUI
IN INITIEREA SI MONITORIZAREA
TERAPIEI ANTIMICROBIENE

Optiunea, orientarea §i controlul terapiei antimicrobiene sunt decizii bazate pe
trepiedul format de:

m rafionamentul clinic;

m cunoagterea farmacologiei chimioterapicelor si antibioticelor;

= rezultatul testelor de laborator,

Tintirea terapiei antimicrobiene este singura decizie medicald care necesita
cuncagterea farmacologiei unui medicament concomitent faid de 2 specii: bolnavul si
microbul,

7.1. RELATIILE MICROB—MEDICAMENT ANTIMICROBIAN.
DEFINIREA CATEGORIILOR DE SENSIBILITATE

Relatia in vitro este definitd prin concentratia minima inhibitoare (CM1): cantitatea
cea mai mick de medicament antimicrobian care inhibd cresterea tulpinii testate. Con-
cenfrafia minimd bactericidd (CMB) este cantilatea cea mai micA de antibiotic care omoari
100—99,9% din indivizii tulpinii testate.

Definirea relatiei in vitro implicd un factor nou: concentratia de medicament activ
anfimicrobian In focarul de infectie. Cu alte cuvinte; in focarul de infectie se realizeaza sau
nu, se realizeazi CMI?

Pentru necesitafi terapeutice curente, intr-o viziune simplificata, definim o tulpina
microbiana in raport ¢u un medicament antimicrobian:

m Sensibild, cind CMI este de minimum 2—4 ori mai micd decat nivelul medicamen-
tului In serul sangvin in conditiile unor doze unice sau repetate normale, Efectul terapeuntic
este posibil.

m Rezistentd, dacd CMI este mai mare decht nivelul seric al medicamenitului, Efectul
terapeutic este neverosimil, medicamentul fiind toxic pentru pacient inainte de a fi pentru
microb.

m Intermediar sau moderat sensibild, daci CMI este apropiatd de nivelul seric al
medicamentului. Efectul terapeutic este nul sau imprevizibil, cu exceptia situatiilor in care
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se pot administra doze foarte mari (e. g. administrare locald) sau medicamentul se con-
centreazd in focarul de infectie (e. g. urind).

7.2. TINTIREA ETAPIZATA A TERAPIEI ANTIMICROBIENE

Sunt de considerat trei etape:

1. Microbul infectani a fost stabilit cu probabilitate prin rafionamentul clinico-
epidemiologic.

Putine sindroame sunt monoeliologice §i determinate de bacterii care gi-au pastrat
sensibilitatea naturali la antibioticul de elecfiune (e. g. scarlatina, erizipelul, determinate
de Streptococcus pyogenes, care a rimas foarte sensibil la penicilind). Cele mai multe
bacterii au dobandit rezistenid la antibiotice, modificAndu-si spectrul de sensibilitate la
antibioticele uzuale.

In aceste situajii:

= daci terapia antimicrobian3 este urgenid, se ia precaufia elementard de a o Incepe
numai dup prelevarea probelor necesare pentru izolarea agentului etiologic;

= antibioticul(ele) pentru terapie se alege in rapor! cu spectrul actual de sensibilitate
al agentilor etiologici probabili. Daca acestia au dobandit cu frecventd semnificativa rezis-
tenta la antibioticele uzuale, sunt indicate antibiotice de rezerva.

Antibiotic de rezervd: medicament cu utilizare acceptat restransa la tratarea infectiilor
grave pana la aflarea rezultatului antibiogramei (vezi mai jos) sau §i dupa aceasia, cand
tulpina infectanta este rezistenta la antibioticele uzuale. Din nefericire, in lipsa consensului
asupra acestui regim restrictiv, in rezerva sunt trecute fie ultimele antibiotice intrate In uz
(cele mai scumpe), fic cele prea toxice pentru a fi utilizate curent.

Spectrul de sensibilitate 1a antibiotice al unei specii bacteriene este suma an-
tibioticelor faia de care sunt sensibile majoritatea sau toate tulpinile dintr-un esantion
reprezentativ testat. In timp, sub presiunea selectivd a antibioticelor utilizate intr-un
teritoriu, procentul tulpinilor cu rezistenid dobandita cresie. De aceea spectrul de sen-
sibilitate al bacteriilor la antibiotice trebuie diferentiat in spectru initial sau natural si
spectru actual, care este mai restrans decit cel natural §i variazi in timp de la colectivitate
la colectivitate (mai resirdns in colectivitafi de spital decat in colectivitatea generala).

Laboratorul comunici periodic clinicienilor evolujia rezistenjei intre tulpinile unei
specii sub forma unor valori deduse din curbele distributiei cumulative ale CMI sau altor
modalititi grafice. Aceste valori sunt CMI procentuale, care precizeaza concentratia minimAa
inhibitoare a unui antibiotic pentru 10; 25; 50; 75; 90 sau 100% din tulpinile testate
(CMI, g, CMIy5, CMlg; 5. a.).

2. Microbul infectant a fost deplstat prin tehnici rapide microscopic sau antigenic,
Apelam tot la spectrul actual de sensibilitate, dar sfera probabilitatilor se restrange la
speciile apartinand unei singure categorii microscopice sau chiar la o singura specie.

3, Microbul infectant a fost izolat In culturd purd. Antibiograma indica spectrul real
de sensibilitate la antibiotice a tulpinii infectante. Testarea producerii de f-lactamaza de
catre izolatele cu semnificajie clinica din cultura primara este indicatd cand antibioticul de
electiune poate fi o penicilind.

Antibiograma se face cultivind microorganismul testat in condifii standard (mediu
de culturs, inoculum, incubare etc.) in prezenja unui gradient de medicament an-
timicrobian. Gama medicamentelor pentru testare este selectatd in funcjie de microor-
ganism si localizarea infectiei (tabelul 7.1).
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Tabalul 7.1. Selectarea agenfilor antimicrobieni pantru antibiograma

Agentl antimicrobieni Strepiococi Staflilococ] Bacili gmmnu&nliﬁ Bacill gram-
reprezentativi peniru pozitivi
grup din urind alyii

f-Lactamine
Ampiciling x! X
Carbericilind X
Oxacilind/ Meticilind

X
Peniciling G b X X
Cefaloting” % X
Imipenem” x4 X
Aztreonam’ X

P-Lactamine + inkibitori de fi-loctamaze

Amoxicilind + P .
+ clavulanat X X X
Ticarcilind +
+ clavulanat X X x’

Glicopeptide
Vancomicind* " X X

Aminoglicozide
Amlkacind X
Gentamicini x' x"
Eanamicind X
Macrolide
Erjtromicing X X X
Chinolone
Acid nalidixic
Norfloxacingi :
Ofloxacing x'
Altele

Cloramfenicol’ X X X
Clindampicina 4 X
Nitrofuranioind
Pulimixind B
T¢lrar_'i:!ina“ X




Tabalul 7.1 (conlinuare)

Agenti antimicrobieni Streptococi Swafiloooci Bacill gramnegativi Bacili gram-
representativi pentru = pozitivi
grup din urind aljit
Trimetoprim + =
+ sulfametoxazol X X

! Testare numai pentru streprocol grup Dy

 tn caz de rezistentdl, lzolatele se vor testa fa)d de o cefalosporindl din generagia a H-a {e. g cefoxiind
gi cefamandol) san a 1T-a (e, g cefotaximi), Dacd testirile au fost facute concomitent, far lulpina
esle sensibild la cefalosporing din generafia I se comunicd numai aceastd sensibilitae

 Nu se comumich rezultaml, dacs tulpina de stfilococ esie rezisientd la oxacilind (CMI=4 ug/mil).
* Se comunic rezultatul numai in caz de rezistenid la antibloticele weuaie (e, g wipini de spial).

¥ Numai pentru enterococi 8 in adminisirare asociatd co un aminoglicozid (e. g. endocardite suhacute
cu enterococ] rezisen)l la alte antiblotice),

5 Ny se comunich pentru Staphylococcus epidermidis rezisient la meticilinl (CMI=16 ug/mii,

T Nu este activa asupra Enterobacter sp., Morganella morgani, Serratic marcescens 8l Pseudomonas
aeruginosa, ale chror §-lactamaze suml rezistenta In clavulanal.

B Se testenzh gh s¢ comunicl rezuliaiels numai pentru lzolatele din ochi.
¥ Sa comunicd numai pentry izolatele din hemoculiurd, lichidul cefalorahidian, ochi gi coproculiur.

" peniru stafitococh CMI & clindamicing esie mei mich sau egald cu 4 gg/ml, nu s2 comunich dach
CMI  a erltromicinel esie mal mare de 4 ug/ml.

" Nu se tesieazd fat do Proteus.

2 ge comunicd numai pentru tulpinile de Shigella din coproculturd,

Dupa modalitafile de realizare a gradientului de concentratii ale antibioticelor fala
de care testim bacteria decsebim: metoda dilutiilor si metoda difuzimetrica.,

7.3. ANTIBIOGRAMA CANTITATIVA: METODA DILUTIILOR

Prineipiu: inocuiul standardizat al tulpinii testate se insimanfeazd intr-un gradient
discontinuu de concentratii ale medicamentului antimicrobian realizat fie In plici cu mediu
agarizat, fie in tuburi cu bulion nutritiv. Dup2 incubare adecvata se urmareste CML

Indicatii;

» In infectii care amenin{d viaja bolnavului, determinarea gradului de sensibilitate
a tulpinii infectante amelioreaza decizia terapeutica (doza, cale de administrare).

m Precizarea sensibilitatii unei tulpini clasificate intermediare (sensibilitate nedeter-
minatd) faid de un antibiotic prin testul de difuzie,

m Confirmarea rezistentei la aminoglicozide determinata prin testul de difuzie.

s Determinarea sensibilitafii microorganismelor cu cregtere lenta,

= Testarea prin dilufii in placi cu agar nutritiv este tehnica de elecfie pentru
laboratoarele mari (testarea a mai mult de 10 tulpini pe zi) si.pentru supravegherea
evoluliel rezistentei bacteriilor la antibiotice.

= Testarea prin dilutii in tuburi cu bulion nutritiv este un timp premergitor pentru
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determinarea CMB.

Amanuntele privind materialele necesare §i procedura, sirict standardizate, depasesc
obiectivul acestui manual. Necesitatile clinice sunt satisficute prin testarea fati de 3—4 dilutii
care acoperd gama de concentrafii serice sau din focarul infecfios (meningian, urinar §. a.)
realizate curent cu diferite antibiotice. Tulpinile martor se testeaza fatd de CMI cunoscutd
plus/minus o dilutie. Dilutiile se efectueazi in tuburi cu bulion Mueller-Hinton (figura 7.1)
san plad cu agar Mueller-Hinton. In tabelul 7.2 este prezentatd cheia pentru inferpretarca
CMI in raport cu un standard care definegte in prezent sensibilitatea si rezistenta,

Tabslul 7.2. Chaia de interpetare a valerilor CMI ale reprezentantilor pentru dileritele grupe de
aganfi anfimicrobieni (conform datelor BSAC, 19%1 i Standardului M7 /1990 al NCCLS)

Agent antimicroblan Concentrajie serica Valoarca CMI, #g/ml
maximi, ug/ml
rezigtent > senslbil =
f-Lactamine

Ampicilind/ AmoxIciling 0

w baclli gramnegativl enterici a2 ¥

n enterodoc 16 —

w Lisferia monocylogenes 4 2

» Haemophilus influenzae ' 4 1
Carbeniciling 100

» Pseudomonas 512 128

u alft baclll gramnegativi 64 16
Meticilind 10 16 ]
Oxacilind 6 4 2
Penicilind G 12

» stafllococ f-laciamazi .1

= enferococ 16 —

a sireptococi (nonenteracoc) 4 0,12

a [ monocytogenes 4 2

= gonotod] 2 0,06
Cefalotin 15 32 ]
Imipenem 60 16 4
Aztreonam 40 32 ]
Amoxiciling +  clavulanat a0

o stafilococi 8/a 4/2

= alie microorganisme 16/8 8/4
Ticarcilind + clavulanal 100

o0



Tabalul 7.2 {conlinuare)

Agent antimicroblan Concentrajie serich Valoares CMI, pg/ml
=l e rezistent = sensibil <
u Pseudomonay 128/2 64/2
w alie microorganisme gram-
negative 128/2 16/2
Glicopeptide
Vancomicing —I 25 32 L
Aminoglicozide
Amikacind 20 a2 16
Gentamicind 4 8 4
Kanamicini 20 25 f
Macrolide
Ertromicini [ B 0,5
Chinolone
Acid nafidixic 25" n
Morfloxacingd 1.5 16
Ofloxacing 7.5 i 2
 EONOCoci — 0,25
Alrele
Cloramfenicol 10 a2
8 Haemophifus influenzae B
Clindamicing 4 4 0.5
Nitrofurantoini 3 128 n
Polimixind E {colistin) 5 4 0.5
Tetracichni ] 16 4
» Haemophilus influenzae # z
s gonococi 2 0,25
Trimetoprim + sulfamotoxazal 2/50 B/152 2/38

' Aceste medicamenie sunt indicnte numai peniru Infecyif ale cAllor urinare. Concentrajiile urinare pe
care le realizenzd sunt: acidul nalidixic SO0 ug/ml, lar nitrofurantoina 20{}#;3_:1!1-

Determinarea CMB esle indicata pentru izolatele din septicemii §i endocardite subacute.
Daci se numiri comparativ bacteriile viabile din inoculum $i din tuburile fara cregtere evidenta
la determinarea CMI, poate fi calculata CMB conform definitiei si figurii 7.1.
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7.4. ANTIBIOGRAMA DIFUZIMETRICA

Principiu: O cantitate de medicament antimicrobian este depusd pe suprafala
mediului de culturd agarizat preinsimingati cu bacteria testatdl. Doud fenomene se produc
concomiteni In cursul incubatiei culturii: difuziunea antimicrobianuhii si crestered bac-
teriet. In aria unde antimicrobianul in difuziune realizeazii concentraiii cel putin egale cu
CMI, bacteria nu cregte. O dati cu intrarea culturii in faza exponentiald, momentul critic,
bacteria se divide mai repede decit difuzeaza antimicrobianul $i se acumuleazad o panzi
vizibila de culiurd neinflueniatd de modificari ulterioare ale concentrafiilor antimicrobiene.
Circumferinja zonei de inhibitie se stabileste in primele ore de incubatie ca loc geometric
al punctelor unde antimicrobianul a atins CMI in momentul critic al culturii (faza de lag
plu.E Eﬁmelc 2—3 generatii). Astfel diametrul zonei de inhibitie variaza invers proportional
cu i

Indicatti: Testarea organismelor cu crestere rapidd (crestere peste noapte la
35—37°C): enterobacteriacee, pseudomeonade — sau organisme inrudite — stafilococi,
streptococi, specii de Haemophilus $1 Neisseria. Metoda este uzuala pentru laboratoarele
mici. Dar corelatia cu CMI real3 este de numai 70—90%,, cea mai redusa corelatie fiind
observatd cu antibioticele aminoglicozide.

Probd: colonii din cultura purd a organismului de testat in crestere activa,

Reactivi 5i materiale:

1. Placi cu gelozd Mueller-Hinton proaspit turnate in strat uniform de 45 mm
grosime.

2. Tuburi cu 2—4 ml bulion nutritiv,

3, Cultura tulpinii de testat si a tulpinii martor.

4. Etalonul nr. 0,5 din scara Mac Farland cu sulfat de bariu.

5. Tampoane din vata pe tija de lemn.

6. Trusa cu discuri antimicrobiene.

7. Pensa oftalmologich sau repartizor automat de discuri.

8. Subler.

Procedura (figura 7.2):

1. Se InsAminieazd in cate un tub cu bulion nutritiv inoculum prelevat cu ansa din
4—35 colonii ale bacteriei testate si, separal, ale tulpinii martor. Se incubeaza la 37°C pina
cultura ajunge la turbiditatea corespunzitoare etalonului 0,5 Mac Farland (uzual 3—5 ore).
Din momentul etalonirii culturii, placile trebuie insimantate in maximum 15 minute,

Pe durata incubdrii imocululul:

2. Se scot din frigider ambalajele cu discuri antimicrobiene si se menfin inchise elans,
1—2 ore la temperatura camerei pentru echilibrare termicd. Astfel s¢ evitd condensarea
apei pe discurile reci.

3. Se usuch suprafala gelozei Mueller-Hinton, menfindnd placile 20—30 minute, cu
capacul intredeschis, la 37°C. :

4. Insamantarea placilor: se imerseazd tamponul de vata in inoculum etalonat. Se
scurge excesul de lichid prin rotire ferma a tamponului pe peretele tubului. Se descarca
tamponul in striuri paralele, peste toatd suprafata mediului, succesiv in 3 directii prin
intoarcerea plicii cu cate 60° In final se parcurge cu varful tamponului toatd circumferinga
medinlui la limita cu sticla.

5. Se lasa placa Insaméantald timp de 3—3§ minute (nu mai mult de 15), pentru
absorbfia inoculului,

6. Se depun discurile cu antibiotic la distanta de minimum 15 mm de marginea placii

92



Inoculum 0,5 mk"?h:
suspensie cu 109 UFC E. eolf ATCC 10536/ ml
{tulpind de referinjad

et LEGENDEX
Ampiciling @
concentrafia
finald g/ ml
Cultivare M}scq}a
— culiurii
Ammpicilind
dilufii duble in *% — Colonii
0.5 ml bulion J L u__..J oy = h.ﬂ’::’;rii:zm
J Martor Martor
CM1 A
4 ore cultivare  steriliune

la 370C Inoculum 0.5 mgf_lgub:

suspensie cu [0 UFC a wilpinil de testa/ml (bacil gromnegitiv)

Ampicilind Inalnte de
concentrajia | |89 40 o 10 0.5 incubare
finald g/ ml 0,5 mi din
—_—
I U I S S dilugia 10-3 sunt
Ampicilini InsAmangarl in
dilujil duble in e placa termatd
0,5 ml bution i
L e S N ‘&‘.,__,,. SEhc?ubzu:Jt. Dieci
tubu W vt
Martor . A
/ ‘ CMB '\ CMI N culivare 61107 el

/ﬂ'] ml sunt {Tmﬂnmi IHT: urn

24 ore
Jm 3T9C

4 colonil. Deci in 22 colonil, Decl in
fub au rimas 40 b au ramas 220

UFC < (,1% din UFC > 0,1% din

numarul initial niemaral initial

Fig. 7.1, Determinarea CMI ¢ CMB prin dilugii in botion nulritiv
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Incubare
—_— |Eﬂ
,5 _ 2= ore e
"'% la 3?0": Sluduﬁlﬁ Mefelomerwich

e
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si 20—30 mm inire ele. Se preseazi ferm cu pensa fiecare disc pe suprafata mediului,
7. Se incubeaza imediat placile la 37°C pentru 16—18 ore in teancuri de cel mult

2—3 placi.

Citirea si interpretarea: Se masoard cu sublerul sau rigla gradata in mm diametrul

zonelor de inhibitie completa a cregterii.
Se clasifica bacteria testatd in calegorii de sensibilitate: sensibild, intermediara sau

rezistentd, prin raportarea diametrelor de inhibitie la tabelul interpretativ standard {tabelul

1.3

Tabelul 7.3, Standardul NCCLS M2-A4/ 1990 pentru interpretarea antiblograme| difuzimetrice si

diametrele zonelor de inhibifie ale tulpinilor de referinfa

Diametrul zonei de Inhibifie, mm

Agent antimicroblan | Confinut per rezisten!  |imtermediar | sensibil control: wipint ATCC
5 =
rondeld, ig
&, aureus E. coli P, perugi-
25023 25922 nosd
rangul rangul 17853
rangul
A-Lactaming
Ampiciling 10 24—35 15—20
w bacili gram-
negatinvi enteric 13 14—16 17
= enleragoci 16 17 =
w Sireplococi
(ngnenterococi) 2l 2229 o
u Listeria
EHOCYIGRENES 19 — 20
w Hoemopltilus in-
Jluenzae 21 22—24 25
Carbenlciling 100 24—29 20—24
w Pieudomonas 13 I4—16 17
w Al hacili gram-
negatlvl 19 Wm—22 23
Meticiling b 9 10—13 14 17—=22
Oxaciling I | 7—322
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Tabalul 7.3 feanfinuara)

Diametrul zonei de inhibijie, mm
Agent antimicroblan | Confinut per rtms‘u:nl intermediar :cnslzl.'-ﬂ controf; tulplal ATCC
rondeld, xg
& anrewy E. coli | P. gerugi-
25923 25972 nosa
rangul rangul 2785
rangul

u stafilococ] 10 11—=12 13

= pReumococ

pentru controlul

sensibilithpti n

penicilind G 19 — 20
Penicillnd G 10" 26—37

w stafllococi 24 —_ 29

w enterococi 14 15 —

u sirepiococ

{nonenigrocock) 19 20—27 28

nl 19 - 20

MEMOCHOgeNes l

» gonococ 26 — 27 —46 [

T

Celalotind k' 14 15=—=17 18 25—3 18—23
Cefamandol a0 28—34 24—31

m M. influsnzae 20 21—23 24

walie bacterit L 14 15—17 I8
Cefoxitina an 25—18 2318 |

|

& FOROCOCE 23 24—127 28

u alte bacieril Id 15—17 L§
Cefotaximi 30

n M. influenzae — — il
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Tabelul 7.3 (confinuare}

Mametrul zonei de inhibitle, mm
Agent antimicroblan | Conflriut per reuu!l.mi intermediar unﬂ:il control: fulpini ATCC
rondeld, ug
& aureus | E coli | P aerugi-
25923 25922 nosa
rangul rangul 27853
rangul
u EONOCoci — — kil
m alle bacieril 14 15—22 23
Imipenem 10
u H. influenzae — — 16
nale bacierii 13 14—15 16
Aztreonam 30
w H, influenzas - — 26
a alie bactert 15 16—21 i}

f-Lactamine + inhibitori de f-lactamaze

Amoxcicilind +
+ clavulanat 20/10

» siafilococh §i
H. influenzae 19 —_ 20

= alie bacterii 13 14—17 18

Ampicilinh + sulbac-
tem 10/10

= enterobacteril
gramnegative
§ stafilococi 11 12—14 15

s H. influenzae 19 — 20

Ticarcilink +
+ clavulanas 75/10

P
» Pseudomonas 14 — 15
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Tabalul 7.3 {continuara)

Digmotrul zongl de inhibigie, mm
Agent antimicrobian | Confinut per n:z:::nl intermediar s:nsi:i] control: lulpini ATCC
rondeld, g
5. aureus E coli | P. asrugi-
25023 25922 nosa
rangul rangul 27453
rangul
w nlie bacterii
gramnegatlve 14 15—19 20
Glicopeptide
Yancomicind a0 15—19
= ENPErOCOC 14 15—16 17
u alie bacteril
grampozitive 9 10—11 12
Aminoglicozide
Amikacini 30 14 15—=16 17 18—26 |- 18—24 15—22
Gentamicing 10 12 13—=14 15 19—=27 19—26 16—21
Kanamicind an 13 14—17 14 19—16 17—25
Macrolide
Eriromicind 15 13 | 4—=22 23 22—30 8—14
Ghinolane
Acid nalidixic 10 13 14—I18 .19 2328
Norfloxacind 10 12 13—16 17
Oflaxacing 5
w M, Influenzae - - 16
» gonococl - — 3
w olie bacierii 12 13—15 16
Altele
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Tabelul 7.3 (confinuare)

Diametrul zonei de inhibijie, mm
Agent antimicrobian | Confinut per rma:m imtzrmediar miﬂl contral: twlpini ATCC
rondell, ug
5. aurens E ocoli | P aerugl-
25923 25912 s
rangul rangul 27853
rangul
Cloramfenicol a0 1926 21—-27
» M. influenzoe 25 26—28 9
w alte bacterii 12 1317 18
Clindamicind 2 14 15—20 21
Nitrofurantoind 300 14 15—16 17 20—24 21—26
Pollmixini B a0 9 10—11 12 i12—16 11—I6
Tetraciclind 30 19—28 18—25
w H. influenzae 25 26—128 9
= gonococ k1] 3N—3 k]
w alie bactertt 14 15—18 19
Trimetoprim +
+ sulfametoxazol 1,25/23.75 24—32 24-—32
u H. influgncae
gl alte bacterti 10 11—15 16
! Conjinutul per rondeld exprimat in UL

Martori pentru controlul de calitate, Se testeazi pe placd separata, In aceleasi
conditii, tulpina de referinja adecvatad. Recomandam tulpinile ATCC:

u Escherichia coli 25 922 la testarea bacteriilor gramnegative.

s Staphylococcus aureus 25 923 la testarea cocilor grampozitivi.

a Pseudomonas aeruginosa 27 853 la testarea pseudomonadelor,

Se verifica dacad diametrele de inhibijie ale fiecArui antimicrobian se cuprind in
limitele de variatie admise (tabelul 7.3).

7.5. DEPISTAREA ﬁ-LACTAMAZELGR
Depistarea #-lactamazelor poate fi facuta in orice laborator de microbiologie prin testul cu iod.
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Indicatii: Testarea rapidd, chiar in primoculturs, a sensibilititii unei bacterii la
peniciline,

Principiu: Amidonul i iodul reactioneaza In solutie si dau culoarea albastra. Acidul
peniciloic, format din penicilind sub acjiunea S-lactamazei, reactioneazi cu iodul i 1l face
indispensabil pentru reactia cu amidonul. Prezenia f-lactamazei este indicatd prin
decolorarea complexului iod-amidon,

Reactivi: a) Se dizolvd 1,5 g iodurd de potasiu 5i 0,3 g icd in 100 ml tampen fosfat
cu pH 6,4 5i 0,1 M. b) Se adauga | ml apa sterila la un flacon cu 108U1 penicilina. Solutia
se pistreaza congelatd in fractiuni de 0,15 ml/tub de 10/100 mm. ¢) Solufie 0,49, amidon
se sierilizeaz la autoclay.,

Pentru reactie se decongeleazi un tub cu solutie de penicilina la care se adauga 1,1
ml solutie de iod.

Procedura: Pe o lami de microscop se depune o piciturd din solugia de penicilind +
iod, in care se suspensioneazd dens, cu ansa, organismul festal. Se adaugd o picAtur? din
solutia 0,4% amidon. Decolorarea suspensiei sau aparitia unor arii incolore In jurul
agregatelor bacteriene in interval de 5 minute indicd un test pozitiv.

Interpretare: Bacteriile producatoare de fS-lactamaza sunt rezistente la penicilinele
inactivate de enzima, cele neproducatoare pot fi sensibile,

7.6. TESTE DE LABORATOR PENTRU MONITORIZAREA
TERAPIEI ANTIMICROBIENE

7.6.1. Determinarea nivelului de eficienta inhibitoare (NEI)
a umorilor

Principiu: Se determind cea mai mare dilujie de ser (lichid cefalerahidian etc.) care
inhiba tulpina infectantd recent izolatd de la bolnav.

Indicatii: Monitorizarea antibioticoterapiei la pacienti cu endocardite subacute, sep-
ticemii, meningite bacteriene.

Prelevarea probelor se face aseptic. Proba martor se preleva Inaintea primei doze de
antibiotic. Dupa 24 ore, interval in care aportul si excrefia de antibiotic se echilibreazi,
se prelevd proba pentru determinarea NEI: imediat inaintea administririi unei noi doze
(NEI minim}; dupa 30 minute de la administrarea orala sau intramusculard, 5—10 minute
dupd administrarea intravenoasi (NEI maxim) sap la jumatatea intervalului dintre 2
administrari ale antibioticului (NEI mediu).

Cantitagile necesare, 10 ml sange, 1—2 ml lichid cefalorahidian, se expediaza im-
ediat la laborator, unde serul este separai de cheag 5i se procedeaza la testare.

Procedura: Testarea NEI este prezentatd schematic in figura 7.3.

Interpretarea rezultatelor. Se considerd c¢& un NEI seric mediu de cel pufin 1:8
reflectd eficienta antibioticoterapiei.
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Inaculum D.Oq_'ml.ﬂuh
din dilufia 107 & culturii de 18 ore & tolpink infectate

" 1
Dilugia '
24 ore s:ruf:li 8 T O d O
la

L — —  Culti- Absenga

Senul holnavulud vare culturii

Dilupi duble
k- st |'!--.--} u o M e s \‘_.J
S R ’ g
Martori  Marior

* Ser recoltal inaintea antibioterapiel cultivare sierilitate

Fig. 7.3. Determinarea nivelului de eficienid inhibitorie & serului In cursul antibiolicoieraplel.
In exemplul din figurd, NEI = 16

7.6.2. Dozarea antibioticelor in umori

Indicatii:

m cind se administreazd antibiotice potential toxice;

m cAnd se trateazd pacienti cu deficienje metlabolice si excretorii (hepatice, renale);

m cind se administreazd un antibiotic nou sau pe o cale noul.

Principiu. Se determind concomitent, in conditii identice, rspunsul unei tulpini de
referinta, foarte sensibile, fajd de un gradient de concentralii ale antibioticului administrat
si fata de dilutii ale probelor prelevate dupd administrarea antibioticului.

Prelevarea probelor se face aseptic. O primd probd se prelevd Inaintea an-
tibioticoterapiei. Urmitoarele probe se prelevd dups 24 ore de antibioticoterapie in momen-

tul conceniraliei maxime 5i minime a antibioticului, Probele se expediaza imediar la
laborator.

Proceduri:

s Metoda dilugiei duble tn tuburi realizeazd un gradient discontinuu de concentratii
ale antibioticului cu limite ale erorii de %1 log, (figura 7.4).

=w Metoda difuzimetricd oferd un gradient continuu de concentratii ale dilutiilor cAnd
se dozeazd antibiotice la care diferenja dinire concentiratia terapeuticl si cea toxich este
micd (ca gentamicina cu concentrafia terapeutich de 4 ug/ml si cea toxich de 12 ug/ml),
Permite dozari s in umori contaminate.

7.6.3. Metode rapide

Dozarea antibioticelor in umori sau determinarea NEI sunt metode care necesitd un
interval minimum de 48 ore, iar pentru determinarea NEI esie indispensabild [zolarea
tulpinii infectante. In monitorizarea terapiei infecjiilor bacteriene grave apare interesul
pentru metode mai rapide de urmirire a eficienfei tratamentului antimicrobian. Dozarea
in dinamici a profeinei C reactive (PCR) satisface necesitdfile clinice conform argumentelor
prezentate in tabelul 7.4,
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Inoculum 0,05 mlf tub
din dilugia 107 a culturdi de 18 ore de E. coli ATCC 10536
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5 T YVT TV Atsenja
—6_[ Cultivare cultari
i‘:ﬂﬂ 12 4 wad  fioe] |
I S R A S N G A
Serul botnavull] s
Diilugii duble
[ Lin 1 mi bulion | | L.J PRY
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Martor
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* Solufix confindind 16 fg kanamicind in 1 ml reatizatd in proba de ser recoliatd inainicn antibioterapicl
*# Ber recoliat inaintea antibloteraplet

‘jg. 7.4, Dozarea kanamicinei in ser. CMT a kanamicinet pentru tulping de referingd E. colil ATCC 10 536 = 2 g/ ml,
Cea mai mich difujie de ser care lohibd wiping de refering® este de 1:6; decl in diluple 1:16 & serulul kanamicing a
rmullzms‘l|r CMI pentru tulping de referingd. Asadar, in serul testat kanomicina a realizat concentrajia de 16%2 ugdmi
= 32 pg/ml

Tabalul 7.4. Preteina C reactivi In menitarizarea antibisticoterapiei 5l prognesficul
intactiilor bacteriens (dupd M. B. Pepis, 1987)

Mivelele serice normale ale PCR sunt cuprinse inwe 0,07 sl 10 mg/|

Rangul cregierii concentragiilor serice ale PCR in infecjiile bacieriene gruve esie inime 300 i 10003
Antibioticoterupie eficientd )

s Scideres concenirallel PCR cu o perioadd de injumiititire de 24 o

= Normallzarea concentrafiel PCR semnificd vindecarea clinich

Antibioticoterapie inelicientd

m Cregtere persisient a PCR la sfirgitul curel de antibiotic prevesteste recideres gau recerenia Infectiel
w Evolugia Uniard {mai rar exponenjiald) o« PCR ridich problema:

— dozhrii insuliciente a medlcamentulul antimicrobian

— registentel microbulul Infectint

— consiiulell unul proces supurativ localizat

— unei boli de fond neinfecjioase (neoplnde maligni, neciroze 8. 8.} sau, inabsenia acesteia
— semnului de prognostic grav
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BACTERIOFAGI SI BACTERIOCINE

Il

8.1. BACTERIOFAGI §1 BACTERIOFAGIE

8.1.1. Date generale

Bacteriofagii, numifi pe scurt fagi, sunt virusuri ale bacteriilor. li gasim prezenti in
mediile naturale de viaja ale gazdelor lor, bacteriile: materii fecale, diferile produse
patologice, apa etc. Degi numele lor aparent o sugereazd, bacteriofagii nu sunt emancatoris
de bacterii, ci le lizeazai. In rezumat, fagii se adsord specific pe receptori de pe suprafaja
bacteriilor, genomul lor penetreaza in citoplasma bacteriana, unde evolueazd in una din
doua modalitati posibile:

w fic ca fag vegetativ, cand cste replicat, transcris si tradus integral, iar componentele
sinietizate sunt asamblate in numercase copii de fagi maturi eliberati prin liza bacteriei gazda;

= fie ca profag, cind integral liniar in cromozomul bacterian sau circularizat si atagal
la membrana citoplasmatici, asemenea unui plasmid, se replicd sincron cu diviziunea
bacteriei gazda si cate o copic se transmite la fiecare din bacteriile fiice.

Fagit virulenfi existd numai in stadiile de fag matur si de fag vegeatativ,

Fagii temperati trec alternativ prin stadii de fag matur, profag sau fag vegetaliv,
Genomul lor este mai complex: un set suplimentar de gene controleaza represia genelor
avegetatives i recombinarea fagului in genomul bacleriei gazda.

Bacteriile lizosensibile adsorb specific un fag, il replicd si sunt lizate,

Bacteriile lizogene ghzduiesc un profag §i il transmit la descendenfi. Denumirea esie
sugestivi pentru ca aceste bacterii genereaza spontan, cu o ratd de la 102 pana la 107,
prin derepresia genelor vegetative, fagul matur infectios (Fgura 8.1}, -

Sub acjiunea unor agenti mutageni (doze subletale de radiagii ultraviolete etc.)
aproape in toate celulele culturii lizogene profagul evolusaza in fag vegelativ, care genereazd
fagi maturi. Acest fenomen, numit inducfie, are la bazi inactivitatca enzimalica a
represorului fagic, declansatd de mecanismul repararii ADN lezat prin agentul mutagen.

Bacteriile lizorezistente rezista actiunii litice a unui fag:

» fic pentru ci sunt nercceptive (lipsite de receptori);

» fie pentru ca sunt lizogene (adsorb fagul, dar ii neutralizeazd genomul prin
represorul produs sub controlul profagului gazduit).

8.1.2. Metode de izolare a bacteriofagilor

Bacteriofagii sunt ciutafi in mediile lor naturale de viala, unde coexistd cu bacteriile
gazda.
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Fig. 8.1 Ciclurile lag—bacterie gazd

Principiu; Bacteriofagii din probele de cercetat incubate in bulion nutritiv sunt
replicati de bacteriile lizosensibile preexistente. Astfel inmultiti, pot fi depistati in filtratul
lizatului, folosind fulpini bacteriene indicatoare,

Probe: Materii fecale, urin3, exsudale purulente, apa eic.

Necesar: Bulion nutritiv, incubator de 37°C, filtru care refine bacteriile, tulpini
bacteriene indicatoare, plici cu agar nutritiv, pipete, anse.

Procedura:

1. Se insdmanjeazd cca | g de materii fecale, 1 ml urina sau exsudat, 30 ml apa in
30 ml bulion nutritiv,

2. Se incubeaza 18—24 ore la 37°C.

3. Se filtreazd lizatul pentru refinerea bacteriilor (membrane cu pori de 0,22 um,
bujii Chamberland L3 sau Ls etc.).

4. Se testeazd filtratul cu tulpini indicatoare pentru prezenja de bacteriofag (vezi

8.1.3).

Sensibilitatea metodei de izolare creste mult daca la bulionul insamaniat cu
proba cercetatd se adauga cateva picaturi din cultura de 2—3 ore a unei tulpini indicatoare
{muftiplicare ntonovalentd) sau a unui amestec de mai multe tulpini indicatoare (multi-
plicare polivalentd). Multiplicarea poaie fi unicd sau repefatd mai mulie zile la rind inainte
de filtrare si lestare. Prin multiplicare repetata se realizeazi nu numai Imbogdtirea, ci si
adaptarea bacteriofagului la gazda bacteriana.
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8.1.3. Metode de indicare a bacteriofagului.
Indicarea fagului virulent

Principiu: Fagii dintr-o pictura de suspensie depusa pe suprafata mediului agarizat,
insamantatd cu o tulpini bacteriana indicatoare, lizeazd complet bacteriile care @i replica,
determinénd o arie lipsita de culturd, numitd plajd.

Tulpinile bacteriene indicatoare sunt tulpini selectate pentru lizosensibilitatea lor la
anumifi bacteriofagi 5i absenta lizogeniei.

Probd: Suspensie fagich (revezi 8.1.2).

Necesar: Culturd in faza exponentiala a tulpinilor bacteriene indicatoare, plici cu
geloza nutritiva, etalor de inoculum, ans.

Procedura:

1. Se usuca suprafaja gelozei nutritive §i se insdmanjeaza in panzd suspensia bacteriel
indicatoare cu toate celulele viabile (cultura in faza exponenyiald). Se lasa placa cu capacul
intredeschis la 37°C, pana ce inoculul este complet adsorbit in mediu.

2. Se depune, cu ansa, pe suprafaja insimantatd cu tulpina indicatoare o picitura
din suspensia fagica si se lasa placa pe masa de lucru pana ce picitura fagich este complet
adsorbitd in mediu.

3. Se incubeaza plicile 8—16 ore la temperatura optimd pentru cultivarea tulpinii
indicatoare.

Interpretare: Plajele apar ca mici zone rolunde de mediu lipsit complet de cresiere
bacteriand. Ele semnaleazi prezenia in suspensie a fagului corespunzator tulpinii in-
dicatoare.

Depistarea bacteriilor lizogene. Dilugii ale culturii lizogene sunt amestecale cu un
mare exces din cultura tulpinii indicatoare, iar amestecul este imediat etalat pe suprafaja
unei plici cu agar nutritiv §i inoculul lasat sa se adsoarbd in mediu. Dupd incubarea
corespunzitoare, in cultura tulpinii indicatoare se observa plaje centrate de o colonie a
bacteriei lizogene. Fiecare colonie a bacteriei lizogene In care au fost generati fagi maturi
s-a inconjurat cu o plaja prin liza bacteriilor indicatoare. Tinind cont de numarul plajelor,
dilutia si volumul Insamén(at, poate fi calculata rata cu care cultura lizogens genereaza fag
matur, infeciant.

8.1.4. Titrarea bacteriofagului

Principiu: Intr-o cultura confluents pe mediu agarizat fagul lizeaza bacteria lizosen-
sibila care l-a replicat si infecleazd numai bacteriile Invecinate, determinand o plaja.
Asumand ca dispersia fagilor din suspensie este ideald, existd o corespondenii intre plaja
si o particuld fagich. Aceasta cantitate de fag infectant se masoard in unitdft formatoare
de plafe.

Proba: Suspensie de fag proaspat izolat (revezi 8.1.2) sau suspensii fagice de colectie,
care periodic trebuie propagate si litrate.

Propagarea fagilor: in 100 ml bulion nutritiv sc insdminjeazad bacteria lizosensibild
corespunzitoare §i 4—35 ml din suspensia fagului de propagat. Se incubeaza 5—6 ore la
37°C, apoi se mentine cultura peste noapte la 4°C, dupl care se filtreaza.

Necesar: Bulion nutritiv, pipete gradate, eprubete sterile, placi cu gelozd nutritiva,
etalor, ansi fina.
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Procedura:

1. Se mentine peste noapte la 37°C placa cu geloza nutritiva pentru uscarea suprafeei
mediului §i controlul sterilitatii.

2. Se deseneaza un caroiaj pe fundul placii cu agar nutritiv,

3. Se efectueaza dilutii decimale in bulion nutritiv ale suspensiei fagice, schimband
pipeta dupd fiecare dilutie.

4. Se InsamAnieazd in pAnzd pe placa cu gelozd nutritivd tulpina lizosensibila
corespunzatoare fagului de titrat si se lasa si se adsoarba inoculul in mediu.

5. Se insiman{eazd in pitratele caroiajului cite o anss din fiecare dilutic a suspensiei
fagice,

6. Se incubeaz placa la 37°C.

Interpretare; Titrul suspensiei fagice este stabilit de ultima dilujie capabila sa
producd mininum o plaji.

Preparatiile fagice litrate sunt conservate la 4°C.

8.1.5. Aplicatii practice ale bacteriofagiei

Lizotipia.

Principiy: Unele wulpini ale aceleiasi specii bacteriene sunt lizate total de un bac-
teriofag dat, altele numai partial, iar altele deloc. Utilizind mai mulyi fagi convenabil
selectati (prin antrenare repelat pe acecasi tulpind bacteriana — revezi 8.1.2) subdivizarea
unei specii sau serovar bacterian in tulpini sensibile, parfial sensibile si rezistente devine
precisd. Un lizovar reunegte tulpinile care reactioneazi la fel si constant fata de preparatiile
fagice selectionate. Lizovarul este un valoros marker epidemiologic,

Probd: Bacteria testatd din cultura de 24 ore in bulion nutritlv este subcultivata
pentru 2—3 ore in bulion nutritiv la 37°C.

Necesar: Setul de preparatii fagice titrate, placa cu geloza nuiritiva, etalor, ansi find.

Procedura:

1. Se usuch suprafata gelozei nutritive si se verifick sterilitatea placii.

2. Se deseneazd pe fundul plicii caroiajul corespunzdior numarului de preparatii
fagice.

3. Se insimin{eazd in pAnzd tulpina testatd si se lasd inoculul sA se adscarbd In
mediu.

4. Se depune cite o ansi din ficcare preparatie fagici in patratul corespunzator al
caroiajului.

5. Se incubeazd placa insAmaAntatd la temperatura convenabild fiecarui sistem
fag—bacterie (37°C pentru majoritatea speciilor si 30°C pentru stafilococ) pe durata
necesard aparijiei cullurii,

Interpretare: Dimensiunea si morfologia plajelor produse de ficcare fag sunt apreciate
in raport cu schemele de lizotipie standardizate peniru diferilele bacierii testate. Lizotipia
a fost standardizatd pentru bacterii patogene cum sunt: Salmonella typhi, 5. paratyphi, A,
B, 8. ryphimurinwm, tulpinile enteropatogene de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium diphtheriae 5. a.
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Alte aplicatii.

» Indicatori sanitari: distribufia bacteriofagilor in natura o reflecta pecea a bacteriilor
gazda (revezi 8.1.2).

s Detectia substantelor carcinogene prin urmarirea inductiei pe care o produc acesiea
in sistemele lizogene (revezi B.1.3).

a Tratament aditional In infectiile locale (intestinale, urinare, culanate) cu rezultate
mai satisfcatoare cand fagul activ asupra bacteriei infeclante poale fi aplical direct in
focarul infectios.

8.2. BACTERIOCINE

Bacteriocinele sunt substange difuzibile, bactericide, codificate plasmidic §i produse
de anumite tulpini bacteriene.

In funcjie de specia cireia ii aparfin, tulpinile producatoare, bacteriocinele pot avea
denumiri particulare: colicine — cele produse de E. coli, piocine — cele produse de bacilul
piocianic, megacine — cele produse de Bacitlus megatheriym eic.

Plasmidele care codifica bacteriocinele sunt numite factori col. Unele sunt conjuga-
tive (autotransferabile), altele neconjugative, dar pot fi cotransferate in prezenta factorului
de sex F sau transduse de citre un bacteriofag.

Bacteriocinele se fixeazd pe receptori bacterieni specifici, sunt translocate prin
inveligurile celulare {(membrana externa, perele, membrani citoplasmatici) si actioneaza,
cu efecte bactericide, asupra unor finte celulare.

Spectrul antibacterian al bacteriocinelor este mult mai ingust decat cel al an-
libioticelor. Bacteriocinele produse de bacteriile gramnegative suni active numai asupra
unor tulpini ale speciei producatoare sau a unor specii ori genuri inrudite; cele produse de
bacteriile grampozitive au spectru mai larg, extins st la bacterii taxonomic mai indepartate.

Implicatii ecologice ale bacteriocinogeniei. Antagonismul exercital de colicine (E.
coli este bacteria faculfativ anaerobd dominanta in colon — vezi tabelul 14,1) s-ar opung
implantarii in colon a unor patogeni ca bacilii dizenterici s. a. Invers, bacteriocinele produse
de tulpini patogene pol favoriza colonizarea si invazia intestinala, mai ales daca flora
rezidentd nu produce bacteriocine eficiente.

Aplicatii practice. Specificitatea de receptor si fintd moleculard a bacteriocinelor
poate diferentia bacteriile in funciie de:

= Spectrul de activitate al bacteriocinei produse fatd de un set de tulpini indicatoare.
Metoda se numeste bacterfocinogenatipie.

= Spectrul de sensibilitate al unei tulpini fata de bacteriocine cunoscule. Metoda se
numeste bacteriocinotipie,

In general, caracterul producator este mai stabil deca! sensibilitatea la bacteriocine.
De aceea bacteriocinogenotipia poate fi utild tn epidemiologie aldturi de lizotipie §i serotipie.

Pentru bacteriocinogenatipie, tulpina testald esie insamaniala in striu de-a lungul
diametrului unei placi cu mediu agarizat 1,5%. Dupa 48 ore de incubare la 37°C, cultura
este raclatd cu o lama de sticla sterild, iar bacteriile restanle sunt omorite prin expunerea
placii timp de o ord la vapori de cloroform. Pentru aceasta un patrat de 5x 5 cm din hartie
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Tulpina testath

Zong de inhlbare
a cresterii

1—8& : Tulpinl
indicatoare

Fig 8.2. Baciweriocinogenctipia prin metoda Abbott-Shannon

de filtru este plasat in capacul placii §i imbibat cu | ml cloroform. Apoi placile sunt aerisite
20 minute la 37°C cu capacul intredeschis. Tulpinile indicatoare sunt insAimanjate perpcn-
dicular pe urma striului de culturd a tulpinii testate, iar placa incubats peste noaple la
37°C. Sunt semnificative zoncle de inhibifie mai lungi de 2 mm pe striul tulpinilor in-
dicatoare (figura §.2), Interpretarea spectrului de activitate bacteriocinogena a tulpinii
festate se face dupd scheme standardizate.

Acceasi metodd poate fi utilizatd si pentru bacteriocinotipie. In acest caz tulpina
bacteriocinogena, cunoscuti, este insdminjatd in lungul unui diametru al plicii, iar tul-
pinile testate perpendicular pe acesta.



9

METODA BIOLOGICA (EXPERIMENTALA)
DE DIAGNOSTIC

9. 1. ASPECTE GENERALE

Inocularea experimentala la animale de laborator este utild pentru izolarea unor
microorganisme patogene din prelevate patologice sau pentru teste de patogenitate necesarce
identificarii unor izolate.

Speciile curent folosite In aceste scopuri suni: soarecele, cobaiul, iepurele. Pentru
rezultate concludente se impun:

1. alegerea speciei animale selectiv recepliva la microorganismul suspectat (labelul

0.1);

2. probarea legiturii dintre simplui;mcle si leziunile observate si microbul sau toxina

inoculate. Trebuie eliminate: accidentu! individual si accidente de cauza stridind experimentului.

Tabeiul 9.1. Exemple de utilizare a animalalor de laborater pentru izolarea sau identificarea
uner micrearganisme

preumoniae

Scopul inoculdril Specia indicuth §i calea de inoculare'
soarece adull poricel nou- cobai lepuri
ndsculi
(48 ore)
Tzolare In culturd purd
Bacilil uberculozel £C.
Borrelia i.p.
Brucelln s.c./ip.
Francisella tularen- ip/sc./pe
£i5
Klebsiella 5L,
prREmoiae
(serotipurile K1, 2,
K
Leplospira Animule de Animale pina la
100—200 g i.p.fp.c. | 500 g i.p.

Streptococcus sc.fip.

Coxialla burneti

Masculi I.p.
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Tabelul 9.1 {continuers)

Scopul inocullirii Specin indicatd gi calen de Inocutare’
soarece adult poricel non- cobal fepurl
niscufl
(48 are}
Rickettsia prowazek! Masculi i.p.
R. typhi Mascull i.p.
R. rickettsii Masculi Lp.
R. canorii Masculi i.p.
R. acari lp.
R tiutsugamushi i
Arbovirusur e /Lp.
Coxsackle Le.f.p.
Herpes simplex Le./Lp.
Rabic i, le.
Teste de patogenifate
Yirulenth: Listeria f.con). I.conj.
Enteroinvazivitate
E. coli, Shigella i.comj,
Enierotoxing (gr- Ld. Inoculare in mnsd
molabila ligaturath
Enteronxing termos- I.g.
tablla
Toxind diftericl s.c.fid. 1.4
Depistare-identificare
Toxing botwlinich i.p.
' Lie. = intracerebral; i. conj, = Intraconjunctival; Ld. = intradermic; i.g. = intragastric; Lp. = In-
rraperitoneal; .. = subcutanat; p.c, = perculanat.

u Accidentul individual poate fi controlat dach se inoculeaza cu fiecare proba cel putin
doud animale,

s decidente de cauzd strdind experimentului sunt controlate dacd fiecare lot ex-
perimental este insolit de animale martor inoculate cu solufie salind izotona pe accleajii
cii si In aceleasi cantitifi ca i animalele din experiment. Se vor inocula numal animale
noi, sdndtoase {(caraniinate minimum trei siptimani}, bine Infretinufe (peniru a evila
carenfe nutritive, infectii intercurente, fenomene de canibalism}, fdrd ectoparazifi (pentru
a preveni rispindirea epidemicA a unora dintre microbii inoculati}. Animalele gravide nu
se inoculeazi, pentru ci au o receptivitate diferitd la infectie.

Animalele sinitoase sunt vioaie, au blana cu parul neted si lucios, fara ulcerajii §i
cruste, au ochii limpezi fard scurgeri conjunctivale, nazale, otice sau anale, nu pierd din
greutate in cursul unei sAptdméini, au temperatura normald (tabelul 9.2),
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- Tabelul 9.2. Principalels constante biologice als animalelor da laborater uzuale

Constante Specii

goarech cobai lepuri
Temperaturd, °C 37,4 37,6—38,9 38,7—39,1
Riimul resplrajiei, per B0 55
minut
Ritmul pulsului, per minut 120 150 135
Globule rosii, 105/ mm? 6,03—8,37 4,82—5,34 4,5—5.5
Leucocite, 10*/mm’ B4—I5 7,80—10.4 B—12

Formula leweocitard, %
Limfacite 4070 39—59 24—40
lP_olinu::Iurc neutrolile 30—50
Polinucieare amfofile! 40—50 40—55
Polinucleare eozinofile 1—2 |—5 1=2
Polinuclears bazofile 1
Monocite 13 3—6 5—15
Vhrsta fecunditijll, 6—8 12—20 24—36
sdptimini
Ciclul pestrat, zlle 4—5
Gestafie, zile 19—21 5972 28—31
Fatari, per an 8—12 3 4
Ingrijirea puilor, 7—3 3 4
sAptamAni
! polinucleare amfofile cu granulatii roz In coloratia Glemsa

Aspectele tehnice ale inmuljirii, cregterii §i Intrefinerii animalelor de laborator,
diagnosticul, tratamentul, combaterea §i profilaxia principalelor boli naturale care le afec-
teaza depasesc obiectivele acestei carfi: pot fi gasite In manuale de zootehnie 5i de medicinid
velerinard.

Masurile de protectie antiepidemica a personalului g1 colectivitafii in laboratoarele
unde se infecteazd experimental animale de laborator sunt descrise cu amanunie in
manualele 0.M.S. (0.M.S., 1983) si ale Serviciului de SAnatate Publica al 8.U.A. ( USPHS,
1984).

In continuare vom descrie numai: contentiunea, inocularea, marcarea,
supravegherea, prelevarea de probe, necropsia animalelor de laborator i distrugerea
cadavrelor.
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9.2. CONTENTIUNEA ANIMALELOR DE LABORATOR

O buna contenfiune a animalelor de laborator este indispensabila inocularii lor,
termometrizarii 5i prelevirii corecte de probe fard riscul zgarieturilor si musciturilor.

Cobaiul. Cu mina dreapti, ajutorul apuci animalul de centura scapulara, cuprinzind
toracele §i membrele antericare. Capul raméne liber Intre police 5i index. Mana stanga
imobilizeazd una sau ambele labe posterioare §i prezintd animalul operatorului pentru
inoculare. Animalul trebuie manipulat bland, dar ferm, fard a-1 siringe exagerat de lorace.

Soarecele trebuie manipulat cu atentie, pentru ¢ muscid. Cu mana dreaptd esie
apucat de varful cozii i plasat pe un plan rugos (masi, capacul borcanului) de care se
prinde cu ghearele. Se prinde pielea laxa a cefei intre policele si indexul mainii stangi.
Mana dreapta continud s {ina coada i imobilizeaza labele posterioare, Imaobilizarea poate
fi facuta si de operator singur,

Iepurele. Cu o mina se netezesc urechile pe ceafi si se apuca animalul de pielea
laxd a spatelui. Cealaltd mina susfine partea posterioar3 a animalului, pentru a-I ridica
ugor din cugcd. Animalul este pus pe masd, iar ajutorul il imobilizeaza intre piept si
antebrate.

Aparatele de contenfiune permil conlenjiunea pentru inoculiri mai laborioase sau
cand operatorul lucreaz® singur. Aga este aparatul Latapie, care imobilizeaza capul, toracele
gi abdomenul cobaiului sau iepurelui. Punctia venel marginale a urechii iepurelui poate fi
facutd cu animalul imobilizat intr-o cutie cu capac glisant care lasd afard numai capul
animalului, iar puncfia venelor cozii la soarece se face cu animalul imobilizat intr-o cutie
cu capac glisant sau intr-un cilindru care lasa afard numai coada.

Anestezierea este necesard pentru inocullirile sau prelevirile mai laborioase. Uzuala
este anestezia generald cu eter. Soarecele sau cobaiul este plasat intr-un exsicator din sticla
sub sita ciruia se pune un tampon imbibat cu eter. Imediat ce animalul isi pierde constien-
tul, este scos pe masa §i poate fi manipulat In aceasta stare 3—4 minute. Pentru operatii
mai lungi pe botul animalului se aplica o masca, adecvata profilului, care confine un tampon
Imbibat cu eter. Distanja dintre tampon gi narile animalului trebuie sa fie suficien1a, pentru
a evita efectul foarte iritant al eterului lichid asupra mucoasei nazale. Anestezierea iepurelui
necesitd o cutie ermetic Inchisd prevAzutd cu un tub prin care se introduce amestecul
aer—eter §i un vizor pentru a urmdri starea animalului. Anestezierea pentru 1—2 ore se
obtine cu 28 mg/kg corp pentobarbitond sodicd (nembutal) injectatd intravenos la iepure
sau intraperitoneal la cobai.

9.3. PUNCTII $1I INOCULARI

Inocularea se face cu seringi §i ace de mirimi adecvate, sterile, dupa prealabila
antiseptizare a tegumentului cu alcool. Se va controla etanseitatea seringilor, adaptarea
corectd a acelor, iar operatorul va purta manusi de cauciuc si ochelari de proteclie, pentru
a preveni contaminarea accidentala a pielii 5i conjunctivei cu materialul inoculat.
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Materialul microbian de inoculat poate fi reprezentat de:

= culiuri microbiene in bulion nuiritiv sau suspensii ale culturilor pe medii aganzate;
s filtratul sau supernatantul culturilor in bulion nutritiv;

= prelevate patologice fluide sau omogenizate in solufie salina izolonica.

9.3.1. Injectarea intradermica

Este calea de electie pentru testarea toxinelor dermonecrotice sau edemalogene si
pentru lesiarea sensibilizarilor. Se practica la iepuri 5i cobai de culoare alba.

MNecesar:

s seringi de 1 ml gradate in 1/20 ml, cu ace cat mai scurte, cu bizou scurt $i diametrul
de 0,6 mm;

= foarfece;

= amestec depilator:
Sulfurd de bariu (Merck) S0g
Oxid de zinc 35g
Amidon 60 g

Procedurd: Animalul este tuns scurt pe flancuri sau/si piclea spatelui, in funclie de
numarul puncielor de injectare necesare. Pe pielea tunsa §i umezita sc aplica o pasta
subtire, cu apé, din amestecul depilator precizat mai sus. Dupa 2 minuie pasta este inde-
partatd bland impreuna cu parul folosind o spatula de lemn, Tegumentul depilat, spalat
cu apa §i uns cu pujini glicerind este gata de injectare:

Piclea este fixata intre police si index, iar acul se Infinge tangenjial in partea
superioari a pliului cutanat pana cand bizoul, plasat in sus, intrd complet in derm. Se
inoculeaza incet 0,1—0,2 ml produs. Injectarea strict intradermicd este atestata prin for-
marea unei bule bine conjurate cat un bob de mazare, pe care pielea decolorata are aspectul
cojii de portocala.

9.3.2. Inocularea percutana, prin scarificare

In regiunea indicatd (vezi mai jos) pielea depilatd (vezi 9.3.1) este antiseptizata
cu alcool si lasatd sa se usuce. Cu varful unui bisturiu bine ascufut, steril, se fac zgarieturi
paralele in piele, suficien! de profunde, pentru aparifia limfei, fard a provoca insa sén-
gerare. Metoda este indicatd pentru:

» propagarea virusului vaccinal la iepuri: pe flancurile scarificate ale animalului,
materialul infectios este frecat cu latul lamei bisturiului de scarificare;

w izolarea pe cobai a leptospirelor din apd: animalul, cu pielea abdomenului scarificata,
este imersat timp de 2—4 ore in proba de apa la 22—37°C.

9.3.3. Injectarea subcutanata

Este calea de electie pentru inocularea prelevatelor patologice cu flord de asociatic.
Se mai pot inocula suspensii microbiene ori, pentru lestarea toxinelor, Filtratul sau super-
natantul unor culturi bacteriene,
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Mecesar: Seringi de 1—2 ml i ace cu bizou lung de 30/0.8 mm sau 1,0 mm, in rapert
cu viscozitatea produsului.

Procedurd: Depilarea locului de puncfie prin smulgerea parului este necesard la
icpuri si cobai. Dupa antiseptizarea regiunii cu alcool, intre police si index se face un pliu
cutanat, iar acul se introduce la baza pliului pana in {esutul celular subcutanat. La soareci
se punctioneazd pielea spatelui la ridicina cozii; se injecteaza pana la 0,5 ml. La cobai se
punctioneaz pielea pe faja inlernd a coapsei drepte, aproape de pliul inghinal, iar la iepuri
pielea abdemenului, flancurilor ori cefei i se injecteaza pana la 2 ml,

9.3.4. Injectarea intramusculara

Este rar utilizata. Se intrebuinteaz aceleasi materiale ca la injectarea subcutanata,
dar acul este infipt oblic in masa muscularad a coapsei (cobai) sau in muschii cefei {izpuri}.

9.3.5. Injectarea intraperitoneala

Este indicatd pentru injectarea de prelevate patologice fara flora de asociatie, In
special la soareci sau cobai.

Necesar: vezl 9.3.3.

Se procedeazd, inifial, ca pentru punciia subcutanatd, zona de elecfiune fiind
paraombilicald. Acul se introduce subcutanat cca 1 cm; apoi este directional perpendicular,
se perforeazd peretele muscular si se penetreazi cca 1 em in cavitatea peritoneald. Se pot
injecta cca 1 ml la goarece si cjiva ml la cobai. '

9.3.6. Injectarea intravenoasa

Necesar: Seringd de 2—5 ml cu ac de 30/0,6 sau 0,8 mm pentry iepuri sau seringd
pentru intradermoreactie cu ac de 10/0,5 mm si bizou perfect ascufit pentru soareci.

Procedurd: Se va elimina din sering orice buld de aer, pentru a preveni embaolii,

La fepurt se punctioneazd vena marginald a urechii, evidentiatd cit mai bine prin
frecarea pielii cu un tampon de vatd imbibat cu alcool sau xilol si compresia pértii proximale
a venei. Cu acul paralel cu vena §i usor oblic fajd de suprafaja urechii se punctioneazi
blind, cu grija bizoul s34 nu treacd dincolo de vend. Se controleazi pozitia acului aspirind
putin sdnge in seringl, apoi se injecteazd lent produsul observind zona punctionatd. Dacl
la nivelul punctiei apare o umflatura, se opregte injectarea, pentru ¢a acul nefiind in vena
lichidul se infiltreaza in piele, La sfirsit se retrage acul §i se face hemostaza cu un tampon
de vatd comprimat pe orificiul de punciie cu o pensi.

La soareci se punciioneazd una din cele patru veng ale cozii. Soarecele este plasat
in dispozitivul de contentiune. Se antiseptizeaza cu alcool zona mijlocie a cozii, Operatorul
fine cu mina stingd varful cozii, iar cu dreapta seringa. Vena aleasd este punclionats
tinand acul aproape paralel cu pielea. Dac se Intampind rezisten}d la injectare, acal nu
este in vend. Se pot injecta 0,5 ml. Aparifia unei mici picaturi de singe la retragerea acului
atestd injectarea intravenoasd a Huidului.
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0.3.7. Inoculari oculare

In sacul conjunctival, la iepure sau cobai, se pot instila cu pipeta Pasteur 1—2
picaturi de culturi bacteriani in bulion nutritiv, Instilarea la iepure se face in unghiul
posterior al ochiului, pentru a evita a treia pleoapd, care se insereazi in unghiul anterior.
Alternativ, ansa cu care a fost prelevatd o colonie bacteriand este introdusi sub pleocapa
ochiulut la cobai si se fac misciri adecvale peniru descéircarea confinutului, cu grija pentru
a nu leza conmjunctiva.

O inocrlare intracorneand se poate face prin scarificare dupd anestezia iepurelui,

9.3.8. Injectarea intracerebrala

Necesar: Seringa intradermich prevazutd cu ac de 10/0,5 mm; bisturiu, trepan,
material de sutur3, solutie de colodiu.

Procedura: Pentru injectare animalele suni anesteziate cu eter. La soarece pielea
capului se antiseptizeazd cu alcool. Craniul este puncfionat cu acul la jumatatea distante
dintre unghiul extern al ochiului si inserfia pavilionului urechii, 3 mm paramedian, Acul
patrunde 3—6 mm §i se injecteazd pana la 0,03 ml fluid.

La iepure piclea depilatd a capului este antiseptizatd cu tincturd de iod, stearsd apoi
cu alcool. Se face o mica incizie la 2 mm lateral de sutura sagitald si 1,5 mm anterior celei
lamboide si se trepaneaza osul. Acul pitrunde prin trepanalic 6—8 mm 51 se inoculeaza
pana la 0,45 ml fluid in Iobul occipital. Dupd injectare, acul este retras repede, piclea
suturald si plaga acoperitad cu solufie de colodiu,

9.3.9, Injectarea soriceilor sugari

Mamele si cuibul trebuie bine Intrefinute, iar soriceii manipulaii curat $i cu grija,
peniru a evita canibalismul matern. Cu o seringd intradermica prevazuta cu ac de 10/0,5
mm se pot injecta 0,05 ml intraperitoneal sau intragastric §i 0,03 ml subcutanat sau
intracerebral.

9.4. MARCAREA

Toate animalele inoculate trebuie marcale pentru identificare ugoari si siguri.
Soarecii §1 cobaii sunt vopsifi pe cap sau/si pe spate cu albastru sau/si rosu cu solutiile de
albastru de metilen sau fucsina folosite pentru colorarea bacteriilor. Cobaii §i iepurii pot
fi marcati cu discuri colorate sau numerotlate fixate pe pavilionul urechii.

9.5. SURPAVEGHEREA ANIMALELOR INOCULATE

Animalele inoculate sunt urmirite zilnic pentru a inregistra: starca generald (pozifia,
aspectul parului), respiratia, temperatura, greutatea, leziuni la locul de inoculare, inclusiv
ganglionii limfatici regionali, tulburari nervoase (convulsii, paralizii). Aceste observatii se
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completeazd cu examenul unor prelevate infravifam (e, g. sange), examene
anatomopatologice si microbiologice necroplice.

9.5.1. Termometrizarea

Se masoard §i se inregistreazd, dimineata si seara, inainte de hrinire, temperatura
rectald timp de citeva zile inainte de inocularea animalelor (tabelul 9.2) si pe durata
observatiei. Termometrul este lubrefiat cu ulei de parafini.

La fepuri se poate folosi un termometru medical inserat 2 cm in rect.

Pentru cobai se folosesc lermometre speciale cu calibru de 4 mm, lungime de 15 cm
cudate in unghi de 135°C la 4 cm de extremitatea cu rezervorul de mercur. Termometrul
se insereazd pe o profunzime de cca 8 cm cu rezervorul de mercur directionat in sus si
clitre inapoi pentru a depasi promontoriul.

9.5.2. Prelevari de sange

Sunt necesare peniru detectarea anticorpilor apirufi in cursul infecliei experimen-
lale,

De la iepuri cantitfifi pina la 10 m! de sidnge pol fi oblinute prin punctie si aspiratie
din vena marginald a urechii (vezi 9.3.6). Pentru cantitifi mai mari (cca 50 ml sange/kg
corp) se punclioneazd cordul. Animalul este imobilizat In decubit dorsal. Tegumentul
precordial este depilat (prin smulgere) 5i antiseptizat. Cu un ac de 0,8 mm montat la o
seringd se punclioneazd perpendicular toracele intr-un punct situat in spatiul 111 intercostal
{cca 4 cm mai sus de unghiul condroxifoidian) la 3 mm de marginea 513ngd a sternului.
Se insereazd acul pe o profunzime de cca 1,5 cm si se aspird, Poate fi folosit 5i un dispozitiv
format dintr-o pipeld cu buld adaptatd pentru punciie-aspiratic sterilizat la autoclav,
SAngele prelevat este imediat transvazat si agitat, peniru defibrinare, inir-un balon cu
perle de sticla.

De la cobai cantitati pina la 0.5 ml s3nge se objin prin incizia venei marginale a
urechii, Cantitati de 12—15 ml de sange per animal de 400 g s¢ objin prin punctia cordului
procedind ca la iepure cu urmatoarele repere: punctie in spatiul 11 intercostal {(cca 1,5 cm
mai sus de unghiul condroxifoidian) Ia 1.5 mm in afara marginii stingi a sternului, la
profunzimea de 1 cm.

De la soarece se pot objine citeva picituri de singe sectionind varful cozii. O
canlitate mai mare se obfine, sub anestezie, prin deplasarea globului ocular 31 punctia
plexului venos retroorbitar cu o pipetd Pasteur find, care, dupd punclionare, se inclind
pind ce $Angele incepe 53 se scurgd prin capilar.

