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MINISTERUL SANATATII, MUNCII ST PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun.Chiginau
w29 ., tlebee 2020 nr._ £94
Cu privire la aprobarea Ghidului
»Principii §i proceduri n testarea micr

h Hurilar”
a tlor

in vederea standardizarii si asigurdrii calititii serviciilor medicale de laborator,
precum si implementarea reglementarilor internationale in interesul s@natatii publice
globale, in temeiul prevederilor Hotérarii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la
organizarea si functionarea Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,
ORDON:

1. Se aproba Ghidul ,Principii si proceduri in testarea microbiologica a
hemoculturilor”, conform anexei.

2. Conducatorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza
implementarea si monitorizarea eficientei aplicarii in activitatea practica a
prevederilor Ghidului ,Principii si proceduri in testarea: microbiologicd a
hemoculturilor”.

3. Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea asigurdrii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele si dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,,Principii si proceduri in
testarea microbiologica a hemoculturilor”.

4. Compania Nationala de Asigurdri in Medicina:

1) va asigura finantarea serviciilor incluse in Ghidul ,,Principii si proceduri in
testarea microbiologica a hemoculturilor”;

2)va organiza ghidarea de catre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
,Principii si proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor” in procesul de
executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si calitatii
serviciilor acordate de cétre prestatorii contractati in sistemul asigurarii obligatorii de
asistenta medicala.

5. Agentia Nationala pentru Sanatate Publica va organiza:

1)evaluarea institutionalizarii Ghidului ,Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor” in cadrul evaluarii §i acreditarii prestatorilor de
servicii medicale de laborator;

2)evaluarea respectarii prevederilor Ghidului ,,Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor” in cadrul controalelor efectuate in institugiile
medico-sanitare;

3)asigurarea accesibilitdtii Ghidului ,Principii si proceduri in testarea
microbiologicd a hemoculturilor” pe pagina web a ANSP si acordarea suportului
consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii
medicale de laborator.

6. Institufiile de Invafiméant medical vor organiza implementarea Ghidului
HPrincipii §i proceduri in testarea microbiologicd a hemoculturilor” in activitatea
didactica a catedrelor respective.

7. Ghidul ,,Principii §i proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor” se
plaseaza pe pagina WEB a Ministerului Sinatatii, Muncii si Protectiei Sociale.

8. Controlul executdrii prezentului ordin se atribuie dlui Constantin Rimis si dlui
Alexandru Holostenco, secretari de stat.

Ministru Viorica DUMBRAVEANU
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// ABREVIERI:

77
AST - eng. Antimicrobial Susceptibility Testing
EDTA - eng. Ethylenediaminetetraacetic Acid
El - Endocardita Infectioasa
EUCAST - eng. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing
IAAM - Infectii Asociate Asistentei Medicale
ID - Identificare
IFS — Infectii ale Fluxului Sangvin

MALDI-TOF - eng. Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization-Time Of Flight

MH — Mueller Hinton

MH-F — Mueller Hinton Fastidious

MRSA - Meticilino-Rezistent Staphylococcus aureus

NICE - eng. National Institute for Health and Care Excellence
PCR — Polymerase Chain Reaction

PNSP — Streptococcus pneumoniae Penicilin-Rezistent
SCN — Stafilococi Coagulozo-Negativi

SIRS - eng. Systemic Inflammatory Response Syndrome
TAT — Turnaround Times

T — Timp de Transport

TTD — Timp de Detectare

UFC - Unitati Formatoare de Colonii

VRE - Vancomicin Rezistent Enterococcus
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Acest ghid descrie procesarea si investigarea microbiologica a hemoculturilor
si Tsi propune sa stabileasca cerinte pentru fiecare etapa a procesului de
investigatie, fiind un instrument util, pus la dispozitie microbiologilor si
clinicienilor. Testele de diagnosticare rapida trebuie luate Tn considerare si
utilizate Tn urma validarii. Tehnicile moleculare directe, pe prelevate clinice nu
sunt abordate de acest ghid, inclusiv detectarea parazitilor, virusurilor sau a
speciilor de Mycobacterium.

2 // INTRODUCERE
7"

Sepsisul reprezinta o criza globald de sanatate ce afecteaza intre 47 si 50
milioane de oameni si cel putin 11 milioane mor in fiecare an, implicand
un deces la fiecare 2,8 secunde. Supravietuitorii prezinta un risc ridicat de
invaliditate pe termen lung.

Sepsisul este o manifestare patologica din cadrul maladiilor infectioase
la nivel global, cea mai frecventa soldata cu deces. Din toate decesele din
ntreaga lume 20% sunt asociate sepsisului. In functie de tara, mortalitatea
variaza Tntre 15 si mai mult de 50%. Odata supravetuiti multi pacienti sufera
de consecintele sepsisului pentru tot restul vietii.

Infectiile fluxului sangvin pot fi cauzate de bacterii, fungi, virusuri si paraziti,
inclusiv si cele cu risc individual si comunitar ridicat (virusul Dengue, Ebola
si virusurile febrei galbene, SARS-CoV-2 etc.). Spectrul clinic al infectiei
COVID-19 variaza de la forme asimptomatice la afectiuni clinice caracterizate
prin insuficientd respiratorie, care necesitd ventilatie mecanica, pana la
manifestari sistemice Tn ceea ce priveste sepsisul, socul septic si disfunctia
multipld a organelor. Actualmente sunt disponibile mai multe date stiintifice
referitor la COVID-19. Alianta Globala a Sepsisului aduce dovezi despre
efectele SARS-CoV-2 nu numai asupra sistemului respirator, care sunt
cunoscute, dar si despre afectarea practic a tuturor sistemelor organismului,
provocand sepsis. Managementul pacientilor severi cu COVID-19 poate fi
complicat de sindromul de detresa respiratorie acuta (SDRA), sepsis, soc
septic, coagulopatie intravasculara diseminata si insuficienta multi-organica,
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inclusiv leziuni renale acute si leziuni cardiace. Semnele tipice de leziuni
multi-organice ale sepsisului apar la aproximativ 2-5% dintre pacientii cu
COVID-19 dupa aproximativ 8-10 zile. Multi pacienti afectati de COVID-19
pot deceda din cauza septicemiei si a complicatiilor asociate. De aceea este
foarte importantd colectarea probelor de sange si sputd pentru izolarea
si identificarea agentilor patogeni potentiali la toti pacientii cu COVID-19.
Prelevarea si investigarea probelor permite excluderea altor cauze ale
infectiilor tractului respirator inferior, monitorizarea acestor pacienti prin
prisma evolutiei clinice. Rezultatele investigatiilor de laborator permit
confirmarea agentului etiologic pentru managementul corect al insuficientei
repiratorii progresive si/sau asociate cu sepsisul.

Prin urmare, este vital identificarea semnelor timpurii ale sepsisului,
confirmarea de laborator al agentului cauzal si initierea tratamentului prompt
si oportun. Interventia la timp salveaza viata pacientulu.

Ghidurile internationale, inclusiv cele cu referinta la COVID-19 recomanda
in caz de suspectie a sepsisului administrarea tratamentului antimicrobian
empiric in decurs de 1 ord de la evaluarea initiald a starii de sanatate a
pacientului si colectarea concomitenta a probelor pentru investigatii de
laborator.  Ulterior, la obtinerea rezultatelor de laborator tratamentul
antimicrobian se ajusteaza in baza rezultatelor testelor microbiologice.

Sepsisul este o urgenta medicald (precum ar fi atacul de cord, accidentul
vascular cerebral sau traumele multiple), frecvent subdiagnosticat Tn stadiu
incipient cand este Tnca potential reversibil precum si una din complicatiile
severe al infectiei COVID-19.

Sansele de supravietuire a pacientilor cu sepsis depind Th mare masura de
administrarea unui tratament adecvat si Tn timp util pentru infectia care a
cauzat sepsisul.

In lipsa unui diagnostic si tratament prompt, sepsisul poate duce rapid
la afectarea tesuturilor, insuficienta organelor ce pune in pericol viata
pacientului. Depistarea agentului cauzal al sepsisului poate dura Tn timp,
fiecare minut in diagnosticarea precoce a sepsisului conteaza si sunt necesare
actiuni urgente din partea tuturor actorilor implicati.

Evidentele medicale demonstreaza ca uneori infectia care a dus la sepsis
este necunoscuta si recomanda mai ntdi recoltarea prelevatului, urmat
de administrarea tratamentului antimicrobian empiric cu spectrul larg de
actiune, ulterior corijat cu rezultatele antibiogramei.

GHID Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor \\ 7
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Hemocultura reprezinta insdmantarea si incubarea unei probe de sange, intr-
un mediu de culturd adecvat, care urmareste izolarea si identificarea bacteriilor
sau fungilor antrenati de fluxul sangvin Th anumite conditii patologice.

Hemocultura reprezinta standardul de aur pentru detectia microorganismelor
din sange, primordiald Tn diagnosticul microbiologic al bacteriemiei,
fungiemiei, endocarditei infectioase sau a febrei de origine necunoscuta.
Hemocultura poate detecta si infectiile fluxului sangvin, asociate cu
pneumonia, artrita septica si osteomielita.

Rezistenta agentilor patogeni la antimicrobiene, Tn special bacteriile Gram-
negative, este cea mai frecventa cauza a tratamentului empiric ineficient in
infectia fluxului sangvin.

Se recomanda reducerea timpului la fiecare etapa a procesului de testare a
hemoculturii, de la transportarea probelor pana la raportarea rezultatelor.
Identificarea rapida a agentului cauzal si raportarea Tn timp util a rezultatelor
privind sensibilitatea la antimicrobiene pentru izolatele din sdnge ofera
informatii de diagnostic valoroase pentru initierea si ajustarea (de-
escaladarea’) terapiei antimicrobiene, reducand astfel mortalitatea, costurile
de asistenta medicala si povara sociala.

Séngele are efect bactericid, datorat elementelor cu actiune antimicrobiana
pe care le contine: complementul, sistemul properdinic, lizozimul, beta-
lizinele, anticorpii naturali. Microorganismele pot nimeri in fluxul sangvin
dintr-un focar de infectie de pe suprafata pielii sau a mucoaselor, a caror
integritatea a fost lezatd, din tractul gastrointestinal sau prin introducerea
directa a materialului contaminat Tn fluxul sangvin.

Aceste bacterii sunt Tn mod normal indepartate din fluxul sangvin Tn cateva
minute. Numai atunci cand sistemele de aparare ale organismului sunt

* Schimbarea tratamentului antimicrobian de spectru larg/multiplu, cu o terapie Tngusta/
tintita sau Tntreruperea tratamentului antimicrobian, bazat pe rezultatele identificarii si testarii
antimicrobiene. Poate include, de asemenea, schimbarea administrarii de la calea intravenoasa
la cea orald sau ntreruperea preparatelor antimicrobiene, daca infectia a fost exclusa.

Termenii de-escaladare si eficientizare a terapiei antimicrobiene empirice descriu practica
de utilizare a rezultatelor identificarii si testarii antimicrobiene, ca baza pentru eliminarea
terapiei combinate inutile si pot tinti mai eficient agentul patogen cauzal, ceea ce duce la
scaderea expunerii la preparate antimicrobiene si la economisirea substantiald a costurilor.
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epuizate, devine evidenta infectia sistemica. Mortalitatea este legata de tipul
de microorganism contractat si de natura bolii. Infectia fluxului sangvin este
cauzata de bacteriile (bacteriemie) sau de fungii (fungemie) din sange si
poate fi tranzitorie, intermitenta sau continua.

Bacteriemie tranzitorie

Prezenta tranzitorie a bacteriilor sau a fungilor Tn sange pentru o perioada
de cateva minute, poate fi asociatd cu extractii dentare si alte interventii
stomatologice, un cateterism uretral, o bronhoscopie, interventii chirurgicale
pe mucoase normal colonizate sau pe focare septice tisulare, urinare,
ginecologice. Utilizareaintravenoasdamedicamentelor poate fi, de asemenea,
o0 sursa de bacteriemie tranzitorie prin ace sau medicamente contaminate.
Bacteriemia tranzitorie apare si Tn asociere cu infectii localizate, cum ar fi
pneumonia pneumococica si pielonefrita.

Bacteriemie intermitenta

Infectia sangvina intermitentd este o infectie tranzitorie recurenta si este
asociatd cu abcesele nedrenate, intraabdominale. Aceasta apare la Thceputul
unor infectii sistemice si localizate, de exemplu, bacteriemie pneumococica,
Tn cazul pneumoniei pneumococice. Probele de sange, recoltate Tn timpul
perioadei febrile (pentru alte microorganisme decat speciile de Mycobacterium),
pot fi negative Tn bacteremia intermitentd, deoarece bacteriile tind sa fie
eliminate de catre mecanismele de aparare ale gazdei, Thainte de prelevare.

Bacteriemie continua

Bacteriemia continua apare Tn evolutia unor boli infectioase ciclice, ca: febrele
enterice, leptospiroze etc., in infectii endovasculare: endocarditele subacute,
anevrisme infectate, tromboflebite. Ocazional, bacteremia continua sa apara
n asociere cu surse nonvasculare, in special la pacientii imunosupresati.

Aparitia unor metastaze septice amplifica procesul bacteremic amorsat de
focarul infectios initial.

Pseudobacteriemie

Pseudobacteriemia apare atunci cand tulpinile izolate din sange provin din
afara sistemului sangvin al pacientului. Contaminarea probelor de sédnge
poate sa aiba loc la toate etapele: atat la colectarea probei de sange, cat
si la procesarea in laborator si poate proveni dintr-o varietate de surse. Au
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fost descrise focare de pseudobacteremie cu microorganisme din mediu,
care implicd solutii si echipamente contaminate n spitale, laboratoare si
esantionare incorectd a sangelui.

Sepsis
Notiunea SIRS (eng. Systemic Inflammatory Response Syndrome) -

sindromul de raspuns sistemic inflamator — descrie raspunsul timpuriu al
organismului la leziuni care pot fi de origine infectioasa sau neinfectioasa.

SIRS se atesta cand sunt prezente, cel putin, doua criterii dintre urmatoarele:
« temperatura corpului: <36°C sau >38°C;
 ritmul cardiac: >90 batai pe minut;
« hiperventilatie: frecventa respiratorie >20 respiratii pe minut;
« numarul de leucocite >12,0x10%/L, <4,0x10?/L sau >10 % forme imature.

Sepsisul (anterior septicemie) este prezenta SIRS cauzat de infectie. Sepsisul
este definit ca infectie confirmata sau suspecta (pe criterii clinice, bacteriologice
si imagistice), care declanseaza un raspuns inflamator sistemic particular.

Aproximativ 20% dintre cazurile de sepsis sunt asociate cu bacteriemia, restul
fiind determinate de alte procese infectioase din organism. Incidenta sepsisului
continud sa creasca cu o rata amortalitatii de 35-65%. Tratamentul antimicrobian
empiric, precoce si adecvat, este asociat cu scaderea ratelor mortalitatii
si rezultate clinice favorabile. Tn sepsisul sever, fiecare ord de intrziere in
tratamentul cu antimicrobiene determind o mortalitate Tnaltd. La persoanele
imunocompromise, sepsisul este definit ca SIRS cu unul sau mai multe dintre
caracteristicile clinice prezente, combinate cu o etiologie infectioasa.

Sepsis sever

Sepsisul sever este definit ca sepsis, asociat cu disfunctii organice,
hipoperfuzie sau hipotensiune.