9.6. SACRIFICAREA

Metodele fizice implicA ruperea méduvel spinale In regiunea cervicald prin com-
primare puternicd si bruscd a gitului pe o muchie durd. Asigurd moartea instantaneu si
fard dureri a soarecilor §i cobailor,
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Fig. 90 ‘Traiecwl Incizillor peniru necropslersa animalelor de laboritor: @ — incizia tegumentulul, & — Incizia
planuiui musculoaponevrotic abdominal # al toracelul

Embolizarea venoasd poate B utilizatd la iepuri: se injecteaza 20 ml aer in vena
marginald a wrechii.

Metode chimice. Intr-un cilindru, dimensionat dupé talia animalelor §i obturat la o
extremitate, se introduce un tampon de vald imbibat cu cloroform. Animalele mici se
introduc cu totul in acest cilindru, la iepuri numai capul. Cobaii sunt sacrificati usor prin
injectarea subcutanata a 0,5 ml amital sodic.

9.7. NECROPSIA

Animalele trebuie necropsiate in maximum o ord dupd moarte sau sacrificare, pentru
a evita invadarea fesuturilor cu flora de putrefactie.

Necesar,

s tavd de tabla cu margini perforate pentru fixarea cobailor sau iepurilor; mici
planseta de lemn pentru fixarea soarecilor;

@ instrumente sterile; 3 bisturie, 4 foarfece, 4 pensc anatomice; cleste mic peniru
oasele craniului, daca se impune accesul la creier;

= pipete Pasteur, cutii Petri si eprubete sterile, lame de microscop;

w placi si tuburi cu medii de culturd adecvate.

Procedura:

1. Se Ffixeazi animalul cu fata ventrald in sus, iar pentru accesul la creier cu faja
ventrala in jos.

2. Se badijoncazi insistent toatd faja ventrald a animalului cu o solujie 3% de
dezinfectant fenolic, Animalele mici pot fi cufundate complet in solujia dezinfectanta.
Aceasta nu distruge in totalitate microorganismele de pe suprafaja pielii, dar previne
raspandirca de pulberi contaminate in aer i pe suprafejele din jur. Se plaseaz3 in jurul
capului 5i membrelor posterioare suluri de hirtie igienicd imbibata cu dezinfectant.

3. Cu un rand de instrumente sterile se face o incizie tegumentard submentopubiana
prelungita spre radacina fiecArui membru (fig. 9.1, @ si se decoleazd piclea pana pe
flancuri.
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4. Se inspecteaza jesutul celular subcutanat, masele musculare si ganglionii limfatici
in regiunea de inoculare.

5. Cu un nou rind de instrumente sterile se deschide cavitatea peritoneala si se
reflecta lateral planul musculoaponevrotic,

Cu foarfece sterile adecvate se sectioneaza, prin doud incizii laterale, cartilajele
costale (fig. 9.1,.5, apoi diafragmul si se indeparieaza plastronul sternal.

6. Pentru hemocultura se puncfioneaza cordul cu o pipeta Pasteur prevAzuta cu tetina
de cauciuc, DacAd necropsia este ingrijitd nu este necesard cauterizarea suprafefei
punctionale. Se insimAnieazi singele extras in medii de culturd adecvate.

7. Cu un nou rind de instrumente sterile se prelevd si se depune In cutii Petri sterile,
pentru examinare, splina, ficatul, rinichii §i pulmonii. Atentie la prelevare pentru a nu
deschide lubul digestiv.

8. Se examineaza MAcroscopic, se sectioneazd cu instrumente sterile urganele
prelevate, se insAmanjeazd in medii adecvate mici fragmente de tesut si se efectueazi
amprente penlru microscopie,

9. Se acopera carcasa animalului cu o bucata de hartie igienica imbibata cu solugie
dezinfectantd. Se autoclaveazd carcasa impreund cu lava, apoi se incinereazd carcasa
animaluolui.

10. Se dezinfecteaza prin fierbere sau chimic instrumentarul in vederea spalarii.

NOTA: La nccropsierea animalelor Infecinte cu microorganisme inall patogene sunt utitizale minusi de
couciue, ochelari san vizor.



10

METODA IMUNOLOGICA
DE DIAGNOSTIC

Il
|

Reactiile anticorpilor sau limfocitelor specific sensibilizate cu agen)ii infectiosi
asigura imunitatea fie in mod direct (e. g. prin neutralizarea toxinelor, a adezinelor, a
virusurilor), fie prin amorsarea specifics a importantilor efectori antiinfecjiosi ai mediului
intern: fagocitele cu Intregul lor arsenal microbicid (dependent sau independent de
mieloperoxidaza) si complementul.

In acest capitol vom vedea pe rand nofiuni privind:

m explorarea capacititilor functionale ale efectorilor antiinfecjiosi nespecifici ai
mediului intern si epiteliilor secretorii: fagocite, complement, lizozim;

w cxplorarea imunitafii celulare $i umorale atat pentru scopuri diagnostice, cat §i
pentru aprecierea capacitifilor imunoreactive ale pacientilor.

10.1. FACTORII REZISTENTEI NATURALE
A ORGANISMULUI: FAGOCITOZA,
COMPLEMENTUL, LIZOZIMUL

10.1.1. Explorarea unor functii fagocitare

Fagocitoza presupune: chemotaxia, recuncagierca tintei de atac, ingestia, omorarea
si digestia microbilor. Principalele sisteme fagocitare ale organismului sunt: sistemul
fagocilar mononuclear si leucocitele polimorfonucleare neutrofile (PMN}.

s Chemotaxia. Fagocitele recepteazii semnale chemotactice prin care identifica locul
invaziei microbilor spre care se mobilizeaza prin emitere de pseudopode. Secvenia tripep-
tidica formilmetionilleucocilfenilalanina de la exiremitatea N-terminala a proteinelor bac-
teriene este o chemotaxina activa, dar principalii factori chemotactici sunt complexul
C5b67 si anafilatoxinele generate prin activarea complementului (figura 10,2), PMN avand
o mobilitate mai mare decit monccitele, ajung primele in focarul de infecjie.

s Recunoasterea fintei de atac. Atasarea particulelor straine la membrana fagocitelor
este indispensabild pentru ingestie. Unii microbi (ca streptococii viridans) sunt Fagocitali
direct. Alfii ins4 nu realizeaz atasarea la membrana fagocitului, deoarece au suprafata
hidrofild si sarcina electronegativa ca si fagocitele, si, pentru a fi fagocitaji, trebuie ap-
sonizali. Opsonizarea se realizeazd de factori serici nespecifici (fractiunea C3b) sau
specifici {(anticorpii), care fixati pe suprafata bacteriilor ii reduc hidrofilia si sarcina
electronegativa, funclionand §i ca liganzi la receplori de membrana ai fagocitelor.
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sregurghtares Fegozom

Fig. 10.1. Fagocitarea unul bacll, schematic. Prin fuziunea membranelor conjinutul lzozomal este eregurgiats in
cursul Ingestied, iar ulterlor se formeaza fagolizozomul In care bacieria esie omarfth §i digeratd sau rejliuid intr-un
corp rezidual, din care poate I excrelatd prin fuziunea cu membrana citoplasmich

» Ingestia. Fuziunea pseudopodelor Inchide intr-un fagozom particula atasats la
membrana celulara (figura 10,1y, O datfi cu progresarea ingestiei, in fagocit ce declanseaza
degranularea si o explozie respiratorie, care pregitesc omorirea si digestia microbilor,

Degranularea: lizozomii fuzioneazd cu membrana citoplasmaticd si cu cea a
fagozomului si i5i descarca confinutul atat in exterior {eregurgitares inainte de inchiderea
fagozomului), cat gi In fagozom, «Regurgitareas joacd un rol important in mecanismele
microbicide din focarul inflamator,

Explozia respiratorie stimuleazi suntul hexozomonofosfat 5i genereazd In fagozom
superoxid, iar prin dismutarea acestuia, peroxid de hidrogen.

» Omordrea si digestia. Factorii lizozomali acumulati In fagolizozom omoara microbii
prin doud mecanisme: unul dependent de mieloperoxidaza, altul independent,

Mieloperoxidaza, aclivatd de pH-ul acid din Ffagolizozom, descompune H,0, cu
formare de oxigen molecular, care genereaza radicali microbicizi: hipoclorit prin oxidarea
clorului si aldehide prin peroxidarea membranelor.

Mecanismul independent de mieloperoxidazé, activ in condifii anaerobe, implica:
scaderea pH-ului prin acidul lactic rezultat din fermentarea glucozei, fixarea fierului prin
lactoferina, efectul bactericid al lizozimului si al polipeptidelor bazice din lizozomii PMN.
Microbii omorati sunt digerati de enzimele lizozomale hidrolitice deversate In fagozom.

Defecte ale funcyiilor PMN pot 53 apari in diferite boli ereditare sau dobandite.
Chemotaxia este deficitara la pacienfii cu sindrom Chediak-Higashi, la diabeticii in
dezechilibru metabolic etc. Defecte ale activitafii -cide intracelulare sunt prezente la
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Fig. 10.2. Sistemul complement: chile de nctivare § .d’ec’lm'ﬂ

pacientii cu boald granulomatoas cronicl etc, Toti acesti pacienti au o receptivitate crescuta
la infectii.

Mai multe teste sunl indicate peniru explorarea funcliilor complexe ale fagocitelor.
Ansamblul acestor teste depaseste obiectivele acestui manual, Ne vom opri doar asupra

celor mai accesibile, al cAror rezultat indicd sau nu necesitatea unor 1estiri suplimentare
(tabelul 10.1).

Tabelul 10,1, Explorarea funclionalh a leucocitelor pelimorlonuclears neutrofile

Leucograma cu formula leucochiard
Morfologia polimorfonuciearetor neotrofile
Migrarea nedirecfionath (Ia intAmplare)
Migrarea directionatli {chemolaxia)
Indicele opsonic
Indicele fagocitar g bactericld
Activithft postfagocitare;
» Degranularea
m Testul cu nitroblue teirazoliu (NTB)
w Testarea acivitifii suntuloi hexozomonofosial
s Testarea produceril radicalulul superoxid
w Indurares bacieriilor
» Chimioluminescenta
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1. Leucograma cu formula leucocitara si morfologia PMN sunt cele mai simple si
importante teste care initiaza studiul anomaliilor funcjionale ale PMN (vezi lucrarile prac-
tice de histologie, morfopatologie si hematologie),

2. Testul cu NTB. Indicatii: Investigarea capacitdfii PMN de a-si stimula metabo-
lismul oxidativ dupd fagocitare.

Principiu: Nitroblue fetrazolin (NTB), un colorant galben, formeazd complexe cu
fibrinogenul din sange, captate de PMN stimulate prin fagocitarea unor particule (bacterii
ete.). Colorantul este redus enzimatic cu formare de formazan insolubil, care apare la
microscop ca cristale albastre-purpurii.

Probd: SAnge integral la pacientii cu numir normal sau crescut de leucocite. Con-
cenirat leacocitar la pacientii cu leucopenie.

Necesar;

a) Sticlute cu Na,EDTA uscat. In sticluje de 10 ml (flacoane de penicilina foarte
bine spalate) se repartizeazi din solutia 1% Na;EDTA cate 0,2 ml sau 0,5 ml pentru
tehnica cu sange integral, respectiv pentru cea cu concentrat leucocitar, Sticlutele se lasa,
fara dop, peste noaple la 37°C pentru evaporarea apei, Astfel vor confine 2 mg si,
corespunzitor, 5 mg anticoagulant.

b} Solugia stock 1% de NTB:

NTB 10 mg

Apa distilata 1 ml

Se pasireazi mai mulie luni la 4°C in tub ermetic inchis.
¢} Tampon Michaelis cu pH 7,4

Solutie acetat-vercnal 5 ml
HCI solufie 0,1 N S ml
NaCl solutie neutrd 0,85% 90 ml
Se verificd pH-ul si se pastreaza la 4°C

Ma acetat 19,428 g
Na veronal 20,428 g
Apa distilata ad 1000 ml

Procedurd:

w Pentru sdngele integral:
a) Se preleva prin venipuncturd 1—2 ml sange In flacon cu 2 mg Na,EDTA. Se agiia.
b} Se amestecd intr-un tub 100/10 mm cu dop de vatd umezril:

Tampon Michaelis cu pH 7.4 0,08 ml
NTB solutie 1% 0,02 mi
Probi de singe 0,10 ml

¢) Se incubeaza 30 minute la 37°C.

d) Se agita, se Intind frotiuri subjiri.

¢} Se coloreazd Giemsa:

— fixare cu alcool metilic pe 5 minute;

— colorare cu solutia Giemsa (I picatura la 1 mi apa distilatd neutrd) 20 min.

f) Se examineaza la microscop cu imersia 100 PMN consecutive 3i se inregistreazi

separat cele NTB-pozitive (cu cristale albastre-purpurii de formazan) de cele NTB-nega-
tive (fard cristale de formazan),

m Pentry concentratul leucocitar
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a) Se preleva prin venipuncturd 5 ml sange in flacon cu 5 mg Na,EDTA. Se agita.

b) Se toarnd proba Intr-un tub de 100/10 mm si acesta se menjine o ord la 37°C
inclinat la 45°, _

¢) Se prelevd cu o pipetd Pasteur plasma tulbure si se transvazeazd intr-un tub de
100/10 mm,

d) Se centrifugheaz 5 minute la 3000 rpm.

e) Se decanteazd absorbind ingrijit resturile de supernatant cu hartie de filtru,

f) Se procedeazd in continuare conform punctelor b)—B de la procedura pentru
sAnge integral.

Rezultatul: Se exprimi In procente de polimorfonucleare NTB-pozitive.

Interpretare: In singele perscanelor normale proportia polimorfonuclearelor NTB-
pozitive nu depiseste 14%,. La pacientii normoreactivi infecfiile bacteriene detarming
cregteri masive ale procentului de celule N'TB-pozitive, iar cele virale nu-l1 modifici sem-
nificatiy.

La copii cu boals granulomatoasd cronicd, chiar in plin puseu de infectie bacteriana,
polimorfonuclearele NTB-pozitive lipsesc.

3. Indicele opsonic exploreazd capacitalea opsonicd a serului si fagocitard a
leucocitelor. Un amestec de sAnge citratat si suspensie bacteriand standardizatd este
menjinut intr-un tub capilar timp de 15 minute la 37°C. Se fac frotiuri subtiri, se coloreaza
Giemsa, iar bacteriile confinute In 50—100 PMN sun! numirate. Raportul dintre numirul
mediu al bacteriilor Fagocitate de PMN din sangele bolnavului si al unei persoane normale
constituie indicele opsonic, care trebuie interpretat in contextul nivelului complementului
si imunoglobulinelor serice (vezi mai jos). Erorile metodei sunt mari. De aceea se prefera
determinarea indicelui fagocitar §i bactericid,

Indicele fagocitar si bactericid. [n principiu, in condifii standardizate, se calculeaza
in prezenia serului sangvin rata de fagocitare a unei suspensii bacteriene (5. anreus sau
E. coli) si omordrea infracelulard la pacient comparativ cu un martor normal,

Indicele fagocitar este diferenta dintre numirul bacteriilor vii adaugate suspensiei
de fagocite si numfrul bacteriilor vii rimase In momentul { de incubare {(pani la 30 minuie),
Similar se calculear indicele bactericid, luind insi in consideratie numéarul bacteriilor vii
intracelulare in momentul initial al observatiei §i in momentul ¢ de incubare. Pentru aceasta
este necesard liza fagocitelor {(e. g. cu saponind),

10.1.2. Explorarea sistemului complement

Sistemul complement este un complex de 15 substante proteice dotat cu capacitati
biologice potentiale, declansate prinir-o cascadd de reacii enzimatice, al cdror rol in
apirarea antiinfectioasa este ilustrat In figura 10.2.

Liza hematiilor sensibilizate cu anticorpi antihematii permite dozarea activitdfii com-
plementului fotal, Tmunochimistii ne pun insd la dispozifie in prezent seruri monospecifice
falh de componentele complementului prin care le putem doza satisficitor si mai simplu,
folosind testul Mancini.

Deficitul unor componente ale sistemului complement explic receptivitatea deosebita
la anumite infectii {e. g. meningococice eic.). Componenta C3 in special scade, prin con-
sum, in boli de sensibilizare prin mecanism de tip I11. Multe din componentele complemen-
tului (Cls, C2-C6, B) sunt reactivi de fazid acutd si concentrafia lor creste in infectii
bacteriene 5i in boli neoplazice.
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Dozarea complementului total prin metoda hemolizei 509, (CHso)

Indicatii: Dozdrile in serul sangvin sunt utile In diagnosticul unor boli prin
mecanisme de sensibilizare fie citolitic-citotoxic (unele anemii hemolitice eic.), fie prin
complexe imune circulante (glomerulonefrite). Dozarea In exsudatul articular poate
diferentia artritele renmatoide de cele infecpioase.

Principiu: Complementul de om activat in reactia cu serul de antihematil de berbec
determind, prin complexul de atac C5b6-9, liza hematiilor de berbec. Procentul hemolizei
in functie de cresterea cantitifii de complement se exprima printr-o curba doza—-cfect care,
conform ecuatiei lui von Krogh, are formé de «5» 5i, de maniers generali, intre 30 5i 70%;
hemolizd evolueazd exponenfial, inciil determinarea punctului S0%, este supusi unor erori
minime.

Proba: Sangele prelevat prin venipunciurd se las¥ timp de 30 minute la iemperatura
camerei in tubul inclinat la cca 207 pentru coagulare. Se desprinde cheagul de pe perefii
tubului 5i se centrifugheaza pentru separarea serului care se conserv la +4°C, cand se
lucreaza in aceeasi zi, sau la —25°C, cand testarea se temporizeaz3 pentru zilele urmatoare.,
Decongelarea tuburilor se va face brusc la curent de api sau prin agitare in baic de apa
la 37°C.

Amanuntele privind prepararea reactivilor necesari §i amanunitele tehnice ale proce-
durii depisesc obiectivele acestui manual.

Necesar, enumerare:

1. Hematii de berbec.

2. Ser hemolitic (ser de iepure imunizat cu hematii de oaie).

3. Complement de cobai (amestec de seruri de la cobai masculi, adulti, normali).

4. Diluent, tampon veronal cu pH 7,3,

Procedura, in rezumat (tabelul 10.2): In tuburi de hemoliza (12/120 mm), peste
volume determinate din dilugiile duble ale serului de festat se adaugl volume determinate
din suspensia standardizatd a hematiilor de berbec sensibilizate cu o anumitd dilutie a
serului hemolitic. Dupa omogenizarea continutului, tuburile sunt incubate timp de 30
minute la 37°C in bale de api, dupd care suni ricite brusc la +4°C, pentru stoparea
hemolizei, §i centrifugate 3 minute la 3000 rpm. Procentul hemolizei este apreciat
spectrofolometric in supernatantul fiecdrui tub. Cu valorile obfinute se traseazh curba
procesului hemolitic faja de concentratiile de ser (figura 10.3).

Tabalul 10.2. Dozarea complamantului prin mefods hemolizei de 50%, schema de pipelare
a reactivilor {vezi §i textul)

Dilugia iniflald & serulul Ser diluat 1:40 Ser diluat 1:10
Numérul tubulul i 2 3 4 5 & 7 8 g 10
Dtluent, mi 1,25 1.20 110 1,00 1,30 1,25 1,20 1,10 1,00 0.70

Ser de bolnav, ml dileyie |0,25 |030 (040 (0.50 |020 |0.25 (0,30 (040 (050 |0.80

Cuplu hemoliiic!, ml 1 J 1 1 1 1 1 I 1 1

! Hematll de berbec sensibilizate cu ser hemolitic antioais firrnl in prezenga complementului de cobai

NOTA: Complementul de cobai se foloseste pentru titraren serului hemolitic, amdnunt tehnic asupra
caruin nu insist@m,
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Interpretare: Unitatea
CHso esie cantitatea cea mai mic
de ser care lizeaza 509% din
hematiile sisterului  hemelitic.
Astfel, titrul complementului in
unitdti CHsop/ml este objinut din
raportul 1 ml/volum de ser care
di hemoliza 50%,. Din figura 10.3
se observd ci hemoliza de 507,
este data de 0,020 ml ser
hipocomplementemic (curba 3);
deci titrul complementului in
aces! ser este: 1/0.,020 = 50 1+
unitati. 1

Valorile normale pentru ot i s o
adulfi sunt 120 unitati CH‘W‘}mi Fig. 10.3. Curba normald s curbe patologice ale complementului, con-

+ 20, iar pentru copii 100 unitdli form tirarli aciividjii hemolitice de 50%: | — ser hipercomplemen-
CHso = 2. temic; 2 — ser normal; 3 — ser hipocomplemenie mic
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10.1.3. Dozarea difuzimetrica a lizozimului In umori

Indicatii: Estimarea capacitafii antibacteriene a urinei, diagnosticul diferential al
leucemiilor acute.

Principiu: Lizoz imul difuzeaza radial intr-un gel de agar in care esie incorporat
Micrococcus Ivsodeikticus (bacterie foarte sensibild la actiunea acestei muramidaze) ji
clarifica mediul opac intr-o arie circulard cu diametrul proportional cu logaritmul con-
cenlratiei enzimei.

Probd: Ser sangvin sau urind,

MNecesar:
. Tampon fosfat cu pH 6,3.
2. Agar solufie 1%,

Agar lg

NaCl lg

Tampon fosfat cu pH 6,3 100 ml

Se amestecd, se solva §i se sterilizeazd prin autoclavare timp de 20 minute la |
atmosfera.

3. Suspensia stock de Micrococeus lysodeikiicus:

a) Se suspensioneaza in solutie salind izotona sterila cultura de 48 ore la J"C a M.
lysodetkticus pe pante de gelozd nutritiva.

b) Se controleaz3d microscopic puritatea suspensiei (coci grampozitivil.
¢) Se centrifugheaza suspensia 10 minute Ja 3000 rpm si se decanteazii supernatantul.

d) Se resuspensioneaza sedimentul in solutie salina izotond si se centrifugheaza in
aceleasi conditii pentru o noud spalare.
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) Se resuspensioneazd sedimentul spalat intr-un flacon Erlenmeyer cu 20 ml solujie
salind izotond si perle de sticla.
e f) Se adauga 0,2 m! din solutia 1%, mertiolat de sodiu si se pastreazi suspensia la
4. Lizozim p.a. pentru curba de referinga,
Procedura:
l. Se prepar’ solutfii de lizozim pur cu concentratiile: 3; 15; 30; 60 5i 120 ug/ml
pentru punctele curbei de referinga.
2. Se topeste gelul de agar 1'%,
3. Se dilueazd suspensia stock de M. fysodeikticus cu solutie salin izotona pana la
extincfia de 0,40 la 650 nm in cuva de | cm,
4, Se amesteca:
Agar topit solufie 1% 20 ml
Suspensie bacteriani 3 ml
Se omogenizeazd si se toarnd in plici Petrd cu diametrul de
9 cm 5i fundul perfect plar,
5. Se stanieazd in grosimea stratului de agar 12 godeuri echidistante cu diametrul
de 3 mm,
6. Se pipeteazi in godeuri dilutiile solutici etalon de lizozim si prabele de testat,
7. Se incubeaza 24 ore la temperatura camerci,
8. Se masoara diameltrele zonelor clare de lizd din jurul godeurilor.
9. Se traseazd curba semilogaritmici de referingd, inscriind pe abscisd diametrul
zonelor de inhibifie, mm, §i pe ordonatd log;, al concentratiilor pentru solutiile etalon.
10. Se calculeaza concentratia de lizozim din proba, proiectind succesiv diametrul
zonei de inhibijie respective de pe abscisa pe curba de referingd 5i pe ordonata,
Interpretare, Valorile normale ale lizozimului seric; 7—14 ug/ml; urinar: 2 ug/ml.

10.2. REACTII SEROLOGICE

10.2.1. Interactiuni primare si secundare in reactiile
antigen-anticorp

Interactiuni primare. Situsul de combinare al unui anticorp (paratop) reprezintd

amprenta slericd si electrosiaticd a unui anumit determinant antigenic (epitop). Aceasta
1]

permile ca in amestec cel dol reactanti si se apropie pina la numai cifiva A, distanta la
care se pot manifesta forie intermoleculare generatoare de legaturi necovalente, cum sunt:
legiturile de hidrogen, fortele de atractie electrostatica, forfele van der Waals si legaturile
hidrofobe. Legaturile necovalente, desi de zeci de ori mai slabe decit cele covalente, conferd
soliditate complexului antigen-anticorp grafie multitudinii lor, asigural?2 prin marea
suprafati de contacl complementar al celor doi reactivi.

Deci interactiunea primard antigen-anticorp constd in légarea efectivd a celor doi
reactanti.

Interactiuni secundare urmeazd cuplarii antigen-antlicorp i au variate manifestar.
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m fizico-chimice: instabilizarea fazei disperse a reactivilor (cresterea greutdfii com-
plexului, neutralizarea sarcinilor polare cu reducerea densitdfii lor): precipitarea si

aglutinarea;

w biologice: neutralizarea toxinelor, enzimelor, virusurilor, recrutare de noi molecule
fcomplementul) sau celule (fagocite, mastocite) care favorizeazad eliminarea antigenului

complexat.

Reactiile antigen-anticorp utilizate in laboratorul clinic diferd prin sensibilitatea lor

(1abelul 10.3).

Tabelul 10.3. Sensibilitatea reactiilor antigen-anficorp utilizaie In laberatorul clinic,

exprimatd prin concentratia minimé de anticorpi decelabild

Eeactll 51 metode

Sensihilitate, gg/ml

A Reactll primare

Imunoflucrescenyi'

107 UFC sau UFP/mi

ELISA 0,081

ElA (0,041
B. Reaciii secundare

Reacyii de précipitre:

w precipitire in medio lehid 10

s imunodifuzla radiald

— dubli (Quchterlany) 40

— shinpld (Mancini} 10

 coniraimunoceleciroiorezi 100

Reacyii de aglutinare:

s aglutinare bacteriani 0,01

« hemaglutinare pasivi 0,005—0,01

Reactia de Mxare a complementulul 2.1

Reaclii de neutralizare

w neutrafizares toxinelor 0,01

» neptralizaren virusurilor 0,001

! Sensibilitaten imunoflunrescen)el ca metodd microscoplcd pentru detectarca microorganismelor
apreciatd in unligl formaioare de colonki bacteriens (UFC) sau plaje virale (UFF)

10.2.2. Aplicatii practice ale reactiilor antigen-anticorp

Aplicatiile practice ale reactiilor antigen-anticorp se bazeazd pe specificitatea cupldrii
acestor doud elemente, care trebuie verificatd prin martori adecvafi.
Se pol urmari: idenfificarea unui antigen necunoscut prin anticorpul omolog prezent
in seruri imune de referinid; identificarea unui anticorp necunoscul prin antigenul omolog.
Se pol obtine relatii calitative, simpla identificare a unwi reactiv; relafif cantitative.
Dilutia maxima a unui reactiv la care mai esie vizibila reactia cu cantitaji constante si
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definite ale reactivului omolog se numeste fitri; ea caracterizeazd cantitatea reactivalui
cercelal si se exprimd printr-o reactie ordinard cu numaritorul 1.

10.2.2.1. Reactil de precipitare

Un antigen solubil formeaza cu anticorpul omolog un complex insolubil. Reactia
poate avea loc in mediu lichid (reactia de precipitare inelara, de floculare) sau In mediu
gelificat (reactii de imunodifuzie, imuncelectroforeza).

Reactia de precipitare inelard, Inir-un mic tub, peste un volum de ser imun se
pipeteaza, fard a amesteca cei doi reactivi, un volum din solutia de antigen. Aparifia unui
precipitat inelar la limita de separare a reactivilor, cu absenta acestuia la martorul negativ
(ser normal plus solutia de antigen}, semnificd un rezultat pozitiv. Reactia de precipitare
inclard dd numai rezultate calitative 5i nu indicd numarul sistemelor antigen-anticorp
implicate. Se utilizeazd in laboratorul clinic pentru identificarea unor antigeni (polizaharida
de grup a streptocecilor etc.), in medicina legald pentru identificarea originii petelor de
singe, in controlul alimentelor pentru identificarea originii ¢irnii,

Reactia de floculare este utild cind se poate wrmari un singur sistem antigen-an-
ticorp. Ca i in reacjia de precipitare inelard, reactivii trebuie 53 fie perfect limpezi. Pesie
cantitali egale de ser imun repartizate intr-o serie de tuburi sc pipeieaza cantithli crescinde
din solutia antigenului omolog. Precipitatul format, dupd omogenizarea continutului si

incubarea tuburilor, este spilal prin centrifugare. Acest

precipitail poate fi cuantificat prin diferite metode {dozarea

A azolului total, dozarea proteinelor). Dacd antigenul conjine

azol, diferenta dintre azotul total 5i azotul antigen determind

cantitatea de azot anticorp. Reactia de floculare se utilizeazd
in special pentru dozarea anatoxinelor.

Imunodifuzia se bazeazhd pe proprietatea antigenului si
anticorpului de a difuza intr-un gel transparent (agar, agarozi),

Imunodifuzia radigld simpld (fehnica Mancini). An-
tigenul difuzeazd radial dintr-un godeu in stratul de gel care
contine ser imun monospecific. Dupd o perioada de incubare
ta 37°C, in jurul godeului cu antigen se formeazd un halou
de precipitat, al chrui diametru este direct properfional cu
concentratia antigenului (figura 10.4), Tehnica Mancini este
folositd pentru determinarea concentraliei proteinelor plas-
matice (IgG, IgA, IgM, IgD, proteine ale sistemului comple-
ment, proteina C reaclivd etc.).

Imunodifuzia dubld radiald (tehnica Ouchteriony),
Antigenul si anticorpul difuzeazd radial din godeuri pracii-
cate la distan{a convenabild in stratul de gel. Dupa cca 24
ore de incubare, in zona dintre godeuri, unde reactivii
corespondenti in difuziune au realizal proportii echivalente,
apare 0 linie de precipitare. Tehnica Ouchterlony este
Fig. 10.4. Imunodifuzia radials simp- wftlizatd pentru caracterizarca antigenilor in amestec (figura

I3 (sestul Mancinl), Antserul A esiz (), 5),

incorporat in gel. Antigenul omolog A

L‘:m“"“f”ﬂf;"‘;ﬁ‘]“ﬂ Fa F:f"“* in Prin testul Eleck se poate demonstra toxigeneza
el metrul hatoulni de preci- i i : " :

pitire este proportional cu ;gn;ﬂfm- bacilului difteric. Intr-o placa Petri cu mediu de culturd adec-

fiite antigenului vat se aplicd in lungul unui diameiru o banda din hartie de
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filtru imbibatd cu antitoxind diftericd. Perpendicular pe Se:‘ ;E;un

directia benzii de hirtie se Insdmanteazd, in striu, tulpina
de cercetal si cAte o tulpind toxigeni si netoxigend de
bacil difteric (respectiv martorul pozitiv §i cel negativ),
Plicile se incubeaza la 37°C. Dupa 24 si 48 ore se
urmiareste aparifia in unghiul dinire striul de culturd si
depozitul de antitoxind a unei linii de precipitare, care
continud cu linia de precipitare toxind-antiioxind a mar-
torului pozitiv,

Imunoelectraforeza. Prin asociere cu eleciroforeza
puterea de rezolufie a imunodifuziei dublu radiale creste
considerabil. Intr-un prim timp, amestecul antigenic este
supus migrarii electroforetice in gel. In al doilea timp, se
plaseazd antiserul intr-un sant paralel cu direcfia de
migrare electroforetica a antigenilor. In gel se formeaza
arcuri de precipitare cu pozijii caracleristice.

Contraimunoelectroforeza. In gel de agar la pH
8,2—8.6 5i cAnd tamponul din gel are forta ionicd mai
mici decit cea din baile ﬂ:clmi!nn aniimrlpiii au anﬂr‘:
cAturd elecironegativi slabi si sunt antrenafl de curentu )
de electroendosmoza spre catod, iar antigenii, cu sarcind :g'm:n“:;um‘::fn'f;‘;f“ e achua
electronegativi mai mare, sunt antrenafi in cAmpul piasat in godeul central, jar antigenul in
electric spre anod. Dach godeul cu anticorpi este dispus 8odeurile periferice
spre anod, iar cel cu antigen spre catod, cei dol reactivi
se deplaseaza rapid si in sens conirar, iar unde se intdlnesc in proportii echivalente formeaza
o linie de precipitare (figura 10.6). Lectura se poate face uzual in 30—60 minute, Con-
traimunoelectroforeza este folosfta pentru depistarea rapida a antigenilor microbieni in umori,

Reactia de umflare a capsulei este o forma particulard a precipitarii: cAnd un ser
anticapsular este amestecat pe o lama de microscop cu microbul care contine polizaharida
capsulard omoloags, microscopic, capsula apare mai bine conturatd §i cu dimensiuni sen-
sibil mai mari, Testul permife identificarea rapida, direct in prelevale patologice, a bac-
teriilor capsulate (pneumococi 5. a.).

Punie de coneclare
{hartie de filtru}) —
+ -
o & & 8 s Sep imun
deﬂurs& y _:: : :-—“1-?’1““ LR ] ;—|'-' antigen
yreR ¥iom .j r—-— P]P1P|M
[ & N B
bkt 2 sses
Gel de _—— PP P M
aERroE
M = Martor
P = Probe

Fig. 1.6, Contraimunoelectroforesa peaciicatd pentru deplstaren unui antigen. Probele 2, 5§ g1 6 confin
antigenul chua
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10.2.2.2. Reactii de aglutinare

Cuplarea unui antigen in suspensie cu an-
ticorpul omolog determind aparifia unui aglutinat,

4 b ¢ care se depune 5i lasa supernatantul limpede. An-

tigeni in suspensie sunt: suspensii de bacterii,

Fig 10.7. Reacyia de aglutinare pe lamd peniru hematii (reactii de aglutinare directd) sau hematii

Identificaren unel wipinl de Salmonella, Suspensia : : £

bacieriand agluﬂnaafﬂ cu serul polivaleat anti- Sal- ori particule u_mfurme ‘?‘-‘ latex pe SPF“'E*';"’ ::i_'imra

monella grup A (e} gl cu serul lnli—&‘m'mwﬂﬂ a fost adsorbit un antigen (reactii de aglutinare

grup C (e}, dar nu gl co serul anti-Salmonella - 4 .

ga'u.:l: B ib). Tulpina este deci o Salmonelia grup indirectd sau pasiva).

. Absenfa aglutindril cu serul anligrup B a In alta varianti a aglutinirii anticorpul este

verificat stabilitatea suspensiel testale fixat prin h‘amcntul Fe pe proleina A din

invelisul . Staphvlococcus awreus (reactia  de
coaglutinare) sau adsorbil pe particule de latex. In aceste cazuri se pol depisia antigeni,
care, reactionind cu fragmentele Fab ale anticorpului de pe particule vecine, determina
aglutinarea.

Reactiile de aglutinare pot fi efectuate pe lamd cind uzual obfinem rezultatele
calitative, sau fn fuburi, cind putem realiza cuantifichri. Martorii adecvaii irebuie s ateste
slabilitatea suspensiilor folosite: suspensia antigenich + solufie salin3 izoton# sau un ser
care nu contine anticorpi omologi.

Reactii de aglutinare pe lamd. Aglutinirile macroscopice pe lama, citite dupa 1—2
minute in oglinda concava (figura 10.7), se folosesc curent peniru identificarea antigenica
8 bacteriilor. Sunt mai pufin sensibile decal aglutinirile in tub, Aglutinirile anumitor
microorganisme trebuie urmirite microscopic pe preparate colorate (rickettsiile) sau pe
fond negru (leptospirele). Reactiile de microaglutinare sunt foarte sensibile gi se folosesc
atat pentru identificarea microbilor, cat si, lucrdnd cu dilutii de ser, pentru cuantificarea
anticorpilor.

Latex-aglutinarea 51 coaglutinarea sunt reactii foarte sensibile larg utilizate pentru
depistarea rapida a antigenilor micrebieni In umori.

Reactii de aglutinare In tub (figura 10.8) se folosesc pentru:

s cuantificarea anticorpilor din serul pacientilor (serodiagnostic);

n confirmarea rezultatelor aglutindrii pe lamA (identitatea microbului aglufinat pe
lam4 se confirmi dach serul respectiv il aglutineaza si in tub pané la titrul nominal indicat
de furnizor — vezi 13,1), Perioada de incubatie la 37°C sau 56°C si aspectul aglutinantului
diferd cu antigenul: antigen flagelar, incubare 2 ore, aglutinat floconos ugsor disociabil;
antigeni somatici, incubare 20 ore, aglutinat grunjos greu disociabil.

T P 3 b 5 b 7 & | Maror
Diltaia | ¥20 _f/40__1/80 37160 1/320  1/640_4/re0 mslqi antigen
[T — =" Y2 H B
ml antigen 0.5 05 0% 0% a5 05 s
ml ser AT 4 AR o
de fesial
ml diluent 3,5 05 05 -] 0.5 05 05
S . -
' e g

Fig. 10.8, Reacyia de sglutinare in twburi pentru depistarea §i titrarea anticorpilor din serul unui pacient, Titrul
agiutininelor in serul testat esie de 1:1280
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10.2.2.3. Reactia de fixare a complementului (RFC)

Indicatii: Este frecvent utilizatd pentru identificarea si titrarea anticorpilor
{serodiagnostic), dar poate fi aplicatd si la identificarea unor antigeni virali (e. g. iden-
tificarea tipului de virus gripal izolat pe embrionul de gdind etc.).

Principiu: Reactia se desfisoard In doi timpi:

1. La dilutii de ser imun decomplementatl (prin incalzire 30 minute la 56°C) se
adaugh in cantitdfi determinate antigen §i complement, iar amestecul esie incubat 18 ore
la 4°C pentru formarea complexului antigen-anticorp i fixarea (activarea) complementului.

2. Se adaugd o cantitate deferminatid de cuplu hemolitic (amestec de hematii de
berbec cu ser antihematii de oaie) care, dupd incubare 30 minute la 37°C (pentru dezvol-
tarea hemolizei) s5i 1—2 ore la 4°C (pentru sedimentarea hematiilor nelizate), testeazi
absenta sau prezenia complementului In sisiem, interpretati dupi cum urmeazé:

m absenfa lizei (hematiile sedimentate in buton cu supernatantul incolor): com-
plementul a fost fixat de complexul imun format in primul timp al reactiei; reactia este
pozitivd;

m liza (amestecul reactivilor limpede, colorat in rosu, fard buton de sedimentare a
hematiilor): in primul timp al reactiei nu s-a formatl un complex antigen-anticorp, com-
plementul rimas liber determing liza hematiilor; reacfia este negativd (fig. 10.9.

In functie de cantitatea complexului antigen-anticorp fixarea complementului variazd
si, conventional se noteaza cu 4; 3; 2; 1 5i 0 {respectiv 100; 75; 50; 25 5i 095 fixare, adica
lipsa de liza).

Proba: In funcyie de indicatie, ser cu anticorp necunoscul sau suspensie microbiana
de identificat.

Necesar!

1. Diluent, tampon veronal cu pH 7,3.

2. Reactivul imunologic de referinji, antigen sau anticorp, in functie de indicatia
reactiei.

3. Hematii de berbec.

4, Ser hemolitic anticaie.

5. Complement de cobai.

6. Placi standard din material plastic cu godeuri.

7. Pipete automate 5i semiautomate reglabile pentro volum de 0,1 ml.

8. Eprubete, pipete gradate.

Procedura: Aminuntele complexe

privind standardizarea reactivilor depdsesc Runcin  Renciie
scopul manualului, poxitivh  negativh
Interpretarea corectd a RFC se face |pama Ser imnn Ganthidrp) >
dupa lectura martorilor: REACTIE Antigen Hilrabian
n martorul cuplu hemolitic verificd daca Sompieen
. hematiile nu llizﬂaza spontan (sursh de rezul- x DOUA - v &
tat fals .ﬂegﬂh\’} 4 REACTIE Sar hemoliH +
m martorul complement verificd dacd in A Abcemps Hewelsa
reactie sunt prezente cele 2,5 DHg, indicate heiiotizel i
wzual;

w martorul antigen verificd dacd an-

tigenul nu fixeaza complementul In absenja Fig 109 Reacjin de fixare a complementulul,
anticorpului; schema ge principiu
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m martorul ser pozitiv verificd daca in reactie a fost utilizath doza precisd de antigen;
acest martor trebuie 53 reproduocd titrul cunoscut al serului pozitiv;

m martorul ser negativ;

m rartorul ser de investigat,

Un ser care in absenia antigenului fixeazd complementul se numegte anticomplemen-
tar, Cauzele anticomplementaritatii unui ser pot fi preexisiente recoltarii (complexe an-

tigen-anticorp circulante) sau fin de recoltarea si conservarea defectuoasd a serului (seruri
contaminate in care microbii de contaminare activeazd complementul).

10.2.2.4. Reactii de neutralizare si reactii de inhibare

Ca si RFC, sunt modalitafi indirecte de depistare §i cuantificare a reacfiei antigen-
anticorp. In esent in aceste reactii sunt implicate antigeni virali sau toxine a caror legare
de receptori celulari specifici este urmai de efecte definite (infectie virald, hemaglutinare,
hemadsorbtie, hemoliz3, intoxicatie etc.). Anlicorpii omologi previn fixarea acestor antigeni
pe receplorii celulari. Sistemele indicator In aceste reactii variaza cu natura 5i cu efectele
antigenului;

In reactiile de neutralizare se urmareste supravictuirea animalelor receptive dupa
inocularea amestecului ser imun—virus sau ser imun—{oxing §i blocarea efectului citopatic
dupa inocularea amestecului In culturi de celule. O varianta a reacyiel de neutralizare esie
testul de seroprotectie, In care se urmiresite capacitalea unei antitoxine, inoculate in
prealabil la un animal receptiv, de a preveni efectele specifice ale unei toxine.

Frecvent folositd in laboratorul clinic este dozarea antistreptolizinet O bazatd pe
neutralizarea efectului hemolitic al streptolizinei O, o citotoxind produsd de streplococii
grup A, C5i G,

Prin teste intradermice poate fi urmarild neutralizarea toxinelor difterice, cu efect
dermonecrotic (testul Schick) sau a eritroloxine streptococice (testul Dick).

Reactiile de inhibare a hemaglutindrii (RIHA) sunt uzual folosite pentru identificarea
virusurilor hemaglutinante si in serodiagnosticul infectiilor determinate de asemenea
virusuri, In conditiile necesare hemaglutinarii (pH, temperaturd), peste dilugiile de ser se
adaugh o doza determinata de hemaglutinina 5i suspensia de hematii. RIHA trebuie insotita
de martori care si ateste: lipsa in serul testal a inhibitorilor nespecifici ai hemaglutinarii,
a izo- 5i heteroaglutininelor, sedimentarea hematiilor in buton.

Reactia pozitivd: in prezenta anticorpilor inhibitori omologi hemaglutininei, hematiile
sedimenteaza in buton. Reacfia negativd: in absenja acestor anticorpi, hematiile aglutineaza
in pelicula care tapiseaza fundul godeului sau al tubului. In functic de cantitatea com-
plexului anticorp—hemaglutinina, inhibarea variazi i, convenjional, se noteazi cu 4, 3
2: 1 si 0 (respectiv 100; 75; 50; 25 si 0% inhibare) (figura 10.10).

10.2.2.5. Reactii cu anticorpi sau antigeni marcafi

Imunofiuorescenta. Coloranti fluorescenti (izotiocianatul de fluorescenia, rodamina)
pot fi legati covalent la imunoglobuline. Daca excesul de colorant este indepartat din
solutie, se objin anticorpi marcati fluorescent (imunoconjugate) prin care pot fi identificali
si localizati variafi antigeni pe frotiuri examinate la microscopul cu radiafii ultraviolete
(figura 10.11).

Tehnica directd foloseste anticorpi marcati specific pentru fiecare antigen. Numarul
mare de imunoconjugate necesare face restrictivi utilizarea acestei tehnici.

Tehnica indirectd foloseste anticorpi marcati antiimunoglobuline, condifie in care
elementele de identificat pot fi atat antigenii, cit 5i anticorpii. Pentru laboratorul clinic
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Fig. 10.10- Reacfia de hemaglutinare §i de inhibare a hemaglulndril In gripd

avantajele metodei indirecte sunt triple: numirul limitat de imunoconjugate necesare;
utilitatea si in serodiagnosticul unor boli infectioase, sensibilitatea mai mare.

Radioimunodozarea (RIA). Antigenii pot fi marcafi cu izolopi radicactivi (*H.
140y, Exista o competifie specificd pentru anticorp intre o cantitate cunoscutd de anligen
marcat radioactiv si antigenul nemarcal (in calitate necunosculd). Se misoard radioac-
tivitatea complexului antigen-anticorp. Pentru aceasta, fie anticorpul este in prealabil fixat
pe un suport insolubil, fie complexul este precipitat cu ser antiimunogiobulind. Concentrajia
antigenului nemarcat se afla comparand radioactivitatea complexului cu o curbd standard.
RIA este cea mai sensibilda metoda de cuantificare a antigenilor si haptenelor. 1n laboratorul
clinic este utilizatd pentru dozarea hormonilor, medicamentelor, antigenului HBs.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Unul din reactivi, antigenul sau
anticorpul, este fixat prin adsorbfie pe o suprafaja de polistiren (e. g. godeul unei placi
din polistiren). Un anticorp corespunzalor esie marcal prin conjugare cu o ENZIMA ca
peroxidaza din hrean sau fosfataza alcalind. Dupa formarea complexului cu antigenul si
spalarea reactivulul necuplat, activitatea enzimaticd reslantd pe suprafald, care atestd
reaclia antigen-anticorp urmarita, este testatd prin adaugarea substratului cromogen al
enzimei de marcare, iar reactia stopata dupi 30 minute. Culoarea dezvoliatd este masurald
spectrofotlometric, iar cantitatea reactivului depistat este apreciata in raport cu o valoare
prag a densitatii optice (cut-off) sau In EIU (Enzyme Immunoassay Units).

Avantajele testelor ELISA sunt doul: sensibilitate de acelasi ordin cu RIA si ac-
cesibilitate mai mare pentru laboratoarele clinice.

Exista trei tipuri de metode ELISA: indirectd, competitiva si cu dublu sandwich.

a Metoda indirecta detecteazd anticorpul. Antigenul de referinja, fixat pe suprafaja
de polistiren, este incubal cu serul testat, apoi cu anticorpi antiimunoglobulind marcati cu
enzima. Dupa fiecare etapa, reactivii necuplafi sunt indepartati prin spalarea suportului,
in final se adauga substratul cromogen, iar culoarea dezvoltatd in interval de 30 minute
este masuratd (figura 1012, a).

u Metoda competitivd detecteazi de asemenea anticorpi. Anticorpul din serul testal
i anticorpul omolog monoclonal marcat cu peroxidaza din hrean, pipetati in ordinea
enuntath, intrd In competitie pentru antigenul fixal pe suprafata de polistiren. Anticorpii
necuplati sunt indepdrtati prin spalare, apoi este adaugal substratul cromogen pentru
testarea enzimei restante pe suprafaja de reactie. Intensitatea culorii, masuratd dupi
stoparea reactici la 30 minute, deci activitatea enzimei de marcaj este invers proporiionala
cu concentrafia anticorpului din serul pacientului testat (figura 10,12, b).

123,
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Fig. 1611 Principiul coloratiei imunoflusrescente

m Metoda cu dublu sandwich delecteaza antigenul. Anticorpul de referinia fixat pe
suprafaja de polistiren este incubal, pe rand, cu materialul suspect a conjine antigerues
apol cu anticorpul de reférin{d marcat cu enzimi, Dupa fiecare etapd reactivii necuplati
sunt indepirtati prin spalarea suportului, In final este adiugat substratul cromogen $i
misurati culoarea dezvoltatd in intrevalul de 30 minute (figura 10.12, ¢).

10.2.3. Depistarea imunodeficienfelor umorale:
hipo- si agamaglobulinemia
Se testeazid cantitativ gamaglobulinele {e. g. electroforetic). Nivelul de 2 g%, este

considerat limita normalad infericara. Prin testul Mancini se pot cuantifica diferenfiat
clasele de imunoglobuline. Capacitatea de a elabora un raspuns imun umoral poate fi
investigati prin:

» ciutarea unor anticorpi natural ubicuitari cum sunt izohemaglutininele A, B;
heteroanticorpii fata de globulele rogii de oaie, anticorpii bactericizi anti-E. coli;

w lestarea raspunsului imun fajd de o anatoxingd {difteric3, tetanicd} sau fafd de un
vaccin corpuscular omorit (niciodati viu atenuat),

10.3. REACTIILE IMUNITATII CELULARE

Numarul in crestere al persoanelor cu defecte ale imunitafii mediate celular — unele
congenitale {aplazia timicd — sindromul Di George, displazia timicd — sindromul Nezelof
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Fig. 1042, ELISA { Enzyme Linked Tmmunosorbent Assay)

etc.), altele debandite (infectii cu virusuri limfotrope, tumori ale sistemului limfoid etc.)
sau induse iatrogen {(medicatie antitumoral’, imunosupresiva, corticoterapie) — explica
interesul pentru testarea reactivitdfii mediate celular. Pentru aceasta putem recurge la
testari in wivo sauw in vitro.

10.3.1. Testari in vivo

10.3.1. 1. Intradermoreactii (i.d.r.)
Ca urmare a colonizirilor si frecventelor infecjii, aparente sau inaparenie, cu
microorganisme ubicuitare, majoritatea persoanelor normale rdspund cu reactii de sen-
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sibilizare de tip intarziat (vezi fig. 11.1) la injectarea intradermica a antigenilor de Candida
{candidind), Streptococcus pyogenes (streptolizina O, streplokinaza-streptodornazi) sau
Mycobacterium tuberculosis (tuberculind) etc. (vezi 11.1). Raspunsul negativ la testul i.d.r.
cu antigenii acestor microbi indica o deficients a reactivitafii imune mediata celular.

10.3.1.2. Teste de inducere a sensibilitatii intarziate

Pe tegument se aplicd in spot solufia 1% de dinitrocloro- sau dinitrofluorobenzen
capabild sa inducd sensibilizare mediata celular. Dupa 24 ore tegumentul este spalat, iar
dupa 7—14 zile, exacl in aceeasi arie se aplica o picatura de solutie 0,03—0,1% a aceluiasi
derivat. Competenta de a elabora un raspuns imun celular se traduce prin aparifia unui
infiltrat inflamator in aria cutanatd testala.

10.3.2. Testari in vitro
10.3.2.1. Numaratoarea diferentiata a limfocitelor

Tehnologia modernd permite obfinerea de anticorpi monoclonali de soarece specifici
pentru variali markeri limfocitari de suprafati: variatele clase de imunoglobuline ale lim-
focitelor B, markerii CD, ai limfocitelor T ajutatoare (Tyy), CDg ai limfocitelor T supresor
(Tg} sau markeri ai altor celule. Acesti valorosi reactivi permit numaratoarea diferenfiata
a populatiilor §i subpopulatiilor limfocitare prin doud metode: imunofluorescentd si
cifometria in flux { flow cytomeitry). In acest mod pot fi stabilite deficitele congenitale de
sinlezd a unel anumite clase de imunoglobuline, raportul subpopulatiilor limfocitare CD,
ajutdtoare/CDy supresoare, care normal este de 1,5, dar ajunge sub 1 la pacientii cu
deficite imunitare {e. g. SIDA).
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Laboratoarele fard acces la aceste tehnici moderne pot recurge la o tehnicd mult mai
modesid: rozefarea limfocitelor T cu hematii de oagie. Rozetla este o grupare celulard ex-
perimentald, identificabilda microscopic, formata dintr-o celula (cclula formatoare de rozeta)
pe suprafata careia se leagd cel pufin 3 celule de un singur tip (celule indicatoare). Lim-
focitele T umane formeazd spontan rozete cu hematiile de caie. Suspensia de limfocite
umane, separatd prin centrifugare in gradient de densitate, este incubata in prezenja
hematiilor de caie. Celulele resuspensionate sunt examinale apei microscopic pentru iden-
tificarea si cuantificarea rozetelor (figura 10.13). Normal proportia limfocitelor din siingele
periferic uman care rozeteazd cu eritrocite de oaie este de 70%,.

Transformarea blasticd a limfocitelor. Sub acfiunea unui mitogen limfocitele se trans-
formd in celule mari blastice, care se divid activ. Fenomenul poate fi coantificat prin
determinarea microscopicd a numirului si proporfiei de celule blastice aparuie intr-o
populatie de limfocite sau prin misurarea canfitafii de timidind fritiatd incorporati de
ADN, Prin acest test se poate aprecia:

m reactivitatea globala a limfocitelor T, daci se utilizeazd un mitogen policlonal ca
fitohemaglutinina sau concanavalina A;

m reactivitatea unei clone limfocitare la un antigen dat.

Inhibitia migrdrit macrofagelor. Limfocitele specific sensibilizate cultivate in prezenta
anligenului omolog elibereazii factorul de inhibitie a migrarii macrofagelor (MIF), care
inhibd migrarea macrofagelor dintr-un tub capilar introdus in camera de cultivare (figura
10.14).



11

ALERGENII SI METODA ALERGOLOGICA
DE DIAGNOSTIC

Apararea specificd a organismului fatd de agresiunea antigenicAd se desfdsoard In
doud faze: la primul ¢ontact apar semne ale acliunii directe a antigenului (toxina, venin
eic.) sau nu apar semne vizibile dacd antigenul este lipsil de o asemenea acfjune (seruri
heteroloage 5. a.); la al doilea contact organismul prezintd o stare de rezisten)d specifica
la acjiunea nociva directd a anligenului, simunitates, sau o stare de sensibilitate crescuta,
«sensibilizares,

In 1906 von Pirquet numea aceasta modificare a reactiilor organismului dupa contact
repetal cu antigeni ealergies (gr. allos = alt si ergein = a acfiona, deci alta reactie).
Progresiv, prin uz, semnificatia termenului de alergie s-a restrans, el devenind, in limbajul
medical contemporan, sinonim cu sensibilizare.

fmunitatea si sensibilizarea sunt doud modalitdfi de manifestare ale unué fenomen
unie: reaciia aceluiasi antigen cu efectorii imunitari. Imunitatea si manifestarile sensibili-
zirii fatd de un antigen depind de:

w» raporturile cantitative realizale intre antigen $i anticorpii omologi,

= tipul efectorilor implicali;

m sediul reaciici antigen-anticorp.

R. A. Coombs si P. G. Gell au clasificat sensibilizarile, dupd mecanismul de
producere, in patru tipuri;

w tipul I — reactiile mediate de anticorpi citofili;

m tipul 1T — reactiile citolitic-citotoxice, care sunl mediate de anticorpi faia de
antigeni de pe suprafata celulelor cu participarea complementului, a celulelor K sau mac-
rofagelor;

w tipul 111 — reactiile mediate de complexe imune cu participarea complementului;

w tipul IV — reactiile mediate de limfocitele T sensibilizate la antigen (figura 11.1).

Pentru ¢ reactiile de tip 1—111 se manifestd la infervale de minute sau ore dupa
pitrunderea antigenului, se numesc sensibilizari imediate, In timp ce reactiile de tip IV,
care se manifestd dupd 24—48 ore, sunt sensibilizdri intdrziate.

In evolutia unor infectii, efectorii imunitari pot contribui, alaturi de agentul eticlogic,
la patogenia balii. Este cazul sensibilizarilor la antigeni ale agentilor infecfiosi:

s Fenomene anafilactice apar in evolufia uner infectii cronicizate ale tractusului
respirator inferior {astmul intrinsec), helmintiaze cu Ffazd tisulard {ascaridiozd,
echinococozd ete.),

= Reactii citolitic-citotoxice determini leziunile de hepatitd cronic in infectia per-
sistentd cu virusul hepatitei B sau C.
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» Reactii localizale prin complexe antigen-anticorp se Intalnesc In aspergiloza pul-
monara (infectia cu Aspergillus fumigatus a persoanelor sensibilizate prin inhalare repelata
de pulberi continind sporii acestui fung).

m Leziunile de glomerulo-nefritd care apar la paciéntii cu endocarditd bacteriand
subacuti sau dupd 2—3 siptimini de la debutul infecfiéi cu anumile serotipuri de Strep-
tococcus pyogenes sau S. zooepidemicus se datoreazd sensibilizarii prin complexe antigen-
anticorp circulante. Acesti pacien}i au complementul seric scazut, iar colorafia imu-
nofluorescenti depisteaza subendotelial, tn lungul membranei bazale glomerulare, depozite
de imunoglobuline si Cs.

u Sensibilizarea de tip IV apare ca un corolar al imunitatii cAnd In organism patrunde
ori s-a format In cantitdyi mari antigenul sensibilizant 1n infectii co microorganisme in-
tracelulare.

Sensibilizarile la variatii alergeni din mediul extern (tabelul 11.1) este o temd relativ
mare, dar In acest capitol vom trata cu precidere metodele si tehnicile de depistare a
sensibiliziirilor la antigeni ale unor agenti infectiosi cu rol semnificativ pentru diagnosticul
infectiilor determinate si, eventual, In patogenia bolilor respective. Putem recurge la teste
in vive sau la testlri in vitra,

Tabelul 11.1. Teste intradermice de sensibllizare la unil agenfi Inlectiogh sau alll alergeni cu intares
pentru patologia infecficasa

Antigen Dd::Lu Citiren dupd Diagnostic Ohseryatii
+
ml

Diagnosticud fnfectie!

Brucelina' 0.1 24—48 ore Brocelozi Papuld cu diametrul
=10 mm absentd lo
mariorul cu
vehicolul antigenului

Frei® 0,1 48—72 ore Limfogranulomaiozd | Papuld cu diametrul
veneriand =6 mm absentd ln
mariorul cu
viehicelul an-

tigenulul. Aparc
pozitivi st in alte

infecfii cu
Chlamydio
frchicimnalis
Limforeticulozl 0.1 24—48 ore Boala zghriewrii de | Papuld cu diameirul
benignd de pisici = bmm
inoculare?
Ricketisian® o, 24—48 are Febra Q Papuid cu diametrul
Tilos exaniemnaiic =5 mm absenid la
Febre paiate martorul co
Tifos de lastiris vehicolul antigenulul
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Tabelul 11.1 {confinuare)

Antigen E::.ej Citirea dupd Diagnostic Obgervall
ml
Fuberculing (PPDY) 2 U0, 48—T72 ore Tuberculnzd Paputh cu diamerul
1o u/od {infecfie latentd sau | =10 mm
boal)

Tularind® 0,1 48—T72 ore Tularemie Papuld cu dizmetrul
=10 mm; posibil
vezicule In centrul
leziunii. Martor cu
vehicolul antdgenului

Toxoplasming’ o1 24—48 ore Toxoplasmozi Papull ¢u diametrul

' 210 mm; posibil
vericula centra-
1. Martor cu
vehicolul antigenulei

Caszoni® 0,2 Hidaildoza: Papuld cu diameirul

Reacjle precoce; chist nefisurat, Z10 mm. Marior cu
10—20 minute imunoselectiv vehicolul an-
Reactie wrdiva: Chist fisural, tigenulul. Sen-
24 ore Imunoacty sibilitate: T5%:
specillchate: 909
Trichinian® Lo, Reacyie precoce: Trichinelozé Papuld cu diamerl
5—20 minuse =10 mm. Martor cu
Reacie mrdivi: vehicolul antligenubui
18—24 are
Coccidioiding'® 104 —107/0,1 24—48 are Papuld cu dismetrul
Coccldinido- = 5 mm, Martor cu
micozd vehicolul antigenuiui

Sferulina''

Histoplogming' ol 48—72 ore Histoplasmozd Papula cu diametrul
=5 mm. Marior cu
vichicolul antgenuwdul

Aspergillus sp.g ort—104/0,1 10—20 minute Senslbillziri atopice | Papuld cu diametrul

wlte mucegaiuri 4 ore {astm hrongic) =% mm. Martor cu

Aspergilozd bron- vehicolul antigenului
hopulmonard
Medicamente

Seruri hiperimune 1ot —10%/0,1 5—30 minute | Sensibilizare Papuld urticariand

heterologe pnalilacticd say numal erilem cu

diametrul =5 mm
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Tabelul 11.1 {continuara)

Antigen - [;::Ei Citlrea dupa Dvagnostic Crbservalii
ml
Penicilind G S0—1000 UL/ mi' 15 minute Sensibilizare Se incepe cu iestul
potasich 10*UL/ml anafilactich percutan'®; dach ri-
a1 miine negatly, se

contingd la intervale
de 15 minuie cu

i. d. r. incepind cu
cea mal micd dozi
recomandati. Papuld
uriicariand sau
numai congestic cu
dinmetrul =5 mm

Evaluarea imunitdfii mediate celufar

Candldin'? 104 —10/0,1 24—48 ore — Papuld cu diameirul

=5 mm! prezinid
capacitatea de a
elabora un raspuns
imun celular. Mar-
tor cu vehicolul an-

figenului
Antigen urlian'® 0.1 24—48 are — Ibldem
Sueptﬂklnaim-sﬂp— 0,1 24—48 ore - Ibidem

indornazh’

' Brucetind: Filtrat al culturli de Brucella, fazd §, in vArsid de 25 zile. Nu este Imenogen, ci numad
renciogen. In caz de rezultat neconcludent, lestul se poate repets numei dupl 30 zile pentru a evita
desensibiliziri.

T Extract inactivat termic din celulele saculul vitelin al embricoulul de gling infectar cu Chlamydia
trachomatis, serotipurile L-L,; poale provoca seroconversie, are inrudiri cu celelalie serotipuri de
C. trachomatis.

 Puroi din leziunile unui caz tipic, aspirat asepiic gi innctivat termic,

* Antigen rickensian solubil (specific de grup) sau corpuscular (specific de specie) obiinut din sacul
vitelin 8l embrionulul de gilnd infectat.

¥ Tuberewling closicd: Mhratil culturil in bulion glicerinat al bacililor wberculozei, omoriiji prin cildu-
ré, concentral prin evaporare i baie de aph la 80°C pand la 1/10 din volomul inijial. Elementul actv
sunt twherculoproteingle, care, denaturate prin chldurh, sl plerd imunogenitaien, dar isl pasireazd reac-
tivitasen specifich. Se utilizeazd pentru i.d.r. in dilugii de la 107" 10 10™%, PPD (Purified Proteine
Derjvative) este mal stabil, mal specific gi mai sensibll decdt wberculing bruth &i dozat mai precis in
uniitdfl tuberculinice.
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Tabelw I1,) (confinuare)

® Tularing: Suspensie cu 10° cocobacill tularemici/m! in solufie salind lzotond, glicerinath 3%, 3i inac-
tivald o ord la 80°C.

7 Toxoplasmind; Extract in solujie salind lzotond din wofozoifl de T. gondii; poate fi liofilizat.
® Lichid hidauc formolar; poate Ml Hofilizat.

 Extract din larve de Trichinella spiralis,

'® Fittrntul cutturii de Coccidivides immitis in bulion sinletic,

" Extract din sferete tisulare de . fmmitis.

" Eiltranl culturll de Histoplasma eapsulatum in bullon sintetle. Este unul din pujinii antigeni uiiliza)l
in Ld.r. care nu-gl plerd imunogenitatea gl poale determina crepier ale vitrulul anticorpilor anti-His-
toplasma (e, g anticorpii fixatori de complement),

¥ Fittratul colturil acestor specii.
" La pacienfi cu antecedente cerle de sensibillzare lmediatd.
' La pacienyi fard antecedente certe de sensibilizare.

Y astul percutan: Se anlseptizeazd legumentul de pe faja anterioard o antébrajulol succesiv cu alcool
ai apol cu eter pentru 8-l usca. Cu un vaccincstil 88y cu un &c de seringh se scarificd de 2—3 oni
fegumentul pe o lungime de 0,5—1 cm pind apare o picAwrd de limfd ugor sangyvinolentd, Se depune
pe suprafaja scarificatd o piciturd din solufia de antigen gi s¢ urmireyte reaciin de tip anafilactc.

" Filwratul culturii de Candida albicans.
" Exiract antigenic din embrionul de ghind infectat cu virusul parotiditel epidemice.

" Filtratul culturii de Streptococcus pyogenes in bulion.

11,1. TESTARI IN VIVO: INTRADERMOREACTII
LA ALERGENI

Principin: Un alergen inoculat intradermic la o persoana sensibilizata reacjioneazd
cu efectorii imunitari preexistenyi 5i determind o inflamatie locald in interval de 5—=20
minute, de tip anafilactic (implicarea anticorpilor 1gE), pana la 6 ore, de tip Arthus
(implicarea anticorpilor 1gG, IgM si complementului), intre 24—72 ore sau mai mult de
tip tuberculinic (implicarea limfocitelor specific sensibilizate).

fadicatii:

= Diagnosticul unor infectii inaparente, latente sau manifeste clinic.

» Depistarea scnsibilizarii 1a unele medicamente injectabile ca: seruri hiperimune
heterologe, penicilina, novocaind, substanfe iodate pentru contrast radiologic.

= Determinarea capacitaii unei persoane de a elabora raspuns imun celular.

= Identificarea alergenilor responsabili de anumite stari morbide (astm bronsic,
eczeme profesionale s. a.).

MNecesar:

1. Truse cu extracte alergene, mai mult sau mai pujin complete, sunt comercializate
de diferite laboratoare ca Institutul Pasteur din Paris, Institutul (?anlacuzinu din Bucuresti

§. a. (tabelul 12.1).

2. Seringa Luer de | ml, cu gradatii de 0,05 ml, prevazutd cu ac 16/5 (lungime de
16 mm, calibru de 0,5 mm).

3. Tampoane din vatd sau tifon,

4. Alcool etilic de 709,
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Procedurd: Se antiseptizeazd cu alcool de 70" tegumentul fefei anterioare a an-
tebrafului tn 1/3 mijlocie. Se inoculeazd strict intradermic cantitatea indicatad de antigen
(tabelul 11.1), uzual 0,1 ml.

Observatii: Cand pacientul declard 1n antecedente reactii de tip anafilactic, antigenii
care pol induce asemenea reactii vor fi testali mai tntdi percutan (vezi mota 16, tabelul
11,1) cu dilufia cea mai mare a antigenului, iar testarea nu va fi Inceputd fara trusa de
urgentd antisoc (adrenalind, hidrocortizon hemisuccinat, romergan) sau antiastmatica
{astmofug, bronhodilatin, Alupent spray, Berotec spray ete.).

Citirea: ’

1. Reactiile de tip andgfilactic, apar In interval de 5—20 minute i se manifests ¢a o
papuld urticariand palidd, tnconjuratd de o aureold congestivd cu tegumentul catifelat si
pruriginoasd; dispar in interval de 30—60 minute.

2, Reactiile de tip ITI, Arthus, apar dupld 4—6 ore ca o papuld infiltrativa, indurats,
congestiva Impreund cu regiunca inconjuritoare. In caz de reacjie intensa centrul leziunii
poate lua aspect petesial, chiar necrotic. Dispar In interval de 24 ore sau mai mull, In
functie de intensitatea leziunii.

3. Reactiile de tip IV, Intdrziate sau de fip tuberculinic, apar dupa 24—96 ore, chiar
mai mult, In functie de antigen (tabelul11.1) ca o papula infilirativa, induratd, congestivy
Impreund cu regiunea Inconjurdtoare. La reactii intense, In centrul leziunii pot apirea
vezicule. Dispar lent tn interval de citeva zile.

Aprecierea reacfiilor se face dupd diameirul papulelor (tabelul 11.1) In condiiile
absenfei unei asemenea leziuni sau a disparitici ¢i semnificativ mai precoce la martor (e.
g. sensibilizarea de tip anafilactic sau de tip Arthus asociate unei sensibilizéri Intarziate
la antigeni cum sunt candidina, antigenul trichinian).

Interpretarea rezultatelor trebule diferengiati:

L, Testele percutane sau Ld.r. pentru sensibilizdri de tip imediat:

a) Au importantd deosebitd pentru identificarea alergenului in boll prin sensibilizdri
atopice (astm, edem Quingue etc.), tn aspergiloza pulmonara, identificarea sensibilizarilor
la unele medicamente.

by Pentru diagnosticul unor helmintiaze (ascaridioza, distosomiaze, filarfioze, schis-
tosomiaza) sau micoze {candidoze) sunt prea pulin sensibile si specifice, Incdt nu se mai
utilizeazd. Doar In unele servicii, care nu au posibilitatea altor teste, s¢ mai utilizeaza i.d.r.
Casoni pentru diagnosticul hidatidozei cu o sensibilitate de 75% si o specificitate de 90%,.

2. Testele L.d.r, pentru sensibilizdri de tip Intarziaf:

a) In diagnosticul bolilor infecfioase trebuie interpretate prudent:

Sensibilizarea Intirziati poate H demonstratd numai intre 1 i 10 siptdmani dupa
debutul infectiei. Intervalul 1n care apare acest tip de sensibilizare depinde de mai mulfi
factori ca: agentul infectios, perioada de incubatie a bolii, reaclivitatea gazdei si alti factori
mai pufin cunoscuii. Cel mai precoce apare In boli ca histoplasmoza, limfogranulomatoza
veneriani; in infectia tuberculoasa apare abia dupa 10 sdpiAmani, iar In lepra 5i mai tarziu,

Testele intradermice de 1ip Intarziat se pot negativa temporar In unele circumstanie
fiziologice (sarcind) sau patologice (convalescenja unor viroze anergizante ca gripa, rujecla
eic.) §i tratamente imunodepresive. Se negativeaza la pacienfii cu SIDA, Nici nu se
pozitiveazdi la pacienti cu imunodeficiente congenitale ale rispunsului imun celular, desi
infectiile cu microorganisme facultativ intracelulare evolueazi deosebit de grav la acesti
pacienti (e. g. lepra lepromatoasa, tuberculoza miliard, histoplasmoza si coccidiodomicoza
diseminate progresiv).

Sensibilizarea Intarziatd persisia cAt persisia si infectia latentd cu microorganismele
respective sau este Intrefinutd prin contacle repeiate cu acestea.
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Agenii infectiogsi ca micetele (e. g. HMistoplasma, Coccidioides), serovarurile de
Chlamydia trachomatis $. 4. au anligeni comuni,

In aceste conditii i.d.r. devin semnificative pentru diagnosticul unei infectil atunci
cand:

m Se surprinde virajul de la negativ 1a pozitiv,

m 5S¢ surprinde saltul de la o intensitate la alta a reactiei. Asa este «saltul tuber-
culinics: cresterea cu peste 8 mm a diametrului reactiei intre doud testari. Dar pentru
aceasia sunt necesare testari In dinamicd la intervale de 6 luni (testari mai frecvente duc
la desensibilizari), care se pot efeclua numai In focare de tuberculozi.

= Cum Intre cantitatea de antigen din organism si intensitatea i.d.r. la o persoand
normoreactivd esie o relatie direct proporfionald, se admile c8 un test itradermic foarie
intens indica bdala si nu infecia latentd cu agentul infectios respectiv.

m Data fiind tnrudirea antigenica Intre unii agenfi infectiosi:

— Rezultatele i.d.r. trebuie interpretate in contexiu! clinic: e. g. antigenul Frei da
i.d.r. pozitiva si la pacientii cu limfogranulomatozd veneriana si la cei cu conjunctivite sau
uretrite cu incluziuni;

— Se recurge la tesiarea cu baterii de antigeni: e. g. lestare In puncie diferite cu
coccidioidind sau sferulind si histoplasmini.

b) Pentru diggnosticul areactivitdtii imune celulare interpretarea rezultatelor i.d.r,
la candidini, la antigenul urlian 3i la streptokinazi-streptodornazi este mai usoard,

11.2. TESTE IN VITRO

11.2.1. Testul radioimunosorbentului (RIST)

Acest test dorzearzd cantlitatea totald de anticorpi IgE din singe, asa cum apare
crescutdl tn infectiile determinate de helminti cu fazd tisulard sau prevAzuli cu cirlige de
fixare pe mucoase. Anticorpii de iepure anti-IgE umand sunt adsorbiti pe particule de
Sephadex (un imunoadsorbent) si reactioneazd cu canfitdli determinate de ser standard
sau de pacient. IgE legatd pe imunosorbent este masuratd apoi prin adiugare de anti-IgE
marcatd radioactiv,

11.2.2. Testul radioalergosorbentului (RAST)

Acest test dozeazd IgE responsabile de sensibilizarea anafilactica faja de un anumit
alergen (e. g. polen de graminee, mucegaiuri ete.). Alergenul este fixat pe un imunosorbent
{particule de Sephadex, rondeld de hartic) care este apoi tratat cu serul pacientului si
spalat pentru indepariarca 1gE necuplate. Cantitatea de IgE specifica alergenului este apoi
estimatd prin adiugare de anti-1gE umand marcata radioactiv.

11.2.3. Testul Schultz-Dale

Uterul sau un fragment de intestin de la un cobai normal preincubat cu serul unui
pacient cu seénsibilizare anafilactica este sensibilizat pasiv, prin fixarca IgE, si la adiugarea
alergenului specific, in baia de organ, se contracii.



12

VACCINURILE. AUTOVACCINURL
METODE DE OBTINERE

Vaccinurile sunt produse biologice prin care se obtine o imunizare artificiald activd
contra unor boli infecjioase sau toxine microbiene.

Patru calitdfi de bazd se cer unui vaccin: eficients, inocuitate, stabilitate si cosi
accesibil.

Eficienta vaccindrii presupune:

w calitdli imunogene verificate ale vaccinului;

w capacitatea organismului vaccinat de a elabora raspuns imun;

s un inlerval de timp suficient pentru aparitia anticorpilor protectori si formarea
clonului limfocitar cu memorie, care, la un nou contact cu antigenul, 53 realizeze expan-
siunea rapidi caracteristicd rispunsului imun secundar.

Inocuitatea. Un vaccin trebuie si fie inofensiv, 58 nu producd suferinfe persoanelor
vaccinate. Suferinje postvaccinale pot fi accepiale numai daca acesiea sunt minime sau apar
cu frecventd semnificativ mai redusa decit cele individuale sau colective, produse prin
evolutia naturald, spontand, a bolii infecjioase respective., Prin urmare, inocuitatea se
apreciazd sub raport risc—beneficiu.

Stabilitatea pe duraia preparare—adminisirare este esenfiald mai ales pentru vac-
cinurile vii atenuate, care impun un lant de facilititi frigorifice atunci cdnd distantele dintre
produciior si unititile in care se administreaza vaccinul sunt mari.

Costul vaccinului este un aspect foarte dificil, mai ales pentru tarile care dispun de
bugete limitate pentru sinitatea publicd. Administrarea individuala sau generalizatd a unui
vaccin trebuic apreciatd in termeni de cost—eficientd. Pentru vaccinarile generalizale
trebuie s dispunem de vaccinuri ¢t mai iefline. O vaccinare care costa 80 §, cum este cea
contra hepatitei B, rimAne prohibitivi pentru multe $ari §i se aplicd numai selectiv sau
electiv, chiar si in tarile bogate.

12.1. TIPURI DE VACCINURI

12.1.1. Vaccinurile vii atenuate

Vaceinurile vii atenuate sunt tulpini microbiene selectate pentru capacitatea lor
imunogend in conditiile unui nivel redus si stabil al virulenjei.

Metodele de atenuare a virulentei:

1. Metode clasioe:

s Vaccinuri heterologe, Un excelent asemenea vacein a fost virusul vaccinal (agentul
vaccinel vacilor? folosit ca vaccin antivariolic pind la eradicarea acestei boli.
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» Modificarea condititlor de crestere a unui microorganism. Primele vaccinuri
atenuate antibacteriene au fost preparate de Louis Pasteur prin cultivarea bacilului holerei
gainilor 5i a bacteridiei cirbunoasc la temperaturi mai mari dec3t temperatura optima de
crestere, A. Calmette si C. Guérin au atenuat complet virulenja unei tulpini de Mycobac-
terium bovis dupa 230 repichri neintrerupte, timp de 13 ani, incepand din 1908, pe mediul
cu cariofi biliati glicerinat §%,. Aceasia tulpind atenuatd sub acfiunea bilei, numitd BCG
{bacilul lui Calmette 5i Guérin) este actualul vaccin antituberculos. Prin selectie dupa
mutagenezd chimicA a fost objinutd o lulpina atenuatd de Salmonella typhi wilizaia ca
vaccin viu.

Virusologii au recurs la doud metode principale de seleciie a mutantilor virali
atenuali: pasaje seriate in culturi de celule in vifro §i adaptarea la temperaturi mai mici
decht temperatura optima de cultivare.

Prin pasaje seriate in culturi de celule au fost atenuate tulpinile virusurilor:
poliomielitic, rujealic, rubeolic, al parotiditei epidemice, al febrei galbene si al hepatitei A,
care se folosesc astdzi ca vaccinuri,

Adaptarea la rece este in fond selectia mutaniilor de virus gripal sau a altor virusuri
respiratorii capabile s cultive la 25°C. Asemenea tulpini de virus gripal pot fi utilizate ca
vaccin pentru ci sunt replicate la temperaturi sub 32—34°C, temperatura cailor respiratorii
superioare, dar nu infecteaz? caile respiratorii inferioare unde sunt 37°C.

2. Metodele moderne sunt aplicate in fazd experimentala.

m Unele folosesc ingineria geneticd pentru a forma recombinantl ai virusului vaccinal
cu gene care codifich glicoproteine de invelis viral (e. g. hemaglutinina virusului gripal).

m Altele urmiresc mufanfi cu delefia principalei gene de patogenifate (e. g. muiant
de poliovirus tip 2 cu o singuri bazd modificatd, mutant de Vibrio cholerae cu pierderea
genelor care codifica polipeplida A a toxinei).

Avantajele vaccinurilor vii atenuate, La persoanele normoreactive produc o infecjie
inaparentd cu multiplicarea tulpinii vaccinate in organele si jesuturile fintd (epiteliul
respirator, intestin etc.) sau cu inducerea unei infectii latente. De aceea vaccinurile
atenuate produc, in general, dupd o singurd inoculare, o imunitate eficientd (constiluirea
barierei imune prin stimularea anticorpilor 1gA secretori, stimularea eficientd a imunitagii
celulare) si de durata,

Efectul vaccinarii poate fi amplificat prin pasajul tulpinii vaccinante Intre membrii
colectivitdlii {e. g. vaccinurile administrate pe cale orald sau prin inhalare),

Prin toate aceste calitdfi vaccinurile vii alenuate sunt mai iefiine decat cele inactivate.

Dezavantajele vaccinurilor vii atenuate:

m Mutatia reversd la forma virulenta. Poate fi exclusi daci tulpina vaccinantd a fost
atenuatd prin mai multe mutatii.

m Riscul encefalitei dupl vaccinarea antirujeolic este evident mai redus decadt dupd
infectia naturala.

m Riscul bolif infectioase postvaccinale este controlat prin respeclarea contrain-
dicatiilor particulare vaccinurilor atenuate (vezi mai jos).

12.1.2. Vaccinurile omorate

Vaccinurile omordle sunt suspensii microbiene inactivate prin agen)i chimici (3-
propiolaciond, formaldehida, fenol si acetond) sau prin cilduri. Fiind omorite, elimini
riscul infectiel postvaccinale. Au insd dezavantajol imunogenitafii mai reduse, care impune
injectarea mai multor doze,
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12.1.3. Vaccinurile cu componente microbiene purificate

Anatoxinele (loxoizii) sunt toxine proteice care, prin tratare cu formol la cald, pierd
toxicitalea, dar Isi pAstreazi imunogenitatea (e. g. anatoxina tetanica, difterica ete.).

Polizaharidele capsulare bacteriene (e. g. pneumococi, meningococi, Haemophilus
influenzae lip b}, lipopolizaharidu! bacililor gramnegativi, antigenu! de suprafatd al
virusului hepatitei B (AgHBs), glicoproteina virusului stomatitei veziculare, glicoproteina
D a virusului herpes simplex.

In general trebuie evitatd prezenta antigenilor care pot produce sensibiliziri sau pot
interfera rispunsul imun faja de antigenul vaccinat.

Ca orice vaccin inert, impun administrarea de doze repelate. Imunogenitatea lor poate fi
amelioratd prin asociere cu adjuvanfi imunologici (fosfat si hidroxid de aluminiu, ulei de
arahide, de cocos, poliribonucleotide sintetice).

Unele polizaharide bacteriene sun1 haptene neimunogene i nu au putut fi mult timp
folosite ca vaccinuri. Asa este polizaharida capsulara de H. influenzae. A fost obfinul insa
un valoros bivaccin prin cuplarea polizaharidei serovarului b, invaziv, de H. influenzae cu
anatoxina tetanicd (proteind carrier),

12.1.4. Antigeni vaccinanti produsi prin inginerie genetica
sau sinteza polipeptidica

Pe masura identificarii antigenilor vaccinanti au fost elaborate tehnologii stan-
dardizate de clonare a genelor care le codifica sau de sintezd a secvenielor polipeptidice
semnificative, Aceste tehnologii prezinid dublu interes: objinere de vaccinuri contra unor
virusuri necultivabile in prezent (e, g. virusul hepatitei B) si randamentul mare.

Clonarea genelor care codifich antigenii polizaharidici nu a fost inca posibila.

Glicosilarea corectd a glicoproteinelor virale a fost posibila numai in levuri, celule
de mamifere sau insecle. E. eoli nu este un vector adecval acestui scop. Prin clonare in
levura a fost obfinut AgHBs, folosit ca vaccin de a doua generatie contra hepatitei B.

O problema comuna a vaccinurilor clonate si a polipeptidelor sintetice este necesitatea
cuplarii eficiente cu o proteind carrier {¢. g. anatoxina tetanica sau o polipeptida care sa
stimuleze celulele T,

12.2. INDICATIILE VACCINARII

Vaccindrile generale vizeazdl intreaga populatie infantili san adulia, in rapori cu un
program guvernamental stabilit in funclic de gravitate si prevalenta intr-o tard a anumitor
infectii.

Vaccindrile selective vizeazd grupe de populatie cu risc crescut de a contracta o
anumita infectie. E. g. vaccinarea antihepatitd B a personalului din serviciile de chirurgie,
de stomatologie, de hemodializi; vaccinarea colectivitatilor militare antigripala, an-
tiadenovirus, antipneumococicl, antimeningococicd; vaccinarea antigripala a personalului
medical; vaccinarea antiholericA a turistilor in arii endemice de holers: vaccinarea an-
titifoidicA in conjuncturd epidemici . a.

Vaccindrile elective vizeazd pacienti sau categorii de pacienti la care anumile infecfii
sunt mai frecvente si mai grave decat la populatia generala. E. g vaccinarea antirabica a
persoanclor muscate de animale, vaccinarea anti-Pseudomonas aeruginosa a pacientilor
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arsi, vaccinarea antigripald a pacienfilor cu boli respiratorii cronice i cardiace, a
diabeticilor, a varstnicilor etc, ’

12.3. COMPLICATIILE VACCINARILOR

Boala infectioasd indusd prin vaccinuri vii la persoane cu deficienfe ale aparérii
imune. Daca reacfia organismului adult la vaccinurile viralé atenuate este cunoscutd, reaclia
embrionului este alta. Asa este demonstral efectul teralogen al vaccinului rubeolic ad-
ministrat la gravide. Boala infectioasd prin tulpini inguficient atenuate este foarte rari
datoritad controalelor riguroase pe care le impune astizi avizarea unui vaccin.

Accidente alergice. Reactii anafilactice, reaclii de tip Arthus sau reactiii citolitic-
citotoxice mediate prin anticorpi sau mediate celular se pot datora impuritatilor antigenice
provenite din substratul de cultivare a tulpinii vaccinante (antigeni din ou, penicilind si
alte anfibiotice din colturile de celule) sau chiar antigenilor vaccinanti. Reactiii de tip
Arthus s-au Inregistrat dupa vaccinarea cu virus respirator sincijial sau antipneumococica la
persoane care posedau anficorpi fafd de una din componentele vaccinului, Encefalomielite
alergice apireau dupd administrarea vaccinului antirabic preparat pe creier de iepure;
vaccinul preparat pe embrion de rata le reduce semnificativ, da totusi rar reaciii anafilactice
(sub 1%,) si exceplional complicafii neuroparalitice (0,001%), Vaccinul antirabic preparat
pe linii celulare diploide de fibroblasti umani sau din pulmon fetal de maimuja elimina
toate aceste inconvenienle si este mai imunogen.

Reactii locale si sistemice (febri, mialgii, cefalee) apar frecvent dupa unele vaccinari,
dar sunt pasagere, fard urméri,

12.4. CONTRAINDICATIILE VACCINARILOR

Contraindicatiile vaccinarilor sunt temporare si definitive,

Contraindicatii femporare!

g sarcina contraindicd administrarea vaccinurilor virale atenuate §i sarcina este con-
traindicata in urmatoarele 3 luni dupd o asemenea vaccinare, Restrictia nu vizeaza
anatoxinele §i vaccinurile inactivate.

= Bolile febrile acute pot fi agravate prin stresul vaccinal. Potengialul imun al or-
ganismului este mobilizat de microbul infectant §i vaccinul poate ramane ineficient. Infectia
virala poate interfera infecjia prin vaccinul viral atenuat. Unele viroze (gripa, rujeola s. a.)
deprima raspunsul imun.

» Este contraindicata vaccinarea sugarilor aflati incd sub protectia anticorpilor
materni, deoarece acestia deprima, prin feedback anticorpic, raspunsul imun faja de vac-
cinuri care induc imunitate umorala.

a Tratamentele cu steroizi sau imunosupresive contraindicd vaccinurile vii atenuate.

Contraindicafll permanenie:

s Imunodeficienie severe datorate celulelor T sunt contraindicafii absolute pentru
administrarea vaccinurilor vii atenuate ca vaccinul BCG, antivariolic ete. Dar In deficienjele
mai pufin severe, inclusiv infecfia cu HIV, vaccinarea antirujeolich poate fi incercata, riscul
postvaccinal fiind similar celui dupa infectia naturala.
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Deficientele celulelor B nu sunt o contraindicajie pentru vaccinurile nonvii (inac-
fivate, cu componente antigenice purificate etc.), dar mai precaut in asemenca cazuri este

a se recurge la imunizare pasiva (vezi 13.2).
In general sensibilizarile atopice cotraindica vaccinarile. In cazuri speciale se vor face

numai dups avizul medicului infectionist, testarea eventualei sensibilizari la componeniele
vaccinului (tabelul 12.1) si alafuri cu trusa de urgenid pentru tratamentul fenomenclor

anafilactice.

Tabalul 12.1, Exemple de vaccinuri mai frecvente penlru imunizdri profilactice

Boala sau Tipul vac- | Calea Mumarl Momeniul gi succesiunea Observalii
microorganis- cinuiui de ad- dozelor dozelor
mul minist-
rarg!
Vaceindri generalizate
Difrerie Anatoxing L.m, & 1 la 2 lunl virsts Se poate asocia cu vAC-
2 la 4 lunl cinurile antietanic gi pAna
3 1a & luni In vilrsta de 4—5& ani, an-
41a 18 — 21 luni tipertussis®
5ln §anl
Giz8 — 12 ani
Paliomielith Viu tenuat | orald 4 I la § luni Conjine penicilind
Zla T luni
3 la 15 tunl
4 la § anl
Rujenld Yiu atenuat 5.C. 1 12 luni Conjine proweine din ou,
polimixing §i neomicind
Tetanos Anatoxind l.m, [i] 11a 2 luni Se poate asocha cu vac-
2 la 4 luni clnurile antidifteric g,
31a 6 loni pAnd la virsta de 4—6
41a 18 — 21 luni #ni, antipertussis’
§ln 5 ani
Gla 8 — 12 anl
Tuberculozd | Viw aeenuat | Ld. 1 Prima sdpEmind de viailh | Revaccindr selective ln
a copllulul normoponderal | virsta de 10—12 and, 21
ani se fac la persoane cu
L d. r. 1a wberculing
negative
Tuse convul- | Inactival f.m. 4 1 in 2 luni Wumal pénd la virsia de
sivd (perius- 2 1a 4 luni 4—6 anl s2 poate asocia
5is) 318 6 luni ¢u vaccinurile anfidilteric
418 — 21 luni i antiletanic; duph
aceastd varst componen-
tn antipertussis este Inter-
zish din caurn risculul en-
cefalitel
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Tabalul 12,1 (canlinusre)

Boala sau Tipul vac- | Calea Numdirul Momentul si succesiunea I Observatil
miCcroorganis- clnubui de ad- donelor dozelor
mul minigt-
rare'
Vaccingri seleciive
Antrax Viu atenuat | §.C. [ | la ziua O Vacrinare in condijl de
¥ 2 ia 2 siptAmini rigC; pOrsnang Carc
3 a4 sipthmini manipileszd 1And, bid-
4 la 6 luni niurl, piel de animale, f&-
5la 12 lunl ind de oase
61z L8 lumi
Febrd fotdd | Inactival 80, 2 | ta ziva 0 Vaccinare inainiea depla-
id. 2 ta ziua 28 s4ril in arii endemice séu
in car de calamithfi.
Reacyiile febrile sunt
uzuale
Gripd Tnactival 5.0, 1 Preepldemic Conjine proteine din ow.
Adminisirare electhv ja
bolnavi cronicl cardiovas-
culart, renali, |a diabetic
91 viirsinici
Hepatita B Aniigen Lm. 3 1 la tua 0 Vaccinare in condifil de
HEs 218 1 lunt risc! chirurgi,
purificat 3 Ia 6 luni stomatologl, personalul
secjiilor de hemodializd,
pactenti hemodializatl,
hamogexuall, contacih
sexunli gi purthtorilor de
antigen HBs.
Haolerd Inactival g.C 2 I lg ziua O Vaccinare inaintea depla-
2 in ziua 28 sdril in aril endemice sau
in caz de calamitafl ln
urgenje inpcularea a 2-a
la minimum 7 zile,
Necesare rapeluri la & luni
Rahie Inacilvai Lm..1.d. 3 I la ziun O Vaccinare in condifi cu
2 la ziuva 7 risc de expunere:
3 la ziua 21—28 veterinari, hingheri,
speoiogl
Vaccindri elective
Rabie Inactival i, ] 1l zhus O Vaccinare dupd éx-
i.d. 2 la xiva 3 punere: mugciturd de
3 ln ziua 7 animal turbat sau animal
4 In zlyn 14 MusClinr necunoscu
5 la zlva 28
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Tabalul 12.1 feontinuara)

' Abrevieri: L.d. = Intradermic; [L.m. = instramuscular; 5.¢. = subcutanal,

? Revaccinarile 5 #i 6 se foc numal persoanelor co §.d.r. Schick pozitivi. Persoancle cu Ld.r, Schick
combinalf s¢ revaccineazd cu doze frecyiionate pentru g evita reaclil brutele de sensibllizare. Revaceind
rile 5 al 6 numal cu anatoxind tetanicd nu necestidl testare prealabild (se pot face generalizat),

12.5. AUTOVACCINUL

Cind infecfiile cronice rAmén rezistente la tratamentul antimicrobian san alte trata-
mente aplicate, se recurge uneori la prepararea 5i adminisirarea unui autovaccin ca remediu
terapeutic posibil.

Autovacecinul este o suspensie omorfif de bacterii izolate cu semnificatie clinica de
la un pacient si injectald aceluiasi bolnav pentru a stimula formarea de anticorpi. Aceste
preparate sunt deosebit de utile pentru pacientii hipo- si agamaglobulinemici care necesita
administrari repetate sau cronice de anticorpi (100—300 mg/kg corp de imunoglobulina
standard la 3 saptdmini interval alternativ cu perfuzie de plasma 10 ml/kg corp la 2
siptamani). Imunoglobulinele obignuite se administreazd intramuscular. Pentru ad-
ministrarea intravenoasd existd preparate speciale (e. g. gamavenin, sandoglobin sau,
produsid de Institutul Cantacuzino din Bucuresti, imunoglobulina pentru administrarea
intravenoasa) foarte utile pentru pacientii cu hipo- si agamaglobulinemie care necesita
administrare de doze mari.

In tabelul 12.1 sunt prezentate preparatele de care dispunem in practica medicald
pentru imunizarea pasiva,

Antiserurile 5i imunoglobulinele hiperimune trebuie sa Indeplineasca dous condifii
esentiale;

w 53 aibd actifivitate newtralizantd (antitoxica, antivirald) masuraiad conform
standardclor internationale (e. g. unitifi antitoxice elc.). Aceste standarde variaza de la
antitoxina la antitoxinA §i nu constituie obiectul acestui manual,

m 53 aiba o aviditate cat mai mare. Aviditatea traduce viteza cu care anticorpul si
antigenul (1oxina, virus) se leagh cil mai ferm; ea rezulta din suma forjelor de atraclie
dintre paratopii anticorpului $i epitopii antigenului.

Dupa standardizare serurilor hiperimune §i imunoglobulinelor li se adauga prezervantii
necesari (vezi tabelul 2.6),dupa care sunt ficlate, etichetate si livrate pentru utilizare.

12.5.1. Metoda de preparare

Mai accesibild este prepararea autovaccinurilor omorate prin cildura.

l. Se izoleaza din prelevatul patologic de la bolnav bacteria cu semnificatie clinica.

2. 5e obtine cultura pura st se identificA bacteria izolaty.

3. Se repica abundent cultura purd pe plici cu gelozi nutritivd sau geloza-sange si
se incubeazd la 37°C peste noapte.

4. Se racleazd usor cultura cu o pipeta Pasteur cudata in unghi drept si se prepard
suspensia bacteriand in solufie salin3 izotonA fara a include eventuale particule din mediul
de culturd, care Epot da reactii nedorite dupd injectare. Se ajusteazd densitatea suspensici
bacteriene la 10” germeni/ml folosind etalonul turbidimetric Mac Farland.
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5. Se inactiveaza suspensia de germeni nesporulati prin incalzire in baia de apa la
60°C timp de 1 ord. Temperaturi mai mari pot afecta imunogenitatea vaccinului.

6. Pentru controlul sterilitafii, se inoculeazi 1 ml din suspensia inactivatd in cite un
tub cu bulion aercb, respectiv anaerob. Se incubeaza tuburile cu bulion 4 zile la 37°C,
dupa care se repica pe cite o placa cu gelozi-singe incubal acrob, cu subcultura din bulion
5i, anaerob, cu subculturd din bulionul anaerob,

7. Daca aceste culturi riman sterile, se adaugh suspensiei vaccinante de fenol in
concentratie finala de 0,3—0,5% ca prezervant.

8. Se repartizeazd, strict aseptic, suspensia in flaconase pentru vaccin §i se
eticheteazs marcand: numele i prenumele pacientului, specia bacleriand, concentratia
suspensiei 5i data prepararii,

Mai frecvent este indicat autovaccinul stafilococic pacientilor cu furuncule recurente,
la care infectia se insojesie cu sensibilizare la antigenii stafilococici. Vaccinul cu 250—300
milioane stafilococi/ml se administreazd subcutanat pentru desensibilizare §i imunizare.
Dozarea incepe cu 0,1 ml 5i creste saptamanal cu cate 0,1 ml timp de 10 siptamani. Este
utild asocierea anatoxinei stafilococice. Eficienta autovaccinului siafilococic este de cea
55%.

Existd si alte procedee pentru prepararea autovaccinurilor, e. g. inactivarea prin
formol; filnd mai complicate, nu insistdm aici asupra lor.



13

SERURILE DIAGNOSTICE SI CURATIVE
(PROFILACTICE)

13.1. SERURILE DIAGNOSTICE

13.1.1. Seruri imune native, monospecifice si polivalente

Pentru identificarea antigenicA a microorganismelor se utilizeaza truse cu seruri
imune de referinta, care se obtin inifial ca seruri native prin vaccinarea unor animale de
experien|d, uzual iepuri, cu diferite microorganisme. ?nsﬁ microorganisme din specii
diferite pot avea In comun unul sau mai mulfi antigeni. Astfel, un ser imun corespunzator
speciei vaccinante poate reactiona (aghitinare, precipitare elc.) nu numai cu bacteria omoloaga,
ci 5i cu alte microorganisme cu care poseda antigeni comuni. Aceste reactii se numesc reqactit
incrucisate (cross reactions). 53 presupunem ¢ bacteria | are configuratia antigenica XZ,
bacteria 2 — YZ, iar bacteria 3 — WZ. Serul nativ obfinut prin vaccinarea animalului de
experientd cu bacteria 1 va contine anticorpii anti-X si anti-Z. Prin anticorpul anti-Z, acest
ser nativ va reactiona (va aglutina suspensiile, va precipita extractele elc.) cu toate bac-
teriile care posedi antigenul cross-reactiv Z (e. g. bacteriile 1, 2, 3). Prin urmare, serul
imun nativ nu poate fi utilizat ca atare pentru identificiri antigenice corecte.

Seruri monospecifice se obtin prin absorbtia anticorpilor cross-reactivi. In principiu,
urmaAnd exemplul de mai sus, serul nativ antibacteria | este diluat convenabil (e. g. 1:10)
si amestecal cu o suspensie densa a bacteriei 2 sau 3 omordta prin incalzirg timp de 30
minute in baie de api la 60°C. Dupa menjinerea amestecului 2 ore in baie de apa la 37°C
5i peste noapte la +4°C, acesia este centrifugat. Serul supernatant este titrat faja de tulpina
omoloagh (al cirei antigen specific X vrem s3-1 pistram) si fatd de tulpina absorbanta (al
carei antigen Z vrem s3-1 indepartam), pentru a verifica eficienja absorbtiei.

Serurile absorbite incomplet mai dau reactii incrucisate, dar la titruri semnificativ
mai mici decat cu antigenul omolog. De aceea, spre exemplu, rezultatele reactiilor de
aglutinare pe lama (care necesitd seruri mai concentrate) trebuie verificate prin metoda
mai sensibild a aglutindrii in tub. Prepararea unui ser monospecific de calitale necesita
uneori repetarea absorbtiei de 2—3 ori. Pentru aceasta serul nativ trebuie sa aiba un titru
cat mai mare.

Serurile polivalente contin anticorpi specifici mai multor serovaruri ale unei bacterii.
Se objin prin amestec de seruri monospecifice cu titru suficient de mare si sunt ulilizate
pentru triajul antigenic al bacteriilor cu numeroase serovaruri (e. g Salmonella, Shigella
5. a.). O tulpind care a aglutinat cu un ser polivalent va fi identificatd in continuare numai
prin reactii cu serurile monospecifice corespunzatoare acestui ser polivalent.

Serurile monovalente si polivalente sunt prezervate cu fenol 0,5%, apoi fiolate. O
conservare mai bund se recalizeazd prin liofilizare. Toale fiolele sunt etichetate cu datele
necesare peniru identificare §i mentiunea titrului (dilufia de lucru pentru identificarea
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Tabelul 13.1. Seruri hiperimune dispenibile panlru tarapla § profilaxia tasiinfectiiler, intoxicatilar
si infectiilor

Boala, toxina sau microorganismil Sursa serulul hiperimun
ecvin sau bovin imunoglobuling umane

Gangrend gazoasd X

Clostridium perfringens x?
| Teunos X3 x!
Difterie X

Shigella dysenteriae X!

Boulism X
| Antrax x!

Staphylococcus aurens X2

Neisserla meningitidis x!

Tuse convulsivi ¥
Venin de garpe {specific) X

Hepatiti A

Hepatiti B

Rujeold X!
Rubeoli ¥
Rabie x? x?
Yarlcella-zoster X
Parotiditd epldemict x?
Polipmlelith X
Herpes X
Vaccing X
Pseudomonas aeruginosa x!

" Livrate de Instiluiul Cantacuzino din Bucuregth ca seruri hiperimune brute-
1 I.hlden.1 ca seruri hiperimune purificate gl concentrale.

% Livrate de Centrul Hemaiologic din Bucurestl.

corectd a antigenului omolog). Dilutiile de lucru ale serurilor imune de referinga se fac in
solujie salind izotond fenolatd 0,3—0,5% si, pentru reactiile de aglutinare, se pastreazi
in flaconase picuritoare etichetate si grupate in baterii de identificare (e, g, pentru E. col
enteropatogen, Salmonella, Shigella 5. a.).
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Controlul de calitate al serurilor imune de referintd se face cu tulpini omoloage si
heterologe. Tulpinile omoloage trebuie 53 reactioneze la dilutii intre 75 5i 1009, din titrul
serului, iar cele heterologe pana la cel mult 25% din titru. In reactiile de aglutinare tulpinile
martor trebuie periodic controlate daca si-au mentinut forma de culturd S §i nu a inceput
procesul de rough-izare (trebuie s formeze suspensii omogene, stabile in solujia apoasa
1:500 de acriflavini).

13.2. SERURI HIPERIMUNE CURATIVE (PROFILACTICE)

Prin seruri hiperimune se realizeazd imunizarea pasiva a organismului,

Tndicagii:

m protectia pacienlilor cu agamaglnblﬂinemie fata de infecfiile cu bacterii piogene sau
unele virusuri in conditii de efort sau risc crescut pentru infectii respiratorii;

= protecia persoanelor nevaccinate in condilii de risc crescut pentru: tetanos (pacienti
cu plagi traumatice, arsuri, avort septic), gangrend gazoasd (pacienti cu plagi traumatice),
contact de rujecld, hepatitd A, tuse convulsiva; risc de hepatith B dupd expunere acuti
prin conlactul mucoaselor cu singe HBs pozitiv;

= ferapia unor toxiinfectii i intoxicatii (difterie, tetanos, botulism).

Preparate utilizate. Imunizarea pasiva se realizeazd cu: seruri hiperimune heterologe;
serurt hiperimune heterologe purificate 5i concentrate: imunoglobuling umand standard in
solufii 10%, si 169, (amestec de la mai multi donatori adul)i normali; contine anticorpi
fatd de microorganismele care infecteazd majoritatea populatiei); imunoglobuling umand
hiperimund (recoltata de la voluntari hiperimunizafi prin vaccinare si revaccinare),

Avantaje: Eficienid imediata.

Dezavantaje: ’

s Eficienfa strict limitatd In timp. La pacienyii protejaji pasiv semiviaja lgG umane
este de cca 23 zile, dar semiviata antitoxinelor preparate pe cal este de numai 7 zile si
eliminarea se accelereazi pe masurd ce apar anlicorpii antigamaglobulina.

m Sensibilizarea la proteinele heterologe. Testarea intradermica pentru depistarea
sensibilizarii la serul hiperimun heterolog de administrat evitd riscul socului anafilactic.
Boala serului apare dupa administrarea terapeutica de ser hiperimun heterolog. Purificarea
§i concentrarea acestor seruri reduc riscul bolii serului dupd administrarea terapeutici, dar
nu §i pe cel al socului anafilactic dupa administriri repetate. Imunoglobulinele standard
§i cele hiperimune, degi mai scumpe, reduc mult riscul sensibilizarilor. Singura contrain-
dicajie este la pacientii co reactii anafilactice in antecedente. %



14

“MICROFLORA NORMALA
A ORGANISMULUI UMAN

14.1. CONTAMINAREA MICROBIANA,
O CONSTANTA A MEDIULUI AMBIANT

In cavitatea uterind a mamei normale embrionul gi fatul se dezvolta in condifii sterile.
O data cu antrenarea fatului in canalul de nastere, suprafejele organismului suni expuse
continuu contamindrii cu microorganisme provenite de la mamai, apoi de la persoane din
anturaj i, progresiv, din tot mai multe elemente ale mediului ambiani.

14.2. COLONIZAREA MICROBIANA NORMALA

Multe microorganisme de confaminare mor gi dispar pentru ci nu se pot adapta
conditiilor de nutrifie si fizico-chimice sau intrd sub inciden)a mecanismelor de eliminare
microbianf proprii diferitclor invelisuri ale organismului.

Totdeauna intre contaminanti se gasesc insd specii de microorganisme care
prolifereaza, asimileaza condifiile de gazduire si aderd la suprafejele organismului sau se
inmultesc mai repede decat sunt eliminate. Asemenca microorganisme sunt numite
microorganisme pionier, Acesiea au o existena tranzitorie, pentru ca induc modificari ale
bmm.-mmi' habitat, care le limiteazd cresierea sau chiar le elimind (modificari de pH,
acumulare de metabolifi toxici, epuizarea unor nutrienti etc.). Aceste condifii inifiaza o
succesiune a microorganismelor de colonizare ale cror populatii se echilibreaza constituind
populatitle climax caracteristice unei microbiocenoze relativ stabile, in echilibru cu
conditiile de mediu,

Speciile pionier in tubul digestiv al sugarului hranit la sin apartin genului Lactobacil-
lus. Prima succesiune se produce dupd 1—2 zile, cAnd apar §i se inmultesc speciile de
Bifidobacterium, care devin predeminante numeric. Ulterior se adaugh Escherichin coli,
enterococii s. a. O succesiune majord se produce o datd cu diversificarea alimentatiei cand
apar §i sc inmultesc masiv bacteriile sirict anaerobe nesporulate (Bacreroides, Fusobac-
terium $. a.), iar cele aerobe si facultativ anaerobe diminueaza numeric progresiv. Stadiul
de climax al biocenozei intestinale este atins la infArcare.

Alte succesiuni in microbiocenozele organismului pot fi ritmate prin modificari nor-
male ale potentialului de oxidoreducere sau a unui substral nutritiv. De exemplu:

I
Bigtop: portiune de spafiu, cu condifii particulare de viafd, habitad (populaid) 8i transformatd de un
ansamblu de organisme vil cire constimte 0 hlocenszi
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s la copil inaintea erupjiei dentare §i la edentati, lipsind crevasele gingivale, in
microbiocenoza cavitdtii bucale proportia bacteriilor aerobe, microaerofile si facultativ
anaerobe (streptococi viridans Neisseria sp., Staphylococcus 5p., Lactobacillus sp.) este
mai mare;

w la femeia adultd glicogenul depus in celulele mucoasei vaginale sub controlul hor-
monilor cstrogeni favorizeazd inmuljirea speciilor de Lactobacillus in microbiocenoza
vaginala.

Ansamblul microorganismelor de colonizare a suprafetelor 5i cavititilor organismului
constituie o entitate ecologicd, care este numitd microflora (microbiota) indigend.

Limitele colonizarii sunt condijionate de mecanismele de eliminare si bariercle an-
timicrobiene. Astfel, in organismul nostru se delimiteazd zone normal sterile, zone
ocazional conlaminate sau periodic contaminate, dar nccolonizate, de zone normal
colonizate.

Zonele normal sterile: mediul intern, jesuturile, cavilayile seroase.

Zonele ocazional contaminate si necolonizate: sinusurile paranazale, urechea medie,
etajul infraglotic al cailor respiratorii, clile biliare, caile urinare de la rinichi pina la uretra
proximald, ciile genitale interne (proximal endocolului uterin la femeie, proximal uretrei
la barbat},

Zonele periodic contaminate, dar necolonizate: stomacul, duodenul, jejunul. Aici
bariera acidd gastricl, enzimele digestive si bila reduc drastic numarul contaminantgilor,
care, pe nemincale, nu depisesc 10° bacterii/ml, iar bacteriile strict anaerobe si bacilii
coliformi dispar aproape complet.

Zonele colonizate: colonul, ileonul terminal, cavititile bucald, oro- i nazofaringiand,
nazald, vaginul si uretra distald, tegumentul 5i conjuncliva.

14.3. MICROBIOCENOZELE ORGANISMULUI

Microflora normala a organismului este o suma de microbiocenoze (tabelul 14.1)a
chror componentd se autoregleaza prin interrelatiile stabilite, in conditiile date de gazduire,
dintre microorganismele rezidente §i cele flotante (noil contaminanii).

Bacteriile si fungii constituie majoritatea microflorei normale a omului. Bacteriile
anacrobe domind asupra celor aerobe si facultativ anaerobe in proporjie de 1000:1 pana
la 10:1, in functie de microbiocenoza considerata, Protozoarele sunt mai slab reprezentate
si apar mai des In condifii de convietuire in promiscuitate. Micoplasmele suni slab reprezen-
late, iar virusurile lipsesc.

Condijiile nutritive i fizico-chimice oferite de organismul omului contureazi in
microflora indigeni trel mari sectoare.

Primul sector include colonul si crevasele gingivale $i se caracierizeazd prin
umiditate, pH si mari cantitiji de materie organici variata, care favorizeazd o dezvoltare
microbiana foarte variata si luxuriania, de ordinul a 101'—'? UFC/g de conjinut al
colonului sau 108~% UFC/mg de continut al crevaselor gingivale, unde aproape tot volumul
este ocupat de bacterii.

Microbiocenoza colonului insumeaza cateva sute de specii strict anaerobe, din care
relativ putine au fost izolate in vifre si identificate pAnd in prezent. Bacteriile anaerobe
nesporulate rgpr&rinta este 99%, din total. Clostridiile sunt prezente constant in cantiti
de clrdinu!] 10°—" UFC/g. Dintre bacteriile facultativ anacrobe domini net Escherichia coli
cu cea 10° UFC/g. Klebsiella, Eumrubac'w{, Serratia, Proteus. enterococii si stafilococi
apar frecvent, dar In cantitali de numai 1047% UFC/g Giabelul 14.1).
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Tabalul T4.1. Microflera normald a adultului séndites: principalele specii din microbloceneoze ale or-
ganismulul (dupd T, Rosebury, 1965; B, 5, Drasar gi M. ), Hill, 1974; ). H. Tashjian, 1976)

Microarganisme

Frecvent'/ Concentrafii®

Colon Gurd Orofaringe Maza-
faringe
Actinamyces sp T.8/9.2 + +
Facteroides fragilis (grup} 99,3/11.3 Y
F. melgrninogenicus (grup) + ¥ *
Riftdobacterium sp. T4/10,2 *
Candida sp. I4—31/0—35.4 G—49/0—5 &—28
Clastridiem, predominant 100495 *
. perfringens
Cocl mnasrohi;
= grempozitlyl 44/10,7 ++ +
= gramnegativi 34/1.9 100/ 6—B
Coryuehacterium sp. * 59 ¥ b
Enferobactericceas 98— 100/7—9 65/0—13 + 21—23
Euhaetarium sp. 94/10,7
Fusobacteriim sp. 18/8.4 l4—28/3—5 +
Haemophilus sp. 25—100 3—97 43—90
Lactobucillus sp. 78/9.4 o5
Mycobacteriim sp + - *
Mycopliasma sp. * +
Neisseria sp. D5 —10/5—7 o8 10—97
Propionibacterium sp. E &
Stafilococt coagulazonegativi /7.4 T5—100/1—4 - -
8. aureus 11%/5.4 + 36—42 +
Strepiococi
= prup D, inclusiv enterococi 99/8.9 4—22 -
= preumococi 26 8—71 =50
w piogeni LE** 12—30/3—5 5—30 0—9
w virldans - 100/6—8 100 24—04
Spirochey 28 0 +
Actinomyces sp.
Bagteroides fragilis (grup} 41/8,2 +

f. melaninogenicus (grup

Bifidobacteriunt sp.
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Tabelw! 14.1 feantinuara)

Frecventd'/ Concentragii®

Microorganisme Nug Yagin Organe Uretrii Piele Conjunciiv
e genitale distala
extorne |

Actinontyces sp.

Bacteroides fragilis 41/8,2 +
_igrup}

B miglaninogenicus
{grup) e

Rifidobacterium sp,

Candida sp. 2H—4A + * - +
Clostridium,
predominant IB/E,2 + X +
. perfringens
Coci anaerobi:
= grampozitivi R6/R.7 + + %+
» gramnegativi 9/7.6 i
Corynebacterium sp, + 31—=T4/7.2 + + 53/5 383
Enterobacteriaceae =] W—17/8.4 + ¥ %
Eubacterium sp. I6/8.4
Fusobacterium sp. 23/8.5 + +
Huemophilus sp. + 4
Lactabacilius sp. 45—86/8.2 *
Mycobacterinm sp, * + * "
Mycoplasma sp. * +
MNelsseria sp. k2 4 =" . -
Propionibocterium
ap- + 14/8.6 * 45—100/6
Stfilococi [88—100/2— 37—94
coagulazonegativi a0 28—94/7.5 + e
8. eurens 2245 S—15/6.7 - 524 0—130
Streptococt:
s grup D, inclusiv
» enlerococi 27/7.0 + +
» pricumecoc = 0—5
u piogeni 0=5 +
m vindans * L4/6.6 + + |
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Tabalul 14.1 [confinuare)

Frecvanil' / Concentra)ii?

Microonrganisme Mas Vagin Qrgane Uretrd Piele Conjunciivi
genitale disala
exlerne
Spirochen +

U = pars + = comun; ++ = foarte Trecvent; cifrele Frd alte menjiuni indicd frecvenin procentuabl,
2 Concentratli exprimaie ci loglo (e. g, 7—9%/g corespunde 10'—10" UFC/g).

* Asocial cu poriajul razal,
=+ Grup B, C, F, G, dar nu A.

Microbiocenoza crevaselor gingivale este dominata de streptococi viridans, bacterii
anaerobe nesporulate (specii pigmentogene de Bacteroides, specii de Actinomyces, Pep-
tostreptacoccus, Veillonella, Fusobacterium, Nrisseria nepretentioase eic.

Tleonul este o zona de tranzifie, de la stomac la colon, in_care colonizarea cu bacteri
aerobe si anaerobe ajunge progresiv la cantitiii de ordinu) 107 UFC/g.

Al doilea sector include vaginul si ciile aerodigestive superioare unde secrefiile,
resturile celulare, rc%pactiv si alimentare, oferd conditii pentru dezvoltarea unei microfiore
abundente cu cca 107 UFC/g de continut oral sau vaginal.

Micrab!'@ge_nguza inwlui, de la pubertate pind la menopauzi, este dominald, cu
cantitali de 10%—° UFC/g, de Lactobacillus sp., care prin fermentarea glicogenului din
epiteliul vaginal asigurd mucoasei un pH usor acid. Frecvent, in canlithfi asemanateare,
se acociaza si alte bacterii anacrobe: Bacteroides sp., Peplostreptococcus sp., Eubacterium
sp., Fusobacterium sp., Veillonglla sp. Dintre bacteriile acrobe care se izoleazd in canlitili
de cca 10° UFC/g retinem: streptococi viridans, Staphylococcus epidermidis, Gardnerellu
vaginalis. Frecvente, dar in cantitafi reduse, sunt levuri din genul Candida (tabelul 14.1).

Microbipcenozele gpurii si faringelui reanesc peste 200 specii, Bacier(i)ﬂe Enacmbe
nesporulate $i streptococii viridans domina -:mgstam cu cantitayi de ordinul a 10°—® UFC/g,
urmali fiind de neisserii nepretentioase cu 1097 UFC/g. Frecvent izolati, dar in cantitai
mai mici de 10%° UFC/g sunt Staphylococcus epidermidis, Haemophilus sp., bacilii
difterimorfi, pneumococi, streptococi S-hemolitici (S. pyogenes, streptococi grup C, Gy,
Candida albicans.

Al treilea sector include tegumentul, Conditiile de gizduire (umiditate, pH, den-
sitatea unitatilor pilosebacec, secrefia sebacee si sudoral Lnﬂuenicazg larg in 5p£3ciaé
tanritateq micmurganismﬁiur de colonizare: scalpul cu | UFC/cm*, fata cu 105
UFC/cm®, narile cu 1047 UFC/ml spalatura, conductul auditiv extern cu | =8
UFC/em?, pliurile axilare, inghinale, perineale, interdigitale cy cca | UFC/cm? com-
parativ cu trunchiul §i membrele care au numai 10 UFC/cm

Micraflora cutanatd este dominatd de stafilococi coagulazonegativi, care colonizeazd
mai superficial unitatile pilosebacee, orificiul glandelor sudoripare, crevasele stratului cor-
nos, scuamele, pirul si unghiile sub forma de microcolonii care grupeaza de la cativa pana
la sute si mii de coci. Propionibacterium acnes colonizeazd mai profund unititile
pilosebacee. Corinebacteriile nepatogene §i levurile lipofile (Malassezia sp.) completeaza
gama descrisd de microorganisme rezidente pe tegument. Frecvent, mai ales in conditii de
igiena precard, pe tegument se dezvolla sl fungi dermatofili (Epidermophyton,
Trichoplhyton, Microsporurm sp.).

Narile sunt cel mai important rezervor de stafilococi din organism. §. epidermidis
este prezent constant, iar rata portajului nazal de 5. qurews variazd de la 20—30% in
colectivitatea generala pand la 70% in mediul de spital.
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14.4. ROLUL FIZIOLOGIC AL MICROFLOREI INDIGENE

14.4.1. Rolul nutritiv

La om microbiocenozele colonului furnizeazdl importante cantitdti de vitamine din
grupul B, vitaminele E si K. La animale, mai ales la ierbivore §i rozatoare, implicatiile
microflorei colonului in digestie si nutritie sunt mai importante.

14.4.2. Rolul protector

Microbiocenozele organismului ajunse in stadiul de climax funclioneazd ca bariere
ecologice:

s Se opun invaddrii suprafetelor organismului de cdtre microbi patogent prin
fenomene de antagonism microbian nespecific (competijia pentru substrat nutritiv 5i spatiu
vital, producere de metabolifi cu acliune antimicrobiand: Hy0,, pH acid) si specific
{producere de bacteriocine),

s Elimind microorganismele infectante cu aceeasi eficientd i, probabil, prin acelagi
mecanism care indepirteaza markerii de control inerfi cum sunt sporii unor specii termofile
de Bacillus, incapabili 53 germineze.

In acest mod bacleriile patogene sunt mentinute temporar la densitati inofensive
caracieristice stArii de epurtiitor sind oss,

= Asigurd rezistenfa la colonizare §i translocarea intestinald. La sugari bacteriile aerobe
si facultativ anaerobe sunt translocate din intestin, mai des din ileon, in curentul sangvin.

Cand tulpina translocata are potential patogen particular, e. g. tulpini de Escherichia
coli serovar K1, urmarile sunt grave (seplicemii, meningite}. O datd cu aparitia bacteriilor
anaerobe nesporulate in microbiocenoza intestinald colonizarea cu bacterii aerobe si facul-
lativ anaerobe este drastic limitata, iar translocarea devine nesemnificativd. Reapare in
conditii de dismicrobism, devenind periculoasa la pacientii cu deficite ale apararii antiin-
fectioase sisteniice (cancerosi, imunosupresaji).

14.4.3. Efecte negative

Unele enzime, cum sunt f-glucozidaza, f#-glucuronidaza, nitroreductaza, azoreduc-
taza, T-a-dihidrolaza, sunt produse de citre microflora colonului in cantitafi mai mari la
omnivori decit la vegetarieni, urmare a unor fenomene de inductie. Sub acfiunea acestor
enzime unii aminoacizi, nitrafii, azocoloran}ii alimentari se transformi in substanje car-
cinogene, Asa se explicd de ce cancerul de colon sau rect este semnificativ mai frecvent in
colectivitatile cu dietd bogatd in carne decit In cele cu dietd vegetariana,

Excesul de grasimi alimentare determind o crestere a concentratiei dezoxicolatului
sau litocolatului din intestin, unde, sub acfiunea enzimelor bacteriene, capacitatea lor de
cofactori carcinogeni creste, Bacteriile intestinale nu numai ¢ pot genera analogi de
estrogeni din steroizii biliari, dar, prin -glucurenidazele i sulfatazele pe care le produc,
deconjugd estrogenii eliminali de ficat ca glucuronizi si sulfayl, determinind reabsorbtia
lor intestinalad (ciclul enierchepatic al estrogenilor). Prin ambele mecanisme bacteriile
influenteaza evolutia cancerelor de sin estrogen dependente. La femeile adulte din colec-
tivitatile vegetariene, eliminarea fecald a estrogenilor este de trei ori mai mare, iar
eliminarea urinara de estrol-3-glucuronat (produsul de conjugare al estrogenilor intestinali
in cursul resorbjigi prin mucoasa colonului, care nu se mai elimina prin ficat, ci prin rinichi)
este semnificativ mai scizutd decal la femeile de aceeasi viirsta din colectivitatile omnivore.
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14.4.4. Microorganisme probiotice

: Aceste microorganisme adaugate la dietd influenieaza benefic organismul gazdei prin
ameliorarea echilibrului din microbiocenoze ca stimulenji de crestere prin ameliorarea
conversiei alimentelor, proteclie fald de infectii intestinale etc.

La om mai bine studiate sunt efectcle probiotice ale laciobacililor, Epidemiclogii atesta i
in colectivitafile cu regim lactat sau lactovegetarian frecvenia cancerului este mai scizutd. O
asemenea dieta favorizeazi speciile de Lactobacillus din colon. Efectul anticancerigen al lac-
tobacililor a fost explicat prin represia la bacierile din colon a enzimelor implicate in conversia
substanjelor precarcinogene in carcinogene si prin inhibarea cresterii celulelor tumorale.

14.5. DISMICROBISMUL

Dismicrobismul, adich dezechilibrul unor microbiocenoze ale organismului uman,
aliereazi rolul de barierd ecologica a microflorei §i deschide calea infectiei sau produce el
insusi perturbari resimfite de pacienli. Cauze de dismicrobism:

1. Lipsa sau insuficienta unor bariere antimicrobiene, La pacienli cu hiém— sau aclor-
hidrie gastrica numarul bacteriilor din duoden §i jejun depasesie 10°UFC/ml, cu
predominanta bacililor coliformi si a bacteriilor anaerobe. In aceste condifii infecfii ale
cailor biliare sunt Frecvente, mai ales dach se asociazd §i alte condifii favorizante (dis-
chinezii, litiaz, diverticuli duodenali etc.).

2. Modificarea substratulul nutritiv oferil penieu dezvoltare. La perspanele cu ten
schoreic excesul de sebum stimuleaza dezvaltarea stafilococilor, ale caror lipaze elibereaza
din sebum cantitaii sporite de acizi gragi care irita {esuturile i Favorizeaza aparifia acneei,
o infectie stafilococicd superficiala,

Deficitul congenital de S-galactozidaza determina intoleranja la lapte (aliment bogat
in lactoza). Lactoza neabsorbitd in intestin este fermentatd de microflora colonului cu
acumulare de acizi iritanii 5i de substanje osmotic active, care, prin aflux hidroelectrolitic,
determind diaree.

3. Modificarea conditiilor fizico-chimice de gdzduire. Transpirafia abundenta
favorizeazi colonizarea excesivd a tegumentelor cu Malassezia furfur, care delermind
pitiriazis verzicolor (o cheratomicoza).

4, Modificarea receptorilor epiteliali pentru liganzi bacterieni. In conditii de stres si
la varstnici scade proporfia fibronectinei in glicocalixul orofaringian. Fibronectina fiind
parte a receptorilor pentru liganzii streptococilor viridans, proporfia acestor bacterii cu rol
important de barierd ecologic scade. Locul lor este luat de bacili gramnegativi care au ur
potenjial patogen mai mare §i pot inifia infeclii respiratorii daci pacientii au deficienje ale
apararii antiinfeciioase locale sau sistemice.

5. Administrarea de antibiotice labilizeazA microbiocenozele organismului, prin
eliminarea bacleriilor sensibile, si permite colonizari anormale cu contaminanti rezistenti. Sub
actiunea tetraciclinelor microbiota colonului, cavitajii bucale, vaginului i pliuriior anovulvare
ajunge dominat de Candida albicans, levura natural rezistenta la antibioticele antibacteriene,
care poate initia infectii la aceste niveluri, Cunoscuie dupd administrarea unor antibiotice sunt
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colitele pseudomembranoase, adevarate boli ecologice. Frecventd, mai ales dupa administrarea
de clindamicind sau lincomicind, este inmulfirea necontrolaid a Clostridium difficile, care
elaboreazd o citotoxind responsabila de acest sindrom diareic grav,

Medicul trebuie sd cunoased microflora indigend a organismului uman peniru:

w & preveni si combate conditiile cauzatoare de dismicrobism;

= a reduce cantaminarea prelevatelor patologice cu microflora, e. g, prelevar ecurates
sau pe cai care sunteazd traiectele naturale contaminante:

w a stabili corect semnificatia microorganismelor depistate in prelevate din zone
contaminate sau contaminate la eliminarea prin traiecle colonizate.
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15

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR STAFILOCOCICE

15.1. DATE GENERALE
15.1.1. O minidefinitie

Stafilococii sunt coci sferici grampozitivi, asezati in perechi sau ciorchini. Dimen-
siunile §i capacitatea de a refine colorajia Gram sunt variabile. Sunt imobili, nesporulati.
Facultativ anaerobi, atacd zaharurile fermentativ.

15.1.2. Repere taxonomice

Genul Staphylococcus face parte din familia Micrococcaceae alaturi de alte genuri
cum sunt: Micrococcus si Stomatococcus, prezente pe invelugurile omului $i animalelor de
ande se raspindesc in mediul ambiant. Microscopic asemanator cu stafilococii este genul
Peplococous U 0 singurd specie: P, niger, strict anacrobi.

Conform clasificarii actuale genul Staphylococcus reuncste 19 specii, pe care, praclic,
le putem impérfi astfel:

= Stafilococi coagulazopozitivi:
8. aureus, specic antropozeofild
S. intermedins, specie zoofild

m Stafilococi coagulazonegativi:

S. hontinis

8. haemolyticus specii antropofile

&, capitis 5. a.

S. epidermidis specii antropozoofile
8. saprophyiicus

5.

. gallinarum } specii zoofile

8. caprae §. a.
Mai frecvent in patologia umani sunt implicate §, aureis, specie condifional patogena,
5. epidermidis si S. saprophyticus, specii accidental patogene. Diferentierea acestor specii
cu interes pentru microbiologia medicald se face dupd gama de caractere consemnate in
tabelul 15.1.
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Tabelul 15.1. Diferantierea speciilor principale de Sfaphylococcus

Caracters 5. airreus 8. epidermidis £ supropliytions
Coagulnzi + = —
FosTaazi + + —
Arginindehidrolazd + + —
Nitratreductazi + ] —_
Fermentanen manifai + - m—
Oxldared:
w maniei + —
w galactozel + + e
a manorel + + -
w ribazel + — —
|
Rezlstenga In novobiocing 5 3 R
(CML=1,6 pugdml
iS — gensibil, B — rezisient

15.1.3. Habitat

5. epidermidis este ghzduit constant, iar 8, sapraphyticus ocazional, pe tegumente 5i
in nari.

in colectivitatea generald, intre 20 si 409, din persoanele normale gazduiesc 5.
auwreus in nAri si un procent asemandltor in intestin, iar la personalul de spital procentul
purtatorilor creste pana la 70—80. Prezenta S. wuréws pe tegumenle esie tranzitorie,
rezervorul nazal, cel intestinal si leziunile stafilococice sunt cele care contamineazd
tegumentul cu aceastd specie,

Habitatul natural al stafilococilor si rezistenta la uscdciune explica prezenia lor foarle
frecvents in aer, in alimente si pe cele mai variate suprafefe din ambianta noastri. Frecvent
contamineaza prelevatele patologice i impun criterii ferme peniru argumeniarea scm-
nificajiei clinice a tulpinilor izolate de la pacienfi.

§. aureus este un important indicator sanitar de conlaminare cu secrefii nazofarin-
gicne a aerului si a suprafetelor din blocul operator, maternitafi, colectivittl de copii $i
institulii medicale.

15.1.4. Factori de patogenitate

S. aureus este o bacterie condifionat patogena invaziva si loxigend cu numerosi, dar
foarte variabili, factori de patogenitate,

Capsula si proteina A au cfecte antifagocitare.

Coagulazele elaborate de peste 96% din tulpini, coaguleaza plasma prin aclivarea
unui factor similar trombinei (coagulaza liberd) sau direct (coagulaza legatda de celula
cocilor). Elaborate in faza logaritmica de dezvoltare, coagulazele pot fi antifagocitare prin
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fibrina depusa pe suprafata stafilococilor. Favorizeaza aparipa trombilor seplici endovenosi
in focarul de infectie stafilococica.

Hemolizinele, in numir de patru {(z, 8, y §i 8), sunt exotoxine cu efect leial, der-
monecrotic $i membranodistructiv asupra hematiilor, leucocitelor, mastocitelor, trom-
bacitelor si celulelor tisulare,

Leucocidinag lezeazd membranele celulare si lizozomale ale leucocitelor.

Exjfoliating (epidermolizina) este o exotoxind, care difuzeaza si la distania de focarul
infectios cutanat si rupe desmozomii stratului spinocelular, provocind decolarea paturilor
superficiale ale epidermei de stratul granulos cu formare de fictene, leziuni intdlnite in
asindromul stafilococic al pielii oparite» — boala Ritter, sindromul Lyell, impetigo bulos.

Toxina ! a sindromului socului toxic, abreviat TSST-1, numita si loxina pirogend,
determind febrd si un rash scarlatiniform. Inoculatd experimental, mireste de 50 000 de
ori sensibilitatea iepurilor la socul endotoxinic.

Enterotoxinele, A, B, C, D, E 5i F, termostabile si rezistenie la enzimele digestive,
actioneazd asupra mucoasei digestive si sistemului nervos central, determinand hiper-
salivafic, grejuri 5i varsaturi grave, dureri epigastrice i, uneori, diaree apoasa. Doza toxica
se realizeaza cand in aliment tulpina enterotoxigena de 8. aureus deplseste concentratii
de 105UF(L‘Ig {ml). Semnele de boald apar dupa o incubatie de 3—6 ore si persisia 1—2
zile pAna la eliminarea toxinel din organism,

Alti factori de patogenitate ai 8. awreus sunt: hialuronidaza, factor de difuziunc
tisulard, stafilokinaza, fibrinolizind cu rol posibil in generarea septicopioemiilor stafiloco-
cice prin liza trombilor septici endovenesi, lipaze, care ii explica tropismul pentru unitatile
pilosebacee.

& epidermidis si 8. saprophyticus au un echipament de patogenitate modest din care
putem refine prezenta variabild a hemolizinelor, dar mai ales a glicocalixului cu rol de
ligand la epiteliv si suprafata cateterelor,

15.1.5. Receptivitatea la stafilococi

Raportata la frecventa portajului, frecventa infectiilor determinate de §. aureus este
refativ redusd. Deficiente ale apararii antiinfectioase locale si sistemice deschid calea
infectiilor stafilococice. Cind aceste deficienle sunt foarte importante, isi pot manifesia
potentialul de patogenitate redus chiar si stafilococii coagulazonegativi.

15.1.6. Infectiile stafilococice

3. aureus determind infec)ii cu caracter supurativ, piogen: foliculite, furuncule, car-
buncul, hidrosadenita, panaritii, flegmoane, infectii ale plagilor. Infecteazs mucoasele cu
apararea antiinfecioasd compromisa: otite, sinuzite (complicate eventual cu meningite),
pneumonii postgripale; endometrite post-partum si post-abortum. Infectiile cu 8. aurews
pot evolua bacteriemic §i septicemic cu metastaze septice (osleomielite, abcese viscerale),
Uneori este implicat in uretritele si prostatitele nespecifice. Frecvente sunt toxiinfectiile
alimentare stafilococice. Enterocolitele stafilococice, ¢a disbioze ale antibioticoterapiei, sunt
posibile.

168



5 aurens cauzeazd frecvent cazur sporadice sau izbucniri epidemice de infectii
nozocomiale.

S, epidermidis poate determina foliculite, acnee, blefarite. La pacienfi cu proteze
valvulare cardiace cauzeaza endocardile subacute, In cursul cateterismelor venoase preiun-
gite genereazd bacteriemii de cateter,

5. saprophyiicus cste cunoscul ¢a o cauzd de cistitd la femei tinere active sexual,

15.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA
A INFECTIILOR STAFILOCOCICE

15.2.1. Diagnosticul microbiologic

15.2.1. 1. Prelevate patologice

Prelevatele patologice examinate sunt in functic de tipul infeciierr purol, sange,
inserjia intravencasd a cateterelor, lichid cefalorahidian, sputd, raclat uterin in én-
dometrile, urind, materii fecale.

In toxiinfeciiile alimentare se prelevd probe de alimente, lampoane nazale de la
personalul care manipuleazi alimentele, lichidul de lavaj al miinilor si ustensilclor din

bucatarii.

15.2.1.2. Microscopia directa

Se efectueazd si se coloreazid Gram frotiuri, care sunt examinate prin obiectivul cu
imersie. S¢ urmaresic prezenta cocilor sferici grampozitivi izolati, in perechi sau, carac-
teristic, in gramezi neregulate in contextul inflamater caracterizat prin prezenia
leucocitelor, frecvent alterale si a fibrinei. In funcyie de produs, pot aparea si celule tisulare
alterate.

In infectii cronicizate stafilococii pot s apard gramvariabili, de unde riscul confundani
lor cu Neisseria in prelevatele din uretrite, prostatite, cistite,

Microscopia, ca prima e1apd, este orientativa, dar indispensabild pentru interpretarea
corecld a semnificaiel stafilococilor izolali in cultura.

15.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa I. Se epuizeazi o ansa din prelevatul patologic sau tamponul de prelevare pe
mediul de izolare:

— gelozi-sange: prelevate necontaminale sau cu contaminare redusa ca puroi, lichid
cefalorahidian, tampon nazal eic.;

— hiperclorurat cu lapte st ou, hiperclorurat cu manitol (Chapman): prelevate hipér-
contaminate ca materii fecale, alimente, sputs,

Etapa [T . Dupa incubare aeroba peste noapte la 37°C, stafilococii formeaza
colonii S, cu diametrul de |—2 mm, bombate, opace, pigmentate auriu, alb sau galben,
cu sau fara hemolizd completd pe gelozd-sange si co halou opac determinat de lecitinazd
pe geloza cu lapte i ou. Pe mediul Chapman coloniile de S. gureus sunt manitopozitive
{galbene prin fermentarea manitei}. Al stafilococi sunt manitonegativi.
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Un numir de 3—4 colonii tipice, bine izolate, pe gelozd-sdnge sunt controlate micro-
scopic §i repicate pe pantd de gelozd, pentru a obline suficientd culturd purd in vederea
identificarii. Coloniile sugestive de pe mediile selective hiperclorurate vor fi reepuizate pe
o placd cu gelozi-sange, pentru a verifica puritatea culturii (pol contine bacterii de con-
taminare inhibate).

Etapa 11, Culwra purd, verificatd microscopic, este supusa testelor de iden-
tificare (tabelul 15.1).

» Depistarea coagulazei legate (clumping factor). Pe o lama de microscop, intr-o
piciturd de api, se omogenizeazi o ansd din cultura purd pentru a obfine o suspensic
laptoasa. Se inmoaic un fir drept in plasma de icpure si s¢ agitd, prin miscare circulard
continud, timp de § secunde, in suspensie bacteriand. Aglutinarea stafilococilor din picaturi
in interval de 10 secunde semnificd un test pozitiv. Testul negativ, absenia aglutinarii,
trebine confirmat prin testul coagulazed libere, in tub.

NOTA: Nu se suspensioneazd stafilococi in solufic silinf (causd de repultnte fals negative o unele tul-

pini}. Un exces de plasmi (e, g o ansa} poale cauen rexultate Fals pozitive.