Disfunctii de organ:
« Hipoxemie arteriald: Pa0,/ Fi O, < 300
« Oligurie acuta: debit urinar < 0,5 ml/kg/h pentru cel putin 2 ore
 Creatinina: >177 pmoli/L
« Anomalii ale coagularii: INR> 1.5, aPTT > 60 s
« Trombocitopenie: TR <100x107/L
« Hiperbilirubinemie: >34 pmoli/L

1 O // Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor GHID
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Soc septic

Socul septic este definit ca persistenta hipotensiunii arteriale, induse de
sepsis, Tn pofida resuscitarii volemice adecvate. Simptomele clinice sunt,
de obicei, atribuite produselor bacteriene toxice si/sau raspunsului gazdei
la acestea. Socul septic este mai frecvent indus de septicemia cu flora
Gram-negativa, dar poate fi asociat si cu microorganisme Gram- pozitive, in
bacteriemia cu pneumococ, stafilococ, streptococ grup A, dupa Lancefield.

Terapia antimicrobiana intravenoasa este recomandata in prima ora de la
diagnosticarea socului septic si a sepsisului sever. La fel, sunt esentiale si
alte masuri de sustinere, precum terapia cu lichide, ventilatia mecanica si
mentinerea tensiunii.

Sepsis neonatal

Sepsisul neonatal este definit ca SIRS, diagnosticat clinic, cauzat de infectia care
apare n primele patru sdptdmani de viata. Incidenta sepsisului neonatal creste
odata cu scaderea greutatii la nastere sau a prematuritatii. Deosebim doua tipuri:

« Sepsis neonatal cu debut precoce

Sepsisul neonatal cu debut precoce apare in primele 72 de ore de viatd si
este, de obicei, cauzat de infectia retrograda a tractului genital matern sau,
mai rar, transplacentar.

« Sepsisul neonatal cu debut tardiv

Survine dupa primele 72 de ore de viata, iar microorganismele pot fi
achizitionate din mediul extern (de ex., spital sau comunitate). Infectia
este adesea transmisa prin intermediul persoanelor implicate Tn ingrijire.
Microorganismele colonizeaza initial zonele superficiale si tractul respirator
superior si progreseaza provocand sepsis, pneumonie sau meningita.

Microorganismele, izolate din zonele superficiale, aspiratul gastric si lichidul
amniotic indica colonizare si pot include agenti patogeni responsabili de
sepsisul neonatal. Cu toate acestea, ele nu stabilesc prezenta unei infectii
sistemice active. Izolarea microorganismelor din sdnge ramane standardul
de aur pentru diagnosticarea infectiilor bacteriene sistemice la nou-nascuti.
Microorganismele asociate cu sepsisul neonatal sunt:

« Streptococi beta-hemolitici, Tn special streptococi grup B, dupa
Lancefield

o Enterobacteriaceae

GHID Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor \\ 1 1
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« Staphylococcus aureus
 Stafilococi coagulazo negativi
« Listeria monocytogenes

« Enterococcus spp.

« Pseudomonas spp.

« Fungi

A fost raportat si sepsis neonatal cauzat de bacterii anaerobe, majoritatea
cazurilor fiind provocate de speciile din genul Bacteroides, Clostridium sau
Peptostreptococcus.

Conform recomandarilor NICE privind utilizarea preparatelor antimicrobiene
n infectia neonatala cu debut precoce, rezultatele negative ale hemoculturii,
la 36 de ore dupa prelevare, pot fi utilizate ca dovada pentru intreruperea
tratamentului cu antimicrobiene. Incubarea hemoculturilor timp de 36 de ore
este suficienta pentru a exclude sepsisul la nou-nascutii asimptomatici, totusi
hemoculturile prelevate de la nou-nascutii <72 de ore pot necesita o incubare
mai Tndelungata.

Infectiile fluxului sangvin la pacientii imunocompetenti,
dobandite in comunitate

Bacteriemia si fungemia dobandite apar deseori la indivizii anterior
sandtosi, de obicei, Tn asociere cu infectiile de focar, cum ar fi pneumonia
pneumococica. De asemenea, bacteriile pot patrunde in sange din flora
comensala proprie a pacientului sau dintr-un focar nedetectat si pot provoca
infectii metastatice (asa cum se intampla uneori in cazul osteomielitei,
provocate de Staphylococcus aureus). Alte boli bacteriemice generalizate
includ febra enterica (de exemplu, tifoida) si bruceloza.

Microorganismele cel mai frecvent izolate la adulti cu bacteriemie dobandita
sunt:
 Escherichia coli

» Streptococcus pneumoniae
» Staphylococcus aureus

» Alte Enterobacteriaceae

« Neisseria meningitidis

» Streptococi beta-hemolitici
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Infectiile fluxului sangvin la pacientii imunocompetenti,
achizitionate Tn spital

Numarul sporit de proceduri invazive, cum ar fi cateterizarea, terapia
imunosupresiva, terapia cu antimicrobiene si masurile de suport vital, au dus
la cresterea cazurilor de bacteriemii, candidemii si a altor fungemii dobandite
Tn spital. Aceste proceduri pot vehicula microorganisme in sange sau pot
diminua sistemul de aparare al gazdei. Microorganismele cel mai frecvent
izolate de la adultii cu infectie de flux sangvin dobandita vor depinde de grupul
de pacienti (varsta, comorbiditati etc.) si spectrul se poate schimba odata cu
durata aflarii in spital:

« Stafilococi coagulazo negativi
« Escherichia coli

» Staphylococcus aureus

« Alte Enterobacteriaceae

« Pseudomonas aeruginosa

» Enterococcus

« Microorganisme anaerobe

» Streptococcus pneumoniae

e Fungi

Infectii asociate asistentei medicale (IAAM)

IAAM sunt infectii care apar ca urmare a interventiilor de ingrijire sau a
tratamentelor ambulatorii, la cabinetul medical, clinicd sau spital. La
pacientii care beneficiaza in permanenta de ingrijire medicala este adesea
dificil sa se determine cu exactitate daca infectia a fost contractata in
comunitate sau in spital.

Bacteriemie anaeroba

Studiile Tn domeniu relateaza ca microorganismele anaerobe constituie 1-17%
din hemoculturile pozitive. Microorganismele anaerobe prezinta, prin urmare,
0 cauza importanta a bacteriemiei si este necesar sa fie testate de rutina.
Microorganismele cel mai frecvent asociate cu bacteriemia anaeroba sunt:
 Bacilii Gram-negativi, inclusiv specii din genul Bacteroides si
Fusobacterium
« Peptostreptococcus

 Clostridium spp.
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Infectiile fluxului sanguin la copii
In ultimii ani, spectrul agentilor etiologici ai bacteriemiei la copii s-a
schimbat. Infectiile cu Haemophilus influenzae tip b au scazut dramatic dupa
introducerea imunizarii cu Hib, iar rata infectiilor asociate asistentei medicale
sistemice au crescut odata cu sporirea posibilitatilor medicale, raportarii, etc.
Microorganismele cel mai frecvent izolate la copiii cu bacteriemie dobandita
Tn comunitate sunt:

» Streptococcus pneumoniae

« Neisseria meningitidis

« Staphylococcus aureus

« Escherichia coli

Microorganismele implicate Tn infectiile asociate asistentei medicale la copii
sunt similare cu cele implicate la adulti.

Bacteriemia oculta poate aparea la copiii cu putine sau fara simptome asociate,
in mod normal, cu infectia fluxului sangvin. Pirexia, care poate fi singurul
indicator, nu este unul specific. S.pneumoniae predoming, dar a fost descrisa si
infectie oculta cu H. influenzae, specii de Salmonella si N. meningitidis.