» Testul coagulazel libere. Intr-un tub 10/100 mm cu 0,5 ml plasma citratatd de
iepure diluatid 1 /4 se suspensioneazd o ansd plind din cultura purdl. Se incubeaza in baie
de apa la 37°C si se verifica, prin inclinarea tubului, dupd 30 minute 5i 4 ore aparijia
cheagului, In caz de rezultat negativ in acest interval, se lasd tubul pand a doua zi la
temperatura camerei §i se urmreste din nou aparifia cheagului.,

m Se epuizeazd cultura pe geloza cu 0,019 fosfat de fenoclftaleind si se incubeazd
peste noapte la 37°C. Se expune cultura vaporilor de amoniac (o bucata de hirtie de filtru
imbibata cu amoniac si fixata pe capacul placii Peiri), In interval de 1—2 minute coloniile
stafilococilor produciton de fosfafazd devin roz-rosii,

m Fermentarea sau oxidareq zaharurilor sunl urmirite prin testul O/F.

m Rezistenta la novebiocing poate fi testald o data cu antibiograma tulpinii sem-
nificativd clinic supusi identificirii.

Diagnosticul septicemiilor stafilococice impune hemoculturi repetate. In conditii de
antisepsie si asepsie stricte, se recolieazd 5— 10 ml singe din vena cubitali si se insAminleaza
in S0—100 ml bulion glucozat (proporiia finald — singe: bulion = 1:10). Hemoculturile
incubate la 37°C timp de 7—10 zile se urmaresc macroscopic, MICrosCopic §i prin repicare
pe gelozd-sange in zilele 1; 2; 3; 5; 7 5i 10. Coloniile izolate din hemoculturi se identifica
conform testelor precizate mai sus:

In toxiinfectiile alimentare, S. aureus poate fi demonstrat ca agent eliologic pe baza
urméiloarelor criterii:

a) Izolarea S. aureus In concentrafii mai mari de 10°UFC/g (ml) de aliment.

b) lzolarea aceluiasi lizovar de S. gurews (vezi mai jos) din vomi sau fecale de la
bolnavi, din alimentele incriminate pe baza celui mai mare indice de atac epdemiologic
{torturi, creme, Inghetate, produse lactale 5. a.) 5i de la puriatorii din personalul care a
manipulat alimentele.

¢} Depistarea enterotoxinelor stafilococice in alimente (reamintim termorezistenta
lor), in vom# sau culturi prin testul biologic la pui de pisicAd In greutate de 600—800 g
injectate intraperitoneal. Dar testul are o reproductibilitate insuficientd. Testul de referinga
este, pentru laboratoarele care dispun de reactivii necesan, identificarea enterotoxinelor

prin imunodifuzie in gel cu seruri antienterotoxice polivalent si monovalente (A, B, C, D,
E, Fi.
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15.2.2. Diagnosticul serologic

Poate fi incercat in stafilocociile cronice. Se dozeazd anti-a-hemolizina. Serul per-
soanelor normale contine intre 0 si 2 unitdfi antitoxice/ml. In stafilococii titrul antitoxic
cresie peste 2 UA/ml ser, 5

15.2.3. Investigarea epidemiologica a infectiilor
stafilococice nozocomiale

Demonstrarea filiatiei cazurilor de stafilococii in focarul epidemic §i idemtificarea
sursei de infeclic pentru masurile de combatere si profilaxie impune /lizotipia conform unei
scheme cu truse de bacteriofagi stafilococici seleciali pentru tulpinile umane si, respecuy,
animale. lzolarea aceluiasi lizovar stafilococic din prelevatele patologice de la bolnavi, de
la purtatori sau din alimente demonstreaza fenomenul epidemic.

15.2.4. Biopreparate si antibiotice pentru diagnosticul de laborator,
profilaxia si tratamentul stafilocociilor

e Imunoglobuling antistafilococica.

m Ser imun antistafilococic.

w Plasmi antistafilococica.

» Anatoxing stafilococica.

m Vaccin omorat.

= Autovaccin.

m Seruri antienterotoxice (A, B, C, D, E, F).

m Bacteriofagi stafilococici.

m Antibiotice utile in tratamentul stafilocociilor:

a) In infectiile cu tulpini neproducatoare de S-lactamaze: penicilina G (asociatd cu
gentamicind in infectiile severe 5i septicemii), Alternativ, pentru pacientii sensibilizati la
peniciling, eritromicind, lincomicind, cefalosporind, rifampicind, pristinamicingd, van-
comicini (rezervati cazurilor determinate de tulpini rezistente la alte antibiotice).

b} In infectiile cu tulpini producitoare de S-lactamaze: o penicilind de semisinicza
rezistenid la penicilinaza stafilococich (oxacilina efc., asociatd cu gentamicind in infectiile
severe). Antibiotice alternative vezi mat sus.



16

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR STREPTOCOCICE

16.1. DATE GENERALE
16.1.1. O minidefinitie

Sireptococii sunt coci sferici saw ovali, grampozitivi, asezafi in perechi sau lantur,
Tipic sunt imobili, dar exista tulpini mobile; nesporulati. Facultativ anaerobi si catalazo-
negativi, atach zaharurile fermentaiiv,

16.1.2. Repere taxonomice

Streptococii sunt reuniti in doud genuri: Streplocaccus 5i Enterococcus. Microscopic
asemandtor cu genul Sireptococcus este genul Peplostreplococcus, care reuneste speci
strict anaerobe.

Pentru izolarea si identificarea prezumtiva a streplococilor, se aplica trei criterii de
clasificare: aspectul hemolizei pe gelozd-singe, structura antigenica 5i habitatul,

» Aspectul hemolizei determinatd pe geloza-sange divizeazd streptococii in -
hemaolitici, a-, a-prim-hemolitici 5i nehemolitici.

Streptococii f-hemolitici au coloniile inconjurate cu o zond largd de hemolizi clara,
completdi, cu periferia bine definiia.

Streptococii a-hemolitici dau zond de hemolizd incompletd, verzuie (formare de
methemoglobind), cu periferie vaga.

Streptococii e-prim-hemolitici determind in imediata vecinitate a coloniilor hemoliza
incompletd verzuie, inconjuratd cu un halou de hemoliza clara, completa.

a Structura antigenicd. Mulfi streptococi au in structura peretelul un antigen cu
specificitate de grup, polizaharida C, care, extrasa prin diferite metode, poate fi identificata
prin reactii de precipitare, coaglutinare sau latex-aglutinare, In raport cu specificilatea
polizaharidei C, Rebecca Lancefield a diferentiat 19 grupe antigenice, numite cu litere
majuscule de la AlaHsidelaKla V.

Unii streptococi a-hemolitic], cum sunt pneumococii §i Streptococii viridans, nu pot
fi inclusi in grupele Lancefield si se identifich prin leste biochimice si sensibilitatea la
agenii fizici sau chimici.

Antigenii proteici M diferentiazi streptococii grup A in 58 serovaruri, pe cei grup C
in 8 , iar pe cei grup G in 3. Alt antigen, proteina T, diferentiaza streptococii grupului A
in 30 serovaruri,

Prneumococii sunt impartiti prin polizaharida capsulard in 83 serovaruri,
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» Dupd habitat st patogenitate se deosebesc:

— Streptocaci piogeni, care determina infectii cu caracter supurativ la om si animale.
Majoritatea sunt S-hemolitici (streptococii grup A, care constituie specia 5. pyogenes cu
habitat uman, streptococii grup C cu mai multe specii umane sau animale, streptococii grup
G, neafiliati Inca unei specii), iar unii e¢-prim-hemolitici (5. agalactiae).

— Sireptococii orali, din flora cavitatii bucale, sunt accidental patogeni. Majoritatea
sunt a-hemolitici (streptococii viridans), unii nehemalitici.

— Sireptococii fecali habiteazi intestinul §i sunt conditionat patogeni. Majoritatea
sunt @- sau nehemolitici si numai putini f-hemolitici. Apartin grupului D. Speciile in-
dividualizate prin capacitatea de a cultiva la 10°C, 1a 45°C si in concentratii de 6,5% CliNa,
si de a hidroliza esculina pe mediu cu 40%, bila constituie grupul enterococilor (Enferococ-
cus faecalis, E. faecium 5. a.).

Streptococii Tactici — flora laptelui §i a derivatelor — apartin grupului N $i sunt
ci-hemolitici.

16.1.3. Factori de patogenitate

Dintre streptococii piogeni, cel mai complex echipament de patogenitate Il are S.
pyogenes, Distingem factori de patogenitate structurali §i factori de palogenitate solubili
{toxine §i agresinel.

Factoril de patogenitate structurali sunt; capsula, proteina M si fimbriile.

Capsula de acid hialuronic nu este imunogend, fiind structural asemanditoare cu
acidul hialuronic din organismul nostru. Intervine ca factor antifagocitar numai in stadiile
inifiale ale infectiei, ulterior fiind hidrolizatd hialuronidaza sireptococicd.

Proteina M, cu efecte antifagociliare, este cel mai important antigen de virulenta al
5. pyogenes sial altor streplococi piogeni,

Fimbriile, formate din proteinad M acoperiti cu acid lipoteicoic, functioneazi ca liganzi
la epiteliul orofaringian,

Toxinele sunt exotoxine proteice: streptolizinele 5i eritrofoxina.

Streptolizinele, Streptolizina S, oxigenstabila, determind f-hemoliza pe placile cu
geloza-sange incubate aerob si nu este antigenicd. Streptolizina O, oxigenlabila, este an-
ligenicd,

Streptolizinele rup membranele biologice si elibereazd enzimele lizozomale. Strep-
tolizina O are actiune leucoloxich, cardiotoxica §i este letald dupd inoculare intravenoasa
la animale de expericnta.

Eritratoxina, produsa de tulpini lizogene de S. pyogenes, determind eritemul scar-
latinos. Are irei tipuri antigenice, A (produs de cca 809% dintre tulpini), B 51 C, care nu
imunizeazd incrucisat.

Agresinele streplococice suni:

— higluronidaza, care favorizeaza invazivitalea streptococilor piogeni;

— streptokinaza, o fibrinolizing;

— streptodornaza, o ADN-azi cu patru forme antigenice distincie — A, B, C 51 D —,
care pot fi produse de aceeasi tulpind, dar predominant este prodush streplodornaza B.

Echipamentul de palogenitate al altor streptococi este mai redus. Astfel de
pneumococi au numai capsuld polizaharidicd, produc pneumelizind (aseminatoare sirep-
tolizinei (), neuraminidazd si hialuronidaza.
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16.1.4. Receptivitatea la infectiile streptococice

Receptivitalea la infectiile cu streptococii piogeni grup A, C, G este generala.

Faia de infeclii cu alii streptococi receptivitatea este conditionata, Spre exemplu:

= Receptivitatea aparatului respirator la infecfiile pneumococice este legata de
deficiente ale mecanismului de eliminare bacteriana prin transportul muceciliar (viroze
respiratorn, inhalare de gaze iritante elc.).

= Foarte receptivi la infectiile cu streptococi grup B sunt nou-niscutii, dar numai
adultii imunocompromisi fac infectii cu acesti streptococi.

= Receptivitatea la endocarditele subacute cu streptococi viridans sau enterococi este
determinatd de preexistenia unor valvulopatii cardiace,

16.1.5. Infectii si boli streptococice

16.1.5.1. Streptococcus pyogenes

Streplococcus pyogenes este o bacterie strict patogena responsabild de numeroase
imbolnaviri:

w Cu poartd de intrare respiratorie: faringite §i angine, care se pol complica prin
propagarea infecfiel din aproape in aproape (flegmon amigdalian, celulita planseului bucal,
sinuzite, ofile medii, mastoidile cu posibild invazie meningeana; propagarea infectici la
ciile respiratorii infericare este rard $i numai in conditiile afectarii transportului mucociliar
prin viroze respiratorii} sau pe cale limfaticd (adenite laterocervicale). Scarlatina are cel
mai frecvent poartd de intrare respiratorie, dar, in conditii de promiscuitate, poate avea si
alte por)i de intrare cum sumt; pligile, mucoasa uterini.

s Cu poartd de infrare cutanatd: impetigo sau piodermita strepiococica (bubele dulci),
determinalte frecvent in asociajie cu Staphylococcus aureus, erizipelul, infectii ale plagilor
care evolueaza cu celulite, fasciite,

n Cu poartd de intrare genitald.: infectia uterina post-partum (febra puerperala).

Infectii streplococice invazive, care pot evolua septicemic, suni febra puerperala;
celulitele, fasciitele §i erizipelul. In cursul septicemiilor, S. pyogenes determini localiziri
endocardice — endocardite supra acute,

Din 1993 in Vestul Europei se Inregistreaza cazuri de infecii strepilococice agresive
(fasciite necrozante §. a.) cu evolutie septicemica, soc toxic si letalitate mare. Tulpinile de
S. pyogenes implicate sunt Inzestrate cu un vast echipamen! loxicoenzimatic de
patogenitate, cu rezistenidl transmisibild Ia eritromicind $i alle macrolide. Apartin mai
frecvent serovarurilor M1/T1, M3, M5, T3, T4, T13 eic.

Bolile poststreptococice grave sunt: reumalismul cardicarticular acut, glomerulo-
nefrita acuta, coreea, eritemul nodos.

Streptococii grup C 5i G determind infectii aseménitoare cu S, pyogenes.

16.1.5.2. Infectiile cu streptococi grup B

Aceste infectii evolueaza foarte grav la nou-nisculi ca pneumonii septicemice sau
meningite. La adulfii imunocompromisi sunt rar cauz3 de endocardite, meningite, infectii
puerperale.

174



16.1.5.3. Infectiile pneumococice

Proporgia purtatorilor sinatosi nazofaringieni de 5. pneumoniae poale 4 ajunga
pana la 70%. Cauzeaza frecvent otite medii si sinuzite acule, Este cea mai frecventd cauza
a pneumoniilor lobare acule. Determing relativ frecvent meningite, iar la fetite poate
determina pelviperitonite primitive, Este implical in etiologia ulcerului corneea serpiginos.

16.1.5.4. Streptococii viridans si enterococii

Streptococii viridans $i enterococii sunt cea mal frecventd cauzd a endocarditelor
subacuie. Mai pot fi implicati si in infecjii mixte periapicale dentare, supuratii pulmonare
si, respectiv, infectii biliare sau, la femei, pelvine.

16.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA
A INFECTIILOR STREPTOCOCICE

16.2.1. Diagnosticul microbiologic

16.2.1.1. Prelevate patologice

In raport cu beala se recolleaza pentru examinare:

= Hemoculturi repetate in infectiile bacteriemice (endocardite subacule) sau sep-
ticemice.

» Exsudat oro- sau nazofaringian, puroi, lichid cefalorahidian, raclat uterin, sputd
in infectiile localizate, recollate, dupd caz, pe tampon, cu seringa sau pipeta. Daca nu sunt
examinate in 1—2 ore, irebuie insaméniate in bulion cu cristal violet si azid de sodiu, care
functioneaza atlat ca mediu de conservare-transport, cat si ca mediu de imbogdtire pentru
prelevatele contaminate.

16.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directa a frotiurilor din purci, lichid cefalorahidian, sputa, exsudate,
colorate Gram si cu albastru de metilen, depisteaza coci grampozitivi dispusi in perechi
sau lanturi in context inflamator cu polimorfonucleare.

Microscopia exsudatelor faringiene nu este uzuald din cauza prezenjei permanenie
la acest mivel a streplococilor comensali, dar poale orienta corect diagnosticul in suspiciunes
difieriei, candidozei si anginelor ulceronecrotice fusospirochetlozice.

16.2.1.3. Izolarea si identificarea

Hemoculturile. Etapa 1. Sangele in cantitate de 5—10 ml, recoltat aseptic din vena
cubitala, este insamaniat in proportie de 1:10 in bulion glucozat si in bulion Kitt-Tarrozzi
cu incubare de 7—21 zile la 37°C aerob si, respectiv, anaerob in atmosferd cu 10—20%,
COz.

Etapa 11. Hemoculturile se examineaz3 in zilele 1; 2, 3; 5, T} 10; 15; 21 microscopic
si prin repicare pe placd cu geloza-sange.

Etapa I11. ldentificarea izolatelor in culturd pura se face prin:
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Tabelul 16,1, Caracterele diferenfiale ale speciilor de Sfreptococeus & Enterococcus

Specie Hahifat Grup Serovarurl Timpul hemolize Fiirinolizind
principal antigenic
£ progenes Ohm A 54 # +
8, agalactioe Huvine, B 4 J ANH, ) —
om
5. eguisimilis Orm C B A +
5. ogui Cabaline C 1 B -
5 priewmonioe Cm, - #3 a -
animale
15 safivaring Om — K 2 NH -
5. loctis Lapte N 1 NH -
s derivate
£ eremoris Lapte ] 1 NH -
i derivate
E Jfaecali Om &} 11 MH, g -
E. Jascium Om 1] 19 a, NH —
£ boviy Bovine ] 0 NH e} —
Simbaluri: «+» — 90% sau mai mulle din uipinl pozitive; s—s — W% sau mai mulie din ulpini negative;
4] — la hemolizf, reactie mal rar intBInid, iar Ia wesiele fiziologice, reaciie slab pozitiva sau

w Examenul caracterelor de culturd. Streptococii sunt pretentiosi nutritiv, facultativ
anaerobi, cultivd numai pe medii imbogitite. Pe pgelozi-singe formeazd colonii mici,
transparente 3 -, & -, a -prim hemolitice sau nehemolitice in funclie de specia implicaia.

= Microscopic: coci grampozitivi asezati in lantari., Uneor asezarea caracteristicd in
lanturi nu se observd si predomind coci izolafl sau in perechi, ceea ce face dificild
diferentierea de micrococi, Testul catalazei diferentfiazi aceste bacterii fiind negativ pentru
streplococi §1 pozitiv pentru micrococi,

w Testu! catalazed. Pe o lamd de microscop, s¢ amestech o piclturd din cultura in
bulion glucozat cu o piciturd din solufia 10% de H202, Se urmaresie cfectul timp de 1—3
minute. Test negativ: absenta bulelor de gaz; test pozitiv: aparitia bulelor de gaz.

m Determinarea serogrupului o facem cu seruri de referinga de grup:A, B, C, D, F si
G prin reacjiile de precipitare inelard, latex-aglutinare sau coaglutinare,

w Testul de sensibilitate la bacitracing. Pe un sector al unei placi cu geloza-sange
insamantat confluent cu tulpina testatd se depune un microcomprimat cu 0,5 Ul bacitracina
si se incubeaza peste noapte la 37°C. O zona de inhibitie cu diametrul peste 10 mm indici
sensibilitatea la bacitracind. Prezumtiv, streptococii sensibili la bacitracini sunt grup A,
cei rezistenti nongrup A.

w In scopuri epidemiologice se procedeazl la identificarea serovarurilor M sau T de
S. pyagenes,

176



; Crestere in medio co Tokerani
i T 30 minute
1o 45°C S0°C Lapte cu O,1% pH 9.6 MaCl Bila 407, la 60°C
albagiru de metlen 6,.5% _
—_— —_— — — — A -+ —
o d i — e EE i —
¥ - — + - — + W+
+ -— - [+} —_ _ 4+ Vi
+ + - + + + + +
+ + + + - - + -+
_— + —_ — + — + +
d — 11—=89%, dir wipint pozitive, ¥+ — tulpind uzual pozitive, NH — Tu]pini_ nehemalitics;
Intarziath. La rubrica «Grup antigenics simbolul «+—s semnifich nongrupabil.

= ldentificarea streptococilor nongrup A se face prin criteriile Sherman (tabelul 16.1),

s Pentru iwdentificarea S. agalactiae (grup B) este util testul CAMP, bazat pe
capacitatea acestei specii de a stimula activitatea hemolitica a streptococului auriu. Pe o
placd cu gelozd-sange insamantam tulpinile de streptococ testate in striuri perpendiculare
pand la | cm distan|a de un striu preinsimanyat cu Staphwococcus aureus si incubam pana
a doua zi la 37°C. Zona de hemolizi a stafilococului se largeste in dreptul striului de
streptococ grup B,

Etapa I'V. Comunicm rezultatul: specia sau grupul serologic al sireplococului izolat,
8. pyogenes esic printre putinele specii care si-au pistrat marea sensibilitate naturald la
penicilind. Pentru tofi ceilalfi streptococi se efectusazi si se comunics antibiograma. In
cazul pacientilor sensibilizafi la penicilina, la fel se procedeaza si cu S, pyogenes, care a
dobindit rezisten{a Ia alte antibiotice, inclusiv la eritromicina,

Exsudate nazo- si orofaringiene, puroi, sputa si alte exsudate. Etapa I. Se epuizeazd
prelevatul patologic pe o placd cu geloza-sange. Pentry exsudatele contaminate care nu au
fost transportate in mediul de consgrvare-imbogatire, este mai indicald epuizarea pe
gelozd-sange cu 1:500000 cristal violer (inhibitor al forei grampozitive asociated sau cu
azidi de sodiu (inhibitor al florei gramnegative). Se incubeaza cultura peste noapte la 37°C.
[ncubarea in atmosfera cu 5—10% CO; favorizeazd izolarea strepiococilor proveniti din
cavitapi inchise sau semiinchise (puroi sinuzal, otic, mastoidian),

Etapa I1. Se aleg coloniile mici, transparenie f-hemolitice, iar din alte prelevate
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decat cele faringicne §i coloniile a-, a-prim-hemolifice sau nehemolitice $i se repicad 3—4
colonii bine izolate in bulion glucozat sau bulion ser, pentru acumulare de culturd pura
dupa incubare peste noapte la 37°C.

Etgpa III. Sc identificd izolatele prin studiul caracierclor microscopice, proba
catalazei, structura antigenici, caracterele biochimice $i se efectueaza antibiograma.

Etapa IV, Se analizeazad, sc interpreteaza rezultatele si se redacteaza buletinul de
analizd, precizdnd: serogrupul sau specia de stréptococ si rezultatul antibiogramei ( vezi
precizarile de la hemocultura),

' 16.2.2. Diagnosticul imunologic

Examenul serologic este util la pacientii suspecti de boli poststreptococice prin depis-
farea titrului semnificativ al antistreptolizinei O (ASLO) peste 200 U/ml, an-
tihialuronidazei (AH-daza) peste 350 U/ml, antistreptodornazei B (ADN-aza B) peste 240
U/ml, antistreptokinazei peste 160 U/ml, cresteri care apar dupd 7—12 zile de la episodul
infectios streptococic.

Determinarea anfistreprolizinei O (testul ASLO) are la bazd neutralizarea strep-
tolizinei O standardizata de citre anticorpii din serul studiat.

Reactia se efectueaza in doua etape:

= La dilufii ale serului examinat se adauga o cantitate determinald de streptolizing
O activata (prin reducere cu cisteind) si se incubeazd tuburile timp de 15 minute la 37°C
pentru realizarea reacfici antigen-anticorp.

a Ulterior, in toate tuburile sc adaugd, ca indicator pentru neutralizarea streplolizine:
O, o suspensie de hematii de iepure s5i dupd 45 minute de incubare la 37°C se face o
apreciere prealabila a titrului ASLO. Citirea definitivl se efectueazd dupad menlinerea
iuburilor peste noapte la +4°C, Titrul exprimat in unitai ASLO este indicat de ultima
dilutie a serului care inhiba liza hematiilor,

Pentru diggnosticu! scarlatinel sunl utile reactiile imunologice de neutralizare:

m Reactia Schultz-Charlton (fenomenul de stingere a erupiiei scarlatinoase). Are la
baza neutralizarea eritrotoxinei cu disparitia locald in 18—24 ore a eritemului scarlatinos
sub actiunea serului antiscarlatinos (antitoxinei) injectat intradermic in volum de 0,2 ml.
Daca eritemul persista, are alta etiologie.

m Reaetia Dick depisteazd prezenia anticorpilor antieritroioxind. Pe fata anterioarh
a antebratului se injecteazd o dozd reactiva cutanatd de eritrotoxing purificatd in volum de
0.1 ml, iar la antebraful opus, ca martor, acelasi volum de eritrotoxing inactivatd termic,
Reaclia se citeste dupd 24 ore. Reacfia pozitiva, eritem local cu diametrul mai mare de 10
mm, indicd lipsa antieritrotoxinel (persoand receplivd la scarlatind). Reactia negativa,
absenta eritemului la locul de inoculare, indica prezenta antieritrotoxingi (persoani imuna
la scarlatind). La martor eritemul trebuie s3 fie absent.
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16.2.3. Biopreparate si antibiotice pentru diagnosticul
de laborator, profilaxia si tratamentul infectiilor streptococice

a Ser imun antiscarlatinos. = Streptodornaza B.

m Toxind Dick. m Streptokinazd,
» Streptolizind O. = Antibiotice: penicilina, eritromicind
» Streptohialuronidazd, etc. Rondele cu 0,5 U bacitracind.

16.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA
A INFECTIILOR PNEUMOCOCICE!

16.3.1. Diagnosticul microbiologic
16.3.1.1. Prelevate patologice

Prelevatele patologice sunt in raport cu localizarea infecliei: sputd, exsudate din
seroase, sange, puroi, lichid cefalorahidian.

16.3.1.2. Microscopia directd

Pe frotiurile din sputd, puroi, lichid cefalorahidian colorate Gram si cu albastru de
metilen se observd coci grampozitivi ovali sau lanceolati, asezati in perechi sau lanfuri gi
capsulati in contextul unei reactii inflamatorii cu leucocite polimorfonucleare. Pe frotiurile
din spuld pneumococii au semnificatie clinicA atunci cind apar asociapi leucocitelor si
filamentelor de fibrind in cantitate mai mare de 6—8 perechi in medie pe cimp microscopic.

Microscopia directd permite determinarea serovarului de pneumococ prin reaclia
Neafeld de umflare a capsulei sau prin reactia Sebin de microaglutinare si umflare a
capsulei. Pe o lamA de microscop se amestecd o picAturd de sputd cu o picaturd din serurile
antipneumococice polivalente, apoi cele monovalente corespunzitoare, §i o ansa din solufia
colorania de albastru de metilen, dupi care se acoperd cu o lameld si se examineaza. Pe
preparatul in care serul imun corespunde serovarului, pneumococii apar cu capsula mult
marita, umflata (testul Neufeld) sau se constatd aglutinarea pneumococilor cu capsula
marita de volum (testul Sebin),

16.3.1.3. Tzolarea si identificarea

Etapa . Din sputi, aspirat trahcal sau spaliturad brun;mﬂ pocumococii sunt izolati
cantitativ prin epuizarea a (0,1 ml din dilutiile 107 2 5i 1073 pe cate o placa cu geloza-sange

st geloza-ciocolatd i incubare peste noapte la 37°C in atmosfera cu 10—20 CO,. Pentru
efectuarea corectd a dilutiilor, probele sunt in prealabil omogenizate prin tratare cu solutie
0.5% de N-acetil-L-cisteind,

Din prelevatele necontaminate (puroi cte.) izolarea se face prin simpla epuizare a
probei pe o placa cu gelozd-singe si incubare in conditiile precizate mai sus.

Coloniile de S. pnewmontae sunt e-hemolitice, mici, transparente, de tip 5 sau
mucoide. Caracteristic, datoritd autolizet, centrul coloniilor se deprima. Tulpinile
nepatogene formeazd colonil B,

Etapa I1. Se repici pe pantd de geloza-ser citeva colonii caracteristice, bine izolate,
pentru acumulare de culturd purd dupd incubarea peste noapie in atmosferd cu CO,.

Etapa [11. Se identifica izolatele pe baza urmdtoarclor caraciere:

» marfotinctoriale: diplococi ovali sau lanceolali grampozitivi;
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u de cultivare; baclerie exigentd nutritiv, nu creste pe medii simple; formeaza colonii
mici e-hemolitice cu tendingd la autolizd;

u biochimice: suni lizafi in prezenja bilei sau sdrurilor biliare (testul de biloliza),
fermenteaza inulina pe mediul Hiss, sunt sensibili la optochin (testul de sensibilitate la
optochin: zona de inhibifie de cel pufin 15 mm in jurul rondelelor cu 5 ug optochin plasate
pe o arie insdmantatd complet cu tulpina de identificat);

w sfructura antigenicd: aglutinare cu seruri imune polivalente («Omniserums} i
monovalente specifice de tip;

w aniibiograma.

Etapa IV, Se analizeazd rerultatele testelor de identificare §i se completeazi buletinul
de analiza: e. g din sputd am izolat 8. prenmonize In cantitale de pesie 10% UFC/ml,
serovar ..., datele antibiogramei.

O metodsa simpla de izolare si identificare a pneumococilor virulenfi din prelevate
intens contaminale (e. g. sputd) este injectarea intraperitoneala la soarece a 0,5 ml prelevat.
Prneumococii virulenii determina o infectie septicemica mortalk in 24—48 ore si, la necrop-
sia animalelor, pot fi reizolati in hemoculturd prelevata din cord sau observati microscopic
pe amprenie din splind,

16.3.2. Biopreparate si antibiotice folosite pentru ﬂiagn?sticul
de laborator, profitaxia si terapia infectiilor pneumococice

s Scruri imune polivalente 5i monospecifice de tip pentru identificarea antigenica.

» Vaccinuri polizaharidice purificate preparate din tulpini ale serovarurilor izolale
din regiune.

= Antiblotice: penicilind G, ampicilind, eritromicind, biseptol etc.

= Rondele cu 5 p4g oplochin (etilhidrocupreind).



17

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR DETERMINATE
DE NEISSERII

17.1. DATE GENERALE
17.1.1. O minidefinitie

Genul Neisseria reaneste diplococi gramnegativi, asemindtori boabelor de cafea,
catalazo- si oxidazopozitivi, strict aerobi, care atacd zaharurile oxidativ.

17.1.2. Repere taxonomice

Familia Neisseriaceae include patru genuri: Neisseria, Moraxella (cu subgenurile
Maraxella st Branchamella), Acinetobacter §i Kingella, care reunesc specii patogene,
condijionat patogene si saprofile nepatogene, constanl prezenie in microflora cailor
respiratorii supericare.

Dupa exigentele nutritive 5i patogenitate, in genul Neisseria diferentiem doud grupe
de specii: neisseriile epretenfioases si neisseriile snepretentioases,

= Neisserii «pretentioases sunt cele dous specii patogene ale genului: N. meningitidis
si N. gonorrhoeae, foarte fragile in mediul extern. Sunt carboxifile §i cultivi numai la 37°C,
numai pe medii special imbogilite. Formeaza colonii nepigmeniate,

a Neisseriile «nepretentioases sunt specii conditionat palogene sau nepatogene ale
genului, care culliva pe medii simple, chiar la 22°C, Majoritatea formeaza colonii pigmen-
tate, mai frecvent in galben: N. lactamica, N. sicca, N. subflava, N. flavescens, N, mucosa
{cu colonii mucoide, nepigmentate) §. a.

Moraxella ( Branchamella) catarrhalis este o specie microscopic asemandloare neis-
seriilor, nepretentioasd nutritiv sl nezaharolitica, gazduita in caile respiratorii superioare
si conditionat patogena.

17.2. NEISSERIA MENINGITIDIS

17.2.1. Date generale

17.2.1.1. Habitat

N. meningitidis paraziteaza specific omul si-are tropism accentuat pentru nazofaringe.
Rata portajului in colectivitatea generald este de 5—30% si creste pana la 70—80% in
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conjuncturd epidemicd. De la acest nivel ar puiea contamina mediul ambiant prin secrefii
nazofaringiene, dar fiind foarte fragili la uschciune si refrigerare, zona periculoasi de
contaminare se limiteazd la 2—3 m In jurul pacientului sau purtitorului (prin picituri
Fliigge), sau la obiecte imedial dupd contaminarea lor cu confinut nazofaringian,

17.2.1.2. Factori de patogenitate

Fimbriile meningococitor functioneazi ca liganzi la mucoasa nazofaringiani. Cap-
sula, factor esential de virulentad, ii face rezistenti la actiunea bactericidd nespecifici a
serului. In cursul cresterii meningococilor hipersinieza de membrani externd genercazi
numeroase vezicule, care se desprind de coci 51 determind endofoxemie. Endotoxina menin-
gococilor are lipidul A $i miezul polizaharidic identic cu ale enterobacteriaceelor. Rolul,
eventual patogen, al proteazelor IgA produse de meningococi rAmane inci neclar.

17.2.1.3. Receptivitatea la infectiile meningococice

Portajul nazofaringian la meningococl este imunizant. Meningococit virulenti deter-
mind infectii sistemice numai la persoane lipsite de anticorpi bactericizi faja de antigenii
de invelis ai tulpinii invadante. Bacterioliza fiind complement dependentd, pacientii
deficienti In componentele C3, C6—8 ale sistemului complement sunt foarte receptivi 5i fac
infectii meningococice repetate.

17.2.1.4. Infectiile meningococice

Portajul nazofaringian de meningococi este In fond o infectie inaparentd. Numai la
cca 1 din 1 000 de infectati apare o infectie majord manifestatd ca meningitd, septicemie
fulminantd (sindromul Friederichsen-Waterhouse, care evolueaza mortal in 6—38 ore) sau
ca meningococcemie cronicl cu localiz@ri articulare sau pericardice. Caracteristic menin-
pococcemiilor esie o eruplie cutanatd purpurica, polimorfa. Mai rar meningococii determina
infectii bronhopulmonare sau uretrite,

17.2.2. Investigatia etiologica a infectiilor meningococice

17.2.2.1. Diagnosticul microbiologic

17.2.2.1.1. Prelevate patologice

Prelevatele patologice sunt in raport cu forma clinicd-a infecliei: tampon nazofarin-
gian de la purtatori si de la bolnavi; hemoculturi, exsudat prelevat aseptic prin scarificarea
petesiilor; lichid cefalorahidian prelevat strict aseplic in 2 eprubete: cca 2 ml pentru citologie
{cantilativa si calitativa), bacterioscopie si examen biochimic, iar cca 2 mil pentru insaman-
jari.

Data fiind fragilitatea mare a meningococilor, toate probele vor fi examinate imediat
{cel mult timp de 1—2 ore) si se va evita cu desfivarsire refrigerarea,

Precizam ci meningitele sunt infecii polietiologice: unele sunt bacteriene: N. menin-
gitidis (mai rar unele neisserii snepretentioases, ca N. subiflava, N, flavescens, iar uncori
chiar gonococii), Strepfococcus preumoniae, Haemophilus influenzae, streptococi,
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Staphylococcus  aureus, Enterpbacteriaceae, bacil piocianic, Listeria monocylogetes,
Mycobacterium tuberculosis, Leptospira cle.; allele sunt virale: enterovirusuri, virusul
parotiditei, virusul herpes simplex, arbovirusuri etc.

Diferenficrea meningitelor bacteriene de cele virale este o urgentd, pentru €a primele
evolueazd intotdeauna grav si beneficiazd de tratament antimicrobian. Meningitele virale,
desi nu beneficiaza de tratament antiviral (in majoritatea lor), cele mai multe sunt benigne..
De aceea, paralel cu diagnosticul microbiologic clasic, se recurge la metode rapide de
diferentiere a meningitelor prin examenul citologic 5i biochimic al lichidului cefalorahidian
(tabelul 17.1) examene ale sangelui (leucograma si formula leucocitard, viteza de sedimentare

a hematiilor, dozarea proteinei C reactive).

Tabalul 7.1, Indicil examenului cHologic 5i biochimic ai lichidului cefalorahidian in meningite

Curegoris Aspeciul Examen Examen cilologic Examen blochimic, mg/ dl
I..C.R. microbiologlc
projeine | glucozd acld cloruri
lactic
L.C.E. Clar, Steril 0—3 15—40 | 50—70 as 680—730
normal incokir limfocite/ mm®
Menin- Opalescent, Deplsiare rapida | Cel mai frecvent =100 <40 >35
glie e~ purulent imlcroscopica, =1 000 polimaor-
teriene {hematich anfigenich) | fonucleare/ mm
BCule izalare
| Meningita | Clar su usor -5 =200 limfo- =100 <4} >335 <BLH)
| tuber- opalescent cu cile/mm’
culgisish vl de Tibring
Meningitd Clar sau e 100—500 limfo- =100 <4} Algoai
micotich apilescen gite/mm’ enilic
prezent
Menin- Clar sau Steril bac- Cen 500—1000 | 15—100 | 50—70 35 GE0—T30
gite virale | opalescent | terlologics se poate limfocie/ mm’
izoia virusul

17.2.2.1.2. Microscopia directa

Din lichidul cefalorahidian ca atare (probele purulente) sau din sedimentul obfinut
prin centrifugare (probele opalescente sau clare) efectuam frotiuri pe care le coloram cu
albastru de metilen (pentru citologia calitativa si bacterioscopie), Gram (pentru detalii
bacterioscopice) sau Ziehl-Neelsen (in suspiciunea meningitei tuberculoase). In contextul
unei reactii inflamatorii cu polimorfonucleare, meningococii apar ca diplococi «in boabe de
cafeas, gramnegativi dispusi extra- sau intracelular. Baclerioscopia lichidului cefalo-
rahidian este orientativi, pentru ¢a nu diferentiaza speciile aceleiasi categorii microscopice,
uneori ramanand negativi, chiar in meningite bacteriene,

Meningococii mai pot fi urmariti pe frotiurile serozitafii obtinute prin scarificarea
pelesiilor sau In exsudatul articular de la bolnavi cu artrite.

17.2.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa 1. Prelevatele patologice sunt insAmantate pe medii preincalzite la ITC: gelo-
za-sange, gelozi-ciocolatd sau alte medii special imbogatite pentru neisseriile «preten-
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lioases cum sunt mediile HYL (geloza imbogatfita cu hemina sau singe lacat de cal, extract
de levura si ficat) ori mediul Thayer-Martin, far culturile incubate 24—48 ore la 37°C in
atmosferd cu 5—10% CO,.

Exsudatul nazofaringian este epuizat pe mediul preparal selectiv prin adaos de
ristomicind 20 U/ml, vancomicind sau lincomicingd 5—7 U/ml {pentru inhibarea cresterii
bacteriilor grampozitive).

Hemoculturile se insamanteaza in bulion glucozat (un velum singe pentru 10 volume
mediu) 5i se incubeazd 1 —10 zile cu repicari pe gelozd-sange la intervale de 1: 2; 3; 5: T
10 zile,

Din lichidul cefalorahidian necentrifugat se insimanteazd volume de cca | ml in
bulion glucozat si in bulion cu factorii de crestere X 5i V (pentru izolarea Haemophilus
influenzae).

Etapa I1. Se examineazd culturile urmarind coloniile suspecte de neisserii. Menin-
gococii formeaza colonii 8, transparente, iar neisseriile comensale colonii pigmentate sau
nepigmentate (tabelul 17.2),

Tebolul 17.2. Caractere de diferenfiare ale neissariilar

Spectt Colonii: Scindare Reducere
pigment :
galben glucozi | maltoed facioell | zaharozd | frucioes NGO, NO,

N. meningitidis —_ - + - e e i et
N, ponorrhioeae - + — - - —_ = s
N. lactantico + * + + -— - et +
M. subflava + + + =a v v — 51
N. flavescens + — — - —_ e - i
N mucosa ¥ 4+ + — + + + Kl
N. sicea ¥ + + — + + -— +
M. catarriialis - ot =r = = _ " +
&, pnenmonise - + + + + — _
Simboluri; s+ — pozifiv; s— — negativ, ¥ — variania

Repicarea pentru cultura pura se face din coloniile care dau testul citocrom-c oxidazei
pozitiv. Aceastd testare este esentiala pentru izolatele din exsudatul nazofaringian gi facul-
tativd pentru izolatele din prelevate necontaminate. Pe coloniile suspecte se depune o
piciturd din solufia de dimethyl- sau tetramethyl-para-phenilendiamina. Oxidaza este
prezenta daca in interval de cca 20 secunde colonia se coloreazi in TozZ-rogu, respectiv in
albastru. Imediat dup3 aparitia culorii, coloniile trebuie repicate,

Etapa I11. Se identifica izolatele prin:

w Studiul caracterelor morfotinctoriale: diplococi Eramnegativi «in boabe de cafeas:
in culturile vechi apar forme atipice variate. '

w Studiul caracterelor de culturd prin repicare pe geloza nutritiva 5i geloza-ser cu
incubare la 37°C si la 22°C. Meningococul creste numai pe geloza-ser la 37°C.

n Studiul caracterelor biochimice. Meningococii produc oxidaza si catalaza, iar pe
mediul Hiss formeaza acid din glucoza si maltoz, dar nu scindeazi zaharoza, lactoza 5i
fructoza (tabelul 17.2),
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m [dentificarea antigenicd. Polizaharidele capsulare impart meningococii in pairu
grupe majore: A, B, C, D i in grupele adifionale X, Y, W35, Z5i Z, care pot fi identificate
prin reactii de aglutinare cu seruri specifice de grup. Exista si tulpini negrupabile.

Infectiile cu meningococi grup A si C pot evolua epidemic, cu varfuri ale prevalentei,
la intervale de 8—12 ani. Meningococii celorlalte grupe determind mai ales infectii
sporadice.

w Antibiograma

Etapa IV. Se interpreteazd rezultatcle testelor de identificare, rezultatul an-
tibiogramei 5i se completeaza buletinul de analizi. De exemplu, «Din exsudatul nazofarin-
gian am izolat N, meningitidis, serogrups sau «Din lichidul cefalorahidian am izolat N.

meningifidis serogrup A» efc.
17.2.2.1.4. Depistarea antigenilor meningococici

Este foarte utild pentru diagnosticul rapid al meningitelor. Putem recurge la reactia
de precipitare prin contraimunoelectroforezd, specificd, dar putin sensibila, sau la reacii
mai sensibile de coaglutinare sau latex-aglutinare,

i

17.2.2.2. Diagnosticul serologic

Are valoare redusi. Putem depista si titra anticorpii antimeningococici in serul pur-
tatorilor sau bolnavilor prin reactii de aglutinare cu suspensii meningococice de referinia
(titrul semnificativ mai mare sau egal cu 1:160) ori hematii sensibilizate cu antigeni
polizaharidici de grup (titrul semnificativ 1:80 la purtatori si nu mai pujin de 1:160 la
bolnavi}.

17.2.2.3. Biopreparate si medicamente pentru diagnosticul
de laborator, profilaxia si tratamentul infectiilor meningococice

m Seruri imune de grup: A, B, C, D, X, Y, W135, Z, Z.
= Suspensii meningococice de grup, hematii sensibilizate cu antigeni polizaharidici
de grup,
) m Antibiotice: penicilind G, ampicilina, cloramfenicol, rifampicind etc.

17.3. NEISSERTA GONORRHOEAE

17.3.1. Date generale

17.3.1.1. Habitat

Gonococii paraziteazd specific omul 5i se remarcd prin tropismul deosebit pentru
uroepiteliu. Foarte fragili in mediul ambiant, s-au adaptat la transmiterea pe cale sexuala.
Transmiterea prin lenjeria intima foarte recent contaminat cu puroi uretral este posibila
in condifii de promiscuitate.
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17.3.1.2. Factori de patogenitate

Inifial, atasarea gonococilor la epiteliul uretral este asiguratd de fimbrii. Ulterior o
adezind proteicd din membrana externd a bactériei asigurd aderenfa intima la receptori
membranari si inifiazi endocitarea gonococilor de catre uroepiteliu. Un chelator de fier le
asigurd inmuljirea in conditiile feriprive de pe mucoasa infectatd. Capsula, proteinele si
lipopolizaharida (endotoxina) le conferd rezisten]a la acliunea bacteriostatica si litica a
anticorpilor 5i celulelor gazdei,

17.3.1.3. Receptivitatea la infectiile gonococice

Receptivilatea la infectiile gonococice este generald.
17.3. 1.4. Infectiile gonococice

La hdrbat gonococii determind uretrite cu periuretritd, iar pe cale limfatica infecpa
se propagd fa prostald si epididim,

La femeie gonococii pot infecta uretra, glandele Skene si Bartholin, dar mai frecvent
infectia se localizeaza in endocervix cu extindere la endomelru, trompele uterine, ovare 5i
peritoneul pelvin (principala cauza a anexitelor cronice care duc la sterilitate feminina).

Dupd raporturi sexuvale aberante infectia gonococicd afecteaza initial rectul sau
nazofaringele.

Indiferent de localizarea inifiala, infectia gonococica poate evolua bacteriemic cu
localizdri metastatice articulare, cutanate, meningiene sau endocardice.

Infectia gonococicd poate evolua §i inaparent, mai frecvent la femei (cca 507%,), mai
rar la barbati (5—10%),

Nou-ndscufud contaminat in canalul de nastere face inifial o conjunctivitd gonococica
cu extindere rapidi a infectiei la tot globul ocular: oftalmia gonococica. La fetite, lipsite de
bariera acidi vaginald, gonococul determind vulvovaginite, forme de infectie care nu se
intdlnesc la femeia maturd.

Fard tratament antimicrobian adecvat infecfiile gonococice nu se vindech, ci
evolueaza spre cronicizare cu distrugeri tisulare (stricturi uretrale, ale trompelor uterine,
distrugeri articulare).

Este important de refinut i in condifii de promiscuitate sexuald o datd cu gonoreea se
pot iransmite sifilisul, infectiile cu Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis si, mai grav,
infectia cu virusul imunodeficientei umane, De aceea pacientii diagnosticali cu gonoree, boald
cu perioadd de incubatie mai scurtd, trebuic finuti sub observatie §i pentru eventualitatea
celorialte boli cu transmitere sexualll, care au tratament diferil de al gonoreei.

17.3.2. Investigatia etiologica a infectiilor gonococice
17.3.2.1. Diagnosticul microbiologic

17.3.2.1.1. Prelevate patologice

Prelevatele patologice sunt in raport cu localizarea si forma clinicd a infectiei: purol
uretral, exsudat endocervical, vulvovaginal, anorectal, conjunctival, nazofaringian, articular.
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Recoliarea se face, dupa natura probei, cu ansa, cu tampoanc, prin punctie s
aspiratic articulara,

In formele cronice de gonoree probele se recolteazd duph stimularea secretiei sau
inflamatiei din focarele de infectie prin diferite metode: masajul prostatel (stimulare
mecanica), administrare de vaccin omor3t (stimulare biologica), diatermie sau inductoter-
mie (sedinte de 15—30 minute, timp de 3 zile consecutiv). La femei s¢ recomanda recol-
tarea secretiilor endocervicale In timpul si la sfarsitul menstrelor.

Data fiind extrema fragilitate a gonococilor in mediul extern, personalul va fi instruit
si execute extemporaneu (fie in spital, fie In laborator) frotiurile si Insamanjarea
prelevatelor pe mediile de culturd preincalzite la jrc.

17.3.2.1.2. Microscopia directa

Pe frotiurile colorate cu albastru de metilen sau, cu multa atentie, Gram, in formele
acute se observa o reactie inflamatorie intensd cu polimorfonucleare intacte maorfologic.
Numerosi diplococi gramnegativi «in boabe de cafeas bureaza citoplasma unor fagocite,
pot fi observati si exiracelular. Pe frotiu se mai pot observa: celule epiteliale, mucus,
irichomonade (in infectiile mixte}, alte microorganisme (coci, bacili).

In contextul uretritei purulente acute la barbati, acest tablou microscopic pune diag-
nosticul de ureirith gonococich rapid si cu eficienia de cca 98%.

Prezenta pe frotiu numai a polimorfonuclearelor intacte in numir mare, alaturi de
cozinofile si de numeroase celule epiteliale descuamate, in absenia diplococilor tipici cu
dispozitie intracelulard indicd necesitatea unor examene repelale.

La femei, la copii si in infectiile cronice sau asimptomatice, cilobacterioscopia are
numai o viloare orientativd si se impune izolarea 5i identificarea gonococului.

17.3.2.1.3. lzolarea si identificarea

Etapa 1. Prelevatele patologice sunt epuizate pe medii special imbogitite (HYL, Thayer-
Martin eic.). Pentru izolarca din prelevate contaminate (tampon rectal, exsudat nazofarin-
gian etc.) In mediul de cultura se include 5i un amestec selectly format din colimicind sau
polimixind B 10—20 U/ml (inhiba bacilii gramnegativi) si ristomicina sau vancomicina or
lincomicind (inhiba flora grampozitiva). Culturile trebuie incubate 24—48 ore 1a 37°C in
atmosferd cu 5—10% CO;z si umiditate crescutd asiguratd prin includerea in exsicatorul
sau borcanul de incubare a unui vas cu apd sau hartie de filtru umectata.

Etapa iI. Coloniile suspecte (mici, lransparente, §, oxidazopozitive) sunt repicate,
pentru a obiine cultura pur necesara identificarii.

Etapa 111, Se procedeaza la identificarea culturii pe baza urmatoarelor caractere:

a diplococi caracteristici gramnegativi;

= oxidazopozitivi;

= care cultiva numai la 37°C pe medii special iImbogdtite cu ser;

s formeaza acid numai din glucozd §i sunt inactivi asupra mallozei, lactozei
zaharozei (labelul 17.2),

Identificarea antigenicd poate fi ficutd cu seruri antigonecocice prin aglutinare,
coaglutinare sau reactie imunofluorescenta,
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Antibiograma este necesard pentru ¢a existd tulpini producdtoare de f-lactamazi si
multirezistenie la antibiotice.
Etapa I'V. Interpretarea rezultatelor §i completarea buletinului de analiza.

17.3.2.2. Diagnosticul serologic

Pentru diagnosticul infectiilor gonococice cronicizate se recurge la RFC. Titrurile
mai mari de 1:10 sunl sugestive, dar specificilaiea si sensibilitatea reactiei suni nesati-
sfacitoare.

17.3.2.3. Biopreparate utilizate pentru diagnosticul

infectiilor gonococice

m Ser imun antigonococic, pentru identificarea antigenicd a culturilor.

m Ser imun antigonococic fluorescent, peniru depistarea directd a gonococilor prin
coloratie imunofluorescents,

s Vaccin omordt antigonococic, pentru lerapic in formele cronice ale infeclici.

= Antibiotice de eleciie: peniciline, rifampicind eic.



18 _

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL BRUCELOZEI

18.1. DATE GENERALE

18.1.1. O minidefinitie

Brucelele sunt cocobacili gramnegativi imobili, nesporulati. Aerobi sau carboxifili.
Catalazopozitivi, oxidazopozitivi sau negativi, ureazopozitivi, Pe mediul Hiss nu produc
acid din zaharuri.

18.1.2. Repere taxonomice

Genul Brucella reuneste 7 specii: B. melitensis (cu 3 biovaruri), B. abortus (cu 0
biovaruri}, B. suis (5 biovaruri), B. ovis, B. neotomae, B. canis $i 8. rangiferi. Dintre
acestea primele trei specii sunt implicate ocazional in infecfii umane.

18.1.3. Habitat

In natura brucelele paraziteaza diferite animale: B, melifensis este gizduild mai ales
de caprine si ovine, B. abortus de bovine, B. suis de suine. La animale, in afara gestatiei,
bruceloza evoluesza latenl sau ca infectie cronica, obisnuil asimptomatic. La masculi
infectia se localizeaza frecvent in veziculele seminale. La femelele gestante infectia se
reactiveaza si brucelele invadeazd placenta §i tesuturile fetale, determindnd avort., Dupa
avort infectia se localizeaza in glanda mamara cu eliminarea brucelelor timp indelungit
prin lapte. In mediul extern brucelele sunt organisme relatitv rezistente.

18.1.4. Factori de patogenitate

Brucelele sunt bacterii facultativ intracelulare cu mari capacitili sensibilizante.
Produc endotoxind si au echipament enzimatic de invazivitate (hialuronidazi).

18.1.5. Receptivitatea la infectie

Desi receptivitatea omului la bruceloza este generala, boala are mai mult caracter
profesional, afectand ingrijitorii de animale si personalul veterinar. Sunt posibile imbol-

189



naviri ocazionate de consumul de lapte si derivate de lapte nepasteurizatl de la animale
bolnave.

18.1.6. Bruceloza umana

Contaminarea omului se produce pe variate cii: percutana, conjunctivala,
respiratorie, digestivd, Leziunile determinate de brucele sunt de tip granulomatos. In
infectia cu B. melitensis granulomul evolueazi frecvent spre cazeificare si supuratie.
Bruceloza evolueazd septicemic; recidivant, cu febrd ondulantd si afectarea sistemului
reticuloendotelial (limfadenite), locomotor (artrite, poliartrite, bursite, ariralgii), nervos
(meningoencefalithd, nevrite, radiculite eic.), organele genitale la barbati  (orhita,
epididimita) si la femei (salpingita, ovaritd, endomelrite etc.), ficatul (eventual cu icter),
rinichii (pielonefrita) etc.

In ansamblu, bruceloza determina un tablou clinic proteiform, dificil.de recunoscut,
cauzat de varietatea organelor afectate, Impune diferentierea de multe alte infectii cum sunt:
infectiile pulmonare acute, tuberculoza, febra ), ornitoza, febra tifoida, reumatismul etc.

18.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN BRUCELOZA
18.2.1. Diagnosticul microbiologic
18.2.1.1. Prelevate patologice

Examinim, in rapor! cu stadiul bolii si cu forma clinica: hemoculturi, meduloculturi,
biopsii ganglionare; mal rar: lichid cefalorahidian, exsudat articular, bila, urina, puroi, De
lIa animale examindm avortonul,

18.2.1.2. Microscopia directa

Chiar pe preparate colorate imunofluorescent, microscopia directd este de cele mai
multe ori negativd, din cauza numarului redus de brucele in prelevatele patologice din
infectia umana.

18.2.1.3. Izolarea i identificarea

Izolarea si identificarea sunt rezervate laboratoarelor specializate, din cauvza riscului
infectiei de laborator.

Etapa I. Insaimantam medii de culturd speciale cu extract de ficat, geloza D, gelozd
imbogalitd cu eritritol. Probele contaminate (sediment wrinar, lapte de la bovine, caprine
eic.) sunt insamanjate pe medii selective (prin polimixind B, bacitracini, ciclohexidina),
Culturile sunt incubate la 37°C in atmosfera cu 5—10%, CO; (pentru a facilita izolarea de
B, abortus) i urmarite 4—6 saptimani. lzolarea prin injectare la cobai sau in oul embrionat
de glina poale fi realizatdi in interval de 1—2 sapiamaini.
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Hemocultura s¢ face prin insimangarea a cate 5 ml singe In doud flacoane cu mediu
bifazic (panti de gelozd si bulion reunite in acelasi flacon; in pozitia verticald a flaconului
panta de gelozd este descoperitd §i poale fi inundatd cu bulion, pentru insdminjare, prin
inclinarea flaconului). Hemoculturile sunt incubate la 37°C si urmarite timp de § saptamani
pentru aparifia culturii. La fiecare 3—5 zile flacoanele sunt inclinate, peniru insdmantarca
pantei de gelozd prin inundare, si readuse la vertical. Una din hemoculturi este incubata
in atmosferd cu 5—10% CC,. Utilizarea mediului bifazic previne eventuale contaminari
ale hemoculturilor clasice din cauza repicarilor frecvente necesure pe parcursul urmairirii
tor.

Similar hemoculturii se urmaresie si mediocultura.

Etapa 1. Coloniile caracteristice, mici, §, transparente, incolore, sunt repicate
peniru obtinerea culturii pure necesare identificarii.

Etapa 111, 1zolatele sunt identificate pe baza:

s Caracterelor microscopice; cocobacili  gramnegativi, imobili, necapsulafi,
nesporulai.

u Caracterelor de culturd: cresterca pe medil special imbogafite, necesitatea COy efc.

w Caracterelor biochimice: producerea de HoS §i ureazd, inactivitilea asupra
zaharurilor in mediul Hiss.

w Activitdtii bacteriostatice diferentiate a colorantitor de aniling (fucsini 1:25 000,
tionina 1:50 000) — vezi tabelul 18.1.

Tabalul 18.1. Diferanfisraa principalelor specii de Brucella

Caraciere studiate H. meliténgin B, abartus B. suts
=
Activitiea urenzel Lantd Foarte lentd Foarie rapids
(1 —5 minutcel
T —
Culbtivarea in atmosferd + Necesitd o, +
fara €O,
Producerea de FLS — + +

Cregtere pe medil cu

coloranii:
u tionind + —_ +
u fucsing - + =

Aglulinarea cu sor

manospecific:
w anti-M + - FS
= antl-A — + -
Lizotpin cu
macteriofagul TH — + —

» Structurii anfigenice, Brucelele poseda doud complexe antigenice majore, A §i M,
prezente in cantitafi diferite la fiecare specic. Folosim scruri monospecifice antit-A $i
anti-M in reactii de aglutinare. Cultura de B. melitensts aglutineaza numai cu serul anti-M,
cea de B. abortus cu serul anti-A, iar cea de B. suis cu ambele seruri imune.

w Sensibilitaiit la fagul Th (Thilisi) a speciei B. abortus.
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Efapa IV, Se citesc s5i se interpreteazd rezultatele testelor de identificare a speciei
de Brucella, dups care se completeazd buletinul de analiza,

18.2.2. Diagnosticul imunologic

Diagnosticul imunologic este 0 metodd obisnuita.

Urmérim prezenia si titrul anticorpilor anti-Brucefla si, prin lest intradermic, starea
de sensibilizare 1o aceste bacierii,

Anticorpii anti- Brucella pot fi depistati uzual din zilele 7—8 ale bolii. In stadiul acot
al infectiei sunt din clasa IgM, iar in stadiile tardive, subacut sau cronic, din lgG (rezistenti
la actiunea 2-mercaptoctanolului si la expuneri de 15—30 minute la 65°C). In stadiul
. subacut sau cronic al brucelozei apar anticorpi monovalenti blocanti, care inhibd reactia
de aglutinare,

Pentru diagnosticul serologic al brucelozed se utilizeazd reaciii de aglutinare pe lama
sau in tuburi, reaciia Coombs pentru depistarea anticorpiler blocanti, reactiile de fixare a
complementului, opsonocitofagicd sau de imunofluorescenta indirecta.

Reactia de aglutinare rapidd pe lamd, Huddleson foloseste antigen brucelic con-
centrat si calorat. Pe o placd de sticld se depun, la intervale, picituri cu cantititi descres-
cande de ser suspect: 0,08; ©,04; 0,02; 0,01 ml, alaturi de care se depun picaturi de antigen
Huddleson in cantitali egale de 0,03 ml(tabelul 18.2).Cu coljul unei lame de microscop se
amestecd picaturile de reactivi incepind de la dilufia mai mare spre dilufia mai mica a
serului, Cu alt colt al lamei 5¢ amesteca picdturile martorilor, incepind cu martorul antigen,
Se incalzeste lama la 37°C timp de 1—2 minute cu misciri de rotajie. Citirea se face dupa
maximum 8 minute (interval in care placa este menfinutd in camerd umedi). Se urmareste
aparitia 5i mirimea grunjilor violeji-albastri de aglutinare si se face clarificarea ames-
tecului, Suspensiile martor trebuie s rimand omogene, colorate in violel, Rezultatul se
exprimi dupi o scard convenjionald in procente de aglutinare: 100; 75, 50 si 25 (respectiv
+4 la +1). O aglutinare de 30%, corespunde unui titru de 1:100 in reactia Wright, titrul
minim semnificativ,

Tabelul 18.2. Schema reaclisi de aglutinare rapid3 pe lama, Huddlesan

Reaciivi Reacfia, dilufii d¢ ser Martovil
| 2 3 4 SEr ankigen
Ser suspecl 0.08 0,04 0,02 0,01 0,04 -
Antigen
Huddigsen 0,03 0,03 0,03 0,03 - 0.03

Solufie saling

fzotoni — _— —_ — .03 0,03

Titrul corespunzitor
in reactin Wright 1150 1/ 1040 17200 1/400

Reactia Huddleson este indicatd pentru triajul serurilor in focarele de bruceloza,
Rezultatele pozitive trebuie verificate prin reactia Wright.

Reactia de aglutinare lentd tn tuburi, Wright, In tuburi de aglutinare efectuam, cu
solutic saling izotona, dilutii duble ale serului suspect de la 1:12,5 pand la 1:400 in volume
de 0,5 ml, In ficcare tub pipetim apoi cate 0,5 ml antigen Wright (suspensie de brucele
omarite standardizata la 20 miliarde germeni/ml) diluat 1:10(tabelul 18.3).Toate tuburile
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sunt incubate 20—24 ore la 37°C, apoi inca 1—2 ore la temperatura camerei. Citim reactia
cu ochiul liber prin comparatic cu tuburile martor i notam intensitatea aglutindrii de la
+4 la 0 dupi cum urmeaza: +4 = supernatant clar cu depozit de aglutinat, care la agitare
apare grunjos in lichidul lransparent; 0 = suspensie omogena similard cu martorul antigen;
+2 = supernatant cu opacitatea martorului 2 antigen 51 depozit de aglutinat grunjos. Titrul
minim semnificatlv pentru diagnostic este 1:100 cu aglutinare +2. Titrurile de 1:50 sunt
dubioase.

Tabelul 18.3. Schema reactisl de sglutinare lantd In fuburl, reacfia Wright, pentru diagnosticul

brucelozai
Reactivi Reaclia propriu-zish Martor Martort antigen’
(nomarul whuritor gl cantitdfi, ml) ser
I 2 3 ] H] 6 1 |, 2
1
Solifle salind el jl],j“ /n.s fﬂ.s.\ 115“||h 0.5
izotond 062 o057 057 bs 057 Tos” om | os | o7s
Ser suspect 0,048 - - - — - 0,08 — -
Dilufia de ser | 1:12,8 1:25 1:50 12100 [:200 1240} i ik a2
Antigen 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 — 0.5 0,25
Wright
{diluat
L
Dilujin finald 1125 1:50 1100 1:200 1:40K) 1300 — - —
a serului
! Mutrtori de capacitate corespunzBtori respectiv 12 reacfiei negative (aglutinure 0) wi Z: reaclici pozitive
505 (+H)

In reactia Wright aglutinarea poate lipsi la primele dilufii de ser sau complet, din
cauza anlicorpilor blocanii monovalenti, situatie frecvenla in stadiul ¢cronic al infectiei.
Anticorpii blocanti pot fi depistaji prin reactia Coombs: in tuburile negative ale reactici
Wright s¢ adaug? la antigenul brucelic (spalat pentru indepariarca imunoglobulinelor fixate
nespecific si resuspensionat) o cantitate determinatd de scr antiimunoglobulind umana.
Aglutinarea indica prezenta anticorpilor blocanii. Un titru de 1:100 in reactia Coombs este
diagnostic semnificativ.

Clasa anticorpilor anti-Brucella, IgM sau 1gG, se determind prin reacfia Wright sau
reactia de hemaglutinare indirecta (pasiva), cu hematii cuplate cu antigen brucelic, efec-
fuate in paralel cu probe ale serului suspect traiate si nelratate cu 2-mercaptoctanol.
Diferenta mare dintre titruri indic3 predominania anticorpilor IgM (infectie primard acuta).
Diferenic nesemnificative intre titruri semnifica predominania anticorpilor [gG (infectie
cronici sau latenta subclinica). .

Reactia de fixare a complementului (vezi 10.2,2.3). Titruri semnificative sunt cele
= 1:10 din zilele 12—14 de boald. Reactia este mai ales utila in formele cronice i latente
de brucelozd. Se negativeaza o datd cu vindecarea microbiologici. In reactiile posivaccinale
pozitivarea este tranzitorie,

Reactia opsonofagocitard. Desi nu are valoare diagnosticd, de obicei, evalueazi
gradul de rezistenid a bolnavului (valoare prognosticd). Serul bolnavilor de brucelozi
opsonizeazd o suspensie de brucele si stimuleaza fagocitoza semnificativ mai puternic decal
serul persoanclor normale.
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Tehnica reactiei: intr-un tub, la amestecul de 0,25 ml suspensie standardizata de
brucele inactivate in faza S cu 0,25 ml solugie 2% citrat de sodiu, se adauga 0,5 ml sadnge
de la bolnav. In tubul marior, la amestecul acelorasi reactivi, se adaugd 0,5 ml singe de
la 0 persoani sandtoasa. Din continutul tuburilor, incubate 20 minute la 37°C, se efeciuca-
z4 frotiuri subtiri colorati Giemsa. Se¢ numard brucelele fagocitate de 25 polimor-
fonucleare examinate consccutiv, inregistrand intensitatea fagocitozel conform tabelului 4.4.

Tabelul T84, Calcularea indicelui opsenocitofagic (IOC)

Numarul germenilor Intensitalea fagociiozei Nomirul de PMN din Caleularea 10C
fagocitafi per PMN grupa de intensliaie {colpanele 2x3)
0 010) 1] Ox0=-10
1—20 +{1) [} Ix6=&
21 —40 ++(2) 4 I d=§
| = 4] {3} 15 Ix15 =45
Total: 25 9

La persoane sandtoase 10C variaza intre 0 5i 10. La bolnavi un indice intre 11—24
este dubios, unul Intre 25—49 este pozitiv, iar unul intre S0—75 este intens pozitiv gi
corespunde unei bune reactivitali imune.

Diagnosticul serologic prin reactiile moderne de hamaglutinare indirectd, ELISA,
coloratie imunofluorescentd indirectd este mai sensibil in formele cronice si latene ale
infecfiei 5i elimind rezultatele fals pozitive prin reactii incrucigate cu fractiuni antigenice
comune intre Brucella, Francisella tularensis, Yersinia enterocolitica sau Vibrio cholerae,

Intradermoreactia Burnel depisteazi sensibilizarea de tip intirziat la brucelind (revezi
abelul 11.1), Dupd 24—48 ore se mascard diametrul zonei infiltrativ-eritematoase. Inter-
pretare: diametrul de 10 mm indic o reactie slab pozitiva, de 30 mm o reactie pozitiva, de 60
mm o reaclic intens pozitivd. Intradermoreactia la brucelina se pozitiveaza dupa 14—30 zile
de la debutul bolii sau dupd vaccinarea cu vaccin viu atenuat §i persista timp indelungat.

In concluzie:

= Diagnosticul de bruceloza acuta se confirma prin reactiile Huddleson si Wright pozitive
cu anticorpi predominant din clasa lgM, RIF indirectd si i.d.r, Burnet slabl sau pozitiva.

= Diagnosticul de bruceloza cronich sau latentd se confirma prin predominania an-
ticorpilor din clasa IgG; reacfia Coombs 5i RFC pozitive la titruri semnificative, i.d.r.
Burnet pozitiva sau inlens pozitiva.

18.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul, profilaxia
si tratamentul brucelozei

» Antigen Huddleson: suspensie de Brucella omoritd si coloratd cu 20 miliarde
germeni/ml,

= Antigen Wright: suspensie de Brucella omordla cu 20 miliarde germeni/ml.

= Suspensie eritrocitard sensibilizata cu antigen brucelozic.

s Serurl imune monospecifice A si M anti-Brucella.

a Bacteriofag anti-Brucella Th {Thilisi).

= Brucelind.

u Vaccin anti-Brucelfa omori! (curaliv) sau viu atenuat (profilactic).

= Antibiotice; tetraciclini + streptomicind, biseptol.
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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL TULAREMIEI

Tularemia este o zooantroponozd cauzdld de Francisella tularensis. Primar boala a
rozitoarelor §i altor animale, se transmite la om $i afecteazd ganglionii limfatici cu
generalizare septicemicll, stare toxemicd gi leziuni granulomatoase diseminate visceral.

19.1. DATE GENERALE

19.1.1. O minidefinifie

Genul Francisella reuneste cocobacilii gramnegativi, imobili, oxidazonegativi si slab
catalazopozitivi. Strict aerobi, necesit pentru cregtere cisting si cisieind. Atach zaharurile
oxidativ, lent.