Bacteriemia asociata cateterizarii

Este foarte dificil a demonstra ca drept cauza a bacteriemiei sau a fungemiei
este cateterizarea intravenoasa. Deseori nu exista dovezi de infectie la locul
de insertie a cateterului, iar microorganismele implicate sunt frecvent parte
a florei normale a pielii si sunt contaminanti obisnuiti ai hemoculturilor.
Diagnosticul bacteriemiei asociate cateterizarii este, de obicei, bazat pe:
« izolarea aceluiasi microorganism din sange si din locul purulent de
insertie a cateterului sau a varfului cateterului;
« sepsisulclinic, care nu raspunde la terapia antimicrobiana si se rezolva
prin inlaturarea cateterului.

Bacteriemia la femeile Tnsarcinate

Listeria monocytogenes poate provoca o infectie severa la femeile gravide.
Sepsisul cauzat de L. monocytogenes prezinta o afectiune febrild acuta care
poateafectafatul. Acestlucrupoateducelaoinfectiesistemica(granulomatoza
septica infantild), la moartea fatului sau la o meningita neonatald. Pentru a
depista acesta specie de microorganisme trebuie examinate produsele de
conceptie, placenta si tampoanele neonatale. Investigarea bacteriologica
de rutina a secretului vaginal pentru L. monocytogenes nu este, de regulg,
efectuatd, dar poate fi utila in cazurile suspecte.
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Afectarea septica poate duce la o morbiditate materna severa si poate fi fatala.
Perforarea uterind, prezenta resturilor necrotice si a produselor placentare
retinute pot duce la infectii; majoritatea infectiilor sunt polimicrobiene siimplica
anaerobi. Sepsisul clostridian care complica avortul este potential letal. La
unele femei, speciile de Clostridium fac parte din flora vaginala normala.

Endocardita infectioasa

Endocardita infectioasa (El) este o infectie microbianda a suprafetei
endocardice, care determind aparitia vegetatiilor la nivelul endocardului, in
special la nivelul valvelor, cu perturbarea functionalitatii normale a acestora.
Se intdmpl3, de obicei, la locul unei leziuni cardiace predispozante sau al unui
defect congenital, Tn care exista flux sanguin turbulent, favorizand leziunea
endocardica si aderarea trombocitelor. Un cheag de fibrina este depus pe
suprafata endocardica deteriorata si este colonizat cu microorganism, care
au patruns in fluxul sangvin, formand astfel vegetatii infectate.

Viabilitatea bacteriilor poate fi prezenta atat in interiorul, cat si pe suprafata
vegetatiei, ceea ce face dificil tratamentul antimicrobian. Din punct de vedere
istoric, El a fost calificata ca fiind ,acutd” sau ,subacutad”, referitor la cursul
obisnuit al bolii netratate. Fiind propuse Tn 1994, criteriile Duke sunt si acum
utilizate pentru diagnosticare. Este mai simplu sa descriem boala n raport
cu microorganismul infectant sau cu anatomia de baza.

Rezultatele hemoculturii sunt esentiale pentru diagnosticul simanagementul
pacientilor cu endocardita infectioasa. Prin urmare, este imperativ sa se
utilizeze tehnici optime de cultivare, ceea ce va permite izolarea agentului
etiologic in peste 90% dintre cazurile de endocardita infectioasa. Prima
problema n evaluarea unui pacient cu suspectie de endocardita infectioasa
este a determina cand se preleveazad hemocultura.

Endocardita infectioasa acuta

Tn cazurile de endocardit infectioasa suspectd sau certa, care poate fi cauzata
de agenti patogeni extrem de virulenti, cum ar fi Staphylococcus aureus,
hemoculturile trebuie sa fie recoltate pentru a evita esecul terapeutic.

Endocardita infectioasa subacuta

n cazul prezentei simptomelor care sugereaza o El subacuta, nu este
primordiald raportarea rezultatului preliminar, ci stabilirea diagnosticului
microbiologic definitiv (identificarea agentului cauzal si rezultatele testarii
antimicrobiene).
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Endocardita nativa (afectarea valvelor)

Boala cardiaca reumatica cronica a fost principalul factor predispozant
in El, dar este inlocuita acum de alte afectiuni, cum ar fi: boala cardiaca
congenitald, prolapsul valvei mitrale si boala valvulara degenerativa la
varstnici. Endocardita infectioasa se poate dezvolta la valvele anatomic
normale si functionale, ca urmare a anumitor bacteriemii.

Microorganismele cel mai frecvent izolate sunt:
» Streptococii orali
« Staphylococcus spp. (aproximativ 80% dintre acestia sunt S. aureus)
« Enterococcus spp.
« Streptococcus bovis (S. bovis biotip 1/S. gallolyticus subsp. gallolyticus).

Au fost descrise multe alte microorganisme, inclusiv unele care sunt
pretentioase si care rareori cauzeaza infectii la om, altele decat endocardita
(de exemplu, grupul HACEK: Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikinella si Kingella). Speciile din genul Bartonella devin din ce in ce mai
frecvent cauze importante ale endocarditei, Tn special la pacientii cu HIV.

Infectia fluxului sangvin la pacientii imunocompromisi

Pacientii imunocompromisi sunt cei cu anomalii ereditare, dobandite sau cele
induse de tratamente imunosupresoare. Prin urmare defectele de fagocite,
complement, formarea de anticorpi si imunitatea mediata celular sunt
deseori asociate cu o anumita dereglare sau boala, cum ar fi malformatiile,
infectia HIV, transplant de organe, terapie imunosupresoare si cu hormoni
steroizi. Riscul de infectie este cel mai mare la pacientii cu neutropenie,
la care bacteriile Gram-negative cauzeaza sepsis sever, asociat cu o rata
ridicata a mortalitatii.

La pacientii imunocompromisi, exista o incidenta sporita a infectiei cauzate
de microorganisme care fac parte din flora indigena. Acestea ar fi, de obicei,
considerate contaminanti pentru gazda imunocompetentd (de exempluy,
stafilococii coagulazo-negativi, enterococii si streptococii grup Viridans).

Pacientii hipospleni sau aspleni sunt sensibili la septicemie fulminantd, cauzata
de o varietate de microorganisme, Tn special de bacterii, precum S. pneumoniae,
H. influenzae si N. meningitidis, dar si de microorganisme mai putin obisnuite,
cum ar fi Capnocytophaga spp. Spectrul de microorganisme detectate, reflecta
perioadele prelungite ale neutropeniei, durata spitalizarii si o utilizare sporita
a cateterelor venoase centrale si a antimicrobienelor cu spectru larg. Infectiile
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polimicrobiene sunt mai frecvent atestate la acest grup de pacienti, iar numarul
de infectii oportuniste, provocate de speciile Gram-pozitive, Tn special cele
cauzate de fungi si Mycobacterium spp., de asemenea a crescut.

Pe langa microorganismele mentionate anterior, asociate cu infectia fluxului
sanguin la pacientii imunocompromisi se mai izoleaza si alti agenti microbieni:
« bacterii Gram-negative
» Listeria monocytogenes
« Corynebacterium spp.
« Candida spp.

Semnificatia fungilor saprobioti Tn IFS

Aspergillus spp. reprezinta cea mai frecventa cauza a infectiilor fungice
invazive, dar este rar izolat din sange. Pe de alta parte, Fusarium spp. este
izolat Tn 60- 70% din hemoculturile pacientilor cu fusarioza diseminata. Printre
fungii emergenti, implicati tot mai des n infectii invazive, inclusiv in fungemii,
se numara: Scedosporium spp., Alternaria spp. si Paecilomyces spp.

Cu exceptia fungemiilor asociate cu prezenta cateterelor venoase centrale,
determinarea semnificatiei clinice a hemoculturilor pozitive cu fungi, chiar si la
pacientii cu hemopatii maligne, reprezinta o provocare. Cele mai frecvente cauze
de fungemii adevarate sunt determinate de Scedosporium spp., iar prezenta
leucemiei sau a transplantului medular reprezinta un factor de risc major.