19.1.2. Repere taxonomice

Genul Francisella este format din doud specii: F. tularensis, agentul etiologic al
tularemiei, si F. philomiragia, semnalatd in 5.U.A. drept cauzd a unor infectii sistemice
ale omului.

F. twlarensis are patru biovaruri:

m F. tularensis nearctica, tel mai patogen pentru om, cu circulatie in America de
Nord.

m F. tularensis holarctica, mai pulin virulent pentru om, cu circulatie in Europa,
America de Nord si Asia.

w F. fularensis cenfro-asiaticd, identificatd de microbiologii rusi, are patogenitate
intermediard intre biovarurile nearctica si holarctica,

m F. tularensis novicida, izolatd in S.UA., provoach Imbolnaviri aseminitoare
tularemiei.

19.1.3. Habitat
Franciselele sunt gazduite de rozatoare variate de la o regiune geografica la alta. A

fost izolatd si de la alte specii ca vulpea, nevastuica, pisica etc. Din aceste surse infecjia
se transmite la om prin vectori biologici (cApuse, tauni, fAnfari), prin contact direct san
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mediat de elemente contaminate ale mediului (apa, aer, alimente) in care franciselele
supraviefuiesc sdptamani sau luni.

19.1.4. Factori de patogenitate

Francisella tularensis este un organism facultativ intracelular. Principalii factori de
patogenitate sunl substanta capsularda de supra- 5i endoloxind.

19.1.5. Receptivitatea la tularemie

Receptivitatea omului la tularemie este generald, Dintre animale cele mai receptive
sunt rozdtoarele, in special soarecil.

19.1.6. Tularemia

Gravitatea si forma clinich a infectiei variaza cu poarta de intrare si virulenta tulpinii
infectante:

» Forma ulceroganglionard este ¢cea mai frecventd, La poarta de intrare, abraziune
minima a tegumeniulul mainii sau Infepdtura unui artropod hematofag, apare o papula,
care se transformd In pustuld si, in scurt imp, se ulcereazd. Apar trenee de limfangita si
adenild regionald, bubonul tularemic.

s Forma ganglionard evolueaza cu adenitd tributara portii de intrare, dar fara leziune
vizibila la acest nivel.

u Forma oculoganglionard are poartd de intrare conjunctiva §i evolueaza ca o con-
junctiviti severd unilaterald cu adenitd preauriculard.

a Forma anginoganglionard este asemanitoare cu angina Vincent sau cu cea difterica,
fiind insotitd de adenitd cervicala,

Forme grave, septicemice sunt: cea tifoidicd sau abdominald, cu poarta de intrare
digestiva, si cea pulmonard, cu poarti de intrare respiratorie.

19.2. INVESTIGATIA ETIOULOGICA A TULAREMIEI

19.2.1. Diagnosticul microbiologic
19.2.1.1. Prelevate patologice

 In functie de forma clinica a bolii, se examineaza: exsudat din ulcerul cutanat, aspirat
din bubonul tularemic, exsudate conjunctival §i faringian, spuld, hemocultiuri.

19.2.1.2. Microscopie directd

Microscopia directa a prelevatelor de la om colorate uzual raimane negativa. Numai
examenul Frotinrilor colorate imunofluorescent depisteaza si identifica rapid F. fularensis,
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19.2.1.3. Izolarea st identificarea

Izolarea si identificarca F. tularensis suni rezervale laboratoarelor specializate (din
cauza riscului infectiei de laborator). Izolarea de la bolnav direct pe mediile de cultura
artificiale ramine cel mai frecvent negativa,

Mult mai sensibila este izolarea prin injectarea prelevatelor patologice la yoarcee sau
cobai intraperitoneal (sange, aspirate necontaminale, omogenal de argane), subcutan sau
percutan (prelevatele contaminate). Animalele inoculate sunt urmarite 10—135 zile. Daca
animalele infectate nu mor in acest interval, se fac pasaje oarbe cu omogenat din splina si
ficat.

La necropsia animalelor bolnave se constatd noduli necrotici ganglionari, hepatici yi
splenici. La goareci boala evolueazd mai rapid si se constatd macroscopic numai hipertrofii
ganglionara, splenica si hepaticd. La cobai moartea survine lenl §i se observa noduli
necrotici albi-galbui, mal ales in ficat.

Pe amprentele de organe colorate Giemsa se observa cocebacili uniformi, capsulat,
aglomerati in mari cantititi in nodulii necrotici. Coloratia imunofluorescentd permite iden-
tificarea directd, dar este mai putin accesibila.

Omogenatul de ficat i splind este insAmintat pe medii special imbogatite: Francis
(gelozd nutritivd imbogatlitd cu singe, glucozd §i cistind) sau Mac Coy (mediu cu galbenus
de ou coagulal in pantd), pe care F. tularensis formeazh, dupd 48—72 ore de incubare
aeroba la 37°C, colonii mici, transparente, lucioase.

Ideniificarea izolatelor se face biochimic, urmarind producerea de H,S, fermentarea
glucozel si maltozei, Fermentarea glicerolului $i producerea de citrulinureidaza diferentiaza
biovarurile, Decisivd in identificare este insi aglutinarea cu ser anti-F, fularensis si
patogenilatea experimeniald.

19.2.2. Diagnosticul indirect

Dup? cea § zile de boald apare sensibilizarea la tularing; iar din zilele 6—7 de boala
pot fi depistali anticorpii serici. Diagnosticul indirect al tularemiei este metoda de electie
pentru majoritaten laboratoarelor.

19.2.2. 1. Diagnosticul serologic

Se efectueaza reactia de aglutinare. La dilutii duble ale scrului suspect, efectuate in
volume de 0,5 ml de Ia 1:10 la 1:1280, se adauga 0,5 ml antigen tularemic (suspensie de
germeni omordti prin fenol sau alcool). Dupd incubarea tuburilor 2 are in baie de apd la
40°—50°C s5i mentinerea apoi peste noapte la +4°C, se cileste reactia urmarind clarificarea
supernatartului cu aparifia unui depozit, care se disociaza prin agitare in granule fine de
germeni aglutinati.

Semnificative diagnostic sunt titruri de cel putin 1:80, care cresc de minimum patru ori
in cursul bolii, putand depisi 1:1280. In convalescents titrurile scad progresiv si se menfin la
valori de 1:40—1:60 chiar 15—20 ani. Uneori se¢ observ fenomen de prozoni cu absenta
aglutinarii la dilutiile mici de ser. La persoanele vaccinate titrul aglutininelor este mai muc decat
la bolnavi,

Serul bolnavilor de fularemie poate reactiona incrucisat cu suspensii de Brucella sau,
invers, serul bolnavilor de bruceloza poale reacfiona cu antigenul tularemic. Peatru a clarifica
asemenea situatii recurgem la absorbtia aglutininelor, urmarirea titrurilor in dinamica si 1.d.r.
cu tularing si brucefing.
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Teste mai sensibile, dar mai pufin accesibile, pentru serodiagnosticul tularemiei,
sunt: reactia de hemaglutingre indirectd 5i ELISA.

19.2.2.2. Testul intradermic cu tularina

Se injecteazl intradermic pe faja antericard a unui antebrat 0,1 ml tularind  (vezl
tabelul 11.1), iar la antebrajul opus solutie salina glicerinata 3%,. Se citeste reactia dupa
48 ore. O papuld infiltrativeritematoasa cu diametrul de cel pujin 10 mm, in absenja oricarei
reactii la martor, semnifica un test pozitiv. La pacienfii intens sensibilizali pot sa apara
vezicule in centrul leziunii sau reactie ganglionard. I.d.r, la tularind este pozitiva si la
canvalescenfi sau vaccinati.

19.2.3. Biopreparate folosite pentru diagnosticul
si profilaxia tularemiei

®

w Tularin « {vezi tabelul 11.1),

= Suspensie omordtd de F. fularensis cu 2 miliarde germeni/ml pentru reactii de
aglutinare.

m Suspensie de hematii sensibilizate cu antigen F. tularensis sau imunoglobuline
antitularemice.

a Vaccin viu atenuatl anti-F. fularensis.
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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL YERSINIOZELOR

20.1. DATE GENERALE

20.1.1. O minidefinifie

Yersiniile sunt bacili scurfi pan3 la cocobacili, gramnegalivi, care fixeaza colorantul
bipolar. Mobili sau imobili. Cresc pe medii simple in prezenta bilei. Oxidazonegativi si
catalazopozitivi. FacuMativ anaerobi, ataci zaharurile fermentativ fard producere de gaz sau
numai cu cantitafi minime, Multe caractere fenotipice (2. g. mobilitatea) sunt dependente de
{emperatura de incubare, fiind mai caracteristic exprimate la 25—29°C decat la 37°C.

20.1.2. Repere taxonomice

Genul Yersinia apartine familici Enterobacteriaceae i reunesle speciile:

uYersinta pestis, cu 3 biovaruri, antigua, medievalis i orientalis, ageniul etiologic al
pestel, boald numitd i ciumi;

wYersinia psewdotuberculosis, care provoaca la animale pseudotuberculoza, iar la om
adenite mezenterice si infectii cu alte localiziiri;

m grupul Yersinia enterocolitica, in care, pe lAngh specia lip Y. enferocolitica, cu 5
biovaruri, sunt reunite mai multe specii asemanatoare, care la om determind mai frecvent
enterocolite,

20.1.3. Habitat

Yersinia pesiis parazitcazd peste 200 specii de rozdloare in focare naturale din
Centrul Asiei si Africii (biovarul antigua), Orientul Apropiat §i Mijlociu {biovarul
medievalis) sau S.U.A., America de Sud, Africa si Asia (biovarul orientalis). Iatre rozaoare
infectia se transmite prin infepatura puricilor sau solul conlaminat al galeriilor in care [
pestis se poate multiplica si la —2°C. Omul si alte specii animale decat rozatoarele devin
gazde accidentale obignuit infectate prin infepatura puricilor.

Yersinia pseudotuberculosis 5i grupul Y. enterocolitica parazileaza o gama larga de
mamifere 5i pasari 5i ocazional omul. Cu fecalele contamineazs variate elemente de mediu,
prin care se transmit de la o gazda la alta.
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20.1.4. Factori de patogenitate

Yersiniile sunt bacterii facultativ intracelulare foxigene. Virulenia lor este codificar
de gene cromozamiale si plasmidice, fiind evidenit modulata prin conditiile mediului am-
biant, in special temperaturd, pH, concentrajie de calciu si fier. De aceea virulenga tul-
pinilor de Yersinia este foarte variabila,

Cel mai bogat echipament de patogenitate il are ¥, pestis:

m fractiunile antigenice de tnvelis F1, V si W i proteinele de membrand i conferd
capacitatea de a supravietui si de a se multiplica in macrofage,

= fibrinolizina 1 asigurdl invazivitatea;

m exoloxinele A si B

wm endotoxing.

Tulpinile virulente produc pesticine si sunt pigmentogene pe mediile cu hemini sau
cu rasu Congo.

v Yersuua pseudmu._bamu!asm §i Y. enterocolitica au factori de patlogenitdate comuni cu
d;:,- ﬂf;gz r;u;:: Ssl::::-i- ;::c::;:in::emd& [Tcqurana 5i a_nngema V si W care le asigura capacitatr:_.'s

€3 A plica in fagocite. Unele tulpini de ¥. pseudotuberculosis
din serovarul O 111 produc o toxin3 letala pentru iepuri $i cobai. Y. enterocolitica produce

0 enferotoxing termostabild. Tulpini ale speciilor din grupul Y. enterocolitica au capaciidn
enteroinvazive, dar nu produc toxine, -

20.1.5. Receptivitatea la infectia cu yersinii

Receptivitatea la pesta este generals.

Limfadenitele mezenterice determinate de Y. psewdotuberculosis sau grupul Y.
enterocolitica au poiential septicemic la gazda imunocompromisi.

20.1.6. Yersiniozele
20.1.6.1. Pesta

Episodic, rozatoarele din focarele naturale de pesid se interpatrund cu rozitoarele
peridomestice (sobolanii Rattus rattus, R. norvegicus; soarccii de casa), carora le transmil
infeclia realizdnd o epizootie de pestd sdomestici», Omul contracteaza pesta fie cind
patrunde intr-un focar natural (exploratori, vinitori elc.), fie in cursul unei epizootii de
pesia domestich, Transmiterea infectiel la om sc face prin infepitura vectorilor — puric
si alli ectoparaziti ai rozdtoarelor, apoi interuman prin Pullex irritans, puricele omului sau
aerogen,

Pesta bubonicd. Pe tegument, la locul intepaturii vectorului, dupi o incubatic de 1—6
zile apare o pustuld sau ulceratie insolith de adenitd cu periadenitd regionald hemoragica:
bubonul pestos. Infectia evolueazi septicemic cu localizéiri viscerale si in tegument, unde
se produc inflamatii hemoragice cu focare de necroza. Cind bubonul supureazi siose
fistulizeaza, infectia se limiteaza la etapa ganglionara.

Pesta pulmonard apare dupa 3—4 zile de la inhalarea bacteriei st evolueazd ca o
bronhopneumonie hemoragica foarte contagioasa si letald in mai putin de 72 orc.
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20.1.6.2. Alte yersinioze

Sindroamele clinice cauzate de alte yersinii variaza cu varsta, sexul, reaclivitalea
fondul genetic al pacienfilor. Mai frecvent infectia are poartd de intrare digestiva, doea
infectan1a fiind de cca 10° yersinii.

Y, enferocolitica produce mai frecvent enterocolite, ileite terminale, dar afecteaza i
ganglionii mezenterici. Poate determina angine erilemaloase. La pacienti cu haplatipul
HLA-B27 determind, prin mecanism autoimun, paliartrite, eritem nodos si sindrom Reyter.

Y. pseudotuberculosis produce mai frecvent adenite mezenterice, Rar a fost implicata
in infectii urinare.

la pacientii imunocompromisi aceste yersinioze pol depasi clapa ganglionard lim-
fatica si evolueazd septicemic,

20.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A PESTEI
20.2.1. Diagnosticul microbiologic

Diagnosticul microbiologic este rezerval laboratoarelor specializate.

20.2.1.1. Prelevate examinate

De la bolnavi, in functie de forma clinica a bolii, s¢ recolteazd exsudat din afecul
cutanat, aspirat din bubon, puroi, sputd, hemoculturi, probe tisulare necroptice.

In focarul de infectic se mai prelevit: roziitoare moarte sau sacrificate, ectoparazifil
lor, probe din solul galeriilor etc.

Toate prelevatele se transportd in condifii de maxima securitate, pentru a preveri
contaminarea personalului si colectivitagii.

20.2.1.2. Microscopie directd

Microscopia directd pe frotiuri din exsudat, aspirat ganglionar, puroil, sange, spuld
colorate Giemsa, cu albastru de metilen sau albastru toluidind depisteazd Y. pestis sub
forma de cocobacili colorali bipolar, dispusi izolat sau in perechi printre celulele in-
flamatorii. Colorafia imunofluorescentd directd permite identificarea rapidd a Y. pesns.

20.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa 1. Se insimanjeaza prelevate necontaminate (aspiral ganglionar, probe biop-
tice) pe geloza-sange hemolizat si hiposulfit de sodiu (1:4000) ca stimulatori de crestere.

Prelevatele contaminate (sputd, probe de la cadavre, broiat de purici, probe de sob)
s¢ epuizeaza pe medii selective prin adaos de violel de gentiana (1:100000—1:200000),
Pentru succesul izolarii este indicatd neutralizarea fagului antipestos prin adaugarea la
mediile de izolare a serului antifag.

Hemoculturile sunt indicate in fiecare forma clinica a bolii cu insamingarea sangelui
in bulion glucozat.

Se incubeaza culturile minimum 30 ore la 37°C sau mai bine la 28°C. O bacterie
care cultivd inainte de¢ 30 ore cel mai probabil nu este ¥, pestis.
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Etapa [I. Se urmireste pe mediile solide aparifia de colonii mici (0,I—1 mm
diametru) cu centrul opac, periferia transparenta si marginile ondulate. In bulion Y. pesiis
determind turbiditale minim&, cresierea fiind sub aspect de peliculd superficiald cu ex-
tindere de filamenie in profunzimea mediului $i depuneri la fundul recipientului.

Etapa 111, Diagnosticul pestei fiind o urgen}a, testele de identificare nu se mai succed
in ordinea clasicd, ci cu unele inversiuni, Culturile sugestive sunt verificate microscopic i
imediat se procedeazi la aglutinarea cu ser specific antipestos §i testarea sensibilitatii la
fagul antipesios.

Examenul ulterior al caracterelor de culturd (cresterea progresiva a coloniilor, for-
marea in bulion a unui vil cu prelungiri sub formd de stalactite in profunzimea mediului,
care ramane relativ clar), biochimice (vezi tabelul 16.1)51 patogenitatea pentru soarece,
sobolan sau cobai diferenjiaza izolatele de alte yersinii si le confirma ca ¥, pestis,

Tabelwl 2001, Caraciere diferenfiale ale yersinilior

Caraciere Yersinig pestiy Yersinia piendao- Gropul' Yersinia
ruberculosiy Yersinia Fuckert
e : _|_enterocolitica
Mobilitnte (25°C) — + + d
Lizindecarhoxilnzi — — Al +
Orollindecarboxilaza — —_— - o
Urcazi — + + =
Gelatinazi — — = +
Citrnt  (Simmons, 25°C) — - D +
Voges Proskauer (25°C) — — + d
Indoi = — D -—
Gue din glucozd -~ - v v
Acid din:
w glucozi + + + +
s laciozd - _ D —
= TmnoEd - ¥ D =
w 2ahitroed — —_ + —
» 50rDodd -_ — + _
w sarbitol - —_ + —

Simbolurt: «+» — 90% san mai mult din wipinl pozitlve, s—= — Q0% sau mai malt din wlpini nega-
tive; d — 11 —89% din wipini pozitive; v — caracter instabil la diferine tulpini (diferl de «de); D —
reacili diferlie cu specia.

' Grupul Yersinia enferocolitica cuprinde: Y, entercolitica, ¥. aldovae, Y. frederiksenii, Y. inter-
medio, ¥, kristensernii.

: Tulpinile din serovarul 1V sumt ciiraipozitive.

Eragpa V. Se analizeazd, se interpreleazi si se comunicl etapizat rezultatele testelor
de identificare: e. g. «Am izolat un cocobacil gramnegativ, cel mai probabil Y, pestis conform
testelor preliminare de identificare. Urmeazd confirmareas, «Confirmam izolarea Y. pes-
figs,
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20.2.2. Diagnosticul serolegic

Are numai o valoare retrospectlivd, dupd cca 2 siptadmini de la debutul bolii. Se
recurge la reactia de aglutinare, RFC san testul de seroprotectie a soarecelui, sau, mai
bine, la Aemaglutinare indirectd cu eritrocite sensibilizate cu antigenul F1.

20.2.3. Biopreparate utilizate pentru diagnosticul
si profilaxia pestei

m Ser anlipestos fluorescent.

» Ser antipestos (F1) aglutinant,

= Bacteriofag antipestos.

= Suspensii omoridte de Y. pestis.

= Eritrocite sensibilizate cu fracfiunea antigenicd Fl pentru serodiagnostic.
m Imunoglobuling antipestoasa.

m Vaccin viu atenuat antipestos,

20.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN ALTE YERSINIOZE

Se face microbiologic prin izolarea §i identificarea ¥, psewdotuberculosis sau a
speciilor din grupul Y, enterocolifica (din materii fecale, biopsii ganglionare, apendice,
probe de alimente etc.) sau serologic (depistarea anticorpilor In serul bolnavilor),
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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL ANTRAXULUI SI INFECTIILOR
CU BACILI ANTRACOIZI

21.1. DATE GENERALE

21.1.1. O minidefinitie

Genul Baciflus reuneste bacili tipic grampozitivi in culturile tinere, majoritatea
speciilor sunt mobile cu flageli peritrichi; neacidorezistenti. Produc spori foarte rezistenti,
inr sporularea nu esle represatd prin expunere la aer, uneori fiind chiar stimulata.
Catalazopozitivi. Acrobi sau faculiativ anacrobi. Au activitip biochimice foarie diverse,

21.1.2. Repere taxonomice

Genul Bacillus Face parte din familia Baciflaceae, care mai cuprinde 5i bacilii gram-
pozitivi sporulati anaerobi reuniyl in genul Clostridium (vezi capitolele 22—24),

Dintre numcroascle specii de Bacillus, interes pentru microbiologia medicala
prezintd Baciffus anthracis, specie zooantrepofild, agentul etiologic al antraxului, si speciile
asemanitoare morfologic, pe care le numim generic bacili antracoizi. Toti bacilii antracoizi
pol contamina ocazional prelevatele patologice, iar in conditn particulare unii determind
imbolndviri. De aici interesul pentru identificarea corecld a acesior bacili si preeizarca
semnificatiet lor in prelevatele patologice.

21.1.3. Habitat

Cele mai multe specii sunt larg raspandite in naturd, dar din cauza rezisteniei spornlor,
izolarea lor intr-o circumstanta sau alta nu jing in mod necesar de habitatul natural.

Bactllus anthracis este un patogen al unor animale §i al omului. B, thuringiensis i alte
specii sunt patogene ale inscctelor, Multe specii le gisim in apele de suprafald, in sol si
excremenlele omului sau ale variatelor animale; sunt implicate in degradarea alimentelor
contaminate, iar unele determind toxiinfectii alimentare sau sunt accidental patogene. Cateva
specii sunt termofile facultative (B, subtilis 5. a.) sau obligate (B, stearotermophilus).

21.1.4. Factori de patogenitate

Cel mai frecvent patogenitatea acestor bacterii este codificatd plasmidic. B. anthracis
produce o capsuia (factor antifagocitar), codificatd de plasmidul pXOI, si o toxind com-
plexd, codificata de plasmidul pX02. In toxina B. anthracis sunt identificate trei com-
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ponente: factorul edematogen (FE), factorul letal (FL) i anligenul protector (AP). Fixarea
B. anthracis pe celulele encariote se face prin AP, care recunovasie receptorii membranari
specifici si permite astfel patrunderea in celuld a componentelor toxice propriu-zise FE si
FL. Anticorpii anti-AP previn fixarea bacteriei pe celuld si impiedica astfel efectul 1oxic al
complexului.

B, cereus produce o toxind emetizanid, o enferotoxing diareigend, doud hemolizine
si fosfolipaze. Penicilinaza produsa de B. cereus interfereaza tratamentul cu acest antibiotic
al infectiilor mixte, in care se asociaza, chiar in calitate de simplu organism de colonizare.

Faciorii de patogenitate ai altor bacili antracoizi implicali ocazional in infectii umane
nu au fost incd identificapi cu cerlitudine.

21.1.5. Receptivitatea la infectiile cu Bacillus

Receptivitatea la antrax esle generald, dar infectia apare mai frecvent ca boala
profesionali (vezi mai jos),

Toxiinfectii alimentare dupd multiplicarea B. cereus, B. licheniformis si 8. sublilis
apar prin consumul de alimente in care aceste specii se multiplica in cantitafi de pesie 10°
UFC/g. Alte infectii cu bacili antracoizi au fos! semnalate la pacienti imunocompromisi
sau debilitati (alcoolici, diabetici). Uneori, probabil, Isi manifesta potentialul patogen in
asociatii sinergice cu alte bacterii. B. cerens poate avea §i rol patogen primar, cand infec-
teazd plagi, mai ales plagi oculare,

21.1.6. Infectiile determinate de speciile genului Bacillus

Antraxul, in raport cu poarta de intrare, are trei forme clinice: cutanata, pulmonara
si digestiva.

m Antraxul cutanat este forma cea mai frecventd a bolii la om. La poarta de inlrare,
chiar si la o simpla abraziune, apare inijial o papuld, care evolueazd rapid in veziculd i
pustula pe un fond de edem pronuntat, dar nedureros. Leziunca se ulcercazd §i se
acoperd cu o crustd neagrd, asemanateare carbunelui antracit (de unde si nomele bolii).
Progresiv cdemul se accenlueazd, crusta se exlinde §i In jurul ci apare o coroand de
vezicule. Limfadenita regionald insojeste leziunea locala. Mai frecvent afectale de anirax
sunt zonele cele mai expuse contaminirii (maini, fatd, ceafa), in special la ingrijitorii de
animale, tabacari etc.

» Antraxul pulmonar apare dupa inhalarca sporilor de B. anthracis de citre lucratorii
din industria lanii, blanurilor, fiinii de oase sau dupa folosirea lor ca armd bacteriologici.
Evolueaza ca o pneumonie complicald precoce cu mediastinitd extrem de gravi.

m Anfraxul digestiv, forma uzuald Ja animale, la om apare rar dupa consumul carni
de la animalele bolpave de antrax insuficient prelucratd termic. Evolueazd ca o enterocolitd
hemoragicd, toxica.

Toate formele de antrax pot evolua sepficemic, iar meningoencefalita edrbunoasd
este o complicatie posibila si mortald.

In afara de toxiinfectii alimentare, bacilii antracoizi determina infectii locale (e. g
ale plagilor, oftalmite, pneumonii, pleurezii} sau sistemice (¢, g. bacleriemii, septicemi,
endocardite, meningite, osteomielite). Mai frecvent este implicat B. cereus, urmat de B.
licheniformis, B, subtilis si exceplional de alte specii.
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21.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
DETERMINATE DE SPECII DIN GENUL Bacillus

21.2.1. Diagnosticul microbiologic

Diagnosticul antraxului este rezervat laboratoarelor specializate, care pot asigura
conditiile de securitate microbiologica necesare: e. g. laboratorul Centrului Republican de
Igiend si Epidemiologie.

21.2.1.1. Prelevate patologice >

Suspiciunea de antrax impune precau}ii deoschite la prelevarea si transportul
probelor, pentru a preveni contaminarea personalului si colectivitatii. In raport cu forma
clinica, se preleva: exsudate din carbunculul cutanat, aspirat din edemul local si ganglionii
regionali, sputd, materii fecale, hemoculturi, lichid cefalorahidian, probe necroptice. Cand
s¢ impune, necropsia va fi execulatd cu precautie maxims, deoarece dupa deschiderea
cadavrului, in contact cu aerul, B. anthracis sporuleaza.

In infectiile cu bacili antracoizi prelevatele sunt foarte variate: de la alimente,
varsaturd si materii fecale in toxiinfectiile alimentare, la exsudate din plagi, sputa, exsudat
pleural, singe etc., in functie de localizarea infectiei.

21.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directa orienteazd rapid diagnosticul. Se efectueaza pe frotiuri sau
amprente de organe colorate cu albastru de metilen policrom 51 Gram. In caz de anirax se
observa printre celulele inflamatorii sau tisulare bacili mari de 4—10 um/1—1,5 um, cu
capetele retezate, dispusi izolat, in perechi sau streptobacili (cu aspectul tulpinii de bam-
bus}, grampozitivi, capsulali 5i nesporulati. Prin coloratia cu albastru de metilen policrom
capsula se observa mai bine, coloratd metacromatic in roz, ca un Invelis continuu in jurul
bacililor inlanfuifi. La pacientii cu antrax cutanat microscopia prin coloratii uzuale este
pozitivd numai In stadiul precoce al bolii.

Bacilii antracoizi apar in prelevatele patologice cu caractere microscopice
asemandtoare B. agnthracis. De aceea decisivd pentru identificarea microscopica
rapida a B. anthracis in prelevatele patologice este coloratia imunofluorescenta.

21.2.1.3. Izolarea si identificarea

Erapa I. Prelevatele patologice se epuizeaza pe ciite o placa cu geloza nutritiva si cu
gelozd-sange, cu incubare acrobi peste noapte la 37°C. Hemoculturile se insamanteazd in
bulion glucozat. Prelevatele hipercontaminate (materii fecale, alimenie, probe necroptice
de la cadavre in putrefaclie) se epuizeazid pe un mediu selecliv corespunzitor speciilor
urmarite. E. g. pentru B. anthracis gelozd cu polimixind B, lizozim, EDTA si acetat de
taliu; pentru B. cereus medii cu polimixind B si clorurd de litiu etc.

Efapa II. Se urmiresc coloniile suspecte.

Coloniile de B. anthracis sunt mari, rugoase, cu aspect de sticls pisaia, nehemolitice,
cu circumfering neregulatd, care, examinath la stereomicroscop (10X), apare inconjurata
cu prelungiri laterale ondulate («in coam3 de leus sau sin cap de meduzis), datorate
dispunerii streptobacililor in lanjuri paralele, Particulard coloniilor de B. anthracis este
«tenacitaleas: marginea coloniel ridicatd usor cu acul de inoculare rimane erect ca albusul
de ou bine batut spuma.
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In general, bacilii antracoizi formeazi colonii hemolitice.

Coloniile de B. cereus sunt asemanitoare cu cele de B. anthracis, dar lipsite de
stenacitales si fard crestere de lanturi laterale.

Coloniile de . subtilis sunt mari, tind s3 invadeze suprafaja mediului insuficient
uscati. Rotunde sau neregulate, opace, devin progresiv zbarcite i se coloreazd in crem
sau brun.

8. licheniformis formeaza colonii opace, rugoase cu periferia «in cap de meduzas,
puternic adercnte de mediu. Progresiv se acoperd cu substanid mucoasd si devin brune.

Etapa 111, Se identifich izolatele pe baza urmaloarelor caractere:

a) Microscopice. B. anthracis, B, cereus 5i B. licheniformis se dispun in lanpuri §i
au spor oval, central, care nu deformeaza bacilul. B. subtilis apare rar in lanjuri.

B. anthracis este imobil, bacilii antracoizi sunt mobili.

b) Aspectul culturii in bulion. B. anthracis formeaza un depozit floconos cu super-
natantul clar, B. cereus tulburd uniform mediul cu un depozit usor de dispersat, B, subfilis
cregte sub forma de peliculd increfitd cu mediul subiacent clar. B. licheniformis formeaza
un deporit mucos cu supernatant clar.

¢} Aspectul culturii tn coloand de gelating nutritivd insdmaniata prin intepare. 8.
anthracis lichefiaza gelatina cu aspectul de brad rasturnat cu virful in jos. Bacilii antracozi
pot lichefia gelatina, dar cu aspecte de crestere diferite: infundibuliforma (8. cereus), de
sfecla (B, subtilisy.

d) Cresterea pe mediul cu etilendigminotetraacetat ( EDTA) - polimixindlizozim. B,
anthracis creste, bacilii antracoizi nu cresc.

e) Sensibilitatea la fagul y anti-B. anthracis.

£) Testul colierului de perle. Se cullivi tulpina de testat la 37°C pe geloza nutritiva
cu 0,5—1 UI penicilini. Se examineazd cu mirire de 100X frotiuri din coltura de 6—8
ore. Numai B. anthracis formeaza in aceste conditii lanjuri de forme globulare.

g} Patogenitatea pentruy §oareci. Dupd injectarea culturii la joareci, B. anthracis
determini infectie septicemicd mortald in 1—3 zile si poate fi observat cu morfologia
caracteristica pe frotiuri din singe si amprente de splina. Bacilii antracoizi sunt avirulenti
peniru soareci.

Aparitia tulpinilor de B. anthracis rezistente la penicilind obliga la efectuarea an-
tibiogramei, test necesar si pentru bacilii antracoizi implicali in infectii locale sau sistemice.

Izolarea prin infectarea soarecilor sau cobailor. Este 0 metodd sensibila indicatd
pentru prelevatele hipercontaminate (sputd, materii fecale, sol efc.), care sunt injectate
subcutanat. Dupa 48 ore (panad la 15 zile de supraveghere) animalele infectate cu B
arithracis mor prin septicemie: vezl mai sus palogenitalea experimentala,

Implicarea bacililor antracoizi in toxiinfectiile alimentare poate fi demonstrata cand
ii izolam in cantitli mai mari de 10° UFC/g aliment sau cand aceeasi specie s1 acelag
serovar sunt izolale din aliment si din fecalele bolnavilor, dar sunt absente in fecaleie
mariorilor (persoane din aceeasi colectivitate care nu s-au imbolndvit).

Semnificafia bacililor antracoizi izolali din prelevaiele necontaminate (e, g. sange,
lichid cefalorahidian eic.) este clard, Prezenfa lor in prelevate contaminate (e. g, exsudate
din plagi) trebuie interprelatd prudent.
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Etapa 1V, Se analizeaza, se inlerpreteaza si se redacteaza buletinul de analiza: e. g.
«Din ... am izolat B. anthracise sau «Am izolat Bacillus ...» (cu precizarea speciel antracoide

scmnificativa clinich.
21.2.2. Diagnosticul prin metode imunologice

Indradermorgactio ow antraxing {extract complex proteinopolizaharidonucleic obfinut
de E. Sleahov din tulpina vaccinania de B. anthracis) depisteazd o sensibilizare de tip
intarziat. In 1/3 mijlocie a antebratului se injecteazd intradermic 0,1 ml antraxing si se
cileste efectul dupa 24—48 ore. O papuld infiltrativd cu diametrul peste 8 mm, in-absenta
reactici la antebrajul martor, semnificd reactie pozitivd, prezenta la fosti bolnavi si la
vaccinali.

Diagnosticul retrospectiv al antraxului la cadavre, in pieile animalelor elc. poate fi
stabilit prin reactia termaoprecipitinelor descrisa de Ascoli, Se extrage antigenul termostabil
al 8. anthracis prin ferberea timp de 10—45 minute a probei suspecte omogenizate In
solutie salind izoton&. In tuburi de precipitare se pipeteazd, fard a amesteca reactivii,
filtratul absolut transparent al extractului antligenic $i ser anticarbunos. Aparifia unui inel
opac de precipitare la limita dintre reactivi indic3 o reacjie pozitivd: prezenfa antigenului
carbunos in proba examinatd. Un martor pozitiv {anligen carbunos + ser anticarbunos) si
unul negativ (solufie salind izotond + ser anticArbunos) trebuie si valideze specificitatea

reacfiern.

21.2.3. Biopreparate utilizate in diagnosticul, profilaxia
si tratamentul specific al antraxului

» Bacieriofagul y anti-B. anthracts,

a Ser imun precipitant pentru reactia Ascoli.

= Antraxind (extractul antigenic din tulpina vaccinantd de B. anthracis), pentru
depistarea sensibilizérii specifice prin i.d.r.

» Vaccin viu atlenuat: suspensic licfilizata de spori ai wlpinii atenuate  de M
anthracis.

s Imunoglobuling umand hiperimund anti-&. anthracis.
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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR CLOSTRIDIENE

22.1. DATE GENERALE
22.1.1. O minidefinitie

Clostridiile sunt bacili grampozitivi, cel putin in culturile tinere, Majoritatea speciilor
sunt mobile cu flageli peritrichi. Produc endospori, ovali sferici, care vzual deformeaza
celula. Catalazonegativi. Anaerobi. Unele specii ataca zaharurile fermentativ, altele sunt
azaharolitice.

22.1.2. Repere taxonomice

Genul Clostridium apartine, impreund cu genul Bacillus, familiei Bacillaceae. Dintre
numercasele clostridii numai citeva specii sunt patogene pentru om.

Sub raport medical clostridiile sunt divizate in:

s Clostridii histotoxice si invazive: C. perfringens, C. nowyi, C. seplicum, C. his-
tolyticum etc.

s Clostridii toxigene noninvazive: C. fetani si C. botulinum.

= Clostridii saprofite, nepatogene, unele dintre ele implicate in degradarea alimen-
telor.

22.1.3. Habitat

Principalul habitat al clostridiilor este solul. Unele specii sunt gizduite si in
intestinul omului sau animalelor. C. perfringens esle constituent constant al
microbiocenozelor colonului si vaginului. Din cele 5 serotipuri de . perfringens, serotipul
A este gazduit de om; serotipurile B—E sunt gazduite de animale, dar seratipul C are si
tulpini umane (fostul serotip F, nerecunoscut in prezenl). €. difficile este frecvent in
colonul sugarilor hrinifi 1a san, dar la adulti apare sporadic; C. tetani 5i C. sporogenes
apar frecvent in fecalele animalelor, iar C. histolyticum ocazional. Rezistenfa sporilor le
asigurd supraviefuirea si vehicularca prin variate elemente de mediu: vegetale, praf, apa
etc. Ca agenti de putrefacyie, clostridiile joacd un rol important in ciclul azotului si car-
bonului in naturs,
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22.1.4. Factori de patogenitate

Factorii dominanti de patogenitate ai clostridiilor sunt exoloxinele puternice cu
actiune specificd §i, suplimentar acestora, enzimele proteolitice, care asigurd invazivitatea
unor speci.

C. perfringens produce 14 factori de virulenta, cu efecte toxice, marcati cu literele
alfabetului gree de la & (alfa) pana la v (nii), hemolizinele non-«d48 i enterotoxind. Dintre
acestia refinem:

» Toxina &, produsa de toate cele 5 serotipuri de C. perfringens (A, B, C, D, Ej,
este cea mai importanid si aclioneazd ca lecitinazd Ca®" dependenta cu efect hemolitic,
necrolic si letal.

e Toxina f, produsid de serotipurile B i C, este un polipeptid foarte seosibil la
tripsina, Cauzeaza enterite la oi, capre, miei, manji, purcei §i, accidental, enterite necrotice
fa om.

m Enferotoxtna, produsid de unele tulpini ale serotipurilor A 5i D, cind acestea
sporuleazdi in colon, este o proteind din invelisurile sporale, care cauzeazd diaree prin
picrdere hidroelectroliticd intestinala,

€. novyi produce factori toxici foarte activi care determing un masiv edem muscular
gelatinos, necrozd, hemolizh si efect lelal.

Filtratul culturii de € septicum este necrotic, hemolitic 5i letal, La locul injectaril
intramusculare jesutul devine intens rosu §i apare edem hemoragic.

C. Histolyticum este mai slab toxigen, in schimb produce proteaze si colagenaze
foarte aclive, care pot determina chiar autoamputarca membrelor atacate.

C. tetani produce doud toxine: una hemoliticd (letanclizina) $i una neurolropa
(tetanospasmina}, Tetanospasmina este o proteind, antigenic unic, termolabild, care nu
se absoarbe din intestin si este distrusd de sucurile digestive. Se fixcaza pe gangliozide
din centrii motori ai sistemului nervos central si sinapsele neuromusculare, Astfel fixata,
suprima inhibifia sinapticd, cu acumulare de acetilcolind §i determina crize de contractura
spasticd generalizata,

Toxing botulinicd este cea mai puternicd otrava. Dupd specificitatea antigenica a
toxinei se cunosc 7 tipuri antigenice de C. botwlinum, numite de la A la G. Este rezistenta
la sucurile digestive si se absoarbe din intestin in formd activd. Termorezistenja este
relativh si variabila cu tipul: dups 2 minute de incalzire toxina tip A este distrusa la 60°C,
tipurile B i E la 70°C, iar tipurile C 51 D la 90°C. Toxina tip F este termolabild. Toxina
botulinica blocheazi transmiterea influxului nervos prin inhibarea secrefiei de acetilcoling
la nivelul sinapselor i jonctiunilor mioneurale, rezultand paralizii flasce.

22.1.5. Receptivitatea la infectiile clostridiene

Bolile clostridiene apar numai in apumite circumstanie:

= Infectii de inoculare, Presupun pligi contaminate in care sporii clostridieni gasesc
conditii favorabile germinarii, multiplicarii 5i elaborarii toxinelor: plagi profunde cu necroze
tisulare, pligi in conditii de tulburari circulatorii (e. g. endarterite trombozanie), infectii
mixie cu bacterii aerobe sau facultativ anaerobe. Aga suni: gangrena gazoasd, tetanosul,
botulismul plagilor.

s Boli cu poartd de intrare digestivd: toxiinfeclii alimentare prin  tulpini
enterotoxigene de C. perfringens ingerale in doze de cel pulin 1o organisme vii; intoxicatii
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alimentare dupa ingestia de toxind botulinicd preformati in alimente; colonizarca intes-
finului cu tulpini de C. perfringens producitoare de loxinad determind la indivizi cu
hiposecretie de tripsind (animale foarte tinere, persoane denutrite) enteritd necrozant,
iar colonizarea intestinului sugarilor (pand la varsta de 6 luni) cu C. botulinum determind
botulismul infantil.

w Boli ecologice ca enterocolita pseudomembranoasa postantibioticd delerminata de
¢, difficile.

22.1.6. Bolile clostridiale

22.1.6.1. Gangrena gazoasd

Gangrena gazoasd esie o toxiinfeclic gravi care complicd pligi cu condifii de
anacrobioza (traumaiisme care intereseazfi planul musculoaponevrotic cu devitalizar
tisulare, plagi la pacienyi cu endarteritd obliterantd, injectare septicd de adrenalina etc.)
coniaminale cu flord microbiand mixtd sl spori de clostridii invazive vehiculati prin sol,
praf, fecale, corpuri straine. Trei specii de clostridii invazive sunl agenti etiologici ai
gangrenei gazoase: C. perfringens, specia cea mai frecvent implicata, C. novy si C. septicum,
Alte clostridii (e. g. C. histolyticum, C. sporogenes §. a.) contamineaz si infecteazi ocazional
plagi, dar in lipsa uneia din cele trei specii majore nu produc gangrena gazoasa.

Clinic infectia se manifestd ca un flegmon gazos, crepitant, cu mionecroza, fasciita,
invazie rapida, scurgeri fetide din plaga, febra si intoxicage generali. In lipsa tratamentului
precoce, evolutia spre soc $i moarte este rapida.

22.1.6.2. Tetanosul

Este o toxiinfectic grava care complicd evolufia unei plagi contaminate cu spor de
¢, tetani. Tetanolizina elaboratd la poarta de intrare difuzeazd spre sistemul nervos pe
calea axonilor st sangvina, determindnd manifestarile clinice ale bolii, coniractii
tonicoclonice §i spasme paroxistice generalizate repetate. Moartea survine la cca 50%, din

pacienti.

22.1.6.3. Botulismul

Uzual este determinat de alimenie conservate casnic, In care sporii de C. botulinum
(cu termorezisten]d remarcabild) gasesc condifii de anaerobioza favorabile germinarii §i
claborarii toxinei: carne si derivate (carnafi, jambon, suncd), peste sarat §i afumatl, con-
serve vegetale cu pH alcalin (mazére, sparanghel, spanac). Boala debuteaza dupa caleva
ore pana la 1—3 zile de la consumul alimentului contaminat cu toxind, Simploamele tipice
ale botulismului apar pe fond afebril si traduc afectarea predominant a nervilor cranieni:
diplopie, ptoza palpebrala, disfagie, disartrie, amimie, astenie, senzatie de sete, grejuri,
varsaturi, constipatie, insuficien|d si paralizie respiratorie, stop cardiac. Paralizii ale
membrelor sunt posibile. Mortalitatea este ridicatd. Cauzd mai frecventd a intoxicaliei
umane sunt serotipurile A, B, E de C. botulinum; rar serotipul F.

Aparitia de paralizii in sfera nervilor cranieni la un pacient cu plaga orienteaza
diagnosticul catre botulismul plagilor. Botulismul infantil este o cauza de moarte subitd a

sugarilor pani la 6 luni.
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22.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A GANGRENEI GAZOASE

Diagnosticul etiologic al gangrenei gazoase este o urgenia in care singurele utile sunt
metodele directe.

22.2.1. Diagnosticul microbiologic
22.2.1.1. Prelevate patologice

Se recolteazd: scrozitale din profunzimea pligii, probe bioptice din leziune, singe;
probe neécroptlice din leziune si organe,
In toxiinfecyii alimentare se preleva probe de fecale si din alimentele suspecte,

22.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directd furnizeazd informatii valoroase pentru tratamentul de urgenja
al gangrenei gazoase: chirurgical (stabilirea nivelului exciziilor tisulare), antimicrobian §i
antitoxic specific.

Examenul histopatologic intraoperator  {extemporancu) al probelor  bioptice
delimiteaza tesutul afectal de cel sAnitos prin depistarea leziunilor de celulitd, fasciita si
mionecroza.

Pe secfiunile histopatologice, pe amprentele tisulare sau pe frotiurile serozitdfii din
plaga, C. perfringens apare ca bacili grampozitivi, uncori capsulafi, sporulaji sau
nesparulati. De regula, se observa si alte clostridii sporulate, dar necapsulate, 5i diverse
bacterii de asociatie. Uzual in serozitalea din plagh reaclia inflamatorie este moderald sau
minima.

22.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa 1. Se epuizeaza cite o ansd din proba pe o placa cu geloza-sange glucozata si pe
una cu gelozi-gilbenus de ou lactozatd. Dach frotiul direct a atestat prezenta bacteriilor
sporulate 5i numeroase alte bacterii nesporulate, se procedeazd la imbogitirea clostridiilor
dupi cum urmeazd: se insdminfeazd restul probei in mai multe tuburi cu bulion Kitt-Tar-
rozzi regenerat, Se inciilzeste cile un tub in baie de apd la fierbere timp de 5; 10, respectiv.
20 minute (termorezistenta sporilor clostridiali este diferitd). Se incubeazi anaerob la 37°C
si se urmireste zilnic mediile insamantate. C. perfringens, specie care sporuleaza rar, este
imbogatit prin incubarea anaeroba a tuburilor cu bulion la 45—46°C sau prin incubare in
bulion cu 100 ug neomicinid/ml,

Etapa lI. Se urméreste aspectul coloniilor dezvoltate, caracterele hemolizei si, pe
placa cu gelozd-gilbenus de ou lactozatd, producerca de lecitinaza sau lipazd si fermentarea
lactozei, Dach mediile de izolare directd sunt acoperite de bacterii invazive, se face
repicarca din mediul de imbogiitire pe medii de izolare cu 5% agar pentru a inhiba valul
invaziv,

Se repich colonii sugestive pe gelozd-singe, pentru acumulare de culturd pura.

Etapa IIT. Se identificd izolatele pe baza urmitoarelor caractere:

u Microscopice: prezenia, forma si pozilia sporului.

» Aspectul coloniilor: colonii 5 sau R hemolitice. C. perfringens produce hemoliza de
tip «cald—reces: o primd zona de hemoliza completd apirutd la 37°C se inconjoard cu a
doua zonid, mai. putin clard, dupd mentinerea culturii la frigider. Coloniile unor specii
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mobile tind si invadeze suprafata mediului (e. g. C. septicum, C. sporogenes, dar mai ales
C. novyd. In coloans de gelozd moale specia imobild, C. perfringens, formeaza colonii
compacte biconvexe (lenticulare}, iar speciile mobile colonii arborescente sau pufoase (cu
aspectul pufului de pipadie).

s Biochimice. Pe geloza-galbenus de ou se urmireste producerea de lecitinaza §i
lipaza (opacifiere si, respectiv, strat perlat in jurul coloniilor). Proteoliza se evidentiaza
prin digerarea plasmei, a serului coagulat sau lizarea fragmentelor de organe (ficat, carne
tacatd), din bulionul Kitt-Tarrozzi. Insamanjarea in lapte degresat si turnesolat permite
urmérirea coagularii si digestiei cheagului. Activitatea zaharolitica se studiaza prin insamaniare
in baterie de mediu Hiss regenerat si incubat sub ulei de parafind steril (tabelele 22.1 5i
22.2),

Tabolul 22.1.Caraciere dilarentiale intre clostridii producdtoare de lecitinaza

Caracicre C. C. C. . .
bifermenitans novyl lip A novyl tip I perfringens sordelii
Sporul: formé, posijie 0s 05 05 s/ 05
Reactlii in lapie twr- cD C D CRA ChD
nesolal e
Maohllitate + = s = *
Laciozd, fermentarea — — =2 + _
Lipazii, produceren de — + —_ - —_
Urenzfi, producerea de — — — — +
Proteclizh intensd + ot — _ +
Esculina, hidroliza + = = d &
Simbaluri; «+» — =00% din wiplnl pozitive, s—s =90% din tulpini negative; «x» — 61—§9% din tl-
pint pozitive; d — 40—60%, din wipini poeitive; v=» — 11—38% din wipini poetive; 0 — oval; § —
subterminal; C — coagulal; CD — coegulat 5l digerat; P — digerat; CRA — cheag refractat, abvealar.
! §poruleazd greu sl numai pe medil speciale,

a De patogenitate si toxigenezd, Injectarea intramusculard la cobai a culturii pure §i
25 mg Cl,Ca (pentru a crea condifii anaerobe) reproduce gangrena monomicrobiand
specifica (vezi 22.1.4).. Pe un alt animal se efectueaza reactia de neutralizare a toxinelor
din cultur® cu seruri imune antitoxice de specie: anti-C. perfringens, anti-C. novyi eic.

s Antibiograma poate fi realizatd difuzimetric pe placi incubate anaerob.

Tabelul 22.2. Caractere diferanfiale Inire clostridii nonproducatoars de |ecifinaza

Caractere C. L. C. C. [ ok C. C, C.
botalinume | bofulinum | betulingm fiis- novyl tip | sep- | sporo- | fefami
tipA, B, F | ipB E,F| tpC, D | fodicum C ficunt | peves
(proteolitic) | (zaharoli-

tich
Sporul: formd, 05 0% 08 05 05 L 05 RT
pozitie
Regclii in lapt: n —C cD 0 — CRA o —C
turnesalal )
Mobilitate + + + + — * > -
Acid din!
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Tabalul 22.2 {eoniinuara}

Carnciere C. C. C. C. . C. C C.
bedulinum | Potulinum | botullnum his- movyi tip | sep- | sporo- | ferand
fiphA B F | dp B, E, F| tipC, D | fofyticum C Howm | genes
iprotenlitic) | (zaharoli-
tic)
» glucozd + + + — + + + —_
s maliozh —4 +5 d - S + —5 —
= inclozd == -+ r= = — + = =
= pahArozd — + == — — - - -
m salicing —_ - — — S d . _
= manio! = AL — pa = = = =
Lipaza. + + + - F Frs + =
praduceren de
Indo!, producerea — - + = + o — +
de
Proiealizd iniensd + — - + 2t e * =
| Esculind, hidroliza ¥+ - — — == + + -
Simboluri: ek — =90%, din wipinl pozitive; =—» =90%, din Wlpini negatlve; «3» — i1 —8%% din wil-
piel pozitlve: o — 40—60%, din wipini pozitve; F+ — 11—39% din tulpini pozitive; +5 — slab pozity,
—& — negativ sau slab pozilv. O — oval; B — rotnd;, 5 — sublerminal; T — terminal; C — coagulut;
—C — slab coagulat, D — digerat; CD — coagulat §i digerat; CRA — cheag retraciat, alveolar.

Toxina a de C. perfringens poate fi identificata in vitro, daca pe 1/2 a unei placi cu
gelozi-galbenus de ou se epuizeazd § picAturi de antitoxing e. Dupa absorbtia serului In
mediu, se epuizeaza cultura suspectd peste ambele sectoare ale placii. C. perfringens va
forma In jumatatea acoperitd cu antitoxina « colonii lipsite de halou opac.

22.2.2. Metoda rapida de depistare a C. perfringens

Se insamanieaza proba de examinal in cite doua tuburi cu urmitoarele trei medii
de culturd: bulion Kitt-Tarrozzi, lapte degresat si turnesolat, bulion VF cu sulfit. Se
incilzeste cAte un tub cu flecare mediu la 80°C timp de 20 minute pentru omorarea formelor
vegetative, apoi se incubeaz toate tuburile anaerob la 379C. La intervale de 3—6 ore se

urméaresc rezultatele sugestive:
m crestere de bacili grampozitivi;
» innegrire in bulionul cu sulfit;
= producere de cheag alveolar In laptele turnesolat.

22.2.3. Biopreparate utilizate in diagnosticul, tratamentul si profilaxia
gangrenei gazoase:

» Ser imun polivalent antitoxic antigangrenos.

a Seruri imune antitoxice monospecifice anti-C. perfringens, anti-C. nowyi, anti-C.

seplicum etc,
» Anatoxina polivalentd antigangrenoasa.
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22.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A TOXIINFECTIILOR
ALIMENTARE CAUZATE DE C. PERFRINGENS

Se examineazd probe de materii fecale, vomi, alimenle suspecic peniru izolarea
cantitativa a C. perfringens sau/si depistarea enlerotoxinei; probe de ser sangvin peatru
titrarea antienterotoxinei prin contraimunoelectroforezs sau, mai bine, prin hemaglutinare
indirecta.

Criteriile de confirmare a toxiinfectiei alimentare prin C. perfringens suni:

1. Prezumtive: izolarea C. perfringens = 10° UFC/g aliment i = 10% UFC/g fecale.

2. De certitudine:

« lzolarea aceluiasi seratip de C. perfringens din aliment si fecale de la bolnavi, dar
nu de la martori {persoane din colectivitate farad semne de boala).

= Depistarea prin testul ansei ileale de iepure ligaturatd a enlerotoxinei in fecale,

= Cresterea de cel putin 4 ori a titrului antienterotoxinei in probe de ser recoltate in
dinamica.

22.4, INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN TETANOS

Tetanosul trebuie, In primul rand, diferentiat de intoxicajia cu stricnind. Aceasta s¢
face obisnuit pe baza anamnezei 5i tabloului clinic (simptomaltologie sugestiva dupa o plagh
sau administrarea unui implant medicamentos in antecedentcle apropiate). Oricum rezul-
tatele examenelor bacteriologice sunt prea tardive pentru decizia terapeutica.

Se preleva si se examingaza: puroi, secrefii din plaga,pansamente, medicamente cic.

Microcsopia directd rimane orientativa: frecvent este negativa din cauza numarului
redus de bacili tetanici din prelevate; nu diferenjiazd C. tetani de bacili tetanimorti,
nepalogeni.

lzolarea si identificarea este tardivd pentru necesitajile deciziei clinice. Prelevatele
sunt incalzite 30 minute la 80°C peniru omorirea florei nesporulate de asociafie, apoi
imbogatite prin incubare in bulion Kitt-Tarrozzi. Se epuizeazd proba Imbogatith pe doua
placi cu gelozd-sange Zeissler (agarizald 5%, pentru a preveni cresterea invaziva a bacilului
tetanic) dintre care una cu ser antitetanic. Dupd incubare anaerobd se urmareste aparifia
coloniilor transparente, cu tendintd invazivd, uzual hemolitice. Pe placa cu ser antitetanic
hemoliza este inhibali, Se repicd cateva colonii tipice in bulion Kitt-Tarrozzi- peniru
acumulare de culturd purd necesard identificarii.

ldentificarea rapida include studiul:

« Caracterelor microscopice: bacili gramvariabili cu spor sferic terminal (aspect de
bolduri sau bete de tobd),

a Caracierelor de cultivare: organism anaerob cu crestere invazivd pe mediile cu
concentratie normala (2%} de agar.

w Patogenitdtil. Se injecteazd, intramuscular, in membrul posterior, cultura plus 3
mg Cl,Ca la 2 soareci dintre care unul protejat cu ser antitetanic. Dupa cca 4 zile gparecele
neproiejat moare cu semne de letanos.

Biopreparatele folosite pentru diagnosticul, profilaxia si tratamentul tetanosuluis

s Ser heterolog hiperimun antitoxind tetanica,

= Imunoglobulind umana hiperimuna antitelanica.

= Anatoxina tetanich (monovaccin, bivaccin DT, trivaccin ADTP),
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22.5. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A BOTULISMULUI

Botulismul este o urgenta terapeuticd maximai. De aceea ordinea investigatiilor de
laborator este: depistarea si identificarea toxinei, tentativa de jzolare i identificare a C.
bofulintem.,

Prelevatele patologice indicate sunt: voma, spalatura gastrica, fecale, sdnge, resturi
din alimentele suspecte. De la cadavru se examineaz confinut gastric si intestinal, singe,
fragmente de ficat. Daca existi o plaga, exsudat si probe bioptice de la acest nivel.

Depistarea si identificarea toxinei botulinice. Testul de neutralizare. Se pregitesc
prelevatele patologice, dupd natura lor, prin omogenizare, filtrare sau centrifugare. In
eprubete separate, la 1 ml prelevat se adauga 1 ml ser hiperimun polivalent antibotulinic
(200—300 UA), iar la 2,4 ml prelevat cate 0,6 ml ser hiperimun antibotulinic monespecific
(anti-A, anti-B, anti-E, anti-F) cu 100—200 UA. Se incubeazi amestecurile 30 minute la
37°C pentru interacfiunea toxini—antitoxina, dupd care se injecteazd, subcutan sau in-
traperitoneal, cate 2 soareci cu fiecare amestec prelevat—antitoxina botulinica i 2 soarcci
martor cu prelevatul patologic incubat numai cu solutie salind izotona. Se supravegheazd
animalele pani la 4 zile,

Supraviefuiesc numai animalele injectate cu amestecul prelevat patologic—ser an-
tibotulinic polivalent si cu serul antibotulinic monospecific corespunzitor toxinei din
prelevat. Restul animalelor, inclusiv martorii, fac paralizii si mor in 1—4 zile.

Metodele rapide pentru depistarea toxinei botulinice sunt:

w Reactia de hemaglutinare indirects cu eritrocite tanate si sensibilizate prin anticor-
pii din serurile antibotulinice polivalente si monospecifice de tip.

s Determinarea indecelui fagocitar, Toxina botulinica are activitate leucoloxich ]
inhiba capacitatea fagocitard. Astfel indicele fagocitar al polimorfonuclearelor din sdngele
bolnavului scade de 3—20 ori. Daca adiugim la proba de sange cu toxind bolulinich serul
antibotulinic monospecific omolog, activitatea fagocitard a leucocitelor se restabileste,

Izolarea C. botulinum se face pe mediile specificate mai sus, in condijii anaerobe.
Cultura pura o identificim prin studiul caracterelor microscopice, biochimice (tabelul 8,2)
i reactia de neutralizare a toxinei. Aceste operatii se fac numai de personal vaccinat
antibotulinic.

Biopreparatele folosite pentru diagnosticul, profilaxia si tratamentul botulismului:

= Ser antibotulinic polivalent. -

= Seruri antibotulinice monospecifice de tip.

= Anatoxind botulinici pentru vaccinare selectiva a personalului de laborator ec.



23

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL
INFECTIILOR CAUZATE DE BACTERII
ANAEROBE NECLOSTRIDIENE

23.1. DATE GENERALE
23.1.1. O minidefinitie

Bacteriile anaerobe nesporulate reungsc numeroase genuri §i specii din microflora
endogend normali a organismului, de aceea mai sunt numite i flord endogend Veillon (A,
Veillon a fost bacteriolog francez care a studiat o parte din aceste bacterii). Se diferentiaza
prin caraclerele microscopice tabelul 23.1), de cultivare, biochimice si sensibilitate la an-

tibiotice.
23.1.2. Repere taxonomice

Bacteriile cu interes medical din flora endogend Veillon sunt repartizale in unitii

laxonomice dupd cum urmeazi: ;

» Cocii grampozitivi in genurile Pepfococcus si Peplostreptococcus ale familiei Pep-
lococcdceae.

» Cocii gramnegativi in genul Veillonella al familiei Veillonelluceae.

» Bacilii grampozitivi in mai multe genuri neafiliate: Actinomyees (vezi, partea a doua,
capitalul 40), Bifidobacterium, Eubacterium si Propionibacterium,

» Bacilii gramnegativi polimorfi In genurile Bacteroides §i Fusobacterium din familia
Bacteroidaceae.

m Spirachetii in genul Treponema din familia Spirochaetaceae.

Tabelul 23.1, Bacteriile anasrobe nasporulate ale microflorel normale & erganismului

Caraciers Unitdjl taxonomice Habitat principal Implicajii paiotogice
microscopice
Coci grampozltivi |
w Agezafh in grimezi Peprococcus miger Vagin, ombilic Clenzional asociat in
supurafi genitale st pet-
vine
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Tebalul 23.1 [confinuara)

Caractere
microscopce

Unitifi tnxonamice

Habliat principal

Implicayil paiologice

w isezall An lanjuri

Peptostreplococeus
anaerobing

Yagin, ocuzional in
crevasele gingivale nor-
male, intestin

Abcese variat localizate
{creier, ureche, man-
dibuld, plearale; pel-
viperitoneale, genitile),
esteomiclite, bacteriemil

P. asaccharalyficus

Chi genimle, piele

Abcese periioneale,
cutanaie

P. magnus Cal urogenimle Abcese variat localizate,
mai ales in zone sub-
diafragmatice

P, micros C#l genifule, crevase gin- | Abcese varian localizate,

givale in parodonipzd mai ales in zone
supradialragmatice

B, prevatii Cii genltale Asociat In supuratii ale
plagilor

P. productis Colon Probabil nepalogen

P. tetradins Vagin Asociat In infectii vaginale

Coci gromnegativi

Veillonella parvida

Cavitalea orald, Intestin
lp om gt rozdioare

Accidental asociate in
piorel alveolare, parodon-
topatil; gangrend §i ab-

V. afypica Ibidem cese pulmonare; infecyii
V. dispar Calle aerodigestive super- posthpersiora
joare o om, rar la roel-
foare
Bacill grampozitivi
 filamentosi ramificafl Actinemyces israefii Cavitaten orald, ocazionnl | Vezi 40.1.6.
Inigstin, vagin
Arachnia propionica’ Cavitatea orald, ocazional | Vezi 40.1.6.
vogin, conjunciivd
= Cu capeie bifurcate Actinomycer naesinndii | Cavimien orald Veri  40.1.6.
A. odontelviicus —
Bifidobacterium Imtestinul 1a om 5 animale | Nepalngane

{mumeroase speciil

Eubacterium limosui

Intestinul la om §l animale

Asorint in aboese rectale,
vaginale, supurafii ale pit-
gilor

n difterimorfi

Eubacterium eloc-
folyticum

Cavitaten ornli

Asoclan in Pil.l‘ﬂdon'HIE.
polpite, celulite jugale,
supuratii pulmonare,
pleurals, abecese
cerebrale; infecii post-
operatoril

Proplonibacteriun actes

Abundent in grille
seboreice ale piclii la om;
intestin

Asoctal in acnee,
supuratii ale pligilar, ab-
cese; hacierdemil, en-
docardite subacoie

P granwlosum Ariilg seborelce ale pieltl | Asoclat in acnee
In om
P, avidum Aril umede ale pielii: Probabil nepatoger

ndrl, axild, perinew; rar
in arii cp sebum
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Tabslul 23.1 feonfinuara)

Caraciere
microscopice

Unithji laxonomice

Habitat principal

Implicujii patologice

Baclli gramnegativ
polimorfi

Bacteroides

» Grupul fragilis:
B. fragilis

B vulgatus

B. distazonis

B. ovatus elc.

95—99% din Nora
colonului; ocazional apar
In gurd si vagin

A, fragifis are cel mai

Inlecyl cu origine intes-
tinald: apendicite, aboese
rectale, peritonite, infectii
postoperatonil in sfern
digestivil 5t urogenitall;
bacteriemii cu abcese
metastatice, endocardite,

mare polential paingen

» Grupul melaninogenicus

B. melaninogenicus

In principal crevasele gin-
givale; unele specll apar
§i in vagin

R, denticola eig.
B. disiens Vagin; ocarional
B. bivius cavitatea orall

Asocial in infecild conecie
cavithiii orale s vaginulul

s Grupul gsaccharolyfices
B. azacchuarolyticus

B. gingivalis

Proporfie redusd in Nord
colonulul

In principal crevasele gin-

Asocial In infecyii conecle
vaginului

Asociafi in infectil conecie

B. urenlyficus glvale cavithili orale

Fusobacterium Cavitiijile omulul g Abcese, Infecyii cu carac-

necrophorum animatelor ter necrotic; bacteriemii

F, nucleatum Cavitgten orala u omulul | Mal frecvent ascciat in
infecii conecte cavitdlii
orale, cilior respiratorii,
ocazignal ale plagilor

F. varfum Colonul cmulut sl Ocazional asociate In ab-

F. mortiferum §. 8.

animalelor

Cceze necrotice

Spirochet

. Treponeme orale:

Treponema denticola eic.

Cavitatea orslli: placa
dentarh, crevase gingivale

Angina Yincent, In
asociajie cu Bacteroides
sp, sau Fusobacteriem sp.
(asociapia fusospirilard)

Treponeme genitale:
T. phagedenis eic. .

Drgane genltale, anuy n
om §i primate

Probabll nepatogend

! Specin Arachnia propionica esie In prezent afiliah tn genul Propionibacteriam ca P. propionicum.

23.1.3. Habitat (tabelul 23.1)

23.1.4. Factori de patogenitate

In general echipamentul patogen al bacteriilor din flora endogena Veillon este in-

complet. Cele mai inzestrate specii cu factori de patogenitale sunl:
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u Bacteroides fragilis este singura specie care produce o capsuld polizaharidicd, prin
care eludeari fagocitoza si efectul litic al complementului. Mai posedd si endotoxing 5i
produce o serie de agresine solubile sau asociate membranei externe: proteinaze, inclusiv
colagenazd, fibrinolizind, neuraminidazid, AND-azi, hialuronidazi, hemeolizini 5. a.

n Fusobacterium necrophorum produce o gama largd de toxine si agresine: endoloxing,
o hemolizind oxigenlabild, leucociding, lipazh, ADN-aza elc.

23.1.5. Receptivitatea la infectii cu bacteriile florei endogene Veillon

Uzual aceste bacteril nu initiazd infectii primare din cel pulin doud motive:
echipamentul de patogenitate incomplet; oxigenarea [esulurilor 5i umorilor normale.
Chiar si B. fragilis sau F. necrophorum nu se pot multiplica in prezenia oxigenului,
De aceea infecliile cu bacteriile din flora endogend Veillon au cAteva caraclere

particulare:

m apar la gazde cu apirarea antiinfeclioasi sistemich sau locald compromisa:

s sunt uzual infectii mixte sinergice {(e. g. bacilii coliformi consuma oxigenul si
creeazd In tesuturi mediu favorabil dezvoltdni B, fragilis, care, la radndul siu, protejeazd
coliformii de fagocitozd si lezeazd jesuturile; sumarea factorilor de patlogenitate ai bac-
teriilor asociate). Dupa ce infecfia a fost inijiata, bacteria cea mai patogend poate invada

organismul bacteriemic.
23.1.6. Infectiile determinate de bacteriile florei endogene Veillon

Putem considera urmatoarele patru categorii ale acestor infectii:

|. Infectii mixte cu caracter supurativ-gangrenos ale pligilor sau unor leziuni ale
mucoaselor digestivd, respiratorie ori genitourinard. Prin solutii de continuitate (e. z.
perforalii intestinale), din aproape in aproape sau pe cale limfatica se pot extinde la
cavitatile seroase invecinate: pleura, meninge, peritoneu,

2. Actinomicoza (vezi partea a doua, capitolul 40.1.6),

3. Infectiile bacteriemice si septicemice au ca punct de plecare focarul infectios de la
poarta de intrare. Speciile cu potential invaziv (8. fragilis, F. necrophorum) genereazl
seplicemii si determind mai frecvenl melastaze septice. Altele (Propionibacterium sp.,

Peplosirepfococcus) pol delermina bacieriemii cu endocarditd subacutd sau localiziir

metastatice supurative.
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4, Bolile fusospirochetozice. Mucoasele lezate prin carenje nutritive (e. g. scorbut)
sau prin viroze (e, g. herpes simplex) ori la pacienti cu hemopatii maligne pot fi invadaite
de o asociatic bacteriand dominatd de treponeme orale, B. melaninogenicus si Fusobac-

teriwm sp., rezultdnd necroze ulcerative: stomatitd, angind Vincent,

23.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
ANAEROBE NECLOSTRIDIENE

23.2.1. Diagnosticul microbiologic

Diagnosticul microbiologic este singurul posibil,

23.2.1.1. Prelevarea probelor

Prelevarea probelor impune exigenle deosebite pentru a evita contactul cu oxigenul,
Este formal contraindicatd prelevarea pe tampon. Se examineazd: probe de puroi sau/si
singe aspirale prin punctie, probe bioptice, care sunt introduse in flaccane cu mediu de
transporl, ermetic inchise sub atmosferd de gaze inerle (CO,, N, H). Probele aspirate pot
fi transportate la laborator chiar in seringd dupa indcpartarea bulelor de aer §i obturarea
acului cu un dop de cauciuc (figura 3.2).

23.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directa a frotiurilor colorate depisteaza tipurile morfolinctoriale (tabelul
23.1) din asociatiile polimicrobiene §i orienteaza asupra mediilor de cullura i conditiilor

de incubare anaerobe §i/sau acrobe.

23.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa [. [zolarea anaerobilor nesporulati este dificild din cauza exigentelor nutri-
tive si de incubare in absenja oxigenului. Cum majoritatea prelevatelor contin un
amestec de bacterii strict anaerobe cu bacterii facultativ anaerobe §i/sau aerobe, este
contraindicatid insamantarea in bulion tioglicolat, care poate fi invadat de bacieriile
facultativ anaerobe, nesemnificative clinic, in defavoarea anaerobilor. De aceea epuizam
probele pe doud placi:

= una cu gelozd-singe anacroba suplimentatd cu extract de levurd, hemina, L-cisteind s
vitamina K;;

w alta cu acelasi mediu de baza preparat selectiv prin adaos de kanamicind-van-

comicind in prezenta cirora Bacteroides §i Fusobacterium Cresc.
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Poate fi utilizatd si o metoda care orienteazd identificarea anaerobilor neclostridicni
in primocultura: se epuizeaza proba pe o placi cu gelozi-sange anaerobi, apoi se aplica pe
suprafata insamaniatd rondele cu colistind, eritromicing, kanamicini, penicilind, rifam-
picind si vancomicind. Cregterea sau absenta coloniilor in jurul rondelelor orienteazi iden-
tificarea baciervidaceelor.

Etapa 1. S¢ urmareste cel pufin 48 ore culturile incubate la 37°C in anaerobioza
strictd, Se repicd citeva colonii din fecare tip sugestiv pe gelozd-sange anacrobd pentru
acumularea de culturd purd in vederea identificirii,

Erapa If!. Se identificd izolatele prin sindiul:

m caracterelor de culturd cu crestere exclusiv anaerobi;

m caracierelor morfotinctoriale;

w festulul catalazel cu 6%, Hy05, negativ;

w sensibilitatii fa antibioticele mentionate mai sus i la violet de gentiand si taurocolat;

m pigmentogenezei: B, melaninogenicus formeazd colonii de culoare neagra;

m fluorescenfel pozitive la B, fragilis;

m activitdatii Bochimice: formarea de indol, hidroliza esculinei, fermentarea car-
bohidrafilor, inclusiv determinarea acizilor grasi volatili si acizilor organici nevolatili rezul-
tali din fermentarea glucozei (leste limitate la laboratoarcle care dispun ‘de gaz-
cromatograf).

Antibiograma peniru necesitifile terapiei se fuce printr-o variantd a metodei dilutiilor
{a nu se confunda cu metoda difuzimetricd utild numai pentru identificare).

Diagnosticul rapid al infectiei cu bacterii anaerobe neclostridiale poate fi realizal
prin:

m corohorarea datelor clinice;

s microscopia directd a frotiurilor colorate;

a fluorescenia sub raze ultraviolete a suprafetei plagilor sau a prelevatelor patologice;

w tehnica de cromatografie gaz-lichid a biopsiilor pentru determinarea spectrului
de acizi grasi volatili $i acizi organici caracieristic pentru speciile Bacteroides, Fusobac-
feriunt §. 4.

Tratamentul infectiilor determinate de anaerobii nesporulagi impune intervenfic

chirurgicald radicala si medicajie antimicrobiand (metronidazal, cefolaximi, augmentin
etc.).



24

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR CAUZATE

DE HAEMOPHILUS

I

24.1. DATE GENERALE

24.1.1. O minidefinifie

Genul Haemophilus cuprinde cocobacili gramnegativi, polimorfi, imobili, facultativ
anacrobi, care ataca zaharurile fermentativ i crese numai pe medii imbogatite cu factorii
de crestere X (hemind sau alte porfiring) sifsau V (una din cele doud coenzime:
nicotinamid-adenin-dinucleotid — NAD*, sau NAD-fosfat — NADP™), factori prezenti in
sange, de unde §i numele genului.

24.1.2. Repere taxonomice

Haemophilus este un gen al familiel Pastewretluceae avind strinse inrudiri cu speciile
Pasteurella 51 Actinpbacillus. H. influenzae, cea mai importanta dintre speciile care infec-
teaza omul. are 6 serovaruri capsulare (numite de la a la f) i 6 biovaruri (numite de la |
la VI). H. parainfluenzae arc 3 biovaruri (1—IIlI}.

24.1.3. Habitat

Unele specii au habitat uman, altele sunt ghzduite de diverse animale. In nazofaringe
gazduim frecvent H. influenzae i mal rar A. haemolyticus. In cavitalea orala si fannge
sunt uzual prezente H. parainfluenzae 51 H. parahaemolyticus. Membri frecventi ai placii
dentare sunt: H. aphrophilus, H. paraphrophilus i H. segnis. In microflora vaginald apare
ocazional H. parainfluenzae,

Pentru doud din speciile patogene, H. aegyptius $i H. ducreyl, nu S€ cunosc purtatori
sandtosi.

24.1.4. Factori de patogenitate

Factorii de patogenitate sunl mai bine studiati la f. influenzae. Capsula are cfecte
antifagocitare. Cel mai patogen este serovarul b cu capacitay invazive. O toxind fermos-
tabild cu efecte ciliostatice asupra epiteliului respirator este produsa de tulpinile serovarului
b ca si de tulpini netipabile. H. influenzae mai sintetizeazd histamind care poate contribui
la inflamatia si bronhoconstrictia din infecfiile respiratorii pe care le produce.
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24.1.5. Receptivitatea la infectiile cu Haemophilus

H. ducreyi 51 H. aegyptius sunt patogeni primari, Numai serovarul b de &, influernzas
se manifestd ca patogen primar, invaziv, la copii in virsta de 3 luni phnd la cca 4 ani. Pana
la varsta de 3 luni copiii sunt protejaji pasiv de anticorpii materni antipolizakarda b, iar
dupi varsta de 4 ani prin anticorpi proprii elaborati dupd infeciii manifeste sau inaparente
cll acest serovar,

Celelalte serovaruri de H. influenzae sau tulpinile necapsulate si alte specii de
Haemophilus sunt conditional patogene, care determina infecjil numai la pacienti cu
deficiente ale barierelor antiinfectioase locale sau sistemice.

24.1.6. Infectiile determinate de bacteriile hemofile

Serovarul b de H. influenzae determind infectii cu poarta de intrare respiratorie si
caracter invaziv: ofite medii, epiglotite acute, pncumonii, septicemii, meningite, artrite
seplice, osteomielite, celulite, pericardite etc. La adult infectii invazive cu &, influenzae
sunt rare, determinate mai ales de tulpini netipabile,

La copii mari si adulfi cu transportul mucociliar al epiteliului respirator deprimat
(viroze respiratorii, bronsiti cronica, bronsiectazie, fibrozi chistich etc.) tulpini capsulate
(indiferent de serotip) sau necapsulate de H. influenzae colonizeazi epiteliul respirator si
determina bronsite trenante. Meningite ale adultului cu tulpini netipabile de H. influenzae
au fost semnalate dupd traumatisme craniene, olite medii, sinuzite,

H. ducreyi cauzeazd sancrul moale, o boald cu transmitere sexuala mai raspindita
in regiunile tropicale 5i subtropicale. H. aegyptius este cauza unor conjunctivite acute, rar
a unor infectii invazive,

Celelalte specii de Haemophilus, cu un potential patogen redus, determind uneord
endocardite subacute.

24.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA
IN INFECTIILE CU HAEMOPHILUS

24.2.1. Diagnosticul microbiologic

24.2.1.1. Prelevate patologice

In functie de localizarca infecjiei, se examineazi: exsudat nazofaringian, exsudat
conjunctival, sputd, lichid cefalorahidian, singe, puroi articular, exsudat din ulceratii
genitale,

24.2.1.2. Microscopia directa

In contextul reactiei inflamatorii cu polimorfonucleare se depisteazd numerosi
cocobacili gramnegativi polimorfi, eventual capsulati. y

In frotiurile din exsudatul ulcerafiilor sancroide, H. ducreyi apare sub forma de
cocobacili, de mici bacili bondoci colorati bipolar san ca bacili subtiri dispusi in graimezi,
sau in lanfuri paralele printre celule, sau in lungul filamentelor de mucus (aspectul
«lantului de bicicletds sau a «bancului de pestis),
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24.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa I. Se epuizeaza probele pe o placa cu gelozi Loewinthal sau geloza-ciocolata
si pe o placa cu geloza-singe cu incubare peste noapte la 37°C In atmosfera cu 5—10%
COy.

Etapa 11. Se urmireste aparifia de colonii mici transparente ca piciturile de roud.
Sc repica cateva colonii pe unul din mediile speciale cu factori X §i V, pentru a se objine
cultura purd stock necesard indentificarii.

Etapa I, Se identifich tulpina izolatd prin siudiul:

» Caracterelor morfotincioriale (veri mai sus).

a Caracterelor de cultivare: colonii caracteristice (vezi mai sus) numai pe mediile
speciale, geloza Loewinthal sau geloza-ciocolatd, absente pe placa cu geloza-sange.

s Dependentel cultivarii de prezenta factorilor de cregtere X, V 5i a CO,. La speciile
dependente de factorul V se observd fenomenul de satelitism: in imediata vecindtate a
culturii de Staphvococcus aureus (e. . un striu de culturd confluentd Insamanjal pesie
aria de epuizare a tulpinii de identificat) coloniile de H. influenzae sunt mai mari §i devin
tot mai mici, pana la disparijie, pe masura ce distanta faja de cultura de S. aureus cresie.

u Caracterelor biochimice: producerea de catalaza, ureazd, indol, ornilindecar-
boxilaza, fermentarea zaharurilor (labelul 24.1),

Tabelul 24.1. Caractere dilarentfiale ale speciilor umane de Maemophilus

Specii Mecesimiea pentru Actd din
cresiere de
X L CO, | Hemo- |Indol| Qrni- |Ureazd | Cata- | pluco- [ zahn- | lactozd
lizdi tin- Inzh i FOZR
decar-
bacricl -
lnzh

H. influenzae 2 + -~ - v ¥ ¥ + + — =
H. asgyptius + + — — — - + + {+) — —
H. parginfTusn- - + — — — ¥ ¥ d * + -
g
H. haemolyticus - + + I d s + + ¥ _ _
H. - + + + | =] d + d + + —
parafoenolyviicus
. segnis £ + — - — —_ — d +5 +4 2!
H. aphrophilus + — + — — — — —_ + * +
H— - + - - — — o — + +
paraplirophilis
H. ducrevi + — — id) — — — — (d) - -

Simboluri: «++ — = 00% din tipini pozitive; =—s» — > 807, din wipinl negative; d — 11—389%, din wl-

pinl pozifive; v — variahil cu biovarul fulpinii; ( ) — reacili pozitive tardive; 3 — resclii slab poziilve.

Se identifica serovarul de H. influenzae prin aglutinare pe lam3 cu seruri
monospecifice a—f.
Antiblograma este necesard si se efectueaza pe gelozi-ciocolata.
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24.2.2. Metode rapide de diagnostic

Metodele rapide de dingnostic suni:

= Depistarea an# renului capsular b de H. influenzae in lichidul cefalorahidian, ser
sau urini prin latex-aglutinare,

u Reactia de umffarz a capsulei pe irotiul direct tratal cu ser imun anti-H. influenzae
specific de serovar.

24.2.3. Biopreparate

w Seruri imune ant-H. influenzae monospecifice de serovar,
s Rondele cu factori de crestere X 5i V.
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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL DIFTERIEI

Difteria este o toxiinfectte acutd, contagioasa, a copiilor sau adulfilor, cauzata de
Corynebacterium diphtheriae

25.1. DATE GENERALE

25.1.1. O minidefinitie

Corinebacteriile sunt bacili grampozitivi, cu granule metacromatice, maciucati,
dispusi in unghiuri 5i palisade. Imobili, nesporulafi, neacidorezistenti. Facultativ anaerobi,
dar unele specii sunt aerobe, oxidazonegativi i catalazopozitivi. Atach zaharurile fermen-
tativ sau deloc,

25.1.2. Repere taxonomice si habitat

Genul Corynebacierium reunesie numeroase specii, unele cu tropism uman, aliele
patogene pentru animale sau pentru plante.

Speciile cu tropism uman. Mai cunosculd este C. diphtheriae, cauza difteriei. C.
minutissimum determind o afectiune cutanati: eritrasma. C. mycetoides poate produce
ulcere cutanate tropicale. :

O serie de specii comensale in microflora tegumentului 5i mucoaselor pot determina
infectii la gazda imunocompromisd: septicemii, endocardite, pneumonii. Asa sunt: C.
xerosis, C. jeikeium (specie particularizatd prin rezistenta la multiple antibiotice). C. pseu-
dodiphthericum, gazduitd In nazofaringe, si C. matruchotii, component al placii dentare,
sunl comensale nepatogenc.

Putine din speciile patogene pentru animale infecteazi accidental omul. Asa sunt:
C. pseudotuberculosis sau C. ulcerans.

C. diphtheriae are 3 biovaruri: gravis, mitis 5i intermedius cu peste 50 serovaruri §i
multiple lizovaruri. Bacilii difterici suni rezistenti la uschciune. In fragmente de falsa
membrand si secrelii nazofaringiene uscate §i la ad3post de lumind supraviejuicsc mai
multe luni. De aceea difteria se poate fransmite si prin pulberi contaminate.

Surse de infectie in difterie sunt omul bolnav §i purtatorii sinatosi de tulpini toxigene
ale bacililor difterici.
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25.1.3 Factori de patogenifate

C. dyphtheriae este o bacterie toxigend prin conversie lizogenica, Tulpinile agresive
claboreaza enzime ca hialuronidaza, neuraminidazd, care favorizeaza difuziunea toxinei
de la poarta de intrare & infectiei.

Toxina difterica este un inhibitor al sintezei proteice cu efecle necrotice la poarta de
intrare a infectiei §i in (esuturi, unde difuzeaza pe cale sangvind. O toxina identich produc
tulpini lizogene de C. ulcerans.

25.1.4. Receptivitatea la infectiile cu corinebacterii

Toate persoanele cu mai pufin de 0,01 unitafi antitoxini diftericd/ml ser sunt recep-

tive la difterie.
Receptivitatea la bacilii difterimorfi din microflora normala a fost precizatd mai sus.

25.1.5. Difteria -+ G -

Poarta de intrare uzuald a infecliel este faringele. Rar, mai ales in condilii de
promiscuitate, poarta de intrare poate fi conjunctiva, plagile san vulva, Toxina difterica
necrozeazi epiteliul §i fesutul subiacent la poarta de intrare. Bacilii difterici sc multiplica
in tesutul necrotic, unde rAmin cantonafi, iar toxina difuzeaza in organism pe cale sangvind.
Un exsudatl fibrinos infiltrat cu leucocite polimorfonucleare si hematii cuprinde fesutul
necrotic, formand la suprafafa leziunii o falsd membrand cu aspectul unui depozit cenusgiu,
a carui detagare, dificila, lasa o suprafajd sangerindd. Falsa membrand are tendinta la
extindere, Cand cuprinde laringele (crupu! difteric) duce la asfixie. Ganglionii limfatici
cervicali si fesuturile gitului sunt edematiate. Semnelor iocale li se asociazd fenomene
generale: febra, stare toxicd. Toxina diflericd delermina leziuni necrotice in miocard
(miocardita diftericd), rinichi, glandele suprarenale, nervi ( polinevrita difterica). Pacientii
an leucocitozd cu neutrofilie. ln formele hipertoxice apare un sindrom hemoragic, iar
pacientii mor in 24—48 ore prin miocardita difterica, supraviejuitorii fac paralizii ale valului
palatin, mugchilor oculari sau extremitatilor.

25.2. INVESTIGATII DE LABORATOR PENTRU
CONFIRMAREA DIFTERIEI

Dat4 fiind gravitatea bolii, prezumiia clinica hoidriste lerapia specifica a difteriei.
Examenul bacteriologic confirma sau infirma aces! diagnostic Intr-un interval In care actul
terapeutic este deja consumalt,

25.2.1. Diagnosticul microbiologic

25.2.1.1. Prelevate patologice

Se preleva trei tampoane prin detasarea unei porfiuni marginale din falsa membrand
(amigdaliana, conjunctivald, vulvara sau a unel plagi) §i un tampon nazofaringian pe cale
nazala.
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Pentru depistarea portajului, se prelevd 2 tampoane: unul nazofaringian $1i unul
faringian.

Cu primul tampon preleval din leziune se efeclueaza exiemporancu 2 frotiuri, care
dupa fixare, sunt expediate la laborator impreund cu celelalie tampoane. Dach examinarea
intarzie mai mult de 2 ore, se vor imersa tampoanele intr-un mediu de transport: geloza
semilichida 0,1% cu 10% ser sangvin 5i telurit de potasiu sau OCST (ou-cistind-ser-telurit
de potasiu), care pot functiona 5i ca medii de imbogafire.

25.2.1.2. Microscopia directi

Microscopia directa se efectueaza pe cele doud frotiuri: unul colorat Neisser, celalalt
Gram. ln contextul reactiei inflamatorii cu polimorfonucleare se urméreste prezenta de
bacili drepti sau incurbati, cu capete miciucate, agezali in unghiuri i palisade, ca literele
chinczesti, cu granule de volutind (corpusculii Babes-Ernst) dispuse polar si colorate
metacromatic in albasiru pe fondul galben-brun al bacililor in coloratia Neisser. Pe frotiul
colorat Gram, bacilii difterici apar gramvariabil cu granulele de volulina violete pe fondul
bacterian rosu.

Valoarea microscopiei directe este orientativi din cauza asemanarii morfologice a .
diphtheriae cu bacilii difterimorfi. Oricum, microscopia diferentiaza angina difterica de cea
ulceronecrotica Plaut-Vincent determinata de o asociatie fusospirochetozicl.

25.2.1.3. Izolarea i identificarea

Etapa I. Al doilea tampon se epuizeaza pe: o _ |

=0 placi cu m% iy diferential, Tinsdale (gelozA-ser-cistina-telurit de potasiu-
tiosulfat), sau Bucitl (gefozi-§inge cu hinozol), cu incubare la 37 °C timp de 24—48 ore,

= 0 placa cu geloza-sange cu incubare peste noapte la 37°C.

Dubla insimanjare se impune din doud motive:

s Se controleaza calitatea prelevarii. Pe mediul selectiv poate s3 nu apara cultura; daci
aceasta lipsesie si pe geloza-sange prelevatul a fost necorespunzator.

= Unele angine streptococice simulcazi difteria, caz in care Insdmanjarea numai pe
mediul selectiv di rezultal fals negativ.

In fine, unele forme grave ale difteriei se datoreaza infecfiei mixte bacil difteric—35.
pyogenes.

Al treilea tampon prelevat din leziune, ca si tamponul nazofaringian sunt imersate
si incubate in mediul OCST pentru imbogatire peste noapic la 37°C. A doua zi se epuizeazl
prelevatul imbogatit pe mediul selectiv de izolare. La fel se procedeaza st cu cele doud
tampoane prelevate de la puridtori.

Etapa H. Se examineazi culturile de pe mediul selectiv urmarind coloniile suspecie
de bacili difterici: colonit negre cu halou brun pe mediul Tinsdale sau colonii albastre pe
mediul Bucin, S¢ repicaspe mediul Loeffler (bulion glucozat 1% ser de bou coagulai in

_pantd) citeva colonii suspecte, bine izolate, peniru a obtine, dupd incubare peste noaple

“la 37°C, cultura stock necesard identificarii. Pe mediile cu telurit de potasiu coloniile unor
specii de stafilococ sunt asemiinaloare cu cele ale bacililor difterici. De aceea, inainte de
repicarea pentru cultura purd, fiecare colonie de pe mediul selectiv cu telurit de potasiu va
fi controlati microscopic, pentru a le evita pe cele de stafilococi.

Pe mediul Loeffler bacilii difterici cultiva preferential in 14—18 ore, formind colonii
mici, opace, cu aspectul picAturilor de spermaniel,
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Tabalul 75.1. Caractere dilerenfiale Intre bacilul differic §i alte corinabactarii

Acid din
Lo Clstinnza Ureaza Fosfalazd glucozh galactozd
C. diphtherige':
= graviy + —_ — +
u [ntermedius + - _ * +
m milis + — _ +
C. feikeium — - NC + +
C. matruchotii _ d — - .
C. minutissimum - 2= + + NC
C. miycefoides _ . 4 i -
C. pseudodiph-
thericum — + v i — _—
C. xerosis — —_ — + +
C. pseudofuberculosis + + _— + +
C. wlcerans 4 + — + +
Simbolurd: «++ — 909% sav mal mult din wipinl pozitive; =—= — 909 sau mai mull din tulplnl nega-
::vi 11—89% din wipinl pozitive; NC — necomunical,

Etapa I11. Se identificd izolatele prin:

a) Studivl caracterelor microscopice pe frotiu colorat Meisser si Gram, Bacilii difterici
au morfologia tipica de bacili corineformi cu numeroase granule de volutind dispuse polar
numai in cultura pe mediul Loeffler sau in falsa membrani,

by Studiul carecterelor de culturd pe mediile cu telurit de potasiu coroborat cu
activitatea biochimica permite identificarea celor 3 biovaruri de C. diphtheriae (tabelul 25.1).

¢) Studiul caracterelor biochimice:

w Testul cistinazei (Pizu). Hidrogenul sulfurat eliberat din cistind sub actiunea cis-
tinazei produse de bacilii difterici reacjioneaz cu acetatul de plumb si formeaza sulfura de
plumb neagra. [zolatele sunt insdméantate prin infepare in coloana de gelozi-ser cu cislind 5i
acetal de plumb. Innegrirea traiectului de insAmantare cu halou cafeniu dupd incubare peste
noapte semnifici un test pozitiv. Cistinaza produc numai bacilii difterici §i C. wleerans.
Restul bacililor difterimorfi dau testul negativ,

u Testul ureazei este negativ pentru bacilii difterici gi variabil la speciile difterimorfe.

w Testul fosfatazei este negativ pentru C. diphtheriae 5i variabil cu specia de bacili
difterimorfi.

m Fermentarea zeharurilor (glucozd, maltozd, zaharozd etc.) si polizaharidelor
(dextrina, amidon) diferenfiazd no numai speciile de corinebacterii, ci si biovarurile
bacilului difteric (tabelul 25.1).

a Testul hemolizei este pozitiv pentru biovarul mitis al bacililor difterici.
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Tabelul 25.1 {conlinuara)

Acid din
Specia
B manitol maliozl zaharozd glicogen amidon

C. diphtheriae';
u gi"am + + — + +
w [nrermedius * * - + —
m WS + + Sy d —
C. feikeium — — — NC NC
C. matruchotii + + + + <L
C. minufissimunt d + + NC —
C. myeetoides - - NC —_ NC
C. pyeuclocdiph-
thericum — — = — —
(. xerosis + — + — -
. peeudofuberculpsis * + d d -
C. wlcerans NC + — d +

Il!h::wm.ruril& de C. diphtheriae, aspectul colonlibor:

= pe gelozf-singe cu clstind gl welurll de potasiu:

— gravis: cenugie-inchis, marl, plate, uscalg crenelate {vllcare de margareiis);

— imtermedius: cenugii cu centrul negru, dcuminate uscate;

— mitis; negree, mici, lucinase, bombate;

» pe mediul Tinsdale blovarurile grawis gi mitis formenzd halou brun dupd 24 o, Intermedius dupd 48 ore,

d} Structura antigenicd. Reaclii de aglutinare cu seruri polivalente si monospecifice
identifica bacilii difterici si serovarurile lor, care pot fi folosite ca markeri epidemiologici.

e) Lizotiparea tulpinilor toxigene 5i netoxigene de bacili difterici esie necesara in scopuri
epidemiologice: stabilirea tulpinilor epidemigene circulante, investigalii In focarele de difterie,

f) Testul toxigenezei finalizeaza identificarea tulpinilor de C. diphtheriae izolate de
la bolnavi sau de la purtitori, pentru ¢ numai acestea suni palogene.

u Testul de toxigenezd in vitro (testul Eleck) — vezi 25.2.2.1. Tulpinile toxigene
dau testul pozitiv in 24—48 ore (rareori dupd 72—120 ore).

u Testul de tovigenezd in vivo este un test de neutralizare efeclual pe cobai sau iepuri. Se
inoculeaza cultura de 24 ore In bulion sau suspensie In bulion a culturii de pe mediul Loeffler.

Pentru testul subcutanat se inoculeaza la 2 cobai, in regiunea abdominald, 2 ml din cultura
tulpinii testate, unul din cobai fiind protejat cu 2 ore inainie prin injectarea intraperitoneala a
1000 U antitoxina difteric. Animalele sunt urmarite de la 24 ore pana la 30 zile. Cobaiul
neprotejat face fenomene specifice intoxicatiei difterice: moartea in 24—96 ore cu necroza si edem
gelatinos la locul de inoculare, congestia capsulelor suprarenale, congestie cu acumulare de
exsudat int pleurd, pericard, peritoneu. In cazul tulpinilor slab patogene cobaiul supraviejuiesie
mai mult, cu escard locala, pierdere progresivd In greutate si paralizii dupd 15—20 zile de la
inoculare. Cobatul martor, protejat specific, rAmane indemn,

Intradermic se pot testa 8—10 tulpini pe un cobai si 15—20 tulpini pe un iepure.
Testul pe iepure este cel mai sensibil. Se injecteaza, in puncle separate, pe jumatalea
dreapta a spatelui depilat, cate 0,1 m! cultura la iepuri §i 0,2 ml la cobai. Dupii 4 ore se
injecteazi intravenos 2000 U antitoxind difterica la iepure §i 1000 UA intraperitoneal la
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cobai, iar dupd 10 minute se inoculeazd intradermic pe jumatatea stingd a spatelui, in pozifii
similare, cultura acelorasi tulpini. Intre tulpinile injectate una trebuie s fie sigur toxigena:
martorul pozitiv. Reactia pozitivA: eritem, infiltrat, necrozd dermich in punctul de inoculare
din jumdtatea dreapti cu absenja leziunii in punctul simetric din jumatatea siingh a spatelui.

Etapa IV. Se analizeazd, se interpreteaza rezultatele §i se redacieazs buletinul de analiza:
e. g «Se confirmd diagnosticul de difiede prin izolarea de C. diphtheriae toxigens sau
sHemocultura izoleazd Corynebacterium jeikeium rezistent la urmaioarele antibiotice ... si
sensibil numai la ...).

25.2.2. Controlul receptivitafii la difterie si eficienfei vaccinarii

Intradermoreactia Schick controleaza receplivitatea la difterie. Pe fata antebrajului
drept se inoculeazd intradermic 0,2 ml toxind Schick (toxin3 difterica stabilizata si diluata
pentru a confinie 1/50 DLM cobai/0,2 ml), iar la antebrajul stang, in pozifie simetrica, sc
inoculeazd, ca martor, 0,2 ml toxind Schick inactivath termic. Reactia se citeste dupa 48
ore, urmirind intensitatea §i diametrul zonei congestiv-infiltrative de la locul de inoculare
a toxinei i martorului. Reacfia pozitiva: zond congestiv-infiltrativa cu diametrul de peste
10 mm numai la locul de inoculare a toxinei; traduce receplivitatea la difierie. Reacfia
negativd: nici o modificare la locul de inoculare a toxinei; traduce imunitatea la difterie,
toxina a fost neutralizala.

O zona congestiv-infiltrativa atat la locul de inoculare a toxinet, cit 5i a martorului
traduce sensibilizarea la toxina fie a unei persoane imune, fie a uneia receptive la difterie.
Dacd in 96 ore dupld inoculare congestia si infiliratia dispar la ambele antebrate, este
pseudoreactie. Dacd dispar la martor, dar persista la locul de inoculare a toxinei este reactie
combinatd; persoana fiind receptiva la difterie si sensibilizata, trebuie vaccinatd cu doze
fractionate.

In suspiciunea difteriei la adulfi cu starea generald nealieratd, tratamentul specific
cu antitoxind diftericd se poate iemporiza asieptdnd rezuliatul testului Schick. Un test
negaliv exclude diagnosticul de difterie,

Eficienta vaccinarii antidifterice se poate controla prin i. d. r. Schick sau prin reaciia
de hemaglutinare indirectd (care uiilizeazd ca antigen hematii tanate sensibilizate co
anatoxina difteric3), reacfia de neuotralizare ori ELISA. Testul Schick negativ sau prezenta
a peste 0,01 UA/m] ser semnifici eficienja vaccinarii,

25.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul de laborator, profilaxia
si tratamentul specific al difteriei

m Seruri aglutinante antidifterice polivalent 5i monospecifice pentru identificarea
antigenicd a serovarurilor.

= Set de bacteriofagi antidifterici pentru lizotipia culturilor de €. diphtheriae.

m Ser antidifteric hiperimun heterolog. Serul terapeutic este conserval prin fenol
(vezi 1abelul 2.6). Pentru testul Eleck este necesar ser antidifieric nefenolat.

» Imunoglobuling umane hiperimune antidifterice.

» Anatoxind diftericdA (monovaccin), analoxini diftericd plus analoxinid tetanica
(bivaccin), pentru revaccindri sau trivaccinul antidifterotelanopertussis pentru primovac-
cinarea copiilor.

s Toxind difterici purificata Schick pentru testarea intradermica a receptivitatii la
difterie.
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"DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL TUSEI CONVULSIVE

Tusea convulsiva este o boala infeciioasa acuta st contagioasd, cauzata de Bordetella
pertussis. Atach de obicei copiii, determinind o brongitd alergizania, care evolueazd mai
multe sAptimani cu accese paroxistice de tuse spasmodica. Sindroame aseméanatoare, dar
mai benigne, pot provoca alte specii de Bordetella, unele adenovirosuri, virusul respirator
sincitial sau paragripal.,

26.1. DATE GENERALE

26.1.1. O minidefinitie

Bordetelele sunt cocobacili gramnegativi, imobili (doua specii) sau mobili (o specie).
Aerobi, oxidazopozitivi, catalazovariabili. Pe mediul Bordet-Gengou formeaza colonii per-
late inconjurate cu o zond de hemoliza fard margini definite. Nu ataca zaharurile In medii
cu peptond.

26.1.2. Repere taxonomice §i habitat

Genul Bordetella reuneste patru specii:

s B. pertussis, care parazileazd caile respiratorii ale omului ca ageni etiologic
al tusei convulsive;

w B, parapertussis, alia specie umand care determind sindroame mai benigne de fuse
convulsiva;

s B. bronchiseptica, care paraziteaz clile respiratorii ale unei varietaji de animale
domestice sau silbatice 5i imbolnaveste numai rar omul;

» B. avium, care paraziteazd caile respiratorii ale curcanilor fard & fi semnalata
patogend pentru om.

Sursad de infectie sunt bolnavii §i purtitorii sandtosi. Foarte zensibile in mediul
exiern, aceste bacterii se iransmit prin picAturi Flugge si secretii nazofaringiene.

26.1.3 Factori de patogenitate
Bordetella pertussis posedd urmalorii factori de patogenitale:
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a) Liganzi, care, prin tropismul lor pentru cilii epiteliului respirator, initiazd
colonizarea masivA a mucoasei respiratorii. Ligandul major este hemaglutinina filamentoasd
{(HAF), iar cel accesor fimbriile. HAF eliberatd in mediu poate fi captald prin spirateries
de citre pneumococi §i Haemophilus influenzae, care suprainfecteazd chile respiratorii
inferioare ale pacientilor cu tuse convulsivi,

b) Capsula cu activitate antifagocitari.

¢} Un complex de toxine cu actiuni nocive multiple:

= toXiconecroza mucoaset respiratorii;

= declansarea reactiei inflamatorii locale;

» hipersecretia mucoasi in cdile respiratorii;

u leucocitoza (15 000—20 000 leucocite/mm®) cu limfocitoza ( peste 607%),

= imunodepresia;

= inhibifia fagocitozel;

= sensibilizarea la histamind;

= hipersecregia de insulini.

Factorii de patogenitale asigurd inijierca si ¢volujia proceselor locale inflamatorii
infiltrative, alterarea mucocasei brongice, suprainfecfia bacteriand, alergizarea bronhiilor,
hipersecretia de mucus, excitarea continud a centrului respirator cu declangarea acceselor
paroxistice de tuse, completate cu reaclii din pariea altor sisteme §i organe,

Celelalte specii de Bordetella posedd numai o mich parie din echipamentul de
patogenitate al B, perfussis si niciodatd principala exotoxina: pertussigenul.

26.1.4. Receptivitatea la tusea convulsiva

Eeceptivitatea la tusea convulsivil este generald, La sugari infectia evolueazd deosebit
de grav, frecvent mortal.

26.1.5. Tusea convulsiva

Dupa o incubajie de 7—12 zile, boala evolueazd in trei stadii: cataral, convulsiv i
de convalescentd, pe o duratd de 1,5—3 luni.

In stadiul cataral (7—14 zile) semnele clinice, relativ benigne, sunt necaracteristice
(catar respirator, strinut, tuse), dar pacienfii sunt foarte contagiosi, B. pertussis fiind
prezentd in mari cantitdfi in nazofaringe.

Stadiel convulsiv (2—4 shpilimani). Starea generald a pacientilor se aliereaza
progresiv si, caracteristic, apar accesele de tuse spasmodicl, epuizantd, carc se asociaza
cu cianoz, varsAturi, eventual convulsii. La sfargitul accesului de tuse, pacienfii expec-
toreazi, greu, o cantitate redusi de spuidl vAscoasd. Dupd 3—4 siptdmiéni de la debutul
bolii pacientul devine necontagios, In singe cresie titrul anticorpilor pind in saptamanile
B—0 de boala.

Stadinl de convalescentd (cca 4 sAptamani), Lent, accesele de tuse se raresc si scad
in intensitate, dar varsilurile mai pot persisia ca fenomen reflex condifionat,
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26.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A TUSEI CONVULSIVE

26.2.1. Diagnosticul microbiologic

26.2.1.1. Prelevate patologice

Cat timp pacientii sunt contagiosi (primele 3—4 saptimini de boald) se prelevd
mucozititile nazofaringiene cu un fampon pernazal. Alle prelevate, spula (dificil si tardiv
obtinuta), piciturile Flugge prelevale pe «placa fugitds, sunl mai putin satisficitoare.

Data fiind marea sensibilitate a B. pertussis |a desicare, exsudatul nazofaringian il
prelevam pe tampon imbibat cu mediul de transport Kuznefov (solufie de tampon fosfat,
cu pH 7,0, cu 0,5% agar-agar si 0,2% carbune de lemn activat). Pentru transport, tam-
ponul imersat In mediul Kuznetov permite supraviefuirea bordetelelor pana la 5—6 ore.

Metoda splacilor tusite» asigurd insdmanjarea picaturilor Fliigge direct pe suprafata
mediului de culturd (vezi mai jos) cu antibiotic (4—6 Ul penicilina sau 2,5 ng meticilind
/ml) din placa Petri, expusa deschisa la 10—12 cm de gura pacientului In cursul accesului
de tuse.

Proportia izolarii B. pertussis scade de la 95—80% in saptamanile 1—2 de boali,
la 40—20% in saptamanile 2—3 si sub 20% in saptamanile 3—4.

26.2.1.2. Microscopia directd

Microscopia directd pe frotiuri din mucozitdfile nazofaringiene sau sputd colorate cu
ser imun fluorescent anti-perfussis §i anti-parapertussis permite depistarea si identificarea
rapida a speciilor respective.

26.2.1.3. Izolarea §i identificarea

Prin izolare si identificare pot fi confirmate pina la 80—920% din cazurile de tuse
convulsiva surprinse in stadiul cataral. Ulterior procentul izoldrilor scade progresiv.

Etapa I. Se epuizeazi tamponul cu exsudat nazofaringian sau sputa pe mediul Bor-
det-Gengou sau gelozd-cazeina-sange-carbune activat, care conjin 4—6 Ul penicilini sau
2.5 ug meticilind/ml, pentru inhibifia bacteriilor grampozitive de contaminare, cu incubare
la 37°C, in atmosfersd umeda, timp de 7 zile,

Etapa Il. Se urmareste zilnic aparitia coloniilor caracteristice. Coloniile de Bordetella
sunt bombate, perlate cu aspectul picaturilor de mercur, cu hemoliza fara limite, precise.
B. pertussis creste cel mai lent, abia dupa 3 zile, cu colonii mici. B. paraperfussis cregie In
1—2 zile gi formeaza colonii mai mari. Coloniile de B. bronchiseptica apar a doua zi §i
sunt cele mai mari.

Se repici 3—15 colonii tipice sau suspecte, pentru a se obiine cultura stock pe panta
in vederea identificarii.

Etapa I11. Se identifica izolatele pe baza caracterelor prezentate in tabelul 26.1:

Tabelul 26,1, Caractera diferenfisle intre speciile Bordetella

Tesmul B B. B: 8.
periussis paraperiussis broncliseptica avium
Cregierea pe mediuk
s Bordet-Gengou + (3 zile} + (1—2 zile) + {1 i} + {1 i}
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Tabalwl 24.1 feonlinuara)

Testul B F: 3 I B,
pertussls paraperiussis bronchiseprica avium

u Mac Conkey — + + +
m golozl cu peploni — * * +
Tirozinaza' — + L= =
Oxidazd + — + +
Urcazd —_ * + =
Nitratazd - — + —
Citrat, unilizare -— d + d
Mobilitates - - + +

Simboluri: «+» — 909 sau mai multe din tulpini pozitive; s—s — 90, sau mai mulle din wipini negative;

d — 11—89% din wipini pozitive.

' Pigmentogenezd pe gelosd cu peplond (innegrire),

? Reactle pazitlvd duph 4 ore.

a) Microscopice: cocobacili gramnegativi cu sau fird capsuld, 8. perfussis si B,
parapertussis sunt imobile. B, bronchiseptica este mobila,

b) Caractere de culturd: La izolarea din organism, B. pertussis nu creste pe medii
'lz::uf peptond; celelalte specii cresc, inclusiv pe mediul Mac Conkey, care confine 5i siruri

iliare.

¢} Teste biochimice. Caractere de gen: inerfia fermentativa. Caraciere diferentiale
intre specii: scindarea firozinei, utilizarea citratului, producerea de ureazd, reducerea
nitrajilor in nitriti, producere de catalazi, oxidaza.

d) ldentificarea antigenicd a izolatelor o facem cit mai curind dupd izolare, pentru
a evita degradarea antigenica prin subcultivari repetate. Se utilizeaza seruri monospecifice
in reactii de aglutinare sau imunofluorescenis.

Etapa IV. Se analizeaza, se interpreteazd rezullatele testelor de identificare si se
redacteazd buletinul de analizd cu precizarea dach au fost jzolate sau nu Bordefella si
Anume care specie.

26.2.2. Diagnosticul imunologic

26.2.2.1. Metoda serologica

Anticorpii anti-Bordetella apar abia in siptamanile 2—3 ale bolii si titrul lor creste
progresiv pana in sAptAmanile 8—10,

Se preleva doud probe de ser, in dinamica, la interval de 3 sAptimani. Cum sindromul
de tuse convulsiva este polietiologic, indicata initial este reactia de fixarc a complementului
cu baterie de antigeni care includ: antigenii B. pertussis $i B. parapertussis alaturi de
antigenii adenovirali, virusuri respirator sincijial 5i paragripal. Semnificativa este cresterea
de cel putin 4 ori a titrului fald de unul din antigenii etiologici posibili.

Anticorpii anti-Bordetella pot fi depistati prin reaclii mai sensibile: de aglutinare
(titruri semnificative de peste 1:80), de hemaglutinare indirectd (litruri semnificative de
cel pufin 1:80 — 1:160) sau ELISA.
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26.2.2.2. Intradermoreactia Flossdorf

Aceasta reactie depisteazd sensibilizarea de tip Intarziat, care aparc la convalescenfii
de tuse convulsiva fata de alergenul specific al B. pertussis.

Desigur, diagnosticul imunologic al tusei convulsive are numai o valoarc retrospectiva
cu interes mai mult pentru epidemiolog.

26.2.3. Biopreparate si medicamente utilizate pentru diagnosticul
de laborator, profilaxia si tratamentul tusei convulsive

= Seruri imune aglutinante §i fluorescente antipertussis §i antiparapertussis, penlru
identificarea culturilor de Bordetella.

= Aglutinogen pertussis i parapertussis; batcrie de antigeni fixatori de complement
pentru serodiagnostic.

= Monovaccinul inactival anlipertussis sau trivaccinul difterotectanoperiussis pentru
profilaxie.

a Estolat de eritromicina pentru tratamentul antimicrobian.



27

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL TUBERCULOZEI
SI MICOBACTERIOZELOR

27.1. DATE GENERALE
27.1.1. O minidefinitie

Micobacteriile sunt bacili cu invelis ceros, care le conferd ncid&reziaten;a. Nesporulati
si imobili. Strict acrobi, ataci zaharurile oxidativ.

27.1.2. Repere taxonomice si habitat

Genul Mycobacterium reunesie numeroase specii, larg rAspindite In naturd, pe care
le putem grupa in:

= Specii patogene pentru om. Bacilii tuberculozei sunt reprezentati de M. tuberculosis,
M. gfricanwn (specii antropofile) §i M, bovis (specie zooantropofild). Bacilul leprei, M.
leprae, este singura micobacterie care nu a putut fi cultivati,

» Specii condifionat patogene, numite In trecut micobacterii «atipices din cauza
caracterelor diferite de ale micobacieriilor patogene cunoscute. La om determina accidental
infectii asemanatoare tuberculozei, numite generic micobacterioze. Unele specii sunt
patogene pentru pasiri, ca M. avium. Altele sunt saprofite din sol §i ape de suprafaja, ca
M. fortuitum, M. chelonae, M. marinum, M. ulcerans. In fine, altora nu le cuncastem
sursa: M. kansasii

= Specii saprofite pe Invelisurile omului, ca M. smegmatis, M. gastri, sau in mediul
ambiant, ca M. phley.

27.1.3 Factori de patogenitate

Micobacteriile patogene sau condifionat patogene sunt bacterii facultativ intracelulare
cu mare capacitate sensibilizantd pentru organismul infectal.

Mai bine studiafi sunt factorii de patogenitate ai bacililor tuberculozei. Tuber-
culolipidele, care reprezintd pana la 23% din greutatea uscati a acestor bacili, persisia
timp Indelungat In fesuturi $i imprimd caractere particulare reacjiei inflamatorii: sub
acfiunca fosfatidilcolinei macrofagele se metaplaziaza in celule epitelioide, iar sub actiunea
acizilor micolici In celule gigante multinucleate (celule Langhans) caracteristice
granulomului tuberculos (vezi mai jos). Un sulfolipid, propriu tulpinilor virulente, este
numit cordfactor, pentru ci induce cullivarea bacililor sub forma de cosife sau corzi in
unele medii cum sunt cele cu singe hemalizat (Skolnikov etc.). Tuberculoproteinele pure
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inoculate la un animal fird infectie tuberculoasd determina sensibilizare anafilactics, dar
in complexul natural cu tuberculolipide induc sensibilizare de tip IV, care explich abun-
denia limfocitelor in granulomul {uberculaos.

27.1.4. Receptivitatea la tuberculoza si micobacterioze

Receptivitatea la infecfia tuberculoasa este generald. Cregte semnificativ la anumite
virste (0—6 ani, pubertate, batrini) si sub influenja unor factori de mediu (infec)ii aner-
gizante, carenfe nulritive, alcoolism, agenfi imunosupresivi) sau boli de fond ({diabel,
silicozd).

Micobacteriozele, altele decat tuberculoza, apar in condifii care scad rezistenja an-
tiinfectioasa a organismului {silicozd eic.).

27.1.5. Infectia tuberculoasa si micobacteriozele

In cca 90% din cazuri infecfia tuberculoasa este contraclald prin inhalarea bacililor
vehiculati prin aerosol si pulberi bacilifere. In restul cazurilor transmiterea este pe cale
digestivd sau prin contact,

Primoinfectia tuberculoasa. Inifial, la poarta de intrare, bacilii tuberculozei deter-
mina un focar inflamator exsudativ nespecific. O data cu raspunsul imun celular al gazdei,
leziunes inflamalorie exsudativd evolueazd in leziume granulomatloasd. Pe secliune,
granulomul tuberculos prezinta trei zone distincte: centrala cu celule gigante multinucleate,
mijlocie cu celule epitelioide si perifericd dominata de limfocite, macrofage, plasmogcite.
Extensia infectiei pe cale limfatich determin un ansamblu numit «complex primars, carac-
terizat prin: gancru de inoculare, leziunea de la poarta de intrare, limfangild 5i adenitd
satelitd.

In aproximativ 85% din cazuri primoinfeciia tuberculoasa evolueazd inaparent sau
subclinic spre infectie latentd: un numir variabil de bacili rAman «dorminzis» in leziunile
primare cicatrizate si calcificate. Consecintele primoinfectiei tubereuloase inaparente sau
subclinice sunt: dezvoltarea imunitdfii antituberculoase (o imunitate relativd) si a sen-
sihilizarii tuberculinice.

Complicatiile primoinfectiei tuberculoase. Cand multiplicarea bacililor la gazda inalt
receptiva este mai importanta, centrul leziunilor suferd o necrozd solida de cazeificare, Din
ganglionii mediastinali bacilii se pot propaga pe cale limfatich retrogradl si infecteazd
pleura. Alteori masa de cazeum se ramoleste si leziunile perforeazd bronhiile (diseminarea
infectiei In pulmoni si eliminarea bacililor prin sput), cavitajile vecine (pleura, pericard)
sau vasele sangvine (diseminare sistemich). Bacilemii imporiante genereazd nenumdrate
focare metastatice (tuberculoza miliard sau granulia tuberculoasd, cu evolujic letald).
Evacuarea masei de cazeum ramolit creeazd scavernas (uberculoasi. Descirciri bac-
teriemice discrete, e. g. prin depasirea etapei ganglionare a infectiei, determind dis-
eminarea bacililor tuberculozei in variale [esuturi (meninge, oase si articulafii, rinichi etc.).

Tuberculoza secundara. Reinfectiile masive sau reactivarea focarelor latente («rein-
fectie endogende), In conditiile scaderii reactivitdtii imune, determina tuberculoza secun-
dara, ale carei leziuni, spre deoscbire de cele primare, nu sunt insojite de adenita §i
evolueazdi cronic fard tendinid la vindecarc spontana.

Lepra debuteaza dupi o incubajic de 2—4 ani i evolueazd foarte lent. In raport cu
reactivitatea pacientilor s¢ cunosc doud forme ale leprei: lepra tuberculoidd si lepra
lepromatoasa.

239



w Lepra tuberculoidd sau anestezica este forma benignd a bolii, In care leziunile, mai
discrete, nu s¢ ulcereazd si, ca atare, sunt pufin contagioase.

m Lepra lepromatoasd esie forma malignd. Evolueazd bacteriemic cu leziuni ulcerate,
distructive, contagioase.

Micobacteriozele determinate de speciile condifionat patogene apar la gazde cu
deficite ale imunitdtii celulare, mai ales dupa contamindri masive, 5i evolueaza asemanitor
tuberculozei cu variate localizri: pulmon (M. kansasti, M. aviuem), limfadenite cervicale
la copii (M. scrofulocewm), leriuni cutanate (M. marinum, M. ulcerans, M. chelonae).

27.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN TUBERCULOZA
SI MICOBACTERIOZE

27.2.1. Diagnosticul microbiologic

27.2.1.1. Prelevate patologice: recoltare, conservare, preparare

In raport cu forma clinica a tuberculozei se examineaza: sputd, aspirat sau spalaturd
bronsich, spaliturd gastricd, exsudate aspiraie prin punciia cavitAtilor seroase afeclate
(pleurd, meninge, articulafii), puroi din abcese reci, probe biopsice, wrind, secrcfie
menstruali, materii fecale. Eliminarea bacililor din leziuni poate fi intermitentd, de aceea
este indicata examinarea de probe repetate.

Probele care nu sunt examinate imediat, pot fi conservate la +4°C pana a doua zi.

Detectarea bacililor tuberculozei este amelioratd dacd sc procedeazi la concentrarea
lor prin centrifugare timp de 30 minute [a 3000—5000 rpm (urind, lichid cefalorahidian}
sau prin ultrafiltrare (lichid cefalorahidian). Pentru centrifugare prelevatele vascoase (ca
sputa) sunt in prealabil omogenizate. Metodele de omogenizare realizeazd si decon-
taminarea probelor. Mai frecvent se recurge la omogenizare 5i decontaminare prin tralarea
probelor cu solufie 4% de NaOH la 37°C, cu agitare repetatd timp de 30 minute, urmati
de neutralizare cu solugie 10% de HCl. Aceasta tehnica omoard bacteriile neacidorezistente
de contaminare care au crejtere rapidd si ar invada mediul, facand imposibild izolarea
micobacteriilor cu crestere lentd sau foarte lenté.

27.2.1.2. Microscopia directd

Uzual baciloscopia se efectueazi cu obiectivul 90X 1U pe frotiuri colorate Ziehl-Neel-
sen. Se examineazi cel pufin 100 de cAmpuri microscopice, liniar de la o extremitate la
alta a frotiului, Daca pe primele 100 de cAmpuri nu au fost observali bacili acidorezistenti
sau cel mult 1—3, se examineazd Incd 100—200 cimpuri. Rezultatul poate fi comunicat
semicantitativ {(1abelul 27.1).

Timpul afectat baciloscopiei se reduce, dacad s¢ examineazd initial frotiul coloral
fluorescent cu auramini-rodamingd la o marire de 200X, Confirmarea bacililor fluorescenti
depistati se face prin examinarea acelorasi cdmpuri cu mérire de 400X. In aceste condifii
examenul a 30 de cAmpuri microscopice echivaleaza cu 300 cAmpuri examinale cu obiectival
900X IU pe frotiul colorat Ziehl-Neelsen. Coloratia fluorescentd elimind rapid frotiurile
negative, cele pozitive urmind a fi confirmate prin examenul cu imersia a aceluiagi frotiu
recoloral Ziehl-Neelsen.
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Tabelul 27.1. inregistrarea semicantitativd a rezultatelor baclloscopiei

Mumér de bacill Inregistrare
0/100 campurl microscopice TU Absenjl baclll acidorezistenfi
1—3/100 campuri IU Se consermneazh numfirul i se solicitd o noul probd
4—9/100 cAmpuri 1U Slab pozitiv (+)
10— 100/ 100 chmpurt IU Moderat pozitly ()
100/ 100 cAmpuri TU Intens pozitly (+++)
2/ chmp I mirire de 400X In colorage fuorescenth Intens pozitiv (+-+)

Diagnosticul de laborator al leprei se bazeazd pe depistarea microscopicd In exsudatul
nazal sau In biopsii din leziuni cutanate @ bacililor acidorezisteni necultivabili. In forma
|epromatoas’ a bolii sensibilitatea baciloscopiei in exsudatul nazal este satisfacatoare, in
forma luberculoida microscopia probelor bioptice este indispensabila.

27.2.1.3. Izolarea si identificarea micobacteriilor

Etapa I. Probele decontaminate le Insamanjam pe panta mediilor solide cum sunt:
Lowenstein-Jensen, Popescu, Finn, care,prin compozifia lor complexii, asigurd creslerea
micobacteriilor si inhiba flora de asociatie eventual ramasa dupa decontaminare. Una din
variantele mediului Popescu permite cultivarea formelor L ale bacililor tuberculozei si a
micobacteriilor atipice.

Culturile, in tuburi ermetic Inchise, sunt incubate diferentiat la temperaiuri inire
22° si 42°C cu urmarire s3ptimanald timp de doua luni,

Etapa II. Citirea culturilor: Coloniile de M. tuberculosis apar dupi 2—3 sipidmani
de incubare la 37°C, sunt rugoase, mamelonate, alb-bej si cresc progresiv In volum
(crestere eugonici) pand iau aspect conopidiform, Sunt greu emulsionabile. M. bovis creste
mai lent (dupa 4 siptamani) si formeaza colonii mici (crestere disgonicd) albe, S, usor
emulsionabile. M. africanum formeaza colonii R disgonice.

Micobacteriile atipice au aspecte de culturd variate In funciie de specie: femperatura
optimd de incubare, viteza cresterii, aspectul coloniilor, pigmentogeneza.

Etapa I11, 1dentificarea spediilor de micobacterii izolate se bazeaza pe mai multe
caractere {tabelul 27.2):

a) Aspectul coloniilor §i pigmentogeneza.

b) Temperatura de incubare 5i viteza cresterit.

c) Activitatea biochimicd:

u testul catalazei: bacilii tuberculozei produc o catalazd termosensibila (inactivata in
30 de minute la 68°C), micobacteriile atipice produc o catalaza lermorezistenta;

a sinteza de niacind (pozitiva la M. tuberculosis);

m testele ureazei, arilsulfatazei etc,

d) Patogenitatea experimentald pentru diferite gazde: cobai, iepure, soarece, pasari,

e) Spectrul de sensibilitate la antibiotice i chimioterapice antituberculoase.

Antibiograma o facem printr-o varianta a meiodei dilutiilor (metoda proportiilor),
insamaniand o suspensie bacilara standardizata pe mediile Popescu sau Liwenstein-Jensen
cu dilutil de tuberculostatice §i un tub martor fard tuberculostatic.
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Tabelul 27.2. Caractere diferanfiale intra bacllii fuberculozei 5i unele micobactarii

Specil Rata cregierii la: MNiacina

20° 25° ia° 42° 45

Cu cregtere leni*

Necromogene:

M. fuberculosts — — + — — +

M. africanum — — + — - -

M. bovis -— —_ + =t - g

M. awium ¥ + + + v —_

M, gastrl — + + - e =

M, ulesrans -_ —_ + - - ¥

Smwcmmngane’

M. scrofulaceum v + + + = )

- | Fatocromogene®

M. kansosfi - + + ¥ — —

M. marinwm + + + _ - -

Cu creglere rapldh’.'

M. chelonae + + + = i

M, fortuftum + + + v _—

M. smegmatis * + + + +

M. phiey + + + + + B

Simboluri: «+» — 857, din wipini pozitve, «— — BSY, din mipini negative; s=» — 51 —84% din nulpini
nesemnificative.

Cea 3 zlie pentru speciile co creglers raplda §i 10 zile pentru cele cu cregiere lenid,

2 Cea 3 zile peniru-speclile cu cregiere rapldd s cca 9 zlle peatru cele cu cregiere lentd.

Yo — tiacemzond 10 peg/ml; TCH — hidrazida acidulul tofen-2-carboxille | gg/ml; E — etambuiol
4 Crestere lenth — 2 sau mal multe shptimanl.

¥ Scotocromogene — pigment galben-portocaliu, apare spontan la Intuneric.

e Fotocromogene — pigment poriocaliv, apare numal dupd expunere Ia lumind.
T Cregiere raplddt — In 3—7 zile.

#

Antibiograma se impune repetatd pentru tulpinile eventual izolate pe parcursul bolii,
pentru a corecta tratamentul cu chimioterapice active.

Etapa IV, Se analizeazl, se interpreteazd rezultatele si se redacteazd buletinul de
analiza, precizind: specia sau grupul micobacteriei izolate si rezultatul antibiogramei,

Pentru izolarea si identificarea mai rapidd a bacililor fuberculozei putem recurge la
cultivarea probelor decontaminate pe medii speciale prin tehnica Pryce (mediu cu s3nge
defibrinat) 5i Skolnikov {mediu cu sange hemolizat), care permit evidentierea cordfac-
torului prin dispunerea bacililor in frotiul din microcolonii sub aspectul de corzi (cosite).
Rezultatul trebuie confirmat prin izolarea si identificarea clasica.

[zolarea bacililor tuberculozei prin inocularea cobailor este mai sensibild decat
izolarea pe medii de culturd. Aceastd metodd se aplicd in cazuri de afectiuni pulmonare
dubioase i, mai frecvent, in forme de tuberculozd extrapulmonard. La 2 cobai, alest cu i.
d. r. la wberculind negativa, se injecteazd subcutanat, pe faja internd a coapsei drepte,
1—2 ml prelevat patologic decontaminat. Se supravegheazd 2—3 luni animalele injectate,
urmirind;

= greutatea si aspectul general;
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oportuniste ori saprofite intdlnite In prelevate patologice

Nitrat | Arifsul- | Tween | Camalazs, | Ureazd | Telurit, Rezisienn 1o’
reductaza | fataza' | hidrolizd | 68°C reducers?
TZ TCH E HIN

+ - - — + —f+ — + - —
¥ —_ + et f o - =
—_ ¥ i —_ + - - + ¥ =
— = — * -_ +/+ + - * +
— + + " + —_f - + —_ _
—_— = —_ * — + + * =
—_ — —_ + + —+ ¥ + - “+
— + + + + o —_ + ¥ ==
- + +* + + -— % + + *
- +

+ +

+ —

B3 —

pozitive; «F » — [6—50%, din wipini pozitive; ¥ — varibialitate de (ipind; spajii necomplewte — teste

5 gg/ml; HIN — hidrazida acidulul izonlcotinic 10 gg/ml.

m aparifia in cca 2 siptamani la locul inocularii a unui nodul, indurat, cazeos, insojit
de adenith satelitd, care eventual se fistulizeaza,

m pozitivarea i, d. r. 1a tuberculina dupi 3—4 siplAmani de la injectarea prelevatului.

La necropsia animalelor sacrificate sau moarte se constatd complexul primar la locul
de injectare $i noduli tuberculogi caracteristici diseminati in splina, ficat si pulmoni. In
leziuni depistim microscopic bacili acido- rezistenli, care pot fi reizolati in culturi pure
pentru identificare.

Avantajul injectarii la cobai constd nu numai in sensibilitatea metodei de izolare, ci
si in depistarea variantelor de bacili cu vitalitate redus, care nu crese pe medii de culturd.

27.2.2. Diagnosticul imunologic

Un rezultat negativ al culturilor nu exclude tuberculoza. Pot fi leziuni inchise, unecori
inabordabile punctiei pentru prelevari. In aceste cazuri se recurge la depistarea sensibili-
zarii specifice prin i. d. r. cu tuberculina/PPD.
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Pe faja anterioarh 2 antebrajului, in 1/3 mijlocie, se injecteaza strict intradermic 2
UT/0,1 ml. Dupa 24—72 ore se inregistreaza diametrul in mm a papulei infiltrative de la
locul inoculdrii. Reacfia negativa: papuld cu diametrul sub 9 mm. Reacfie pozitivd: papula
cu diametrul de cel pujin 10 mm. Persoanele cu i. d. r. negativa la 2 UT sunt retestate in
interval de maximum 15 zile cu 10 UT/0,1 ml.

Reacjia negativd exclude infectia tuberculoass, dacd pacientul nu este sub terapie
imunosupresiva sau in anergie fiziologicA (sarcina) ori patologica (convalescenta gripei, a
rujeclei, SIDA), ori sub tratameni imunodepresiv sau supresiv.

Reacfia pozitivd trebuie interpretatd dupd intensitate §i in contextul clinico-
epidemiologic. Tuberculoza sau evolutia nefavorabild a primoinfectiet sunt posibile In ur-
mdioarele trei situafii:

m reacfie pozitiva foarte intensa la 2 UT;

w virajul reactiei de la negativ la pozitiv la copii nevaccinati BCG;

= «saltul tuberculinice: cresierea diametrului reacjiei cu peste 8 mm intre 2 testari.

Pentru surprinderea virajului sau a ssaltului tuberculinice sunt necesare testari in
dinamica la intervale de 6 luni, care se pot realiza numai fintit in focare de tuberculoza
{retestari la intervale mai scurte duc la desensibilizari cu denaturarea rezultatelor).

Diagnosticul infectiilor cu micobacterii atipice se bazeaza pe: microscopie (cu valoare
numai orientativa), izolarea si identificarea speciilor (vezi tabelul 27.1). Micobacteriile
atipice izolate capatd semnificatie clinica in absenta bacililor tuberculozei, cind izolarea
lor repetata coincide cu evolufia bolii sau cind sunt izolate din prelevate necontaminate.

27.2.3. Biopreparate si medicamente pentru diagnosticul, profilaxia-
si tratamentul tuberculozei

a Tuberculina PPD pentru i. d. r.

= Vaccinul viu atenuat BCG.
= Tuberculostatice: rifampicind, hidrazida acidului izonicotinic (HIN), etambutol,

pirazinamida elc.



28

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL SIFILISULUI

Sifilisul (luesul) este o freponematozd veneriand umand caracterizald prin evolujie
stadiali.

28.1. DATE GENERALE

28.1.1. O minidefinitie

Treponemele sunt spirochefi relativ fini. Mobilitatea le este asiguratd prin mai multe
fibrile axiale periplasmice, inrulate in jurul protoplastului si inserate la extremitatile
cilindrului protoplasmic prin corpi bazali conectati cu fibrile citoplasmice (microtubuli sau
endoflageli). Strict anacrobi sau microaerofili sunt foarte pretentiosi nutritiv. Speciile
patogene nici nu pot fi cultivate pe medii artificiale.

28.1.2. Repere taxonomice §i habitat

Dificultatea sau chiar imposibilitatea de a cultiva treponemele in vitro face dificil
studiul lor pentru o clasificare satisfacitoare. Ele constituie genul Treponema al familiei
Spirochaetaceae. Interes medical prezinti:

= Treponema pallidum, cu trei biotipuri diferentiate numai prin caracterele clinico-
epidemiologice ale bolilor determinate: biotipul pallidum, cauzi a sifilisului, biotipul en-
demicum, cauza a sifilisului endemic (bejel), cu transmitere nonveneriand, §i biotipul
pertenue, cauz a pianului, altd treponematoza nonveneriani cu poartd de intrare cutanata.

u T. carateurm, cauzi a unei treponematoze nonveneriene numite pintd sau carate i
raspanditd in zona tropicald a Americii §i in Oceania.

7. paraluiscuniculi cauzeaz sifilisul iepurilor. Are interes medical pentru tulpina
Nichols de T. pallidum, sursa de antigen specific in serodiagnosticul sifilisului, se intrefine
in laborator pe iepuri infectafi prin injectare intratesticulara. Pentru a evita confuzii, acesti
iepuri trebuie si fie indemni de infectia cu T. paraluiscuniculi.

= Treponeme orale: T.denticola 5i alte specii mai pufin bine definite (T.vincentl,
T.scoliodontum, T.orale, T.macrodentium), revezi pariea a doua, tabelul 22,1,

s Treponeme genitale: T.phagedenis, T.refringens, T.minullim.

28.1.3 Factori de patogenitate
La T.pallidum pot fi considerati factori de patogenitate urmatoarele capacitat
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n de aderenia la receptori celulari (fibronectind) si ai matricei intercelulare (laminina
si colagen);

w de eludare temporard a raspunsului imun prin mascare cu molecule plasmatice
(imunoglobuline, complement) sau molecule de clasa | ale complexului HLA fixate pe
membrana externs;

= depresia temporara, in primele stadii ale infectiei, a rispunsului imun celular:

m raspuns autoimun al gazdei la cardiolipind (antigen comun treponemeélor si
tesuturilor animale — vezi mai jos}, la fibronecting, laminina si colagen.

28.1.4. Receptivitatea la treponematoze

Receptivitatea la infectia cu biotipurile de T.pallidum este generala. Pinta afecteazi
cu precidere rasele cu pielea de culoare inchisa.

28.1.5. Principalele treponematoze

Sifilisul se transmite sexual in peste 90% din cazuri. In rest contagiul se face
transplacentar (sifilisul congenital), prin obiecte foarte recent contaminate de bolnavul con-
tagios (cca 0,01% din cazuri), transfuzie de singe, sarut; prin neglijarea masurilor de
autoprotecfie de catre medici in cursul interventiilor chirurgicale, a consultatiilor urogenitale,
de catre personalul de laborator la prelucrarea prelevatelor patologice.

Dupa o incubatie de 2—6 saptimani, boala evolueazi in 3 stadii:

Sifilisul primar evolueazd 4—8 saptdmani. La poarta de intrare (eroziuni tegumen-
tare, mucoasa genitald, bucald) apare sancrul sifilitic, o ulceratie bine circumscrisa,
colorati rosu-jambonat, situatd pe o bazi infiltrativa, induratad (sancru tare), care, dupa
cca o sAplamanad, se Insojeste cu adenitd satelith, Leziunile sifilisului primar sunt superfi-
ciale, bogate In treponeme (contagioase) i se vindecd spontan férd cicatrice. La sfargitul
stadiului primar reactiile serologice se pozitiveazi.

Sifilisul secundar apare dupd 6—B saptamani de evolufie a sancrului tare si
reprezinti faza de generalizare bacteriemica a infectiei cu numeroase si variate leziuni
metastatice: cutanate (exantem cu sifilide maculare, papulare, papuloerozive, papulocrus-
toase), ale mucoaselor (enantem cu sifilide eritematoase sau erozive), poliadenite, perios-
tite, artrite, corioretinitd, meningitad sifiliticd, nefritd. Leziunile Stfilisului secundar,
generalizate, bogate tn ireponeme (cel mai contagios stadiu al bolii), se vindecd spontan
fard cicatrice. In lipsa tratamentului etiologic, pot fi recidivante cu manifestari predominani
pe teghment 31 mucoase,

Raspunsul imun umoral este maximum, dar cel celular apare abia la sfarsital
stadiului secundar. Dupa aparitia raspunsului imun celular cca 25%, din bolnavi se vindecs
microbiologic, la alfi cca 25% infectia evolueazi latent pana la sfarsitul vietii.

Stftlisul terfiar. Numai la cca 50% din pacientii netratafi infecfia se reactiveazd mai
precoce (2—3 ani) sau mai tardiv (10—20 ani). Treponemele persisiente in focare tisulare
profunde, desi au o multiplicare limitatd, produc leziuni granulomatoase distructive si
localizate: gome osoase si cutanate, scleroze viscerale caracteristice sifilisului cardiovas-
cular (anevrism i insuficien{a aorticd), nervos (tabesul, paralizia generals progresiva}) etc.

Existenia raspunsului imun celular specific in stadiul terfiar al bolii este dovedits
prin pozitivarea i, d. r. cu luetina (un antigen specific al T.pallidum) la 100%, din pacien}i.

Reactiile serologice prezint oscilafii (remisiuni si ascensiuni ale titrului de anticorpi)
legate de eliberarea antigenilor din leziuni.
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Sifilisul congenital determind moartea fatului, cu avort, sau un nou-nascut cu leziuni
sifilitice (cheratita interstifiald, leziuni dentare, ale oaselor nazale, ale sistemului nervos
central}.

Bejelul, determinat de T.pallidum biotipul endemicum, adaptat la transmitere ex-
tragenitald, afecteazl cu precadere copii din zonele tropicale. Evolueaza stadial cu leziuni
cutanate diseminate, foarte contagioase. Leziunile viscerale sunt rare.