Semnificatia hemoculturilor pozitive cu Aspergillus spp. rdmane incerta. Tn
literatura de specialitate sunt atestate putine cazuri, documentate din punct
de vedere clinic, histologic si microbiologic, de evidentiere a aspergilozei
invazive cu hemocultura pozitiva certd. O singura hemocultura pozitiva, Tn
sistemul lizei cu centrifugare, reprezintd, Tn mod obisnuit, un indicator al
pseudoaspergilemiei, iar Tn acest caz trebuie gasite argumentele clinice
si radiologice pentru stabilirea semnificatiei clinice a izolatului. Totusi se
considera ca hemoculturile pozitive pentru Aspergillus, cu reala semnificatie
clinica, sunt foarte rare.

Candida spp. (in particular Candida albicans) este frecvent izolatd n
hemoculturi, reprezentand pana la 10% dintre infectiile sistemice asociate
asistentei medicale; cu toate acestea aproximativ 50% din hemoculturi
raman negative la pacientii cu candidemie. Tn cazul hemoculturilor pozitive
cu Candida spp., trebuie depistata posibila sursa a infectiei si cateterele
intravasculare Tnlocuite.

GHID Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor \\ 1 7
AY )



A RECOMANDARI PENT
INDICAREA HEMOCU

//

Majoritatea studiilor stiintifice subliniaza importanta indicarii hemoculturii
de catre clinicieni, pacientilor ce prezinta oricare dintre urmatoarele semne:

18 //
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septicemie, soc septic;

infectii care se asociaza cu bacteriemie (pneumonie, meningita, pie-
lonefrite acute, infectii puerperale, angiocolecistite, artrite septice,
infectii ale arsurilor si plagilor);

nou-nascuti si copii cu semne clinice sugestive, chiar minime de in-
fectie de flux sanguin;

febra sau istoric de febra si neutropenie suspectata sau dovedit3;
febra si stare imunocompromisa;

stari febrile dupa interventii chirurgicale pe intestin, focare infectioase
cronice, cateterism venos prelungit, dializa peritoneals;

febra la persoanele care au calatorit recent peste hotarele tarii;
endocardita infectioasa suspects;

sindrom sugestiv pentru IFS cu germeni specifici (febra enterica -
S.Typhi, S. Paratyphi, bruceloza, leptospiroza);

n cazuri particulare (sarcing; afectiune cardiaca, diabet asociat cu insu-
ficienta renald, insuficienta hepaticg; leucocitoza; granulocitopenie);

sindroame febrile cu etiologie neelucidata.
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5 / PROCEDURA DE PREL

A HEMOCULTURII

5.1 TIPUL PROBEI
Sénge

5.2 DEZINFECTAREA PIELII SI PREVENIREA
CONTAMINARII HEMOCULTURII

Majoritatea probelor de sange pentru hemocultura sunt recoltate prin
venipunctie. Pentru a reduce la minim riscul de contaminare a probei cu
flora comensala a pielii, locul venipunctiei necesita dezinfectare. O serie de
dezinfectanti au fost folositi clinic Tn ultimii 50 de ani, inclusiv prelucrarea
cu alcool (70% izopropil), tinctura de iod, povidona-iod, iodofori, peroxid de
clor si gluconat de clorhexidind. Majoritatea studiilor analizate recomanda
urmatorii dezinfectanti:

« tinctura de iod, peroxid de clorura si gluconat de clorhexidina sunt
superioare preparatelor de povidona-iod;

« tincturadeiod sigluconatul de clorhexidina sunt echivalente, gluconat
de clorhexidina Tn alcool izopropilic 70%.

Preparatele care contin iod necesita suficient timp pentru dezinfectarea
suprafetelor (30 de secunde pentru tinctura de iod si 1.5-2 minute pentru
iodofori). Gluconatul de clorhexidinad necesitd aceeasi perioada de timp ca
tinctura de iod, dar nu este asociat cu reactii alergice si nu trebuie curatat de
pe piele dupa terminarea venipunctiei. Dezavantajul principal al gluconatului
de clorhexidina 1l constituie faptul ca nu poate fi aplicat pentru dezinfectarea
pielii sugarilor cu varstd mai mica de doua luni; cu toate acestea, este
dezinfectantul de piele recomandat copiilor mai mari si adultilor.

Gluconatul de clorhexiding, ca antiseptic al pielii, este permis pentru aplicare
pacientilor pediatrici, cu varsta de doua luni si peste.

Pentru pacientii cu varsta mai mica de doua luni, alcoolul izopropilic 70%
constituie o alternativa acceptabild pentru dezinfectarea pielii.
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Modul de recoltare a probelor de sange pentru hemocultura

Pe parcursul procedurii, trebuie respectata o tehnica aseptica stricta (vezi
anexa 1).

Sangele pentru hemocultura trebuie colectat din vene, nu din artere.

Probele de sange obtinute prin cateterele intravenoase sunt asociate cu rate
de contaminare mai mari decét probele de sange obtinute prin venipunctie.
Deoarece evaluarea si interpretarea hemoculturilor pozitive din catetere

intrave

noase si dispozitive similare este dificila, este necesara recoltarea in

paralel a unei probe suplimentare, obtinute prin venipunctie.

Dupa identificarea locului de venipunctie, septul de cauciuc al flaconului de
hemocultura trebuie dezinfectat cu 70% alcool izopropilic si ldsat sa se usuce.

Cerinte de recoltare a probelor de sange pentru hemocultura:

1.

2.

4.

Nota:

Zona de punctie se decontamineaza larg, concentric, cu 70% alcool
izopropilic, permitandu-i sa se usuce.

Se aplicd dezinfectantul principal (recomandata fiind clorhexidina
n 70% alcool izopropilic), apoi i se permite sa actioneze in limitele
timpului recomandat.

Persoana care recolteaza sange nu trebuie sa palpeze vena dupa
dezinfectarea pielii decat daca poarta manusi sterile.

Se recomanda ca sangele sa fie recoltat Tntr-o seringa sterila si apoi
sa fie transferat in flaconul de hemocultura. Nu se admite recoltarea
sangelui direct in flacoanele de hemoculturd, din cauza riscului
de reflux al bulionului Tn vene. Este posibild colectarea directd in
flaconul de hemocultura doar cu ajutorul dispozitivelor speciale de
colectare, disponibile de la unii producatori; acestea trebuie utilizate
Tn conformitate cu recomandarile producatorilor.

Flacoanele de hemocultura trebuie mentinute Tn pozitie verticala
atunci cand sunt utilizate.

Nota:

Utilizarea dezinfectantilor pe bazd Daca este necesara si efectuarea altor

de iod

nu este recomandatd pentru teste, flacoanele pentru hemoculturd

dezinfectarea septului din cauciuc trebuie inoculate primele, pentru a
pentru unele sisteme comerciale, evita contaminarea. Se recomandd a
deoarece acest lucru poate afecta efectua separat prelevarea sdngelui
integritatea septului. pentru hemoculturd.
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Indiferent de metoda aplicatd pentru recoltarea sangelui, laboratoarele
trebuie sa dispuna de proceduri operationale standard, Tn scopul minimizarii
ratelor de contaminare (interval acceptabil < 3%).

5.3 TIMPUL OPTIM DE PRELEVARE A SANGELUI
PENTRU HEMOCULTURA

Prelevarile trebuie facute Tnaintea tratamentului antibacterian, Tn cazurile
cand este posibil. Sangele se recolteaza cat mai curand posibil, dupa debutul
simptomelor clinice. Cu toate ca sangele poate fi prelevat in orice moment,
totusi timpul optim pentru recoltare este Tn timpul crizei febrile sau cat mai
curand posibil dupa criza febrila, cu exceptia endocarditei, unde limita de
timp nu este critica.