Pianul, determinat de T.pallidum biotipul pertenue, evolueaza endemic In zone tropi-
cale umede, subdezvoltate. Sancrul este extragenital (buza, antebraj, gamba), eruplia
stadiului secundar esie papuloulcerativii, exclusiv cutanata, iar in stadiul terfiar apar numai
gome.

28.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A SIFILISULUI

28.2.1. Diagnosticul microbiologic

Posibilitatile diagnosticului direct al sifilisului se limiteazi numai |la microscopie.

28.2.1.1. Prelevate patologice

= Serozitatea exprimatd prin comprimarea bazei sancrului, dupd decontaminarea
ingrijita a leziunii prin spilare cu solufie salini izotona, aspira1a prin capilaritate in pipeta
Pasteur.

= Aspiratul prin punctia ganglionilor limfatici regionali afectaji.

= Exsudatul din elementele eruptive cutanate sau mucoase ale sifilisului secundar.

28.2.1.2. Microscopia directa

In sifilisul primar microscopia directd este unica posibilitate de diagnostic,

w Preparatul nativ intre lamd si lameld examinat 1a microscopul cu fond Intunecat,
Pe campul negru se urmlresc treponemele strilucitoare, subfiri de 0,1—0,18 gm, cu
capetele efilate, cu 6— 14 spire adanci regulate §i cu migcari caracteristice (rotatie, flexie,
translajie). Treponemele genitale comensale sunt mai groase, dar diferengierea lor esie
dificild si cere experiena.

u Preparate colorate Giemsa. Frotiul se fixeazd 10—13 minute cu alcool metilic, apoi
se coloreaza 30 minute cu solutie Giemsa. La microscopul cu imersie se observa treponemele
colorate ugor in roz-rogu.

= Preparate colorate prin impregnarea argenticd Fontana-Tribondeau.

— se trateazi de 3 ori, cAte 20—30 secunde, frotiul nefixat, cu solufie Rugge (formol
2 ml, acid acetic 1 ml, apa distilatad 100 mD;

— se spald;

— se acoperd frotiul cu acid tanic solutie 5% si se incalzeste 1—3 minute (fara
emiiere de vapori);

— se 5pald cu apd distilata;

— se acopera frotiul cu azolail de argint amoniacal solujie 5% §i se incalzeste un
minut ca mai sus;

— se spala frotiul cu ap3 distilatd, se usucd s5i se examineazd la microscopul cu
Imerste.

Pe fondul galben al frotiului, treponemele apar colorate in negru-brun.
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» Coloratia imunofiuorescentd directd este pujin accesibila, dar evit3 riscul confun-
darii T.pallidum cu treponemele genitale comensale, Se trateazi frotiurile cu conjugat
fluorescent al anticorpilor specifici anti-T.pallidum. La microscopul luminescent numai
treponemele sifilisului apar fluorescente, cu morfologie tipica.

28.2.2. Diagnosticul serologic

Diagnosticul serologic este posibil la sfarsitul stadiului primar al sifilisului, pe tot
parcursul bolii, precum si la persoanele cu infectie latenta.

Se examineazi probe de ser si, In raporl cu simptomatologia, probe de lichid
cefalorahidian.

Cum T.pallidum nu poate fi cultivati in vitro, pentru reactiile serologice sunt folosite
urmitoarele categorii de antigeni:

n Cardiolipina, o haptena lipidic3 prezenta in T.pallidum i In {esuturile animale. Se
obtine ca extras din cordul de bou Imbogafit cu colesierol si leciting.

= Antigen proteic de grup, comun treponemelor patogene §i unor treponeme comensale
cultivabile. Se objine din cultura tulpinii Reiter de T.phagedenis.

u Anfigenii proteic §i polizaharidic specifict Wotipurilor de T.pallidum. Se utilizeazs
fie suspensii, fie extracte ale tulpinii Nichols de T.pallidum multiplicaia prin injectare
intratesticulard la iepuri.

Primii care pot fi depistati in evolutia bolii sunt anticorpii antitreponemici specifici
(anticorpii imobilizanti la 10—15 zile dupa aparitia sancrului), urmeaza apoi anticorpii
antiproteici de grup 5i in final anticorpii antilipoidici (14—25 zile de la aparifia sancrului).
Primii care dispar dupd vindecarea microbiologica a sifilisului sunt anticorpii antilipoidici:
dupad 6—24 luni, in raport cu precocitatea tratamentului. Anticorpii antiproteici de grup
5i, mai ales, cei specifici sunt mult mai persistenti.

Reactii serologice cu cardiolipina, RFC si testul de floculare VDRL, depisteazi in
serul bolnavilor anticorpii antilipoidici. Sunt cele mai accesibile si curent folosite In diag-
nosticul, depistarea activd a sifilisului $i controlul eficienjei terapiei antisifilitice, pentru
ca antigenul cardiolipina este relativ ieftin. Rezultatele sunt orientative. Reaclii fals pozitive
pasagere apar In cursul sarcinii, bolii serului, unor infecfii acute bacteriene (scarlatina,
pneumonii pneumococice sau cu micoplasma, tifos exanlematic, chlamidioze), virale
thepatite, gripa, varicela, rujeold, mononucleoza infectioas3) sau cu protozeoare (malarie
etc.). Reactii fals pozitive persistente Intalnim in infectii cronice {tuberculozii, lepra), boli
autoimune (colagenoze, anemie hemolitica, tiroidita Hashimoto etc.), uneori la varstnici.
Reactii fals negative pot s& apari in sifilisul latent sau in cel tertiar.

Refinem:

= La pacien}i cu semne clinice sugestive, prezenta anticorpilor antilipoidici confirma
diagnosticul de sifilis, dar absenta lor nu il poate infirma.

w In absenfa semnelor clinice sugestive, reactiile pozitive cu antigenul cardiolipina
trebuie confirmate prin testiri cu antigeni treponemici specifici.

= Sciderea constantd a titrului anticorpilor serici antilipoidici sau disparifia lor in
lichidul cefalorahidian denota vindecarea sifilisului.

) Reactiile cu antigeni treponemici (reacjia de fixare a complementului — RFC, reactia

de hemaglutinare indirectd — RHAI, reacfia de imunofluorescen{a indirecta — RIFI,
reacfia de imobilizare a treponemelor — RIT, ELISA, reaclia de imunoaderenfa etc.)
permil obfinerea rezultatelor serologice confirmative, decisive pentru  diagnosticul
sifilisului.
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Astfel:

= In campaniile de depistare activa a bolii se utilizeaza pentru fiecare ser doud leste
de rutini: RFC cu cardiolipin sau antigen proteic de grup si reacjia de floculare VDRL,;

= pentru confirmarea diagnosticului, se completeaza testele de rutind printr-un test
cu antigen treponemic specific.

1. Testul de floculare VDRL ( Venereal Disease Research Laboratory) poate fi efectual
in tuburi sau pe placi din polistiren cu godeuri.

Se amestecd antigenul cardiolipinic VDRL, diluat in solutie izotona tamponald, cu
serul de cercetat incalzit 30 minute la 56°C si centrifugat pentru clarificare, Se omogenizeazi
timp de 4 minute prin miscare uniforma, circular, cu 160—180 rpm. Se citegte sub lupa
(80X—100X). Reactie pozitiva: flocoane mari in lichidul limpede. Reactie negativd: lichidul
ramane cu turbiditatea omogen.

2. Reacia de fixare a complementului (revezi pariea intdi, 10.2.2.3.). Se wiilizeaza
fixarea rapida (45 minute) la 37°C, tehnica Wassermann, sau fixarea prelungita (18—20
ore) la 4°C, tehnica Kolmer. Fixarea prelungita la rece esie mai sensibila, dar mai pufin
specific. Se efeclueazd reacfia cu serul inactivat al bolnavului, cardiolipina si antigeni
treponemici de grup sau, pentru confirmarea diagnosticului, specifici.

3. Reactia de hemaglutinare indirectd. Se folosesc hemalii de berbec tanate sau
formolate si sensibilizate cu antigen treponemic proteic specific. Inainte de reactie se absorb
serurile de testat cu sorbent preparat din tulpina Reiter de T.phagedenis pentru indepar-
tarea anticorpilor antilipoidici si antiproteici de grup. RHAI este sensibild, specifica si
accesibild oricirui laborator ca metoda calitativi sau cantitativa In placi cu godeuri.

4. Reactia de imunofluorescen{d indirectd. Frotiuri din suspensia tulpinii Nichols de
T.pailidum se trateaza cu serul suspect absorbit (vezi mai sus). Dupi spalare, se trateazi
frotiurile cu conjugat fluorescent antiimunoglobulin umana. Fixarea anticorpilor pe T.pal-
lidum duce la atasarea §i a antiimunoglobulinei umane marcate, care vizualizeaza
treponemele In galben-verzui cAnd se examineazd frotiurile la microscopul cu fluorescenta.

5. Reactia de imobilizare a treponemelor, Se amestecd suspensia tulpinii Nichols de
T.paltidum in mediul Nelson-Mayer cu serul suspect inactival si complement. Se incubeazi
amesiecul 18 ore la 37°C in anaerostat. Ulierior din fiecare amestec se efectueaza preparate
Intre lama si lamela, care sunt examinate la microscopul cu fond Intunecat, 5i este stabilith
proporfia treponemelor imobile din totalul treponemelor observate. Treponemele imo-
bilizate In proporfia de 51—100% indica un rezultat pozitiv, 25—50% unul slab pozitiv §i
< 20% unul negativ.

Diagnosticul infectiilor determinate de celelalte biotipuri de T.pallidum se bazeazd
pe examenul clinic, depistarea microscopich a freponemelor in leziuni §i aceleasi tesie ca
si pentru serodiagnosticul sifilisului.

28.2.3. Biopreparate utilizate In diagnosticul de laborator al sifilisului

» Imunoconjugat fluorescent anti-T'pallidum pentru RIF directa.

= Antigen cardiolipina pentru reacfia de floculare VDRL, RFC-W sau RFC-K.
= Antigen treponemic proteic de grup pentru RFC-W sau RFC-K.

= Antigen treponemic specific pentru RFC-W san RFC-K.

= Antigen treponemic specific adsorbit pe hematii pentru RHAL

= Imunoconjugate anti-imunoglobulina umana pentru RIFL



29

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL BORRELIOZELOR

29.1. DATE GENERALE

29.1.1. O minidefinitie

Borreliile sunt spirocheti cu 3—10 spire laxe, mai groase decit treponemele, cu
mobilitate asiguratd prin mai multe (7—30) fibre axiale periplasmice si transmise la ver-
tebrate prin artropode hematofage.

29.1.2. Repere taxonomice

Clasificarea borreliilor, ca $i a treponemelor, este dificila din cauza greutafii de
cultivare. Sunt reunite In genul Borrelia din familia Spirochaetaceae. Specii cu interes
medical sunt:

m Borrelia recurrentis, agentul etiologic al febrei recurente epidemice.

w Borreliile care cauzeaza febra recurentd endemich aparfin mai multor specii, numile
fie in raport cu artropodul vector, fie cu regiunea geografich in care constituie focare
naturale ale bolii. Speciile cunoscute In Eurasia (Peninsula Ibericd, Asia, Caucaz, Ucraina,
Cipru} si Africa sunt: B.hispanica, B.duttonii, B.persica, B.caucasica, B.latyschewil etc, In
America sunt cunoscute: B.parkeri, B.hermsii eic.

w B.burgdorferi, agentul etiologic al bolii Lyme.

29.1.3. Habitat

B, recurrentis, cu rispindire cosmopolitd, este gizduitd de om §i Iransmisd prin
Pediculus humanus,

Borreliile febrelor recurente endemice circuld in focarele naturale din diverse zone
ale lumii In care se reunesc speciile de rozitoare gazdad cu cipusele vector (specii de
Ornithodoros) .

B, burgdorferi, cu rispindire cosmopolitd, are ca rezervor de infecfie variate mamifere
{roziloare, carnivore, cervide) gi pasir. Veclorii principali sunt cApuse din genul fxodes
si Amblyomma (variate In raport cu zona geograficd), iar vectori secundari {anfari, t3uni
5. &, Animalele domestice (clini, pisici) pol fi pazd® de mentinere peniru cipuse si
spirocheti si pot aduce cipugele infectate in colectivitafi umane.
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29.1.4. Factori de patogenitate

Factorii de virulen}a ai borreliilor sunt insuficient cunoscuti. Putem insa retine:

w Capacitatea invazivd. Difuzeaza In jesutul cutanat de la poaria de intrare (inje-
piatura artropodului hematofag, leziunile de grataj contaminate cu lichidul celomic sau, in
funcjie de specie, cu fecalele acestuia) §i, antrenate de curentul limfatic §i sangvin, In cele
mai variate organe §i jesufuri.

s Capacitaiea de a se localiza si supravielui In situsuri oprivilegiater, endotelii,
fibroblaste, macrofage, la addpost de rdspunsul imun.

sVariatia antigenicd a borreliilor febrei recurente explicd evolufia recurentd a bolii
si valoarea redusi a testelor serologice de diagnostic. Apare cu o rati de 1073—107* /celula/
generatie si se datoreazi recombindrii genelor plasmidice care codificd proteina majora
variabild a acestor barrelii.

w Epitopii comuni ai B.burgdorferi cu proteine ale organismului 5i alterarea struc-
turilor «selfs in evolufia Indelungatd a reactiilor inflamatorii din boala Lyme poate explica
manifestarile autoimune din aceastd boala.

= Prezenta unei lipopolizaharide cu caraciere de endotoxing.

29.1.5. Receptivitatea la borrelioze

Receplivitatea la borrelioze este generald. De refinut este ca in infectia cu 8. burgdor-
feri pacientii care poartd antigenul HLA-DR, pe limfocitele B fac mai frecvent lezium
neurologice si articulare (vezi mai jos).

29.1.6. Boreliozele

Febrele recurente apar dupd o incubatie de 3—14 zile 5i se caracterizeaza prin accese
febrile (39°—40°C) Intrerupte prin perivade afebrile de 6—7 zile. Primul acces febril
dureazh 3—7 zile 5i este urmat de 3—4 accese mai scurte (de numai 2—4 zile), dar la
pacienfii debilitaji numarul acceselor poate fi i peste 10. Bolnavii au leziuni organice grave
gi prezinid hepatosplenomegalie. Frecvent au sindrom hemoragic, meningeal (reacfie
meningealad pana la meningitd), alterarea funciiei renale, leucocilozd, starc toxica,

In timpul incubafici 5i al perioadelor afebrile borreliile se multiplica in viscere.
Accesele febrile sunt declangate de borreliile care invadeazd In numar mare curentul
sangvin (1057 borrelii/ml sange). La sfargitul fiecarui episod febril anticorpii borrelicizi
selecteazd varianta antigenich responsabild de urmitorul acces.

Febra recurenti epidemici evolueaza grav cu mortalitate pand la 307, cea endemica
este mai pufin gravi.

Boala Lyme (Lyme, localitate In Connecticut — S.U.A.) apare dupa o incubatie de
2—4 saptaméini de la injepatura infectant §i evolueazd in 3 stadii:

m Stadiul primar. Principala leziune este eritemul migrator cronic, apdrut in jurul
infepaturii artropodului infectant, care evolueazd in medie 3—4 siptdmfni pe un fond
febril, de astenie, mialgii si artralgii migratoare, limfadenita regionald sau generalizata.
Frecvent apar elemente eruptive inelare eritematoase sau urticarie generalizata. Se mai pot
asocia hepatosplenomegalie gi tumefieri testiculare.

s Stadiul secundar dureazi 2—6 saptimini §i evolueazd cu artralgii, manifestéri
neurologice (meningoradiculite), cardiace (pericardicd, bloc arrioventricular), vasculare
{(vasculite, purpurd trombocitopenich).
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a Stadiul tertiar dureaza de la cateva luni pana la 2 ani de manifestiri cronice sau
recidivanie predominant articulare: artrite (mai frecvent ale articulafiilor mari — genunchi,
cot). )

29.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN FEBRELE RECURENTE

Diagnosticul etiologic al febrelor recurente, epidemicd sau endemice, se stabileste
relativ usor prin microscopia probelor de snge prelevate in accesele febrile. Se examineazi
preparate native intre lama si lameld la microscopul cu fond negru si frotiuri colorate
Giemsa la microscopul cu imersie.

lzolarea borreliflor, pe medii artificiale sau prin inoculare la animale de laborator,
nu este uzoall,

In tratamentul febrelor recurente sunt indicate antibiotice din grupul penicilinelor
si tetraciclinelor.

29.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A BOLII LYME

Pentru diagnosticul microbiologic se examineaza biopsii cutanate, sange, lichid
cefalorahidian, aspirat din ganglionii limfatici afectati; rar esie capturata §i cipusa suspecta.
Microscopia directd este cel mai frecvent negativa. Se mai izoleaza B.burgdorferi pe mediul
special Kelly cu incubajie de 2 saptamani la 30°C in condifii microaerofile, urmata de
identificarea culturii.

Diagnosticul serologic. Se urmireste in serul pacienfilor anticorpii anti-B.burgdor-
fert, 1gM in stadiul primar §i IgG in stadiile tardive, prin imunofiuoresceni indirectd sau
ELISA. Testele serologice sunt mai sensibile in stadiile 2 gi 3 ale bolii. Reactii fals pozitive
sunt posibile. De aceea rezultatele trebuie interpretate atent, numai in context clinic.

Profilaxie specificd nu exista inca. Tratamentul se face cu doze mari de peniciline,
tetracicline sau eritromicind.



30

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL LEPTOSPIROZELOR

I

30.1. DATE GENERALE

30.1.1. O minidefinitie

Leptospirele sunt spirochefi cu 10—30 spire regulate, stranse, pujin adanci si cu
unul sau ambele capete IncArligate. Mobilitatea le este asiguratd printr-un axistil format
din 2 flageli periplasmici, in jurul cirora se inruleaza cilindrul protoplasmic.

30.1.2. Repere taxonomice

Leplospirele sunt reunite in familia Leptospiraceae cu doult genuri: Leptospira 5i
Leptonema, dintre care numai primul prezintd interes medical.

Genul Lepiospira cuprinde 3 specii: una patogend, L interrogans, si doud nepatogene,
L. biftexa §i L.parva.

L.interrogans are 22 serogrupe cu peste 200 serovaruri. Recent, prin anticorpi
monoclonali, a fost demonstrat cA antigenul specific de serovar este parte inlegranta a
lipopolizaharidei leptospirelor, iar antigenul specific de gen este proteic.

30.1.3. Habitat

L.interrogans este gazduitd de mamifere:

w Gazdele de mentinere, in stare de sinAtate aparentd, poartd leptospirele in rinichi
si, posibil, in organele de reproducere, Exista o afinitate a serogrupelor pentru o anumita
gazda de menfinere: e.g. icterohaemorrhagiae pentru sobolanul brun, canicola pentru caini,
pomona pentru porci, tarassovi peniru porcine 5i bovine, grippotyphosa §i hebdomadis
peritru soareci etc. La aceste gazde doza infectantd este foarte mica i infecjia se transmite
larg intraspecific prin urina sau pe cale sexuali. Cele mai numeroase gazde de menjinere
sunt rozitoarele,

& Gazdele aceidentale contracteazl infectia, cu variate serovaruri, uzual prin elemente
' de mediu contaminate cu urina gazdelor de mentinere sau a allor gazde accidentale. Doza
infectantd este mare, frecvent infectia este manifesta clinic, iar portajul renal de durata
relativ mai scurtd, Omul sau animale domestice pot fi gazde accidentale.

a Gazdele de amplificare sunt gazde accidentale intre care infectia se poate transmile
epidemic. Asa sunt animalele domestice din crescAtorii (vite, porci, cdini), care transmit
infectia §i ciitre gazdele de menfinere sau om.
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In apé si solul umed, in n3mol L interrogans persisia timp Indelungat (pana la 42 zile).
L. biflexa triieste In apele de suprafata, iar L.parva in apa de conducta,

30.1.4. Factori de patogenitate

Virulenia leptospirelor rezultd din:

m capacitatea invazivd asiguratd prin mobilitatea lor mare 5i, probabil, producerea
de hialuronidaza,

m capacifatea adezivd la glicocalixul celulelor gazdei,

m capacitatea de multiplicare in vivo,

m acumularea de endotoxind.

30.1.5. Receptivitatea la leptospiroze

Nu numai virulenta tulpinii, ci 5i rezistenta gazdei are, in particular rdspunsul imun,
un rol important In severilatea manifestarilor leptospirozelor. Este bine cunoscutd sen-
sibilitatea mare a cobailor tiner la infectia experimentala cu variate serogrupe §i serovarur
de L.interrogans §i rezistenfa iepurilor, gobolanilor, soarecilor.

30.1.6. Leptospirozele

Omul contracteazd leptospiroza prin tegumenie 5i mucoasa conjunctivald, nazala sau
bucald la contactul ¢u apa, nimolul, solul umed ori alimentele contaminate cu urina
animalelor infectate. Sunt repede antrenate In circulajia generala, fard a delermina leziuni
la poarta de intrare, patrunzind in lichidul cefalorahidian i In toate jesuturile. Dupa o
incubajie de 3—14 zile, boala debuteazi cu o fazd septicemicl, febrila, care durcazii cca 7 zile.
Urmeazh o perioadd afebrild de 1—3 zile, dupd care Incepe faza organich a bolii, manifestats
prin febra 5i o simpiomatologie variaii In funciie de organele predominant afeciaie,

In faza organica lepiospiroza poate evolua anicleric (simpla febrd, sindrom menin-
geal, nevrite, mielite, encefalite, sindrom renal) sau icteric (sindromul Weil). Aceasta
evolufie nu {ine atdi de serovarul infectat, cal de virulenta tulpinii §i reactivitatea gazdei,
Endoloxemia este responsabild de gravul sindrom cardiovascular hemoragic cu letalitate
de 6—87. Manifestarile hemoragice sunt mai frecvente in leptospirozele icterice.

Leptospirele se pot localiza in uterul gravid §i trec transplacentar determinind avort.

Cele mai grave imbolnaviri le cauzeazd leptospirele din grupele icterohaemorrhagiae,
canicola, bataviae 3. a.; forme benigne, cele din grupul grippotyvphosa.

30.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN LEPTOSPIROZE
30.2.1. Diagnosticul microbiologic

30.2.1.1. Prelevate patologice

In prima siptimini de boald se urmaresc leplospirele in singe, iar din a doua
sAptdmana in urind si, la pacien|i cu meningitd, in lichidul cefalorahidian. Cum leptospirele
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suni foarte sensibile la pH acid, se prelevd probe de urind alcalinizatd prin administrare
prealabild pacientului de citral de potasin sau bicarbonatl de sodiu. Necroptic se preleva
probe de fesul renal si hepatic. In scopuri epidemiologice se examineazii 5i urini sau jesut
renal de la animale, probe de api, nimol.

30.2.1.2. Microscopia

Se examineazd preparale native 5i preparate colorate,

Examenul preparatului umed intre lam3 si lamela a sedimentului de urini sau lichid
cefalorahidian la microscopul cu fond negru depisteazli leptospirele strilucitoare, cu mor-
fologie caracteristicd si cu miscari de rotatie, flexie si iranslatie. Microscopia plasmei
sangvine In preparat nativ poate da erori, din cavza confuziei expansiunilor fibrilare ale
trombocitelor si hematiilor cu lepiospire.

Efectudm frotiuri de s&nge, din sedimentul umorilor prelevate sau amprente de
organe. Pe preparatele microscopice colorate Giemsa leptospirele apar colorate In rogu-
violet, iar dupd impregnare argentich Fontana-Tribondeu in negru-brun.

Mai putin accesibila este coloratia imunofluorescents directa,

30.2.1.3. Izolarea si identificarea

Leptospirele pot fi izolate pe medii artificiale sau prin inoculare la animale receptive.

Multe tulpini de leptospire cultiva usor pe mediile clasice, care sunt, in principiu,
soluyii saline, mai mult sau mai putin complexe, tamponate la pH 7,2 si suplimentate cu
10% ser de iepure inactivat {c.g. mediile Korthof, Stuart’). Unele tulpini sunt mai
pretentioase, dar pot fi izolate pe medii semisinietice cu serum-albumind bovina si acizi
grasi {e.g. mediul EMJH — Ellinghausen-Mc Cullough-Johnson-Harris). Cultura apare
dupa 10—30 zile de incubare aerob3 la 28°C fard a modifica semnificativ turbiditateca
mediului. Aparifia culturii o urmirim la intervale de 5 zile prin microscopie pe fond negru.

Umorile si fesuturile pot confine inhibitori pentru leptospire. De aceea Insiman{im
probele ca atare i in dilutii. Exemple:

Hemocultura, Se Insamanjeazd 0,5 ml Intr-un prim tub cu 10 ml mediu si se
omogenizeazd. Se transvazeazd 0,3 ml din acest amestec in al doilea tub cu 3 ml mediu,
se omogenizeazd §i se transvazeazd 0,3 ml in al treilea tub tot cu 3 ml mediu.

u Urina i sedimentul urinar. Se Insdmanjeazd 1—2 picituri per tub cu cca 5 ml din
proba ca atare si diluatd 1:10,

u Omogenatele tisulare sunt initial diluate prin modul de preparare (2 g proba/5 ml
fluid),

Probele contaminate sunt insamantate in mediu cu S-fluorouracil 200—400 g/ ml,
pentru a preveni invadarea mediului de citre organismele de contaminare,

Pentru izolarea in vivo se folosesc cobai tineri (100—200 g) care sunt injeciafi
intraperitoneal. Izolarea din probe de apd este mai indicatd s3 se fach prin inoculare
percutand (revezi partea intdi, 9.3.2), Se urmiresc animalele inoculate timp de 14—21
zile. De la cadavre sau animale sacrificate se preleva sange, fragmente de ficat, rinichi,
plamini pentru microscopie, reizolare in witro si identificare.

Identificarea leptospirelor izolate se efectueaza prin studiul:

m caracterelor de culturd (vezi mai sus);

m caracterelor microscopice (vezi mai sus);

m sensibilftatii 1a 8-azaguaning sau 2,6-diaminopuring (L interrogans este sensibila,
L. biflexa rezislentd):
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m patugenitatii experimentale;
a sfructurii antigenice prin reacfia de aglutinare-liza cu seruri imune anti-Leptospira

specifice de serogrup §i serovar (vezi mai jos).

30.2.2. Diagnosticul serologic
Anticorpii anti-Leptospira pot fi decelati dupa 7—38 zile de boald. Titrul lor ajunge
maxim In sAptamanile 3—4, apoi scade §i se menjine {a valori mici luni (anticorpii fixatori

de complement) sau ani de zile dupd vindecare {aglutininele).
» Reactia de fixare a complementului se efectueazi cu antigenul specific de gen

preparat din L biflexa tulpina Patoc I. Cresterea de cel pufin 4 ori a titrului constatata in
serurile perechi recoltate la intervale de cca 8 zile in cursul celor 2—4 saptamaini de
observajie a pacientilor confirma diagnosticul de leptospirozd fira a putea preciza
serogrupul infectant.

= Reactia de aglutinare-liza (RAL) este sensibila si specifica, precizeaza serogrupul
si serovarul, dar este accesibild numai laboratoarelor care intrefin in coleclie tulpinile

serogrupurilor §i serovarurilor de Lepfospira circulante in zond.
n tuburi se dilueaza serul suspect de la 1:50 la = 1:1600. Pe lame de microscop,

s amestecd o piciturd din cultura vie a tulpinii fiecirui serogrup de Leplospiracu o picAturd
de dilojie a serului. Se acoperd picAturile cu cile o lameld §i se incubeaza preparatul in
camerd umeda timp de 15—20 minute, dupa care se citejte reacia la microscopul cu fond
negru. RAL pozitiva: leptospirele din serogrupul corespunzator anticorpilor se aglutineaza
sub formé de gheme stelate (paianjen), devin imobile, se dezagreg granular si dispar. La
dilutii mai mari ale serului poate s& se manifeste numai aglutinarea. RAL negativd: lep-
tospirele raman dispersate uniform cu morfologia 5i miscarile caracteristice. Dilufia pana
la care mai apare RAL pozitivd indicd titrul serului. Titruri mai mari de 1:200 sunt
sugestive, iar cregterea de cel putin 4 ori a titrului in cursul bolii confirmi leptospiroza $i

indica serogrupul si serovarul infectant.
Teste serologice noi utilizate pentru serodiagnosticul leptospirozelor sunt: ELISA,

reacfia de hemaglutinare indirectd etc.

30.2.3. Biopreparate folosite pentru diagnosticul de laborator,
profilaxia si terapia leptospirozelor

= Seruri imune anti-Leplospira de grup §i variantd utilizate pentru identificarea
tulpinilor izolate.

» Colectia de leptospire cu tulpini din fiecare serogrup pentru montarea RAL.

s Antigen Leptospira biflexa Patoc 1, cu specificitate de gen, peniru RFC.

» Suspensie de eritrocite sensibilizate cu antigen Leptospira peniru RHAIL

» Vaccin anti-Leplospira (suspensie polivalenta de leptospire omordte) pentru vaccinarea
persoanelor din grupuri cu risc.

« Imunoglobulind anti-Leprospira utila In tratamentul bolii.



31
DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

AL INFECTIILOR CAUZATE
DE ENTEROBACTERIACEAE

31.1. DATE GENERALE

31.1.1. O minidefinifie

Enterobacteriaceele sunt bacili gramnegativi, nesporulaji, mobili, cu flageli
peritrichi, sau imobili. Nepretenjiosi nutritiv, cresc pe medii cu peptond in prezenta bilei.
Fermenteazi glucoza, sunt oxidazonegativi, produc catalaza si reduc nitratii in nitrifi.

L]

31.1.2. Repere taxonomice gi habitat

Familia Enterobacteriaceae reuneste cca 30 de genuri cu peste 100 de specii, care
habiteazi intestinul omului si animalelor, fiind raspandite cu fecalele pretutindeni in
mediul ambiant.

La genurile clasice de Enterobacteriaceae (tabelul 31.1) taxonomigtii propun addugarea
a noi genuri: Budvicia, Buttiauxella, Cedecea, Erwinia, Ewingella, Kluyvera, Koserella,
Leclercia, Leminorella, Moellerella, Obesumbacterium, Pragia, Pantoea, Rahnella,
Tatumella, Xenorhabdus, Yokenella,

Tabalul 31.]. Genurlle §i specille de Enlarobaclariscess cu interes clinic mai frecvan! (In ordinea

alfabefics)
Genuri Specil g subspecil
Citrobacter C.amalonaficus
C.diversus
C. freundil
Efwardsiella E tarda
Enterohacter E aerpgenes
E.cloacae
E.gergoviae
E sakarakii
Escherichia E.coli
E fergusanii
E.hermanil
E.vulneris 5. a.
Hafria H.alvel
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Tabalul 21.1 {confinvare)

Crennri Specil gl subspecii

Klebsiella K oxytoca
K prenmonics
S4P. QErOgenes
S5p, DT
85, PresInCTde
85 FRiOSCIEromals

Morganelia M. morgani

Proteus Pomirabilis
P.vulparis

Pravidencia P.alcalifactens
P.retigeri

P rustighanti
P.stuarnii

Salmonella S.enterica

sap. enferice
sap. salamaor
S5, QFiZOMde
ssp. diurizonae
&5, Moutenae
ssp, bongor!
ssp. fndica

Serratic 5 liguefaciens
5 marcescens
Sodorifera

Shigella S.dysenteriae
S.flexneri

S boydil

L. somnei

Yersitia ¥.ehferocolitica (grup cu 5 biogropuri)
Y. pestis
Y. preudotubereslosis

Se cunosc specii de enterobacteriacee patogene si specii condijionat patogene.

Enterobacteriile patogene intalnite la bolnavi $i purtatori sinatosi sunt din genurile:
Shigella, agentii cauzali ai dizenteriei bacteriene, Sa/monella tifoidice (5. typhi, S.paratyphi
A.B sau C), cauza a febrelor tifoparatifoidice, Yersinia pestis, agentul pestei. Alte specii,
comensale ale microflorei intestinale, sunt conditionat patogene si pot fi cauza de toxin-
fectii alimentare, boala diareica, infecii nozocomiale (de spilal) supurative ori septicemice
cu declansare de soc endotoxinic,

Enterobacieriaceele cultiva pe medii uzuale si formeaza, dupa 24 ore de incubare la
379C, pe suprafaja mediilor agarizate colonii 8 de 1—3 mm diametru, rotunde, usor
convexe. Capacitatea de fermentare a lactozei le imparte In specii lactozopoziiive §i specii
lactozonegative, un criteriu practic de diferenjiere preliminard, De aceea mediile de izolare,
difereniale sau selective, a acestor bacterii din produse contaminate sunt medii lactozale.
Genurile patogene sunt lactozonegative (Salmonella, Shigella), cele condijional palogene
sunt unele lactozonegative (Edwardsiella, Hafnia, Morganella, Obesumbacterium, Profeus,
Providencia), aliele lactozopozitive (Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Kluyvera, Rah-
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nella), iar altele, in raport cu specia, pot fi lactozopozitive sau negative (Klebsiella, Serratia,
Yersinia),

Mediile diferentiale lactozate (e. g. gelozd lactozaid cu indicator de pH bromcrezol
purpur sau albastru de bromtimol) se folosesc pentru izolarea enterobacteriaceelor din
prelevale necontaminate sau pentru purificarea izolatelor de pe medii selective.

Mediile selective pentru enterobacteriacee se clasifich in medii slab, moderat 5i inalt
selective. Aceastd clasificare este importantd pentru alegerea celui mai indicat mediu de
izolare in diagnosticul bacteriologic al enterobacteriozelor. ln afard de capacitaile in-
hibitorii faa de flora asociatd, mediile selective pentru enterobacteriacee mai trebuie sa
inhibe §i caracterul invaziv al culturii de Profeus, bacterie care contamineaza frecvent
prelevatele patologice In care le urmérim.

a Mediile slab selective: e, g. Endo (agentul selectiv:sulfitul de sodiu si Fucsina),
Levin (agentul selectiv: albastru de metilen), Mac Conkey (agenyii selectivizsarurile biliare
+ cristal violet) sunt indicate pentru izolarea enterobacteriaceelor, mai ales E.coli $i bacilii
coliformi din prelevate slab contaminate (e. g, urina, aspirat duodenal §. a.). Unele tulpini
de Shigella cultivi numai pe asemeneca medii.

a Mediile moderat selective: e, g Leifson (agenl selectiv: dezoxicolat de sodiu),
Salmonella-Shigella, abreviat 85 (agenlii selectivi: saruri biliare + verde briliant), Ploskirev
ele. sunl indicate curent peniru coproculturi §i pentru izolarea enterobacteriaceelor
patogene din prelevate cu flord de asociatie (bila, voma, probe necroptice, alimente, materii
fecale).

= Mediile inall selective: e. g. Wilson-Blaire (agent selectiv : verde briliant) indicat
pentru izolarea salmonelelor, In special S.fyphi, din materiile fecale. Este singurul mediu
care nu diferenfiazd pe baza fermentdrii lactozei sau altor zaharuri, ci prin capacitatea
salmonelelor de a reduce sulfitul de bismut in sulfurd de bismut, care di culoarea neagra
a coloniilor de Salmonella selectate.

Pentru identificarea preliminara a enterobacteriaceelor se folosesc pe larg mediile
multitest cum sunt mediile: Klinger (doua zaharuri plus fier), Olkenitki (trei zaharuri +
fier + uree), Russel etc., care orienteazd testele ulterioare de identificare.

Identificarea genului §i speciei izolatelor se face pe baza caracterelor fenotipice
cultural-biochimice, completate cu idenlificarea antigenica, lizotipia, colicinotipia, an-
tibiograma.

Cenul se determind prin studiul caracterelor biochimice primare: utilizarea citratului
de sodiu, malonatului, mobilitatea, formarea de H,S, testul cu rogu metil (gradul acidifierii
in bulionul glucozat Clark-Lubs), testul Voges-Proskauer (formare de acetoina in bulionul
Clark-Lubs). producerea de ureazd, fenilalanindezaminaza, lizindecarboxilaza (vezi
tabelul 32.2).

In cadrul genurilor, se identifica speciile prin studierea testelor secundare de ac-
tivitate biochimica: formarea de indol, fermentarea lactozei, manitei, salicinei, xilozei,
arabinozei si altor glucide; scindarea ornitinei, argininei, utilizarea acetatului, tartratului,
mucatului; cresterea pe mediul cu cianuri de potasiu (KCN) etc. coroborate cu deter-
minarea structurii antigenice.

In structura antigenica a enterobacteriaceelor rejinem trei categorii de antigeni cu
interes pentru identificarea si patogenitatea acestor bacterii: H (flagelar}, O 5i R (somatice)
si K {(capsular),

m Antigenii flagelari ( H ) sunt proteici, termolabili, distrusi de alcool, dar prezervati
prin formol. Au specificitate de tip. Cu anticorpii omologi formeazd rapid aglutinate
floconoase.

m Antigenii somatici O § R, structural, sunt parte integrantd a lipopolizaharidei
(LPZ) din membrana externi.
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Antigenul © reprezinid partea cea mai distald a LPZ, formatd din unitai
monozaharidice repetate. Imprimad suprafejel bacieriene hidrofilia si IncarcAtura
electronegativa caracteristice formelor de cultura 5. Are specificitate de grup, este termos-
\abil, distrus prin formol, dar prezervat prin alcool. Cu anticorpii omologi aglutineaza
granular si lent.

u Antigenii R reprezintd porfiuni ale miezului polizaharidic al LPZ. Prin mutalii apar
5 grade de deficientd a sintezei LPZ: de la mutaniii Ra, deficien}i numai pentru sinteza
antigenului O, pana la cei Re, care sinletizeazd numai acidul ketodeoxioctonic, ce leagd
miezul polizaharidic de lipidul A. Mutanjii Rb—Re aglutineazd spontan in solufii saline
izotone. Cei Ra, desi formeaza suspensii stabile, reacfioneaza incrucisat cu multe seruri
anti-O, mai ales In reacfiile de aglutinare pe lama; pot fi recunoscufi prin aglutinarea
spontana In solufii 1:500 de acriflavina,

m Antigenii K sunt poliozide capsulare sau proteine reprezentate de pili peritrichi. Au
specificitale de tip.

)

31.2. DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTIILOR
CAUZATE DE ESCHERICHIA

31.2.1. Date generale

31.2.1.1. O minidefinitie

Genul Escherichia reuneste enterobacteriaceele mobile, lactozopozitive, care fermen-
{eazh zaharurile cu formare de acid §i gaz, dau testul cu rosu metil pozitiv, produc lizin-
decarboxilaza, formeaza indol, utilizeazi acetatul de sodiu, dar nu utilizeaza citratul de
sodiu, nu formeaza acetoind (testul Voges-Proskauer negativ), nu produc fenilalanin-
dezaminazi si nici urcaza.

31.2.1.2. Repere taxonomice

In prezent sunt cunoscute § specii de Escherichia: E.coli, specia lip si cea mai
importanid prin raspandire si potential palogen, E.fergusonti, E.hermanii, E.vulneris i
E.blattae.

La E.coli au fost identificate 171 antigeni O, 60 antigeni H i peste 100 antigeni K.
Din combinatille posibile ale acestor antigeni rezulld un numar enorm de serovaruri.

Antigenii K sunt impartiyi in doud grupe: grupul | termostabil (rezistd o ord la
fierbere) si grupul II termolabil (distrus prin fierbere timp de o ord). Majoritatea suni
poliozide codificate cromozomial. Numai cdfiva antigeni K din grupul II1 suni proteine
codificate plasmidic $i dispuse ca fimbriile pe suprafaja bacteriana (e. g. K88 si K99).

Exceptie facand trusele cu seruri aglutinante pentru tulpinile enteropatogene de
E.coli (vezi mai jos), serotiparea tulpinilor de E.coli este de competenja centrului national
de referinga. In aceste condifii, laboratoarele clinice pot folosi ca marker epidemiologic
pentru tulpinile de E.coli «rezistogramas (spectrul de rezistenta la antibiotice), care are
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capacitate de discriminare satisfacitoare, mai ales cand include determinaniji de rezistenia
|a antibiotice nou utilizate sau la antibiotice de rezerva.

31.2.1.3. Habitat

E.coli este constituent permanent al microflorei normale din intestinul gros, unde
realizeaza concentrafii de 2—3 + 108UFC/g de fecale. Serveste ca indicator microbiologic
sanilar de poluare fecala a mediului ambiani (titrul gi indicele de bacterii coliforme tolale
sau de baclerii coliforme fecale). Joacd rol important in fiziologia colonului §i ca antagonist
al microflorei tranzitorii. Tulpinile cu habitat uman sunt diferite de cele cu habitat animal.

E.blattae este gazduity de specii ale gindacilor de bucatirie 5i nu prezintd importania
pentru om. Celelalte specii ale genului sunt izolate ocazional din materii fecale si prelevale
patologice de la om, dar cu semnificajie clinicd nedemonstrata.

31.2.1.4. Factori de patogenitate

Echipamentul de patogenitate al E.coll este foarte variabil, fiind in cea mai mare
parte codificat plasmidic si de profagi.

Codificare cromozomiald au antigenii O si antigenti K polizaharidici, care
funciioneaza ca factori antifagocitari i protectori fatd de complement ¢at imp nu a aparut
riaspunsul imun umoral specific.

Prin transfer genetic E.coli realizcaza fenolipuri patogene: diareigene, uropatogene
5i bacteriemice.

a) Fenotipurile diareigene:

u Tulpinile enteropatogene infantile de E.coli (EPEC) aparfin unui numar limitat de
serogrupe O: 18ac; 20; 25; 26; 44; 55; 86; 111; 114; 119; 125; 126; 127; 128 5i 142, Fagiorii
de patogenitate identificaji: o proteind de membrand externa, codificatd plasmidic, cu
functie de ligand la enterocite si o toxind shiga-like produsd prin conversie lizogenica.

m Tulpinile enteroinvazive de E.coli (EIEC) aparfin mai frecvent serogrupelor 0:
2Rac; 112ac; 124; 136; 143; 144; 152 si 164, care imbolndvesc atat copiii, cat si adultii.
Capacitatea enteroinvazivd este asiguratd de proteine din membrana externa codificate
plasmidic.

u Tulpinile enterotoxigene de E.coli (ETEC) apartin mai frecvent serogrupelor O: 6;
§: 15; 25; 27; 63; 78; 148 si 159. Afecteazd pacienfi de orice varstd. Au factori de
patogenitate codificafi plasmidic: aderenta la enterocite 5i enterotoxigenezi.

Colonizarea intestinului subfire uman este asigurata prin pilii numifi CFA (Coloniza-
tion Factor Antigen): e. g. CFA 1, CFA 11, 987P, CFA 111,

Enterotoxina termolabild, asemandtoare toxinei holerice, activeazd adenilatciclaza
din membrana enterocitelor si delermina eliminarea apei si electrolijilor din plasma in
intestin. Enterotoxina termostabila este un activator al guanilatciclazei cu efecte similare.

Tulpinile ETEC au specificitate de gazdd prin factorii lor de colonizare: tulpini
umane, tulpini porcine (pili K88), bovine (pili K99) etc., desi enteroloxinele sunt identice.

Tulpinile enterohemoragice de E.coli (EHEC) apartin in majoritate serogrupului O
157. Produc, prin conversie lizogenica, o familie de 3 toxine shiga-like.

b} Fenotipurile uropatogene de E.coli au pili care se fixeazd pe receplori ai
uroepiteliului structural similari antigenilor de grup sangvin P 5i M.
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¢} Fenotipurile bacteriemice au un arsenal de patogenitate codifical cromozomial
fantigeni O i K polizaharidici) §i plasmidic (hemolizind, un chelator de fier, o toxini
termolabild letald pentru lepuri, soareci i ghini), Aparfin mai frecvent serogrupelor O: 1;
2:4;6;7; 8 0; 11; 18ab; 22 si 75.

31.2.1.5. Receptivitatea la infectiile cu E. coli

Receptivitatea la mﬁ:::]:a n:u fenotipurile diareigene de E.coli este generala, doza
infectanta fiind de ordinul a 108—UFC. Diareea cu tulpinile EPEC dupa varsia de 2 ani
esie exceptionald, deoarece infectii aparente sau inaparente cu acest fenotip imunizeazi
incd la varste foarie mici.

Receptivitatea la infecliile cu tulpinile uropatogene de E.coli line de statusul non-
secretor al antigenilor de grup sangvin P si M, La persoanele cu status secretor acegti
antigeni, prezenfi In umori (inclusiv urind), neutralizeazd capacitatea adezivd a E.coli la
urcepiteliu.

Receptivitatea la infectiile cu fenotipurile bacteriemice de E.coli line de deficienie
locale ale barierelor antiinfecjioase (plagi, plaga uterind post-parium saw post-aborium,
deficite ale transportului mucociliar traheobronsic), care deschid calea infecjiilor septice
parenterale. Hipo- si agamaglobulinemia sau deficite selective ale anticorpilor din clasa
IgM ori ale componentei C3 a complementului maresc receptivitatea la infectia cu aceste
tulpini.

m La nou-ndscufi receptivitatea fajd de infectiile bacteriemice cu E.coli line de trei
factori:

m frecventa transiocdrii bacteriene prin epiteliul intestinal (revezi 14.4.2);

= ahyenla un!i::‘urpfit;r IeM materni, care ar putea proteja nou-nascutul de infecii cu
bacili gramnegativi, dar nu traverseazi bariera placeniard;

» colonizarea intestinului cu o tulpind de E.cofi K1,

Antigenu! K1 ocupd un loc aparte In arsenalul de patogenitate al tulpinilor bac-
teriemice de E.coli. Are determinanti antigenici comuni co polisialozilglicopeptidele
cerebrale prezente la now-nfiscuti, ca atare, este recunoscul ca structurd propric $i nu
stimuleazh formarea de anticorpi. Pe misuri ce cantilatea acestor determinan}i antigenici
din tesuturilé proprii scade, organismul devine reactiv la antigenul K1 de E.coli. Astfel
peste 80% din tulpinile de E.coli izolate din meningite neonatale si peste 40% din cele
izolate din septicemii neonatale au antigeni K1.

31.2.1.6. Infectiile cauzate de E. coli

E.coli este o cauzii importanid a bolii diareice acute in colectivitdyi cu conditii precare
de sanitafie, care favorizeazd transmiterea masivd fecal-orald. Sunt o cauzi frecventd a
«diareei turigtilors. Tulpinile EPEC cauzeazd izbucniri epidemice de gastroenferite infan-
tife, cele EIEC sindrom diareic dizenteriform, cele ETEC sindrom diareic holeriform, iar
cele EHEC enterocolitd hemoragicd insotitd, mai ales la copii si vArstnici, cu sindrom
uremic hemolitic.

In patologia infeclioasd moderni E.coli este bacteria cea mai frecvent implicatd in
infectii extraintestinale. Determind aproape 90% din infectiile tractusului urinar. Uretrocis-

262



tite pot determina oricare din tulpinile de E.coli rezidente in colon, iar piclonefrite deter-
mind tulpinile uropatogene.

E.coli este prima cauzd a meningitelor neonatale si determind frecvent septicemil
neonalale.

Infectii ale plagilor, arsurilor, infeclii uterine post-partum sau post-ahorfum, infectii
pulmonare pot fi determinate de tulpini bacteriemice ale E.coli. Este asociata in peritonite
secundare perforatiilor intestinale.

Multe din infectiile cu E.coli evolueazd ca izbucniri epidemice intraspitalicesti.

31.2.2. Investigatia etiologica a escherichiozelor

31.2.2.1. Diagnosticul microbiologic

31.2.2.1.1. Prelevate patologice

In escherichiozele intestinale se examineaz scaunul diareic §i, cand exista, voma.
In variatele infectii extraintestinale cauzate de Escherichia se preleva §i se examineazi:
urina. exsudate purulente, sputd, biopsii, hemoculturi, lichid cefalorahidian.

31.2.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directa pe frotiul colorat Gram are numal valoare orientativa cand depis-
teaza bacili gramnegativi in prelevate din infecjii extraintestinale. Exisid truse cu imun-
oglobuline anti-E.coli, polivalenie si monospecifice, marcale fluorescent peniru iden-
tificarea preliminara rapida a tulpinilor EPEC implicate in diareea infantila,

31.2.2.1.3. Izolarea si identificarea

Efapa I. Se epuizeazi prelevatul patologic pe o placd cu mediul Endo sau Levin.
Probele de scaun diareic sunt epuizate si pe un mediu moderat selectiv (e. g. Ploskirey,
Leifson etc.), pentru a nu omite depistarea shigelelor ori salmonelelor eventoal implicale
in etiologia diarcei. Se incubeazd placile peste noapte la rc.

Etapa II. Se urmaresc coloniile cu diameirul de |—3 mm, rotunde, usor convexe,
lactozopozitive, cu luciu metalic pe mediile Endo sau Levin. In cazul prelevatelor din infectii
extraintestinale se repica 2—3 colonii sugestive, pentru a obtine cultura purd stock necesara
identifichrii.

In coproculturi coloniile serovarurilor comensale de E.coli nu difera de cele ale
serovarurilor diareigene, de aceea se tricazd mai multe colonii suspecte prin reacfia de
aglutinare pe lama cu serul imun anti-E.coli polivalent OKA, amestec de seruri imune faia
de serovarurile mai frecvent patogene. Coloniile care au reacfionat pozitiv cu serul OKA
se repicA pe mediul multitest Olkenitki sau Klinger.

Cultura de E.coli insimantata in mediul Olkenitki se manifesta prin fermentarea
glucozei, zaharozel gi lactozei cu formare de acid si gaz, f4rd formare de H,S si fard
scindarea ureei.

Ftapa I1l. Se confirma identitatea izolatelor suspecie a fi E.coli si se identificd
serovarul prin studiul esalonat al urmétoarelor caractere:

a) Microscopice: bacili gramnegativi, mobili.
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b) De cultivare: vezi mai sus.

c) Testul oxidazel negativ,

d) Testele biochimice primare 5i secundare: mobililate pozitiv, reactia cu rosu metil
pozitiva, reaclia Voges-Proskauer negativa, formare de indol, dar nu de HzS, cresterea pe
mediul cu acetat de sodiu, dar nu pe mediul cu citrat de sediu (Simmons), formare de
lizindecarboxilazi, absenga ureazei i a fenilalanindezaminazei.

e) Structura antipenicd. Se aglutineazd pe lami cultura purl, pe rind, cu serurile
polivalente OKA, OKB, OKC, OKD s5i OKE, apoi cu seruri OK monospecifice. Tulpinile
cu antigen K de grup 11, termolabil, pot fi inaglutinabile prin anticorpii anti-O. Fierberea
o ord distruge antigenul K de grup Il si demasecd antigenul O. De aceea se vor face
aglutinfirile pe lama paralel cu cultura purd vie $i cu cultura omorfitd prin fierbere.

Se efectueazd antibiograma.

Etapa I'V. Se analizeaza si se interpreteazd rezullatele. Se redacteazd buletinul de
analizi precizind; «E.coli, scrovarul..., antibiograma...»,

31.2.2.2. Diagnosticul serologic

Exceptional (e. g. infeclii mixte, infecfii pulmonare fird certitudinea semnificafiei
clinice a E.coli izolate) se recurge la autoserodiagnostic prin reactia de aglutinare in tuburi,
folosind ca antigen tulpina izolatd de la bolnav. Este semnificativ un titru al aglutininelor
mai mare de 1:200, Diferenjierea clasei de imunoglobuline anti-E,coli implicats In reactie
dia relatii importante: in infecfia acutd predomind anticorpii [gM, la purtitori cei [gG.

31.2.2.3, Biopreparate pentru diagnosticul de laborator
§i tratamentul escherichiozelor

w Sel de seruri imune anti-E.coli polivalente: OKA, OKB, OKC, OKD, OKE si seruri
adsorbite monospecifice pentru identificarea serovarurilor patogene,

e Seruri imune fluorescente anti-E. coli polivalent si monospecifice pentru serovarurile
EPEC mai frecvenl izolale in regiune.

= Preparate eubiotice pentru tratamenitul escherichiozelor intestinale; bifidobactering,
lactobacterind, colibacterindi, care se prescriu dupd antibioticoterapie.

31.3. DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL DIZENTERIEI BACTERIENE

Dizenteria bacteriani, o boall infecfioasi larg rispinditd, este cauzatd de specii din
egenul Shigellfa 5i se manifestd prin colit acutd cu febra, colici abdominale, tenesme, diarce
cu scaune frecvente mucopurnlente sau sangvinolente,
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31.3.1. Date generale

31.3.1.1. O minidefinitie

Shigelele sumt Enterobacteriaceae imobile, lactozonegative, care fermenteaza zaha-
rurile fari producere de gaz (pufine exceplii cu producere minima de gaz). Dau reactia cu
rosu metil pozitivd §i Voges-Proskauer negativi. Nu utilizeaza citratul sau malenatul ca
unica sursa de carbon. Nu cresc pe mediul cu KCN. Nu produc H,S, ureaza, fenilalanin-
dezaminazi sau lizindecarboxilaza.

31.3.1.2. Repere taxonomice

Genul Shigella are patru specii:

» Shigella dysenteriae cu 12 serovaruri (1—12).

w Shigella flexneri are un complex anligenic cu fractiuni de varianta si de grup. Se
disting 6 serovaruri cu 14 subserovaruri, Serovarurile 1—15 suni diferenjiate in 15
biovaruri, iar serovarul 6 in 7 biovaruri.

De la bolnavi se izoleaza mai frecvent S.flexneri 2a, 2b, la, 6, iar in unele localiafi
din sudul republicii se izoleaz un nou serovar de S./lexneri 1v:7.8.

§_h.5‘5:lla boydii cu 18 serovaruri, rar izolate ca agen}i cauzali ai dizenteriei pe
teritoriol $arii.

w Shigella sonnei este antigenic omogena 5i se diferentiaza In 7 biovaruri.

a Shigella dysenteriae este manitonegativa, Celelalie specii sunt manitopozitive
{exceptic biovarurile 4aMn” si 6 Mancester). Astfel fermentarea manitei ne ajutd muit In
diferentierea primara a shigelelor.

31.3.1.3. Habitat

Shigelele sunt patogene pentru om §i alle primate. Exceptional numai au fost sem-
nalate infectii la caini, alte animale fiind rezistente. Agadar, practic, sursi de infectie sunt
bolnavii cu dizenlerie si purtatorii de Shigella.

In mediul ambiant sunt organisme relativ fragile. 5.dysenteriae supraviejuieste 1—2
ore. S.flexneri persistd 1 —3 siptaméni in apa potabild 5i pana la 2 luni In Erndusele lactate.
S.sonnei se multiplicd usor in alimente pand la concentrafii de 10°~° cu posibilitatea
determindrii de toxiinfectii alimentare.

31.3.1.4. Factori de patogenitate

Shigelele sunt bacterii enteroinvazive. Produc neuraminidaze, care, prin liza glico-
calixului, le favorizeaza apropierea de membrana microviloasa a enterocitelor §i penetrarea
intraepiteliald. In enterocite se multiplich 5i determind cifolizd cu aparitia de ulceratii.
Antigenul K prolejeaza shigelele de fagocitoza.

In etapa uwrmitoare a bolii intervin foxinele: exofoxine proteice si endoloxing.
Serotipul 1 de S.dysenferiae produce in cantith}i mari o exnloxina, care interfereaza sinteza
proteica cu efecte citotoxice, enteroloxice (pierdere hidroelectrolitich prin intestin) si
nEurotoxice (meningism, comd la bolnav; paralizii 5i moartea dupd inoculare la animale}.
Toxine similare (shiga-like) produc, prin conversie lizogenica, si alte shigele, dar au numai
efect citotoxic,
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31.3.1.5. Dizenteria

Ingerate in doze de 10—100 bacili o datd cu apa, alimentele sau pur si simplu
transportare prin degetele contaminate fecal, shigelele provoaca dupd o incubatie de 2—4
zile dizenteria, o enterocolitd infectioasd acuti. Mucoasele colonului si ileonului terminal
sunt congestive, edemafiate si infiltrate. Microabcese si ulceratii acoperile de false
membrane, formate din fibrind, leucociie PMN, hematii, resturi eslulare, mucus si bacterii
sunt diseminate cu densitate mai mare pe mucoasa reciosigmoidiana, Boala evolueaza spre
vindecare in 2—3§ zile la majoritatea pacienjilor. Evolufia este mai grava la copii si bAtréni,
din cauza loxemiei §i dezechilibrului hidroelectrolitic. Vindecarea microbiologicad urmeaza
curdnd dupd cea clinich. Numai putini pacienfi rfAimin purtdtori cronici cu recurenie ale
bolii,

Cele mai grave forme de boala le determin2 serovarul 1 de 5.dysenteriae, bacilul lui
Shiga-Kruse, care a dispirut din Europa in anii 1150, dar cu pericol de reimplantare din
zonele endemice (Subcontinentul Indian, America Centrals, Africa). S.sonnei delermind
forme benigne ale dizenteriei.

31.3.2. Investigatia etiologica a dizenteriei
J31.3.2. 1. Diagnosticul microbiologic

31.3.2.1.1. Prelevate patologice

Probele din scaun emis spontan (fard contaminare cu urind) sunt cele mai indicate.
Se selecteaza cu lingurifa coprocultorulyi porfiunile mucopurulentsangvinolente din scaun
5i se suspensioneazd in mediul de transport (cel mai indicat mediu este Cary-Blair, alter-
nativ tampon fosfat cu pH 7,6 sau macar solutie 3%, de NaCl), Rar se recurge la prelevarea
cu tampoane sau sonde reclale.

31.3.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directd pe preparat umed intre lama si lameld sau pe frotiu Gram
depisteazd in primul rind reactia inflamatorie, cu predictie pozitiva satisficitoare in ronele
unde Shigella este agentul predominant al bolii diareice cu sindrom dizenteriform.

Microscopia pe preparate colorate imunofluorescent cu seruri antidizenterice (8. flex-
neri, S.sonnei, S.dysenterice 1,2) permite rapid, in 1—2 ore, diagnosticul etiologic al
dizenieriei bacteriene acute.

31.3.2.1.3. Izolarea si identificarea

lzolarea si identificarea sunt decisive si de bazi.

Etapa I. Se epuizeazl probele de scaun pe mediile selectiv-diferentiale Endo, Levin,
Ploskirev sau S5 si, paralel, se insamaAnteaza in mediul de imbogatire cu selenit acid de
sodiu. Se incubeazi mediile InsAmAntate peste noapte la 37°C.

Etapa II. Se urmiaresc pe placi coloniile suspecte de Shigella: lactozonegative (in-
colore), de tip S sau R si se repici pe mediul dizaharat Klinger sau trizaharat Olkenitki.
Se epuizeaza proba incubatd in mediul de imbogatire pe placd cu mediu selectiv-diferential.

Etapa I11. Cultura de Shigella insimanfatd in mediul Olkenitki se manifestd prin
fermentarea glucozei fard gaz (cu exceptia biovarurilor Mancester si Newcastle ale
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serovarului 6 de S.flexneri, care produc cantildli minime de gaz), absenja fermentarii
lactozei si zaharozei (cu exceplia a foarte putine tulpini de S.flexneri si S.sonnei i a 33%,
din tulpinile serovarului 9 de S.boydii), fard formare de H:S si fard scindarea ureei.

Izolatele in culturd purd se identifich pe baza urmatoarelor caractere:

a) Microscopice: bacili gramnegativi imobili.

by De culturd: vezi mai sus.

¢) Testele biochimice primare 5i secundare, reaclia cu rosu metil 5i Voges-Proskauer,
mobilitatea, formarea de Hz2S, de indel, prezenta urcazei, fenilalanindezaminazei, lizin-
decarboxilazei, utilizarea citratului de sodiu sau acctatului de sodiu, scindarea lactozei
4%, , salicinei, ornitinei etc.

d) Structura antigenicd. Se aglutineazd pe lama cultura purd cu seruri imune anti-
Shigella polivalente de specie §i monospecifice adsorbile de variantd si grup.

Pentru shigelele manitopozitive ordinea reacyiilor de aglutinare la seroidentificare
este:

= cu ser aglutinant polivalent anti-S.flexneri (1—6);

w cu ser aglutinant anti-S.sonnei;

= cu ser aglutinant polivalent anti-S.flexneri (1—V);

= cu ser aglutinant de variantd anti-S.flexneri (VI);

= cu serurile aglutinante monospecifice de variantd anti-S.flexneri 1, 11, 111, IV, V}

a cu serurile aglutinante monospecifice de grup anti-S.flexneri 3, 4, 6, 7, 8, pentru
determinarea subserovarului;

a cu serurile aglutinante polivalente anti-S.boydii de varianta {1—18), grupate in 3
amestecuri.

Specia manitonegativa, S.dysenferiae se identifica prin aglutinare cu serurile imune
polivalente (1—2, 3—7, 8—12) si monospecifice de variantd 1—12.

e} Fagoidentificarea culturii de Shigella se face cu bacteriofagii polivalenti i
monovalenti (S.flexneri, S.sonnei, S.dysenferiae §i 8. baydii) .

f) Virulenta determinatd prin festul Serény al cheratoconjunctivitel la cobul
(capacitatea invazivd) sau prin gfectul citotoxic pe culturt celulare; infectarea intranazald
a soarecilor albi (pneumonie) sau a oului embrionat (efect letal).

g} Antibiograma.

Etapa IV. Se analizeazd §i se inlerpreieaza rezultatele, dupd care se redacleaza
buletinul de analizi. E. g. «Am izolat S.flexneri subserovarul 2a, biovarul 9, antibiograma:
sensibila la biseptol...; rezistentd la tetracicling etc.».

31.3.2.2. Diagnosticul serologic

Are numai valoare reirospectivi de confirmare a etiologiei infeciiei. Se folosesc
reactia de aglutinare, reactia de hemaglutinare indirecta, ELISA sau reaclia de imuno-
fluorescen] indirectd. Pot fi determinati coproanticorpii §i anticorpii salivarl (IgA secretori
anti-Shigella).

Titrul diagnostic al aglutininelor anti-S.flexneri 1a adult este de cel pugin 1:400 si
anti-S.sonnei de cel puiin 1:200; la copii titrul diagnostic este de cel putin 1:100 pentru
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toate etiologiile dizenteriei bacteriene. Decisiva este cresterea de cel putin 4 ori a titrului
aglutininelor anti-Shigella In probe de ser prelevate la 5—7 zile interval.

31.3.2.3. Biopreparate utilizate pentru diagnosticul,
tratamentul si profilaxia dizenteriei

s Seruri imune anti-Shigella adsorbitc polivalente de specie, varianta si grup pentru
identificarea antigenici a tulpinilor de Shigella izolate in culturd purd,

m Bacteriofagii antidizenterici (drajeuri, preparat lichid) pentru identificarea fagica,
tratament §i profilaxie.

w Suspensii omorite de S.flexneri, 5.sonnei $i S.dysenteriae 1, 2 pentru serodiagnos-
ticul bolii.

m Suspensii de hematii formolate gi sensibilizate cu antigeni S.flexneri, S.sonnei efc.
pentru reacfia de hemaglutinare indirect.

» Bifidobacierind, lactobacterini, colicind pentru restabilirea ecologiei microflorei
intestinale.

w Vaccinuri antidizenterice omorite, vaccinuri ribozomiale in scopul imunoprofilaxiei.

31.4. DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL SALMONELOZELOR

31.4.1. Date generale

31.4.1.1. O minidefinitie

Salmonelele sunt enterobacteriacee mabile, lactozonegative. Atacd zaharurile fer-
mentativ cu producere de gaz. Uzual formeazi H,S, utilizeazl citratul ca unicd sursd de
carbon (cresc pe mediul Simmons) si produc lizin- §i ornitindecarboxilazi. Rar produc
indol i nu produc acetoind (reactia Voges-Proskauer negativd), ureaza sau fenilalanin-
dezaminazi. O importantd exceptie, serovarul Typhi nu produce gaz §i este citralnegativ,

31.4.1.2. Repere taxonomice §i nomenclatura

Taxonomia salmonelelor a suferit modificiri profunde in anii 80 dupd analiza lor
prin tehnica ADN recombinant. Ast3zi este recunosculd specia Salmonella enterica cu 7
subspecii: enferica (sinonim cholerae suls),; salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, bon-
gori 31 indica).

Conform schemei de clasificare stabilitd de Kauffmann i White, antigenul O imparte
salmonelele in 66 serogrupe, fiecare individualizatd prin mai mulfi antigeni O, dintre care
unul major. Antigenii O sunt marcati cu cifre arabe, iar serogrupele cu litere majuscule ale
alfabetului de la A la Z (corespunzitoare antigenilor 02—350) si, in continuare, numeric
de la 051 la 067. In cadrul serogrupelor, antigenii H definesc serovaruri al ciror numér
creste mereu: in 1988 se cunosteau 2200. Majoritatea serovarurilor (59,5%) aparjin sub-
speciei S.enferica si dintre acestea 96,59 fac parle din serogrupele O de la B la E,.
Antigenul H are douf faze:
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s faza 1, numita cu literele mici ale alfabetului de la a la z (fara j) si in continuare
cu z si un indice numeric (z; la 68);

mfaza 2, numitd cucifredelal la 12: uneori are si unul sau mai mulfi antigeni ai
fazei | din seria e, n, w, X, ¥, Z. Exista 0 variajic de fazad a antigenului H: tulpini ale
aceluiasi serovar pot avea antigenul H in ambele faze sau numai in una din ele.

1n trecut serovarurile de Salmonella aveau denumire binara, care le acorda fals rang

de specie: e. g. S.fyphi, S.typhim
a. Pentru a evita aceste confuzii, nomenclatura act
caraclere italice, iar serovarul cu caractere obignuite: €. g. Salmonella enterica
enterica Typhi, Typhimurium, Enteritidis §. a.

— tabelul 31.2.

Tabalul 31.2. Clasificarea anii?lnil:l dupa schema Kauffmann-White

a unor taimonele mal frecvent izolate

urium, S.paratyphi A, S.paratyphi B (S.schotmuelleri) 5.
uald indica specia sau subspecia cu
subspecia
(5i nu S.typhi, S.typhimurium, S.enteritidis)

MNumires serogrupulisi Serovarul Antigenii Antigen H
0 05l K

noudt vethe faza | faza 2
2 A Paratyphi A 1,2, 12 o (1,5

4 B Paratyphl B 1, 4, (5. 12 b 1,2

|

mﬂ 1. 4, 12 '1 £ 5 =

Typhimurium 1,4, (5), 12 i 1,2

Heidelberg .4, (5,12 r 1,2

7 C, Choleraesuls 6,7 c 1.5
Paratyphl C 6, T (Vi) c 1.5

B c,—C, Newpaort 6. 8§ 20 e h 1,2

9 D, Typhi 9, 12 (V) d -
Enteritidis 1,9,12 g.m (1,M

3,10 E, Anatum 3, 10, (15). e.h L6

(15, 30
Simboluri: { ) — ponte A absent ln unele wipinl; factorii O subliniafi sunl expresie a conversiel
lizogenice.

Antigenul K al salmonelelor se numeste Vi (de virulenyd) si este prezent frecvent la
tulpinile serovarului Typhi si ocazional la tulpini de Paratyphi C (1tabelul 31.2) si Dublin.
Apare si la unele tulpini de Citrobacter freundii.