9.4 CRITERII DE RESPINGERE A PROBELOR

Laboratorul Tsi rezerva dreptul de a refuza specimenele recoltate si etichetate
impropriu. In general, hemoculturile impropriu recoltate sunt pastrate pana
la momentul n care institutia sau persoana care a recoltat proba sunt
anuntate.

Probele de hemocultura, care intrunesc criteriile prezentate mai jos, trebuie
response, recomandandu-se repetarea recoltarii.

Criterii de respingere:
 flacoane neetichetate care nu pot fi identificate;
 flacoane sparte, deteriorate sau cu scurgeri;

« flacoane cu cheaguri si care contin anticoagulante, altele decat SPS
(Sodium polyanethole sulfonate).
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6 CANTITATEA NECES
NUMARUL DE PROBE
//

Hemocultura reprezinta o proba de sange, colectata prin venepunctie, dintr-
un singur loc, inoculata Tn unul sau Tn mai multe flacoane.

Un set de hemocultura este definit ca un flacon aerob si unul anaerob. Pentru
sugari si nou-nascuti poate fi solicitat un singur flacon aerob.

6.1 CANTITATE
Adulti

La un adult, volumul de sédnge recomandat pentru un set de hemocultura este
de 20 - 30 ml. Deoarece fiecare set contine un flacon aerob si unul anaerob,
fiecare flacon trebuie inoculat cu aproximativ 10 ml sange.

Tn scopul de a optimiza recuperarea agentului patogen si a majora rata de
izolare, este recomandat sa se foloseasca doua sau trei seturi (doua flacoane
per set) pentru fiecare episod septic (40-60 mlsange; 10 mlper flacon). Pentru
fiecare mililitru suplimentar de sange cultivat, izolarea microorganismelor
recuperate din sange de la adulti creste in proportie directd pana la 30 ml.
Intervalul dintre doua probe nu este

un factor critic, deoarece randamentul | N3,

de diagnosticare ramane acelasi, chiar
si atunci cand cele doua probe sunt
prelevate Tn acelasi timp (interval nul).

Pot fi indicate mai mult de 2 flacoane
per set.

Copii gi nou-nascuti
Investigarea sangelui pentru hemocultura la copii constituie o provocare.
Este dificila determinarea volumului optim necesar din urmatoarele motive:

« concentratia bacteriilor din sange la copiii cu bacteriemie este, de obicei,
mai mare decat la adulti, prin urmare, cantitatea de sange necesara de
la un nou-nascut sau sugar poate fi mai mica cu cativa mililitri;

 concentratia de bacterii din fluxul sanguin scade odata cu varsta si,
prin urmare, volumul de sdnge necesar pentru hemocultura creste;
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+ 0 abordare rationald este ajustarea volumului de sange recoltat in
functie de greutatea copilului (tabelul 1).

Volumul de sénge se recolteaza in functie de greutatea pacientului si se
utilizeaza deseori doar un flacon aerob, iar cel anaerob numai in cazul Tn
care se suspecteaza infectia anaeroba.

Pentru testarea hemoculturii la copii sunt disponibile flacoane de hemocultura
cu formule, special destinate volumelor mici de sange (pentru copii cu varsta
mai mica de 2 ani). Acestea sunt concepute special pentru a mentine raportul
sange-bulion (1:5 pana la 1:10) pentru volume mici de sdnge, in scopul
Tmbunatatirii recuperarii microbiene.

Tn prezenta unui nivel ridicat de bacteriemie, cantitatea de sange recoltata
pentru sugari si nou-nascuti este de 1-2 ml sange si pentru copii — 2-5 ml (nu
mai mult de 1% din volumul total de sange).

Un nivel scazut de bacteriemie (<4x10*UFC/ml) la nou-nascuti si la copii apare
cu microorganisme clinic semnificative si studiile in domeniu sugereaza ca
pentru detectarea fiabild a bacteriemiei la nivel scazut, trebuie sa se cultive
4-5% din volumul total de sange al pacientului (tabelul 1).

Tabelul 1. Volumul de sange recomandat pentru hemocultura
la nou-nascuti si copii

Greutate Volurn total | Volum recomandat" Volum total | % din volumul
. de sdnge al | pentru hemocultura ~
pacient, . . pentru total de sange

pacientului . . .
kg (ml) Set 1 Set 2 | hemocultura | al pacientului
<1 50-99 2 - 2 4
1,1-2 100-200 2 2 4 4
2,1-12,7 >200 4 2 6 3
12,8-36,3 >800 10 10 20 2,5
>36,3 >2200 20-30 20-30 40-60 1,8-2,7

Adoptat de Kellogg et al. Frequency of low-level bacteremia in children from birth to fifteen
years of age. J Clin Microbiol. 2000; 38:2181-2185

Nota:

Nu se depdseste volumul maxim recomandat de producdtor pentru fiecare flacon.

GHID

Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor

\ 23
\N




Daca volumul de sange este insuficient pentru doua flacoane, mai ntai se
inoculeaza flaconul aerob si apoi restul volumului de sdnge se inoculeaza
intr-un flacon anaerob.

Inocularea flacoanelor de hemocultura n acest mod este importanta, deoarece
cele mai multe bacteriemii sunt cauzate de bacterii aerobe si facultativ aerobe,
care vor fi recuperate mai bine din flacoanele aerobe. In plus, fungii patogeni
sunt recuperati aproape exclusiv din flacoanele aerobe, la fel ca aerobii stricti,
precum Pseudomonas si Stenotrophomonas. Laboratoarele care opteaza doar
pentru flacoane aerobe, trebuie sa aplice doua flacoane aerobe pentru fiecare
set de hemoculturd, pentru a asigura inocularea volumelor adecvate de sange.

6.2 NUMARUL DE PROBE

Numarul si frecventa hemoculturilor colectate depind de starea clinica a
pacientului.

Se colecteaza doua seturi consecutive, din doud locuri separate de venepunctie,
cat mai curdnd posibil dupa debutul simptomelor clinice. Sangele poate fi
prelevat in orice moment, dar preferabil este in perioada episodului febril sau
imediat dupa acesta, exceptie facand endocardita, unde timpul nu este critic.

La nou-ndscuti se colecteaza sange pentru un singur flacon aerob sau pentru
un flacon special destinat volumelor mici.

Pentru copii se folosesc 1-2 flacoane aerobe, se recurge la unul aerob si unul
anaerob, atunci cand este relevant din punct de vedere clinic.

In situatii urgente, 2 sau mai multe seturi de hemoculturd pot fi obtinute
secvential, intr-un interval scurt de timp (minute), dupa care terapia empirica
poate fi initiatd. n situatii mai putin urgente, obtinerea seturilor de cultura de
sange poate avea loc pe parcursul mai multor ore sau si mai mult.

In cazurile de sepsis sever, se recolteaza doua seturi n prima ora, preferabil
nainte de initierea tratamentului antimicrobian, cu conditia sa nu se Tntarzie
in mod semnificativ administrarea preparatelor antimicrobiene.

De la pacientul suspectat de prezenta endocarditei infectioase se recolteaza
cel putin trei seturi, intr-o perioada de 24 ore. Seturile de hemocultura se
obtin la un interval de 30 min. - 1 ora. Acest fapt poate ajuta la confirmarea
unei bacteriemii continue, care poate oferi o valoare clinica suplimentar3,
mai ales daca ecocardiografia este negativa sau echivoca.
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Deoarece bacteriile si fungii nu sunt prezenti Tn mod constant in fluxul
sanguin, sensibilitatea unui singur set de hemocultura este limitata.

Tntr-un studiu recent a fost investigatd sensibilitatea cumulata a culturilor
de sange, obtinute secvential pe o perioada de 24 de ore, utilizand sisteme
automatizate. Rezultatele denota ca randamentul cumulat de agenti patogeni
din trei seturi de hemocultura (2 flacoane per set), cu un volum de sange de
20 ml in fiecare set (10 ml per flacon), a fost de 73,1% pentru primul set,
89,7% — primele doua seturi si 98,3% pentru primele trei seturi. Cu toate
acestea, pentru a realiza o ratd de detectare >99% dintre infectiile fluxului
sangvin, pot fi necesare cate patru seturi de hemocultura.

Un singur flacon sau un set de flacoane (aerob si anaerob) nu este suficient
pentru testarea hemoculturii de la pacientii adulti, deoarece aceasta practica
implica recoltarea unui volum de sange insuficient si respectiv pierderea unui
numar substantial de bacteriemii si dificultati in diferentierea bacteriemiei
adevarate de contaminare. Un contaminant va fi, de regula, prezent Tntr-un
singur flacon dintr-un set de hemocultura, spre deosebire de o adevarata
infectie a fluxului sangvin, Tn care mai multe flacoane/seturi de hemocultura
vor fi pozitive.

Daca s-au luat 2-3 seturi de hemocultura si acestea sunt negative dupa
24-48 de ore de incubare, iar pacientul este inca potential septic, in scopul
imbunatatirii managementului pacientului, se recomanda colectarea a inca
2-3 seturi suplimentare de hemocultura.

Ca si la pacientii adulti, la cei pediatrici se colecteaza doua-trei hemoculturi in
24 de ore. Deoarece bacteriile anaerobe sunt rareori recuperate de la pacientii
pediatrici, studiile recomanda utilizarea doar a flacoanelor aerobe. Flacoanele
anaerobe pot fi luate in considerare pentru nou-nascutii de la mame care au
avut ruperea membranelor Tn timpul nasterii sau corioamniotitd materna;
infectie cronica orala sau sinusald; celulita (in special perianald si sacrald);
semne si simptome abdominale; plagi muscate; flebita septica; pacienti
neutropenici carora li se administreaza steroizi.

6.3 INOCULAREA FLACOANELOR

La utilizarea unui set de colectare a sangelui cu fluturas, flaconul aerob
trebuie inoculat primul, pentru a preveni transferul de aer din dispozitiv in
cel anaerob. lar Tn cazul colectarii cu seringa, primul se inoculeaza flaconul
anaerob, pentru a evita patrunderea aerului.
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7 TRANSPORTAREA SI
PASTRAREA HEMOC

//

Standard preanalitic

Flacoanele inoculate trebuie sa fie incubate cat mai curand posibil, timp ideal
fiind de maxim 4 ore (tabelul 2).

Tabelul 2. Standard preanalitic

Stadiul de investigare: Standard:
Preanalitic Timp ideal
De la colectare pana la incubare <4 ore

Tn cazul n care probele nu pot fi transportate in decurs de 4 ore, ghidurile
Societatii Europene de Microbiologie Clinica si Boli Infectioase (ESCMID)
recomanda ca flacoanele de hemoculuturd, destinate testarii cu utilizarea
sistemelor automatizate, sa fie pastrate la temperatura camerei, deoarece
preincubarea in termostate poate duce la rezultate fals negative sau la
cresterea timpului de detectie a rezultatului pozitiv. Tns3 flacoanele destinate
testarii prin metoda manuala trebuie incubate cat mai curand posibil.

Ghidurile internationale recomanda laboratoarelor sa stabileasca o procedura
privind gestionarea corecta a transportarii probelor, Tn scopul asigurarii
integritatii acestora si a unei durate de timp adecvat.
Formularul de Tnsotire a hemoculturilor trebuie sa contina:

e numele si prenumele;

e Varsta;

« diagnosticul pacientului;

 locul de unde a fost prelevata proba de sange;

e tratamentul administrat; z

Nota:

« data si ora recoltarii;

. . ;
. volumul de sange colectat, Probele nu trebuie refrigerate!

La utilizarea metodei manuale de testare a hemoculturii, Tn cazul suspectiei
bacteriilor strict aerobe (ex. Pseudomonas, Neisseria) sau a levurilor, flaconul
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trebuie ventilat imediat ce este primit Tn laborator, prin strapungerea septului
flaconului, dezinfectat anterior, cu un ac steril. Acul poate fi indepartat odata
ce presiunea din sticla atinge nivelul presiunii atmosferice.

Flacoanele de hemoculturg, destinate pentru utilizarea metodei automatizate,
contin CO,, O, si N, ceea ce are un efect stimulant asupra cresterii si nu
necesita ventilare.

Standardele internationale recomanda verificarea prezentei semnelor de
crestere, Tnainte de Tncarcare/incubare a flacoanelor transportate Tn laborator
mai tarziu de timpul recomandat. In cazul prezentei semnelor vizibile de
crestere, se recomanda efectuarea unui frotiu Gram si a subculturii.

8 METODOLOGIA DE PI
A PROBELOR DE HE

Pentru managementul eficient al pacientului cu infectie de flux sanguin este
imperios necesara comunicarea catre clinician a rezultatelor fiecarei etape
de investigare a hemoculturii.

Din momentul detectarii/semnalarii pozitive a flacoanelor de hemocultura,
rezultatele identificarii si ale determinarii sensibilitatii la antimicrobiene ale
izolatelor trebuie raportate Tn limita timpului recomandat (tabelul 3).

Tabelul 3. Standard analitic

. Etap? de Criteriu Standard
investigare
Analitica
Test efectuat Timp recomandat
pentru raportare
Pozitivare la Frotiu Gram <2 ore
_rglcrtg;cople, Testare Rapida Antigen <2 ore
! iiZSItach;ea Metode moleculare Aceeasi zi
3l les.area Identificare Directd/Automata <24 ore
sensibilitatii la dentif da clasic 2448
antimicrobiene entificare, m.qu va“c asflca ; ; -48 ore
Testarea sensibilitatii (Directa/Automatd) | <24 ore
Testarea sensibilitatii (metoda clasica) | 24-48 ore
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8.1 CONDITII DE INCUBARE

Timpul de incubare al flacoanelor de hemocultura difera in functie de metoda
utilizata (manuala sau automatizata) si de microorganismul suspectat (vezi
anexa 2). In general, flacoanele de hemocultura se incubeaza la 35-37°C, timp
de 5-7 zile.

incazul utilizirii metodelor manuale conventionale, se recomandaincubarea
hemoculturilor timp de 7 zile. Perioada de incubare poate fi prelungitd mai
mult de 7 zile, pentru microorganismele pretentioase nutritiv (Bartonella,
Legionella, Brucella, Nocardia), fungii dimorfi si in cazul endocarditei sau
daca pacientul a fost supus unui tratament antimicrobian.

Perioada standard de incubare pentru hemoculturile de ruting, efectuate n
sisteme automatizate este de 5 zile, inclusiv pentru Brucella spp., Haemophilus
spp., Actinobacillus spp., Cardiobacterium spp., Eikenella corrodens, Kingella
spp. Si unii streptococi (Abiotrophia si Granulicatella spp.).

Datele unor studii realizate recent sugereaza ca perioada de patru sau chiar
de trei zile de incubare, pentru unele sisteme automatizate, poate fi suficienta
pentru a recupera 95-97% dintre bacteriile si levurile semnificative din punct
de vedere clinic.

Agitatia flacoanelor de hemocultura

Procedurile standardizate privind testarea hemoculturilor subliniaza
importanta agitatiei flacoanelor aerobe, in special in primele 24 de ore de
incubare. Aceasta tehnica contribuie la cresterea semnificativa a ratei de
izolare si la reducerea timpului de detectare a microorganismelor, din cauza
oxigenarii crescute a mediului.

Sistemele automatizate permit agitarea continua a flacoanelor, fara impact
negativ asupra cresterii bacteriilor din flacoanele anaerobe.