Formula antigenicd a unei salmonele are 3 parti in urmatoarea ordine: descrierea
antigenului O, H de faza 1 si H de faza 2 cu virgule intre componentele multiple. Prezenja
antigenului Vi se noteaza cu «+» sau «—s. E. g. Serovarul Typhimurium 0:1,4,5,12 H:i:1,2;
Typhi 0:9,12 H:d Vi',

Uzual, sub raporiul patogenitiii imparfim salmonelele in doua grupe:

u salmonele tifoidice, serovarurile Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B si Paratyphi C
ale subspeciei enterica de S.enlerica;

u salmeonele nontifoidice, restul serovarurilor din toate subspeciile.
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31.4.1.3. Habitat

Salmonelele sunt patogeni primari gazduifi in intestinul omului i animalelor, domes-
tice sau silbatice, de unde pot ajunge In sAngele si viscerele vertebratelor. Cele din sub-
specia enferica sunt gizduite mai ales de mamifere. Subspeciile houtenae, arizonae si
diarozonae sunt gasite mai ales in intestinul animalelor cu singe rece §i sunt rar patogene
pentru om.

Unele serovaruri au remarcabild specificitate de gazda: e. g. salmonelele tifoidice
pentru om. Salmonelele nontifoidice, in majoritate, au gazde multiple, inclusiv omul.

Contamineazs frecven! apa, solul §i alimentele. In alimente proteice de origine
animald se pot multiplica; in rest numai supraviefuiesc: in apd s&ptAmani, in sol ani.

31.4.1.4. Factori de patogenitate

O parte din factorii de virulentd ai salmonelelor au fost definiti:

w adezivitalea la enterocile le conferd capacitatea de colonizare a intestinului subtire;

m antigenul Vi le conferd capacitiii antifagocitare si rezistenid la efectul bactericid
al serului;

= salmonelele tifoidice sunt organisme facultativ intracelulare;

w la salmonele nontifoldice au fost identificati factori de patogenitate codificali plas-
midic; un chelator de fier, enterotoxine termolabile, enterotoxind asemanftoare foxinei
Shiga eic.;

» endotoxina.

31.4.1.5. Receptivitatea la salmoneloze

Receptivitatea generald la salmonelozele tifoidice apare dupd ingestia a 10°~"uUFcC.
Gasimﬂntemﬂle cu salmonele nontifoidice apar numai dupd ingesiia unor doze de
10°~3UFC. La aclorhidrici st la persoane ¢u disbioze intestinale postantibiotice dozele
infectante sunt mult mai mici. Sugarii 5i imunodeficientii pot face septicemii cu unele
salmonele nontifoidice, chiar in lipsa semnelor de infeclie intestinala.

31.4.1.6. Salmonelozele

Febrele tifoparatifoidice. Salmonele tifoidice ingerate depasesc bariera gastrica i,
pe parcursul perioadei de incubatie (7—21 zile), colonizeaza imestinul subtire, penetreaza
epiteliul intact si ajung in formatiunile limfoide din corionul mucoasei si in ganglionii
limfatici mezenterici, unde se multiplicd in citoplasma macrofagelor. Uneori infectia rAimine
numai intestinald, inaparentd clinic.

Salmonelele tifoidice antrenate pe cale limfatici genersazd bacileriemia cu care
debuteazd boala, Salmonelele din sdnge sunt caplate de sistemul fagocitic mononuclear si
i3i continud multiplicarea In variate organe (splini, ficat, plimani, mAdovi osoasi eic.).
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Aceste noi focare de infecfie Intrejin 5i amplificd bacteriemia, generand principalele
simptome i semne clinice ale bolii: bronsitd difuza, angind, dureri abdominale,
splenomegalie, rozeola tifica (o erupfie maculara pe abdomen §i baza toracelui, dalorata
emboliilor limfatice cu bacili tifici). Endotoxemia determind febra (38°—40°C), starea
tifica (gr. typhos = stupoare, incejosarca sistemului nervos) i leucopenia.

Numarul bacililor tifici din intestin creste pand In saplamana a 3-a a bolii prin
adaugarea bacililor eliminaji cu bila, Incepand din saptamina a 2-a a bolii, la cei eliberali
prin ulcerarea placilor Peyer. Din saptimana a 2-a bacilii tifici se elimin si prin urina. O
data cu aparitia anticorpilor anti-O, bactericizi, la sfarsitul primei saptamani de boald,
bacilii tifici dispar progresiv din sange. Fenomene de sensibilizare de tip 1V pol determina,
in saiptamanile 3—4 ale bolii, ulcerarea placilor Peyer (hemoragii sau chiar perforatii
intestinale) i focarele supurative viscerale,

Gasiroenterite sau enterocolite sunt expresia clinica a toxiinfecyiilor alimentare sal-
monelozice.

Septicemiile salmonelozice cu eventuale localiziri metastatice suni determinate la
sugari §i imunodeficienti de anumite serovaruri de Salmonella, mai frecvent Cholerae suis.

31.4.2, Investigafia etiologica a salmonelozelor
31.4.2.1. Diagnosticul microbiologic

31.4.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazi:

« In febrele tifoparatifoidice: hemoculturi 5i modulocullurd pe toald durata febrila,
cu sanse mai mari de izolare in prima saptamana de boald; exsudat din maculele scarificate
ale rozeolei; coproculturi pe toatd durata bolii; uroculturi {Incepind din zilele 8—12 de
boala); puroi dach exista focare supurative.

Pentru depistarea portajului (convalescenfi sau portaj cronic) se prelevd probe de
fecale, urind, bild (fractiunile B gi C ale aspiratului duodenal).

w In toxiinfectii alimentare: materii fecale §i probe din alimentul suspectat.

= In septicemii: hemoculturi §i puroi din eveniuale focare metastatice.

31.4.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directd este, in general, fard valoare. Doar in cazul probelor de puroi
depisteazii bacili gramnegativi.

31.4.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapele | §i Il. Hemoculturile. Se insiminleaza in proporjie de 1:10 (v/v) sAngele
prelevat in bulion biliat sau/si bulion peplonat glucozat. Se incubeaza culturile acrob la
379C si se examineazi microscopic si prin repiciri pe mediul Endo in zilele 1 2; 357
si 10, In caz pozitiv apar colonii lactozonegative, incolore, care trebuie repicate pe mediul
Klinger sau Olkenitki, pentru a objine cultura pura stock neccsara identificarii, Un rezuliat
negativ poate fi comunicat numai dupd 10—11 zile de urmarire a hemoculturii.

Medulocultura si rozeocultura. Dupd insiminjare, se procedeazd ca si pentru
hemoculturi.
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Coprocultura. Se insdmanfeazi proba de materii fecale intr-un mediu de imbogatire
si se epuizeazd pe cite o placd cu mediu selectiv-diferential Wilson-Blair (mediul de electie
pentru salmonelele tifoidice) si Ploskirev. Se incubeaza culturile la 37°C. Mediile de imbo-
gatire, cum sunt Miller-Kauffmann, bulionul cu selenit acid de sodiu etc., favorizeazd
multiplicarea salmonelelor 5i inhibd limp de 12—16 ore dezvoltarea bacteriilor intestinale
de contaminare.

A doua zi se repicA proba imboghfitd pe mediile de izolare si se urmareste in
primocultura pe mediile de izolare aparifia coloniilor suspecte: colonii lactozonegative pe
mediul Ploskirev; colonii negre cu luciu §i halou metalic sau colonii verzi-albastrii pe mediul
Wilson-Blair, Se repicd mai multe colonii suspecte pe mediile de triaj biochimic (Klinger
sau Olkenitki) si pe un mediu diferenfial lactozat pentru acumulare de culturd pura
necesard identificArii.

Urocultura, bilicultura 5i cultivarea probelor de alimente se realizeaza, In principiu, dupd
tehnica coproculturii. Se insdmfnjeazd sedimentul urinar §i al aspiratelor duodenale.

Eltapa !1. Cultura de Salmonella insiman|ata pe mediul Olkenitki se manifesta prin:
fermentarea glucozei cu gaz (exceplie face serovarul Typhi, care nu produce gaz), absenia
fermentirii lactozei si zaharozei, formare de H;S, absenta ureazei.

Identificarea culturilor pure de Salmonella se realizeazs studiind:

u Caracterele microscopice: bacili gramnegativi mobili;

m Caracterele biochimice de gen. Primare: creslerea pe mediul cu citrat (Simmons)
si pe mediul cu malonat; formarea de H,S in mediul Klinger sau Olkenitki, testul cu rosu
metil poziliv, testul Voges-Proskauer pentru acetloind negativ, formarea de lizindecar-
boxilazd si absenia wreazei si fenilalanindezaminazei. Secundare: nu formeaza indol, nu
fermenteazd lactoza (1 5i 49), zaharoza si salicina; fermenteazi cu sau far3 producere de
gaz: glucoza, dulcitolul, xiloza si arabinoza.

m Structura anfigenicd prin reactii de aglutinare pe lami cu o baterie de seruri imune
absorbite in urmatoarea succesiune a aglutindrilor:

a) cu ser anti-Salmonella polivalent de grup A,B,C.D.E;

b) cu seruri monospecifice de serogrup A (02), B (04)... 5i cu ser anti-Vi;

c) cu seruri monospecifice anti-Ha, anti-Hb ... pentru stabilirea serovarului (1abelul 31.2),

E. g. dach in reacfia de aglutinare a culturii testate se obfine aglutinare cu serul
polivalent A—E, cu serul anti-D (09), cu serul anti-Hd si cu serul anti-Vi, tulpina izolata
are formula antigenica 0:9 H:d Vi*, adica este serovarul Typhi Vi*.

n Sensibilitatea la bactertofagii O de gen Salmonella si de serovar Typhi, Paratyphi
A si B. Fagolizotipia tulpinilor Typhi Vi' cu bacteriofagi Vi polivalent si monovalenti se
face in scop epidemiologic (stabilirea sursei §i cailor de transmitere a infectiei).

Efapa IV, Se analizeazd, se interpretcazi rezultatele, se apreciazii agentul etiologic
si se clibereaza buletinul de analizh: «Am izolat Salmonella enterica serovarul Typhi Vi',
biovar 3, lizovar 12s.

Diagnosticul de toxiinfectie alimentard este susfinut prin izolarea aceluiasi serovar de
Salmonella din alimentul suspect, din fecalele bolnavilor, dar absent in fecalele mariorilor,

31.4.2.2. Diagnosticul serologic

In febrele tifoparatifoidice anticorpii apar catre a 7-a zi de boala si ating titrul maxim
in s3ptamana a 4-a. Aglutininele anti-O sunt anticorpi [gM (fird memorie imunologics) si
dispar dup2 2—3 luni de la vindecare; cele anti-H sunt anticorpi initial IgM, apoi IgG si
persistd mai mulfi ani dupd vindecare sau cca 12 luni dupd vaccinare. Prin reacfia de
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aglutinare Widal se depisteaza anticorpii anti-O si cei anti-H, iar prin reactia de
hemaglutinare indirectd (RHAID anticorpii anti-0.

Mai accesibila este reactia Widal, care se face separal cu antigenii O (suspensii de
salmonele omorate prin alcoolare) i H (suspensii omorate prin formolare) ai- serovarurilor
Typhi, Paratyphi A si Paratyphi B. Pentru aceasta se pregateste o serie de 6 dilujii din
serul bolnavului in solufie salind izotond (revezi figura 11.8). Titruri aglutinante anti-0
de 1:200 sunt sugestive pentru diagnostic, iar cele de 1:800 sunt de certitudine. An-
tibioticoterapia deprim4 anticorpogeneza in primele sdptamani de boala. De aceea, in acesle
cazuri, ca §i in cazul unor titruri dubioase, este indicata reactia Widal in dinamici pc doud
probe de ser prelevate la interval de 7—10 zile. Cresterea de cel putin 4 ori a titrului
anticorpilor in a 2-a proba de ser are semnificajie clinici,

Aglutininele anti-Vi sunl frecven! prezente la purtatorii cronici ai serovarului Typhi.
Titruri de 1:10 sunt sugestive, iar de 1:40 sunt concludente.

31.4.2.3. Biopreparate utilizate penftru diagnosticul si
profilaxia febrelor tifoparatifoidice

a Ser imun aglutinani anti-Salmonella polivalent de grup A—E.
= Seruri imune aglutinante anti-Salmonella polivalente pentru grupurile rar Intalnite.
= Seruri imune anti-0 monospecifice de grup.
a Seruri imune anti-H monospecifice de faza 1 i 2.
= Suspensii alcoolate (antigen O) 3 formolate (antigen H) ale serovarurilor Typhi,
Paratyphi A si B pentru reactia Widal.
RHM. Suspensii de eritrocite sensibilizale cu antigeni Salmonella de serogrup peniru
u Bacteriofag O de gen Salmonella.
e Set de bacteriofagi antiserovaruri Typhi, Paratiphy A si B.
s Set de bacteriofagi Vi anti-Typhi.
= Suspensii de bacteriofagi antitifoparatifici pentru fagoterapie 5i fagoprofilaxie.
= Vaccin antitifoidic,

31.5. DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR CAUZATE DE ENTEROBACTERII

CONDITIONAT PATOGENE

31.5.1. Date generale

Din familia Enterobacteriaceae, in afard de Echerichia, mai multe genuri fac parte
din microbiocencza intestinald a omului §i animalelor: Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter, Hafnia, Proteus, Morganella, Providencia. Intre 1 5i 5% din persoanele nor-
male elimin4 cu fecalele una sau mai multe din numeroasele specii ale acestor genuri in
cantitati de pana la 10°UFC/g, mai rar 10°~3UFC/g. Specii de Klebsiella se izoleazd
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ocazional din ciile respiratorii supericare. Toale confamineaza apa, solul, alimentele si
variate suprafete din mediul comunal, domiciliar si de spital.

Aceste baclerii comensale sunt organisme oportuniste inzestrate cu unii factori de
patogenitate prin care pot inifia infectii la gazde cu deficiente ale apararii antiinfectioase
locale sau sistemice. Frecvent sunt multirezistente la antibiotice.

Factorii de patogenitate ai enterobacteriilor condifional patogene pot fi: faclori de
adezivitale si colonizare, enzime proteolitice, factori invazivi, capsuld cu efecte an-
tifagocitare, hemolizine, enleroloxine, endoioxind eic.

In ultimele 2—3 decenii enterobacteriaceele condifional patogene au o pondere evi-
dentd in etiologia infecfiilor de spital endogene sau exogene explicatd prin:

m concentratitle marf pe care le realizeazd tn fondul microbian de spital (eliminarea
prin fecale, produse patologice; capacitatea de a se multiplica, chiar la temperatura camerei,
In medii umede minimale nutritiv);

m deficientele apdrdrii antiinfectioase ale pacientilor spitalizafi create prin bolile de
fond, intervenfii chirurgicale, manopere endoscopice si de terapie intensivi-reanimare,
antibioticoterapie prelungitd, terapic imunodepresivd sau imunosupresivd, copii niscufi
prematur, distrofici etc.

Infectiile determindgte: supuratia plagilor, abcese, flegmoane, sinuzite, bronhop-
neumonii, peritonite secundare, septicemii, meningite, soc toxic bacterian, cistite,
pielonefrite, enterite, mai ales la copii, toxiinfectii alimentare.

31.5.2. Investigatia etiologica a infectiilor cu enterobacterii
conditionat patogene

Diagnosticul bacteriologic corect al acestor infecfil cu identificarea pana la nivel de
categorie micrascopicd sau gen si efectuarea antibiogramel sunt esenfiale pentru decizia
clinica, iar identificarea pani la nivel de specie, serovar, biovar, eventual lizovar are valoare
epidemiologica.

Prelevatele patologice examinate depind de forma clinicd §i localizarea infecjiei:
puroi, exsudate, sputd, aspirat bronsic, lichid cefalorahidian, singe, urini, fecale, ali-
mente. Prelevarea corectd are loc decisiv in interpretarea rezultatelor examinirii (revezi
partea Intai, capitolul 3},

Microscopia frotiurilor colorate Gram din prelevatele patologice {cu exceplia
materiilor fecale) este orientativd. Depisteazd In puroi, lichid cefalorahidian, urind etc,
bacili gramnegativi asociati celulelor inflamatorii Intr-un anumit numéar pe cAmpul micro-
scopic. Depistarea de bacili gramnegativi capsulali sugereaza Kiebsiella.

Izolarea si identificarea. Izolarea cantitativd sau semicantitalivd si identificarea
genului, speciei §i markerilor epidemiologici se efectueazd pe mediile clasice pentru
enterobacteriacee cu studiul caracterelor microscopice, de cultivare, activitatii biochimice,
structurii antigenice (specie, serogrup, serovar), factorilor de palogenitate
(enterotoxigenezd elc.), anlibiogramei.

Genul Kiebsiella, cu speciile de interes medical K, prexmoniae 5i K. oxyloca, reuneste
bacili gramnegativi, imobili, capsulati, care formeaza colonii mucoide, mai frecvent lac-
tozopozitive. Caracterele biochimice cheie pentru identificare sunt; capacitatea de a utiliza
citratul 5i malonatul de sodiu, de a fermenta adonitolul i inozitolul, de a produce ureaza
yi lizindecarboxilazs. Reactia cu rosu de metil este negativa, lar reactia Voges-Proskauer
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(producerea de acetoind) pozilivd, dar unele izolate din chile respiratorii pot da reaciii
atipice. Nu produc H,S si fenilalanindezaminazi. K.oxytoca produce indol. Dupd antigenii
capsulari identificam 80 serovaruri.

Speciile de Klebsiella sunt implicate in infectii cu forme clinice grave: pneumonii
5. a. cu tendingd de generalizare de tip toxicosepticemic. -

Genul Enterobacter, cu speciile E.aerogenes, E.cloacae §. a., are caraclere asemanatoare
cu Klebsiella, dar sunt bacili mobili. Are 53 antigeni O de serogrup $i 57 antigeni H de
SErovar.

Genul Serratia, cu speciile S.marcescens, S.liguefaciens elc., se distinge prin
producere de aceloind, lichefierea rapidd a gelatinei, producerea de lipaza, lecitinaza,
ADN-aza: unele tulpini produc un pigment rosu nedifuzabil. Produce forme grave de
infectii toxicosepticemice cu joc endoloxinic.

Genul Proteus, cu speciile P.vulgaris 5i P.mirabilis, invadeaza suprafaja mediilor
solide cu un vl de culturd. Produc ureaza, fenilalanindezaminaza si H,S. Dau reactia cu
rosu metil pozitivd si reactia Voges-Proskauer negativa. Nu fermenteaza lactoza §i nu
utilizeaza malonatul. P.vulgaris produce indol.

Genurile Morganella (M.marganii) §i Providencia (P.alcalifaciens, P.stuartii, P.ret-
tgeri 5. a.) produc fenilalanindezaminazi 5i indol, dar variabil ureazi. Nu produc H,5.
Dau reactia cu rosu metil pozitiva 5i Voges-Proskauer negativd. Nu fermenteaza lactoza si
nu utilizeazi malonatul. Providencia utilizeaza citratul de sodiu, dar Morganella nu. Pe
medii solide nu cultivd invaziv,

Criteriile de semnificatie clinici a enterobacteriilor condifionat patogene izolate din
prelevate normal contaminate (sputd, puroi din plagi sau fistule, urina, fecale, alimente)
sunl:

m izolarea unei anumite specii in cantitate mai mare de 10°UFC/m! sau g de prelevat
patologic;

= depistarea repetati in aceste cantitati a aceleiasi specii;

= autoscrodiagnosticul; cresterea de cel putin 4 ori in cursul bolii acute a anticorpilor
serici fajh de tulpina suspectd izolatd de la pacient.



32

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL HOLEREI SI ALTOR DIAREI
VIBRIOGENE

Holera este o toxiinfeclie inteslinald acutd, contagioasd, cauzath de vibrionii
holerigeni §i manifestatd clinic prin diaree apoasi, cu deshidralare masiv, colaps algid si
mortalitate mare in lipsa fratamentului patogenetic.

32.1. DATE GENERALE
32.1.1. O minidefinitie

Genul Vibrio reuneste bacili gramnegativi, incurbati in virgula, mobili prin flageli
polari (cele mai multe specii fiind monotriche), nesporulati. Oxodazopozitivi si
catalazopozitivi. Aerobi sau facultativ anaerobi. Nepretentiosi nutritiv, cresterea fiind
stimulatd prin clorura de sodiu (unele specii sunt halofile). Atacd zaharurile fermentativ
fara producere de gaz (exceptind putine specii). Formeaza indol, reduc nitratii in nitrifi.
Nu hidrolizeaza arginina,

32.1.2. Repere taxonomice

Familia Vibrionaceae reunegte bacterii acvatice clasificate in patru genuri, dintre care
interes medical prezintd numai trei: Vibrio, Aeromonas si Plesionomas.,

In genul Vibrio existA specii diareigene pentru om si specii avirulente, care traiesc
libere (free life). Vibrionii diareigeni apartin, in majoritate, speciei V.cholerae, care arc
numeroase scrogrupe O: 01—0139. In raport cu gravitatea bolii si cu particularitatile
epidemiologice deosebim:

w Vibrionii holerigeni: V.cholerae O 5i vibrio ©139 Bengal. V.cholerae O1 are dona
biovariante (clasicA §5i El Tor) fiecare cu trei serovaruri comune (Ogawa, Inaba si
Hykojima), Capacitatea holerigend a serogrupului 0139 a fost descoperiti cu ocazia
epidemiei de imbolndviri grave aseminatoare holerei din 1992—1993. Biovarurile
holerigene se diferentiaza prin caracterele biologice si biochimice prezentate in tabelul 32.1.
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Tabelul 32.1. Caractere distinctive ale biovarurilor de vibrien| holerigeni

Caractere Clasic El Tar Bengal
Serogrupul O Ol Crel3w
Grupul fermentatly Heiberg-Smith' 1 I ! ozl
Hemaoliza eritrociiclor de ooie - + V .
Hemaglutinaren eritrocitelor — + s
ie ghinft
Sensibilitntea la polimixind B 5 R R a
Reacila Voges-Proskauer sk - +
Liza prin fagul IV + T —
Liza prin fagul 5 — +

Simboluri: «+» — 90% din mipinl pozitive; +—s= — 90% din tulpini negative, v — variabil cu tlpina;
5 — sensibll; B — rezlsient; ... — lipsa informajiilor,

" In functic de fermentarea manozei, zaharozel 9i arabinozei, vibrionii sunt impariifl in & grupe fermen-
tative (I—¥V11). Gropul 1, al vibrionilor holerigeni este manozd +, wnherozh +, arahinozd —.

2 Doar 257 din telpini suni slab pozitive,

w Vibrionii non-01, neholerigeni (02—0138) determind boali diareica benigna
manifestald uneori ca izbucniri de toxiinfectii alimentare.

a Vibrioniii halofili (V.parahaemolyticus, V.alginolyticus) cauzeazd toxiinfectii
alimentare.

Aeromonas hydrophila si Plesiomonas shigellpides cauzeaza, ocazional, diaree la om,

32.1.3. Habitat

Vibrionii holerigeni sunt ghzduifi in intestinul omului. Purtatorii sinatosi de
lunga duratd sunt excepfionali. Exista insa un ciclu extraintestinal al acestor vibrioni, care
implicd microzooplanctonul §i crustaceele din apele de lac sau estuarine din zonele
temperate, tropicale sau ecuaioriale. Acest ciclu extraintestinal favorizeaza implantarea
endemica a holerei in asemenea regiuni litorale.

Vibrionii non-01 sunt organisme cosmopolite ale mediului acvatic, prezenta lor in
intestinul animalelor acvatice (pesti, broaste, pasari etc.) fiind frecventd, iar in intestinul
uman numai incidentals.

Vibrionii halofili tréiesc in apele costiere, estuaring §i lagune (nu au fost glsili in
largul marii), unde sunt izolati din sedimente, zooplancion, pesti, moluste, crustacee. In
zonele temperate se izoleaza in special vara §i toamna, in cele tropicale mai ales in sezonul
uscat, cand creste salinitatea apelor care §i gazduiesc.

32.1.4. Factori de patogenitate

Vibrionii holerigent posedd un echipament enzimatic (macinazd, newraminidazda etc.)
care le deschide calea spre enterocitele de care aderd prin liganzi Inca neprecizap §i
colonizeazd masiv intestinul subtire {cca 2 miliarde vibrioni/m] de continut intestinal).
Determinantd in aparifia bolii esie toxina holericd, o enterotoxind termolabild care ac-
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tiveazd adenilatciclaza din membrana enterocitelor §i determind un transfer hidroelectro-
litic masiv din plasm3 in intestin.

Vibrionti non-OJ cauzeazi diaree prin enteroloxine termostabile, iar cei halofili
printr-un mecanism mai complex, care, pe lAnga enferofoxine termolabile sau termostabile,
implicA si hemaolizine.

32.1.5. Receptivitatea la holera

Doza infectania de vibrioni holerigeni este enorma, de ordinul a 10° vibrioni, dar
scade mult, chiar pan la 10°>, la persoanele cu hipo- sau anaciditate gastrica ori cand
sunt vehiculaji de alimente care confin chitin3, prin care vibrionii sunt protejaji de
aciditatea gastrici.

32.1.6. Infectiile determinate de vibrioni

Holera s¢ manifestd ca o diaree acutd fard febra, fira dureri abdominale, fard
toxemie sistemica si fard inflamatia mucoasei intestinale. Scaunul Huid confine numeroase
flocoane riziforme rezultate din mucusul intestinal sub acfiunea mucinazei vibrionilor
helerici. Pierderea hidroelectroliticd prin scaun si virsaturi determina hipotensiune accen-
tuatd, slibiciune extrema, apatie, prostratic si hipotermie (colaps algid). Moartea survine
prin soc hipovolemic cu acidozd metabolica 5i azolemie crescuta.

Sindroamele diareice determinate de vibrionii non-OI sunt benigne,

In afard de diaree, vibrionii halofili pot determina infectii ale plagilor, iar la gazda
compromisa (e. g. pacienfi cu insuficienfd hepaticd) septicemii sau meningite. Cele mai
grave asemenea infecfii le determind V.vulnificus (de la lat. vulnificus = a cauza rani}, dar
au fost implicate si alte specii ca V.alginolyticus, V.cincinnatiensis etc.

32.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A HOLEREI
32.2.1. Diagnosticul microbiologic
32.2.1.1. Prelevate patologice

De la bolnavi se examineaza scaunul diareic si varsiturile. Pentru depistarea por-
tajului este indicata prelevarea din scaunul obfinut dupi administrarea unui purgativ salin
sau a aspiratului duodenal (fractiunea B — bila vezicala). De la cadavre se preleva trei
porfiuni din intestinul subfire sectionate intre duble ligaturi, peniru a refine integral
confinutul, si vezicula biliard In intregime.

Din mediul ambiant se recolteaza probe de apa, molugte, crustacee, intestinul pestilor
elc.

Mediile de transport indicate sunt: api peptonati alcalini (pH 8,6) sau mediul
Carry-Blair.

Prelevarea, ambalarea si transportul probelor la laborator se vor face cu maxime
precaulii, pentru a preveni raspandirea infectiei prin contaminarea personalului si
mediutui,
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32.2.1.2. Metoda rapida de diagnostic

Astfel de metoda se bazeaza pe microscopie. Este indicata In formele tipice de boald
si permite depistarea vibrionilor holerici in scaunul apos cu aspectul fierturii de orez sau
in lichidul de varsaturd in interval de 1—2 ore, Include urmatoarele tehnici de examinare
a prelevatelor recente:

a) Frotiul colorat Gram, care depisteaza, in absenta reacjiei inflamatorii, numerogi
bacili incurbali gramnegativi.

b) Preparatul tntre lamd si lameld depisteazd numerogi vibrioni foarte mobili.

¢} Coloratia imunofluorescentd directd cu ser anti-Ol depisteaza si identificd vibrionii
holerigeni rapid, cu mare sensibilitale (depisteaza si 10°* vibrioni/ml) si specificitate.

d) Reactia de microaglutinare §i imobilizare a vibricnilor. Pe o lami de microscop se
depun, la distania una de alta, doud picaturi din prelevatul patologic. Intr-una se depune
o picaturd de ser antiholeric O1, iar in cealaltd o picatura de solutie salind izotona. Dupa
1—2 minute de omogenizare atentd, se acoperd fiecare piciturd cu cite o lameld §i se
examineazi Ja microscopul cu fond negru sau cu contrast de faza. In picitura martor sc
observa bacili foarte mobili; in picatura test vibrionii suni imobilizati si aglutinati in
flocoane.

&) Reaclia de imobilizare a vibrionilor sub actiunea bacteriafagilor antiholerici «Cs
(clasic) si «ETs (El Tor). In doud picaturi separate din materialul de examinat se
omogenizeazad o ansa din suspensia fagich «C», respectiv «ET». Se acopera picaturile cu
cite o lameld si, dupa 3—35 minute, s¢ examineazi preparatul la microscep. Picdtura in
care vibrionii vor fi imobilizati indic3 biovarul vibrionului holeric depistal.

Deci, in cazuri tipice de holerd cu concentratii mari ale vibrionilor in prelevatele
examinate, metoda rapida descrisd permile depistarca agentului cauzal (vibrioni gram-
negativi, tipic mobili, aglutinati i imobilizati de serul antiholeric Ol) si identificarca
biovarului prin sensibilitatea la bacteriofagii antiholerici clasic sau El Tor. Metoda rapida
este orientativa si rezultatele ei trebuie confirmate prin izolarea 5t identificarea culturilor
pure.

32.2.1.3. Izolarea si identificarea

Se efectueaza in etape de 6—12 sau 18—24 ore cu utilizarea mediilor elective de
imbogitire (e. g. apd peptonatd cu pH 8.6—9,0) si a mediilor selectiv-diferentiale slab
selective (e. g BSA — bile-salt-agar) sau moderal selective (e. g. TCBS — tiosulfat-citrat-
bila-sucroza) pentru izolarea vibrionilor in culturd purd.

Etapa I. Se insaménieaza proba de examinal pe prima apa peptonati alcalind (APA)
in raport de 1:5—1:10 (v/v} i, totodatd, se epuizeazd pe o placd cu medin diferential-
selectiv,

Dupa 6 ore de incubare la 37°C in APA apare opalescenia, mai mult sau mai putin
intensa, si un val la suprafaf3, Prin tehnicile de examinare rapida se determina cantitativ
prezenta vibrionilor si biovarul lor.

Etapa I, Se repich o ansi din valul dezvoltat pe APA 1 Intr-un tub cu APA 11 5i pe
o placa cu mediu diferenyial-selectiv, si se incubeaza la 37°C alte 6—12 ore. Astfel dupa
24 ore de la Inceputul examindrii:

» se urmireste si se identificd prezumtiv prin meioda rapidd vibrionii din tubul cu
APA 11 si din coloniile sugestive apirute pe mediul diferential selectiv: colonii § sau 5—R,
rotunde, usor bombate, fin granulare, transparente cu nuanid albastruie Ia iluminarea
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directd, opace dupa 24 ore, cu reacfia oxidazei pozitiva (testare pe banda de hartie imbibata
cu tetrametil-para-fenilendiamini) ;

= 5¢ repicd 2—3 colonii sugestive pe pantd de geloza cu lactozd si zaharozs, si
indicator de pH, pentru a objine cultura pura stock necesars identificarii definitive.

Etapa I11. Izolatele lactozonegative care fermenteaza zaharoza sunt supuse identifici=
rii conform urm#toarelor teste minimale posibile in laberatoarele din teren:

a) microscopia pe frotiu colorat Gram, pentru a determina morfologia vibrionilor si
puritatea culturii;

b) microscapia tatre lama si lameld la microscopul cu fond intunecat sau cu contrast
de fazad, pentru a observa mobilitatea:

¢} reactia de aglutinare pe lamd i In tuburi cu serurile imune antiholerice 01, RO,
Ogawa, Inaba, 0139 si serurile 02—0138, pentru identificarea rapidA a serogrupului
(holerd sau simpla diaree vibriogena):

d) sensibilitatea culturii la bacteriofagii antiholerici «C» $i «ET» determinatd pe placd
cu gelozd nutritiva identificd biovarurile vibrionilor holerigeni;

e} biochimice: fermentarea manozei, arabinozei 5i zaharozei pentru determinarea
grupului fermentativ Heiberg (vibrionii holerigeni apartin grupului fermentativ I manoza
+, zaharozi +, arabinoza —), decarboxilarea lizinei si ornitinei §i lipsa arginindehidrolazei
confirmf genul Vibrio,

Laboratoarele Centrului Republican de Referinga izoleaza si identifich vibrionii de
la bolnavi, de la purtitori sau din mediul ambiant, confirma identitatea tulpinilor izolate
in laboratoarele din teren i aprofundeaza studiul lor prin teste de patogenitate: depistarca
enterotoxinei holerice (e. g. testul ansei ileale izolate de iepure), adezivitatii, enzimelor de
patogenitate, lizotipie, efectueaza antibiograma.

In practica de laborator culturile de Vibrio trebuie diferentiate corect de genurile
familiilor Enterobacteriaceae 5i Pseudomonadaceae.

Depistarea purtdtorilor de vibrioni holerigeni se face prin izolarea i identificarea
culturilor pure obfinute din probele de scaun sau aspirat duodenal (revezi 34.2.1.1).

In focarele epidemice de holers se practicd metoda rapidd de depistare in masd a
purtdtorilor de vibrioni. De la grupuri de 10 persoane se prelevd cAte un tampon rectal,
care se insimanteaza, pe rand, intr-un flacon cu 100—200 ml! api peptonatd alcaling, care
contine ser antiholeric O aglutinat in titru activ, Reactia pozitivd de acumulare si
aglutinare a vibrionilor dupd 4—8 ore de incubare la 37°C este urmaid de investigatii
individuale, separate.

Prezenfa vibrionilor holerigeni in probele de apd se urmiareste prin insdminjarea
directd a probei de api in proportie de 10% in APA concentrati de 5 ori (e. g 20 ml apa
in 200 ml mediu concentrat) sau prin tehnica reacfiei de aglutinare in APA cu ser an-
tiholeric O1, cand dupd 6—8 ore de incubare la 37°C se urmiregte aparifia flocoanelor de
aglutinare, din care se izoleaza cultura purs.

32.2.2. Diagnosticul serologic

Are numai semnificatie retrospectiva si orientativi pentru investigarea stirii de pur-
tator sinatos. Sunt indicate: reactia de aglutinare i reactia anticorpilor vibriocizi,

Titrul diagnostic semnificativ pentru holera al anticorpilor aglutinangi este de 1:80;
mai multd bazd se pune pe cresterea de cel pufin 4 ori a titrului anticorpilor in probe de
ser recoltate in dinamica, la intervale de 6—8 zile.
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Titrul diagnostic al anticorpilor vibriocizi iseru] belnavulu: + vibrioni holerigeni in
culturi vie + complement) la hninaw este de 1079 — 10°%, iar la purtitorii sanatosi de
duratd ramane stabil intre 107 si 107,

32.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul de laborator
si profilaxia holerei

w Seruri antiholerice aglutinante 01—0139,
m Ser antiholeric 01 marcal fluorescent,

= Ser antiholeric O1 Inaba §i Ogawa.

m Bacteriofagii antibolerici «C» 51 «ET#».

s Vaccin antiholeric corpuscular inactivat.

= Vaccin holerogen — anatoxind.



33

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR CAUZATE
DE CAMPILOBACTERII
SI HELICOBACTERII

33.1. DATE GENERALE

33.1.1. O minidefinitie

Genurile Campylobacter 3i Helicobacter includ bacili gramnegativi incurbaji sau
spiralati, care in condifii de mediu nefavorabile sc pot transforma in forme cocoide cu
viabilitate redusd, mobili datoritd onor flageli cu dispozitie polari. Microaerofili,
oxidazopozitivi, azaharplitici.

33.1.2. Repere taxonomice

Caracterele comune descrise au delerminat includerea respectivelor bacterii intr-un
singur gen, Campylobacter (de la gr. capylo = Incurbat). Mai recent studii de taxonomis
moleculard au pledat pentru crearea celui de al doilea gen, Helicobacter.

In genul Campylobacter sunt incadrate In prezent 11 specii cu 7 subspecii sau
biovaruri (tabelul 33.1).

Tabalul 331, Specii incluse In genurile Campylobacter §i Helicabacler

Campylobacter Helicobacter
C.fefuni ssp. fefumni H.pylori
Cfefuni ssp. doylel M hetimanii

C.eoli H.cingedi
C.fefus ssp. fefus H feanelior
C.fetus sap. verersalis H.mustelae
C. hyointestinalis . folis
Cosputorume (trei biovarurid H, muerigdaram
C.bari H. hepaticis
C.eimneisus H.conis =]
C.muecosalis H.nemestringe
C.curvis H.acinomyx
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Tabelul 33,1 feontinuare)

Campylobacter Helicobacter

C.rectus

C.upsaliensis

Dupa cele mai recente date, din genul Helicobacter fac parte 11 specii (tabelul 33.1),
tulpini de Helicobacter izolate de la pAsiri neprimind inc3 denumire binominalA.

33.1.3. Habitat

Reprezentantii celor doud genurl sunt adaptagi a habita stratul de mucus jux-
taepitelial.

Majoritatea speciilor de Campylobacter sunt comensale ale mucoasei bucale, intes-
tinale sau genitale la om, animale sau pasdri. Cjejwni subspecia fefuni 51 C.coli, avind
drept rezervor natural pisari 5i animale domestice, pot determina enterocolite acute ki om,
C.fetus subspecia fetus, care cauzeazd avort la vite si ol, se comporta la om ca un condiljionat
patogen, fiind implicat, la imunodepresali, in infectii bacleriemice cu localiziri secundare
{meningite, endocardite, artrile),

Speciile Helicobacter au nise ecologice mult mai restrictive, frecvent cu specificitate
de specie animala, fiind prezente pe mucoasa gastricd sau intestinala. La om sunt intalnite
primele patru specii din cele mentionate in tabelul 33.1. Prezenta H.pylori si H.heilmanii
cu predilectie Ia nivelul mucoasei antrale se insofeste intotdeauna de leziuni microscopice
de tip inflamator (gastrita tip B), H.pylori fiind implicate printre alfi factori in etiopatogenia
bolii ulceroase, adenocarcinomului gastric si imfomului gastric cu celule B. H.cinaed| 5i
H.fenneliae determing diaree cu leziuni de proctitd maij ales la homosexvali,

33.1.4. Factori de patogenitate

C.jefuni subspecia jejuni 5i C.coli sunt considerate bacterii enterotoxigene 5i enteroin-
vazive. Aceste specii produc doud tipuri de cifoloxine §i o enferotoxind similard toxinei
holerice si enterotoxinei termolabile a E.colfi, care acfioneazd la nivelul jejunului si
ileonului, si sunt responsabile de diaree apoasd. Mecanismul enteroinvaziv esie de lip
Shigella 5i se insojeste de leziuni ulcerative pe mucoasa colonului, cu prezenta polimor-
fonuclearelor in probele de scaun; uneori sunt posibile bacteriemii pasagere. Spre deosebire
de aceste specii, C.fetus subspecia fetus, protejat de o proteind de inveliy (proléina S),
rezistd la efectul bactericid mediat prin complemenl §i anticorpii serici.

H.pylori reugeste s colonizeze mucoasa gastricd prin producere de wreazd in can-
titate mare (care prin jonii rezullali din descompunerea ureei tamponeazd pH-ul acid
gastric) sl gratie Formei si mobilitatii lor traverseazd stratul de mucus si se fixeazd la
receplori specifici de pe suprafata celulelor epiteliului gastric. Efectul citopatic local este
determinat de o cifotoxing produsd de aproximativ 509, din tulpini, agraval prin actiunca
combinatd a ureazei.

33.1.5. Receptivitatea la infectii
Receptivitatea omului la infecjia cu C.jejuni/ coli esie generala, Pacienyii expusi con-
tamindrii orale cu un numir mare de bacterii sau cei cu hipoaciditate gastrich fac in special

infectii manifeste clinic,
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Colonizarea mucoasei gastrice cu H.pylori poate surveni la orice varsta, In tarile
in curs de dezvoliare este remarcaid o frecvenid importanti a infectiei la copii, care continud
s4 creasca la tineri 5i adulfi la niveluri mai superioare celor observate in tarile dezvollate.

33.1.6. Infectii umane determinate de specii

Campylobacter si Helicobacter

33.1.6.1. Enterocolita cu C. jejuni/coli

Survine mai ales la copii dupd consum de preparate din carne, lapte sau de apa
contaminate, mai rar prin contact direcl cu animale sau perseane bolnave ori purtitori. De
mentionat ci aceste specii figureaza printre agentii etiologici ai «diareei voiajorilors.

Expresia clinicA este variabila: dupd o incubatie de 2—3 zile apar febra, dureri
abdominale colicative asociate sau urmate de scaunc apoase cu mucus, care pol deveni
sangvinolente sau mucopurulente. Aceste infectii au frecvent o evolufie spontan favorabill,
dar sunt cazuri la care manifestarile digestive dureaza peste o siptimana sau pot evolua
cu rechderi, ceea ce impune tratament cu un antibiotic activ (de predilectie eritromicinal,
Foarte rar suni descrise complicatii de tip hemoragii intestinale, artrite reactive, sindrom
hemoliticuremic.

33.1.6.2. Gastrita cu H. pylori

In prezeént este unanim admis ca H.pylori este agentul etiologic al gastritei antrale
de tip B. Infecjia esie siricl umana, fiind suspectatd ca mecanism de transmitere calea
oral-orald sau fecal-orala. Marea majoritate a cazurilor sunt asimptomatice, implicarea
H.pylori in dispepsia neulceroasa fiind controversata.

Larg dezbatut este rolul jucat de H.pylori in aparifia ulcerului duodenal, in prezent
considerandu-se ca aceasti bacterie este agentul cel mai important in boala multifactoriala
care este ulcerul peplic. Eradicarea H.pylori inseamni rezolvarea gastritei, preconditia de
bazd a ulcerului.

In ultimii ani s-au adus o seric de argumente pentru implicarea H.pylori in aparijia
adenocarcinomului gastric. Supozifii logice privind mecanismele patogenetice (gastritd cu
H.pylori = gastritd atrofich—>metaplazie intestinala —= displazie - adenocarcinom) nu au
putut fi susfinute inca prin probe concludente. In schimb existd argumente experimentale §i
terapeutice ale unei relafii cauzale intre gastrita cu H.pylori si limfomul gastric cu celule B,

33.2. DIAGNOSTICUL ETIOLOGIC AL ENTEROCOLITEI
CU C. JEJUNI 81 C. coLl

33.2.1. Diagnosticul bacteriologic

33.2.1.1. Prelevate patologice

lntrucidt manifestirile clinice sunt necaracteristice, diagnosticul etiologic poate fi
stabilit numai prin examinarea probelor de scaun (2—3 probe) transportate §i conservate
in coprocultor cu mediu Cary-Blair.

ln rare cazuri se poate recurge la hemoculturi.
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33.2.1.2. Microscopia directd

Microscopia directd conslituie o metoda rapida de evidenjicre a C.jejuni/coli in
probele coprologice, prin reperarea aceslor bacterii, dupd morfologia caracteristica, in
frotiu colorat cu albasiru de metilen; frecvent pot fi prezente polimorfonucleare gi hematii.

33.2.1.3. Izolarea i identificarea

Etapa I. Insamantarea pe medii de culturd bogat nutritive (gelozd Columbia, gelo-
28-Brucella sau geloza-tripticaza-soia aditionald cu sange de cal sau berbec) §i inhibanie
pentru restul florei intestinale (medii selective prin adaos de antibiotice: vancomicind +
trimetoprim + polimixind) cu incubare timp de 24—48 ore in condifii microaerofile (05
5% + CO, 10%, + N, 85%) la temperatura de 42—43°C constituie 0 metloda sensibild de
depistare a C.jejuni/coli in probele de scaun. In conditiile In care nu dispunem de plicuri
cu generator chimic pentru realizarea microaerofiliei Intr-o incintd etangi, se poate recurge
la procedenl cu luméanare, cu mentiunea ca unele tulpini mai exigente pot sa nu cultive,

Etapa II. Coloniile de C.jejuni/coli de marimi variabile, plate, transparente, care
uneori se intind de-a lungul urmei lasate de ansa se deosebesc dupd aspect de coloniile
eventualilor contaminanti neinhibafi pe medii selective; ele sunt repicate pentru a obtine
culturi pure necesare identificirii,

Erapa I {tabelul 33.2):

Tabalul 33.2. Tasie folosite pentru idanfificarea speciilor Campylobactar i Helicobaclar cu
interes uman

Tesic C.jefuni | C.eoll Colari C.fetus ssp. | Hpylori | Hcinagedi | H fenneiliae
fetus
Cresiere lu
= I.T:;C — — - + — - _
u 37 nC + + *+ + + + *
wd2 C + + + + - — —
Oxidazn + + + + + + -
Catalaza + + + + + + +
Ureaza = == - — * — =
Nitratreductnzi + + + + — - =
Hidroliza hipuratulul + — — - — —_ =
Sensibilitatea la
w acid nalidixic 5 5 R R R 5 8
w cefaloting R R 5 5 5 5 5
Abrevieri; 5§ — sensibil; B — rezistend,

= Identificsirea preliminard se bazeazd pe criterii care permil incadrarea tulpinii
izolate in categoria speciilor lermofile de Campwobacter: condifiile optime de cultivare,
aspectul macroscopic 5i microscopic al coloniilor, testul catalazei si oxidazei pozitive,

= Testarea sensibilitatii fatd de rondele cu acid nalidixic s cefalotind permit
diferentierea C.jejunifcoli de alte specii termofile: C.jefuni/coli sunt sensibile la acid
nalidixic, dar rezistenie la cefalotind, C.lari avind un comportament diferit.
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s Identificarea ca specie a tulpinii izolate se poate face prin testul hidrolizei
hipuratului, pozitiv numai peniru C.jejuni.

m ldentificarea serologic pe baza antigenilor termostabili lipopolizaharidici (schema
Penner) sau a antigenilor proteici flagelari sau de suprafata (schema Lior) ca si biotiparea
i tiparea fagicd servesc numai pentru studii epidemiologice.

33.2.2. Diagnosticul serologic

Consecutiv infectiel cu C.jefuni/coli In organism apar anticorpi specifici: 1gA si IgM
In primele 10 zile de la debutul manifestarilor de enterocoliti acutd, apoi [gG co persistenta
de mai multe siptamani sau luni,

Reactii de tip aglutinarc, hemaglutinare pasiva, precipitare, imunofluorescenta in-
directa, fixare de complemeny, ELISA folosind ca antigeni suspensii de celule bacteriene
intacte sau dezintegraie prin sonicare pot fi utilizate in studii seroepidemioclogice.

33.3.DIAGNOSTICUL GASTRITEI CU H. PYLORI

33.3.1. Metode invazive

Metodele invazive aduc dovada infectiei cu H.pylori prin examinarea fragmentelor
de mucoass gastricd prelevate in cursul examenului endoscopic.

33.3.1.1. Recoltarea fragmentelor de mucoasa gastrica

H.pylori are o repartifie neuniforma la nivelul mucoasei gastrice, zona optima pentru
prelevarea cu ajutorul forcepsului endoscopului situandu-se la aproximativ 2 cm distania
de pilor. Cercetarea bacteriei in sucul gastric da rezultate mai putin performante,

Sunt necesare minimum patru fragmenie de mucoasa gastrich:

s un fragment va fi plasat intr-o solutie cu urce si indicat de pH, pentru evidentierea
urgazei preformate;

m alte dould fragmente destinate examenului microscopic 5i culturii vor fi depuse
intr-un flacon cu selutie hipertond de glucozd, pentru a impicdica desicarea probei si
detasarea stratului de mucus; probele sunt conservate la +4°C pe maximum 4 ore pani la
momentul examindrii;

m un fragment este destinat examenului histopatologic fiind depus intr-o solutie
fixatoare (formol sau fixator Bouin).

33.3.1.2. Teste rapide de diagnostic

» Testul ureazei: H pylori produce o cantitate atit de importanid de ureazi, incit
aceasta poate fi detectatd direct in produsul de biopsie; dach H.pylori este prezent, pH-ul
alcalin rezultat din hidroliza ureei va schimba culoarea indicatorului intr-un interval de 30
minute — 4 ore,

m Microscopia directd permite identificarea H.pylori dupa aspectul morfologic fie in
frotiu colorat cu fucsind Gram, fie in sectiuni histologice colorate Giemsa lent. Utilizarea
unui ser monoclonal in testul de imunofluorescenta directd permite identificarea corectd a
speciei, atht a formelor tipice, cat si atipice (forme cocoide).
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33.3.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa 1. Triturat din biopsia gastrica este iInsamaniat pe medii de culturd care servesc
izolarii C.jejuni/ coli. Se preferd insim3ntarea concomitentd pe medii neselective 5i selective
cu antibiofice (vancomicind + trimetoprim + cefsuloding). Incorporarea de trifenil-
tetrazoliuclorid in mediu permite recunoasterea cu usurinid a coloniilor de H.pylori.

Incubarea plicilor se face la temperatura de 37°C in conditii de microaerofilie, timp
de 7 zile.

Etapa II. Coloniile suspecte de H.pylori sunt de tip 8, cu diametrul de aproximativ
| mm si apar dupi minimum 3 zile de la insAmantare; pe medii cu trifeniltetrazoliuclorid
coloniile apar de culoare galbeni. Acestea sunt repicate, pentru a objine cultura pura
necesard identificirii speciei.

Etapa I1. In plus de caracterele de cultivare, identificarea unei culturi de H.pylori
se bazeazd pe:

w criteriul microscopiei: bacili relativ lungi, drepfi sau cu aspect ondulat, in forma
de «U» sau «V» (aspect diferit de cel din biopsia gastricd);

u feste biochimice; catalaza, oxidaza 5i urcaza pozitive (tabelul 33.2).

Examinarea prin culturs a H.pylori poate fi mai putin sensibili decit metodele rapide
de detectare, datorita fragilitajii deosebite a acestei bacterii In condifiile mediului extern.
Are avantajul specificititii absolute si posibilita}ii de testare a sensibilitafii tulpinii izolate
la metronidazol (tulpinile rezistente pot compromite sterilizarea mucoasei gastrice prin
schema tripld de tratament; bismut + amoxicilind + metronidazol).

33.3.2. Metode neinvazive
33.3.2.1. Diagnostic serologic

Aproximativ 95%, din persoanele colonizate cu H.pylori au niveluri decelabile de
anticorpi serici de tip IgG si IgA. Evidentierea lor poate fi efectuata prin reactii ELISA sau
latex-aglutinare cu antigeni partial purificati obtinuti prin extractie acida. Aceste teste sunt
folosite mai ales in studii epidemiologice.

Scaderea semnificativd a titrului anticorpilor dupd minimum 3 luni de la eradicarea
bacteriei consecutiv unui tratament eficlent a determinat preconizarea examenelor
serologice in monitorizarea terapie anti-H. pylori.

33.3.2.2.1. Testul respiratiei cu uree marcata

Ureea conjindnd un izotop de carbon (C'? sau C' este administrata per os per-
soanei investigate. In stomac, sub actiunea ureazei H.pylori, va fi eliberat CO2 marcat,
care va trece in sénge si apoi va fi eliminat prin aerul expiratl In care va fi detectat §i
cuantificat. Inconvenientiul metodel este dependenta de dotiri speciale extrem de cos-
tisitoare.

33.3.3. Biopreparate pentru diagnosticul si tratamentul infectiilor
cu C.jejuni/coli si H.pylori

m Seruri imune anti-C.jefuni §i anti-C.coli pentru identificarea antigenilor
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lipopalizaharidic §i proteic flagelar.

a Fagi pentru lizotipia C.jejuni $i C.coli.

= Suspensii de C.jefuni/coli pentru reaclia de aglutinare, imunofluorescentd indirects;
dezintegrate sonice de C.jejuni/coli pentru RFC, ELISA si sensibilizarea hematiilor
utilizate In hemagiutinarea indirecta.

a Rondele cu acid nalidixic si cefalotini pentru testul adifional de diferentiere a
speciilor de Campylobacter §i Helicobacter.

s Ser monoclenal anti-H. pylori marcat fluorescent pentru depistarea si identificarea
H.pylori in biopsii de mucoasi gastrica.

w Antigeni de H.pylori pentru diagnosticul serologic al infectiei prin ELISA si latex-
aglotinare,

= Uree marcati cu carbon radioactiv pentru depistarea infectiei cu H. pylori prin testul
respiratiei,

s Medicamente antimicrobiene: eritromicind pentru infectiile cu C.jejuni/coli;
asocialia bismut + amoxicilind + metronidazol pentru infectiile cu H.pylori.



34

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR CAUZATE
DE PSEUDOMONADE

34.1. DATE GENERALE

34.1.1. O minidefinitie

Pseudomonadele sunt bacili gramnegativi, mobili prin unul sau mai mulfi flageli
polari (o singurl specie este imobild: Psedomonas mallei). Strict aerobi, Unii cresc anaercb
in prezenta mitratilor. Oxidazopozitivi gi catalazopozitivi, Nefermentativi, atacd zaharurile
oxidativ fara producere de gaz. Unele specii produc pigmen{i difuzabili fluorescenti.

34.1.2. Repere taxonomice

Genul Pseudomonas are peste 260 de specii si face parte din familia Pseudo-
monadaceae. Pe baza homologiei rARN/ADN genul a fost lmparfit in § grupe de specii,
dar aceasta depAseste obiectivele manualului. Noi vom Imparti pseudomonadele din punct
de vedere medical In:

m specii patogene pentru animale $i om: P.mallei, agentul etiologic al morvei, 5l
P.pseudomallei, agentul meliocidozei;

= specii condifionat sau accidental patogene: P.aeruginosa, specia tip a genului si cel
mai frecvent izolatd din prelevate patologice, P.cepacia, P.fluorescens, P.putida, P.stutzeri,
P.maltophifia etc.

34.1.3. Habitat

Pseudomonadele sunt organisme saprofite larg raspindite In naturs; api, sol, nimol,
vegetale, intestinul omului §i animalelor. Singura specie obligat parazitd a animalelor,
P.mallei, este astizi eradicatd in majoritatea tarilor, iar P.pseudomallei triieste in apa si
solul umed din zonele ecuatoriale, unde imbolniveste animale si accidental omul,

P.aeruginosa, numiti comun bacilul piocianic {adici bacilul puroiului albastru, dups
capacitatea sa de a colora in verde-albastru purciul), este frecvents in fondul microbian al
anumitor spitale {(mai ales In sec}ii de urologie, pediatrie etc.), pentru c3 este uzual prezents
In microflora organismului, contamineaza suprafejele din jur si se multiplich rapid, chiar
si In frigidere, In alimente, solutii medicamentoase, apd distilatd, solutii de antiseptice si
dezinfectante cu nivel jos de eficienfd. In schimb, moare instantanen la fierbere, In 10
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minute la 60°C, dupa 2—5 minute in solufie 3—5% de cloramini sau 2—3% fenol.

34.1.4. Faclori de patogenitate

Bacilul piocianic este o bacterie iuvaziva 5i toxigend, Are factori de patogenitate:

m somatici: pili cu functic adeziva, glicocalix cu functie adezivd si protectoare, en-
dotoxini; .

s solubili: doud exotoxine, A gi 5, care inhibi sinteza proteich, enzime (proteaze,
elastaze, lipaza), hemalizine, un chelator de fier (piochelina) si piocine.

34.1.5. Receptivitatea la infectiile cu pseudomonade

In ciuda echipamentului variat de patogenitate (mai bogat §i mai bine cunoscut la
#.aeruginosa) pseudomonadele saprofite nu pot cauza infectii la gazda normoreactiva cu
hariercle antiinfectioase externe iniegre.,

Porti de intrare ale infectiei sunt: plagile i arsurile Intinse, epiteliul respirator cu
transportul mucociliar afsctat, uroepiteliul pacientilor cateterizati pentru uropatii obstruc-
tive. La pacientii cu imunodeficienie avansate (e. g. hemopatii maligne 5. a.) bacilul
piocianic translocat prin mucoasa ‘ntestinala intactd genereazd bacteriemii. Administrari
medicamentoase prin aerosolizare cu instalatii sao solufii contaminate, cateterizarea cailor
respiratorii in serviciile de reanimare si terapie inlensiva sunt alte conditii de risc. Foarte
grav evolueazh infecfiile cu pseudomonade la pacienfii hipocomplementemici sau
neutropenici,

34.1.6. Infectii cu pseudomonade

P.aeruginosa si alte pseudomonade determind:

= infec}ii supurative ale plagilor si arsurilor;

u infectii ombilicale la nou-nfscuti;

» otite externe maligne,

= olite medii, mastoidite, sinuzite, bronhopneumonii, pleurezii;

= boala diareici la copii, de la diaree ugoara plina la enterite necrozante;

= cistite, pielite;

m infeciii oculare;

m infecjii bacteriemice si seplicemice cu localiziri metastatice: endocardite, en-
darterite, osteomielite, aririte, meningite.

P.aeruginosa determind peste 15% din infectiile nozocomiale la copii gi adulfi, mai
ales In clinicile de chirurgie, urologie, In secfiile de reanimare §i terapie intensiva sau la
copii distrofici. Infecfia este endogena (tulpini de bacil piocianic din microflora normala
sau disbioticA a pacientilor) sau exogena (instrumentar, medicamente, obiecte, apa sau
alimente contaminate).
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34.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
CU PSEUDOMONADE

34.2.1. Diagnosticul microbiologic
34.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazd, In funciie de forma clinica si localizarea infecyiei: exsudate gi puroi,
sputd, lichid cefalorahidian, biopsii, urina, fecale.

Pentru investigatia epidemiologica se preleva lavajul instrumentarului, aparaturii de
anestezie §i reanimare, soluii medicamentoase (colire, solufii pentru inhalatii, pentru
perfuzii), medii nutritive pentru sugari, solufii de antiseptice i dezinfectante cu nivel jos
de eficienja.

34.2.1.2. Microscopia directd

Microscopia direct este orientativa; depisteaza bacili fini gramnegativi, nesporulaii.

34.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa I. Se Insaimanieaza prelevatele, dupa natura lor, pe medii care permit izolarea,
pe langa bacilul piocianic, si a altor specii eventual asociate: geloza-sAnge, mediul Endo,
gelozi nutritiva, bulion peptonat glucozat etc.

Izolarea din prelevatele contaminate se face cantitativ: se insimanjeazi pe plicile de
izolare cate 0,1 ml din dilutiile decimale ale prelevatelor in solufie salind izotond. Se
incubeaza culturile peste noapte la 37°C.

Etapa 1. Se repica coloniile suspecte, S sau R, cu tendinja de invadare a mediului,
hemolitice, pigmentate, cu luciu metalic §i cu miros asemanator florilor de salcim, pentru
a objine cultura pur3 necesara identificarii.

Etapa Il1. Se identifica izolatele pe baza urmitoarelor caractere (vezi i tabelul 34.1).

s De cultivare (vezi mai sus). Pigmentii produsi difuzeaz in mediu. Cele mai multe
tulpini de bacil piocianic produc pioverdinid (pigment galben-verzui fluorescent) i
piocianind (pigment albastru), unele produc pigment rogu, altele nu sunt pigmentogene.
Pigmentogeneza se studiaza cel mai bine In culturile pe mediul King-Ward-Roney.

s Microscopice: bacili fini gramnegativi, nesporulati, mobili.

s Biochimice. Studiul caracterelor biochimice este indispensabil pentru tulpinile
nepigmentogene si pentru diferenfierea corectd a speciilor (tabelul 34.1). Bacilul piocianic
este strict aerob, oxidazopozitiv, scindeaza glucoza oxidativ, produce gelatinaza, lipaza,
frecvent ureazd §i foarte rar lecitinaza, Utilizeaza citratul. Nu produce indol, H2S, iar
reaciiile ¢u rogo metil i Voges-Proskauer sunt negative,

s In laboratoarele de referinid sunt identificate serovarul si lizovarul, testatd
patogenitatea,
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Tabalul 34,1, Caractere diferenfiale ala pssudomonadelor cu impertantd medicald actuald

Caractere Paeru- | Pfluores- | P.putida | Peepacla | Pstutzeri | P.mal- P.aleeli-
ginosa ceny tophilia ganes

Pigmenii: |
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Oxidazd
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Omitindecarboxilazd — —

Hemoliza

Hidrollza: |

] ﬂ.ﬂ!nﬁm:l

s lecitinel

s tween 80 (ipazd)
| = ureei

| +
(=9

|

|

|

|

L - =~

+ |+
+*
'
¥
i

+ |+

|
|
+
I
+
I

|
&
|
|
|

e
o
|
|
|
|
(=%

e | &
R
ef ||
G4 o0
=+ | |
[ +1+
ao | |

Cresterca: '
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Sensibilimiea la: '
s polimixind B + + + - + + +

Simboluri: «+= — 90% din tulpini pozitive; s—= — 907, din tulplnl negative;
d — 11—¥9% din tulplni pozitive; TTC — trifenilietrazoliuclorid.
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u Antibiograma este obligatorie pentru ci bacilul piocianic dobandeste frecvent rezis-
tenfa multipla la antibiotice. Fiind natural rezistent la o serie din antibioticele clasice, se
testeaza tulpinile izolate fatad de: anumite peniciline (carbenicilina, azlocilina, ticarcilina
elc.), anumite aminoglicozide (gentamicina, tobramicina, amikacina), anumite
cefalosporine (cefsulodina, cefoperazona etc.), chinolone gi polimixina B.

Etapa IV. Se analizeaza, se interpreteaza rezultatele gi se completeaza buletinul de
analizi. La examenul prelevatelor contaminate psendomonadele au semnificatie clinica
numai izolate in cantitate mai mare de 10°UFC/ml sau g de produs patologic. Aceste
rezultate sunt esenjiale pentru terapia infectiilor determinate de pseudomonade $1 peniru
masurile de combatere §i profilaxie a infectiilor nozocomiale in care sunt atat de frecvent
implicate.



_ 39 ___

"~ DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL LISTERIOZEI

35.1. DATE GENERALE
35.1. 1. O minidefinitie

Listerile sunt mici bacili grampozitivi, nesporulati, neacidorezistenti. Aerobi si
microaerofili, cultivd intre 1 si 45°C, fiind mobili numai in culwrile la 20—25°C.
Catalazopozitivi 5i oxidazonegativi, atacd zaharurile fermentativ.

35.1.2. Repere taxonomice

Genul Listeria reuneste 8§ specii, dintre care numai doul, L .monocyfogenes §i
L.ivanovii, pot Imbolndvi omul. Din combinatii ale antigenilor somatici (factorii 0) si
flagelare (factorii H) rezulti mai multe serovaruri. L.monocytogenes are 13 serovaruri,
L fvanovii numal unul.

35.1.3. Habitat

Listedile au rispandire cosmopolitd si sunt ubicvitare In ambianfa noastrd: se
izoleaza din apele de suprafaja, apele reziduale, sol, namol; sunt prezente in fecalele unei
game largi de animale (mamifere, pasiri, pesti, nevertebrate) si in vegetale In descom-
punere,

Pot contamina alimente ca lapte, branzeturi, carne, zarzavaturi, iar capacitatea de
a tolera substaniele conservante si de a cregte la temperatura frigiderelor ridicd probleme
deosebite pentru conservarea prin refrigerare a alimentelor contaminate cu Listeria.

La om portajul fecal si genital de Listeria variaza Intre 0,6 si 70%, cu o medie de
5—10%.

Cu o astfel de raspandire, infelegem de ce principala poarta de intrare in organism
este cea orald, dar si transmiterea sexuald este posibila.

35.1.4. Factori de patogenitate

L. manocytogenes este o bacterie facultativ intracelulard a carei virulenja este deter-
minati de mai mulfi factori:

s Hemolizine, listeriolizine & 5i §, oxigenlabile i tiolactivate asemanitor streptolizinei
0. L.ivanovii-produce o hemolizini asemanatoare listeriolizinei 8, dar antigenic diferita.
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w Structuri parietale sau de invelig care determind monocitoza §i imunosupresie.
m Adezine, invazine (fosfolipazd eic.), superoxiddismutazi gi catalaza, care Ii asigura
supraviefuirea in fagozomi.

35.1.5. Receptivitatea la listerioze

La adultul normoreactiv infeciile cu L monocitogenes evolueaza In general inaparent.
Infectii manifeste clinic sunt, in general, mai rare 5i benigne.

Gazda imunocompromisd (alcoolici, imunosupresafi etc.) au receptivitatea crescuta.
Dar cel mai receptiv la listerioza, care se fransmite fransplacentar, este fatul.

35.1.6. Listeriozele

Infectiile cu L. monocytogenes dupa ingestia de doze masive prin consum de alimente
in care bacteria s-a multiplicat evolueazl ca foxiinfectii alimentare cu sindrom diareic. Alte
infectii, relativ benigne, ale adultului normoreactiv sunt: angind cu mononucleozd, con-
junctivitd, infectii ale tractusulul urinar sau genital, cutanate,

Foarte grave sunt meningoencefalitele si septicemiile cu L.monocytogenes la gazde
imunocompromise.

Aproape 1/2 din listerioza umana evolueaza ca infecfie perinatald. Gravida in ultimul
trimestru de sarcind poate face o infectie benignd sau inaparentd, care se transmite
transplacentar produsului matur cu meningoencefalitd sau septicemie cu noduli necrotici
diseminati predominant in ficat,

Infectii cu Loivanovii au fost rar semnalate.

35.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN LISTERIOZE

35.2.1. Diagnosticul microbiologic
35.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazd probe de alimente, fecale, urini, exsudate, lichid cefalorahidian sau
sAnge, In raport cu localizarea infectiei la adult. De la avortoni sau nou-nfscutii prematuri
5i infectati se preleva probe de {esut hepatic, creier, lichid cefalorahidian, sange.

35.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directs orienteaza diagnosticul citre listerioza cand, in prelevate necon-
taminate, depisteaza bacili fini grampozitivi in contextul unei reacfii inflamatorii cu
polimorfonucleare 5i macrofage.
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35.2.1.3. Izolarea §i identificarea

Etapa 1. Se epuizeazi prelevatele necontaminate pe o placa cu geloza-singe, iar cele
contaminate pe gelozd-sange selectiva prin adaos de acid nalidixic (40 wg/mb si
ripaflavina (40 pg/ml), cu incubare peste noapte la 37°C in atmosferd cu 10% COx
Procentul izolarilor creste daca, in afara epuiziri inifiale pe gelozd-sange, prelevatele
patologice se insamanjeazd pentru tmbogdtire In bulion cu tioglicolat de sodiu, cu incubare
la 4°C i cu repiciri siptimanale pe mediul selectiv.

Etapa II. Se urmireste aparitia coloniilor rotunde cu diametrul de 0,5—1,5 mm,
ugor convexe, 3, cenusii-albastrii, cu irizatie albasiri-verzuie la iluminare oblicd, viscoase,
dar usor emulsionabile. Coloniile de L.monocytogenes se inconjurd dupd 48 ore cu o zond
ingustad de f-hemolizd, iar cele de L.ivanovii cu zone duble sau triple de f-hemoliza
pronuntati. Se verificA microscopic 2—3 colonii pentru prezenta bacililor fini grampozitivi
si se repica pe panta de gelozA-sange, pentru acumularea de culturi purd necesard iden-
tificirii.

Etapa I11. Se identifica izolatele suspecte pe baza urmitoarelor caractere:

= Microscopice. Listeriile sunt bacili grampozitivi, colorati uniform, de 0,4—0,5 pym
diametru i 0,5—2 um lungime. In culturi batrine apar In forme filamentoase. Se dispun
izolat, in scurte lanfjuri (confuzie posibila cu streptococii), In palisade si unghiuri (confuzie
posibila cu corinebacteriile). Morfologic pot fi confundate si cu Erysipelothrix.

a Tesiul catalazei, p