8.2 METODE DE TESTARE A HEMOCULTURILOR
(MANUAL SI AUTOMATIZAT)

Hemoculturile pot fi procesate in laborator fie manual, fie prin metode
automatizate. Tehnic vorbind, metodele manuale se vor referi la metode care
nu utilizeaza instrumente pentru a monitoriza cresterea microorganismelor.
Hemoculturile manuale pot fi impartite suplimentar in culturi pe baza de
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bullion, monitorizate vizual (,conventionale”) si culturi folosind mediile
bifazice. Metodele automatizate folosesc instrumente pentru a detecta
cresterea microbiand Tn medii cu bulion, prin monitorizarea produselor
secundare ale metabolismului bacterian sau fungic.

8.2.1 Testarea manuala

Mediile utilizate pentru testarea manuala sunt: mediile conventionale, mediile
bifazice si liza-centrifugare.

Mediile conventionale pentru testarea hemoculturii constau, de obicei,
dintr-o pereche de flacoane aerobe si anaerobe. Mediile standard pentru
microorganismele aerobe includ: infuzia de creier-inima, Columbia sau
bulion triptic de soia, iar pentru bacteriile microaerofile si anaerobe se
recomanda mediul tioglicolat. Mediile pot fi suplimentate cu heming, vitamina
K1, L-cisteina pentru favorizarea cresterii microorganismelor pretentioase
nutritiv. Volumul de bulion selectat pentru culturile conventionale trebuie
sa fie astfel incat sa se obtind un raport de sange-bulion de 1:5 sau 1:10.
Unele flacoane comerciale intrunesc criteriile de mai sus si cu un singur tip
de flacon se pot detecta microorganisme aerobe, anaerobe si fungi.

Mediile bifazice

Utilizarea unui flacon care contine atat agar, cat si bulion, a fost initial conceputa
pentru izolarea speciilor de Brucella din sange. Aceste medii ,bifazice” de
hemoculturd s-au dovedit a fi eficiente si pentru recuperarea micetelor si
a bacteriilor din sange. Popularitatea acestei metode a scazut, din cauza
complexitatii pregatirii flacoanelor cu acest tip de mediu. n prezent, sunt
disponibile medii comerciale, care constau dintr-un flacon ce contine bulion
si un cilindru atasabil, acoperit cu un mediu pe baza de agar pe ambele parti.
Flacoanele sunt disponibile Tntr-o varietate de combinatii ale mediilor si volume
pentru a fi utilizate la pacientii pediatrici sau la adulti si pentru testarea unei
game de microorganisme atat aerobe, cat si anaerobe. La fel, sunt disponibile
si formule pentru recuperarea micobacteriilor. Avantajele mediilor bifazice
pentru hemocultura, comparativ cu mediile conventionale, se datoreaza unei
recuperari mai bune a bacteriilor aerobe, anaerobe si a fungilor si reducerii
timpului de detectare prin recuperarea coloniilor izolate. Dezavantajele
sistemelor bifazice sunt: probabilitatea mai mare de contaminare si rate
scazute de recuperare a bacteriilor anaerobe. Similar cu mediile de cultura
conventionale, cele bifazice trebuie monitorizate vizual, timp de sapte zile.
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Liza-centrifugare se refera la o metoda in care se realizeaza liza celulelor
sanguine, urmata de separararea microorganismelor de componentele
sangelui, prin centrifugare si prin insdamantarea sedimentului pe medii de
cultura solide.

Performanta metodei de liza-centrifugare este echivalenta cu cea a mediilor
bifazice, datorita obtinerii coloniilor izolate si ratei majorate de recuperare a
fungilor filamentosi si a micetelor levuriforme.

Nota:

Pentru imbundtdtirea ratei de recuperare a fungilor, ghidurile internationale
subliniazd importanta selectdrii mediilor, in functie de tipurile suspectate de fungi.

Pentru detectarea fungemiei, se recomanda utilizarea urmatoarelor medii:
1) flacoane cu bulion,
2) flacoane bifazice si
3) flacoane de liza-centrifugare.

Cu toate acestea, fungii dimorfi si filamentosi pot fi recuperati in mod cert
numai in flacoanele bifazice si de liza-centrifugare. Utilizarea flacoanelor
anaerobe pentru detectarea fungilor nu este recomandata.

Mediile bifazice pot fi utilizate pentru recuperarea micetelor levuriforme,
a fungilor dimorfi si filamentosi, dar necesitd o incubare mai indelungata
a hemoculturilor, timp de patru saptamani. Pentru a obtine o performanta
optima a mediilor bifazice, este necesara o agitare frecventa si domoala a
flacoanelor Tn primele 24 ore de incubare. Rata de recuperare diminuata
a fungilor dimorfi Tn mediile bifazice poate fi atribuitd unei perioade de
incubatie insuficienta. Fungii dimorfi si filamentosi se depisteaza mai bine
n flacoanele de liza-centrifugare, comparativ cu alte metode manuale de
testare a hemoculturii. Pentru recuperarea optima a micetelor din flacoanele
de liza-centrifugare, sedimentul se inoculeaza pe mai multe medii agarizate
si se incubeaza la diferite regimuri de temperatura (27-30°C si 35-37°C).

8.2.2 Testarea automatizata

Majoritatea sistemelor de monitorizare continua a hemoculturilor disponibile
comercial se bazeaza pe detectarea cresterii nivelului de CO, produs rezultat
in urma metabolizarii active a microorganismelor. Sistemele au un design
modular care poate fi adaptat in functie de numarul de hemoculturi procesate.
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Sistemele automatizate presupun utilizarea unor flacoane cu medii speciale:
aerobe si anaerobe; cu sau fara aditivi, concepute pentru Tmbunatatirea
recuperarii microorganismelor de la pacientii supusi terapiei antimicrobiene.

Flacoanele aerobe ce contin inhibitori ai agentilor antimicrobieni permit o
recuperare mai buna si o detectare mai rapida a microorganismelor.

Pentru recuperarea micobacteriilor din sénge, sunt disponibile medii speciale.

Flacoanele de hemoculturd destinate testarii automatizate sunt dotate,
Tn partea inferioard, cu senzor care este separat de mediul lichid printr-o
membrana selectiv permeabila pentru CO,, provocand schimbarea culorii
senzorului, detectata fie colorimetric sau fluorometric, in functie de sistem.

Datele sunt colectate si transferate pe un computer, unde algoritmii software
le analizeaza si le recunosc fie cresterea, fie producerea de CO,. Sporirea
semnificativa de CO, este semnalata vizual/sonor si astfel flacoanele pot fi
extrase din sistem pentru efectuarea frotiului si a subculturii.

Neutralizarea agentilor antimicrobieni

Studiile analizate relateazd ca in momentul prelevarii probelor pentru
hemocultura 28-63% dintre pacienti sunt supusi tratamentului antimicrobian,
ceea ce reduce semnificativ recuperarea microorganismelor.

Unele flacoane de hemocultura, destinate sistemelor automatizate, contin
rasini de inactivare ale antibioticelor si alte materiale adsorbante, inclusiv
carbune, pentru a inactiva efectul antimicrobienelor.

8.3 PROCESAREA FLACOANELOR

Metodele manuale de testare a hemoculturii necesit o examinare vizuald
zilnica sau de doua ori pe zi (cel putin Tn primele 3 zile) a flacoanelor pentru a
detecta macroscopic prezenta agentului microbian.

Cresterea macroscopica poate fi evidentiata prin:
- un depozit flocular deasupra stratului de sange;
- turbiditate uniforma sau imediat sub suprafata mediului;
- hemoliza;
- coagularea bulionului;
- o pelicula la suprafata;
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- productie de gaz;
- granule albe/colonii la suprafata sau Tn adancul stratului de sange
- schimbarea culorii sangelui.

La prezenta semnelor de crestere vizibild, se efectueaza subculturi pe agar,
sange si ciocolata si/sau frotiu Gram din flacoane aerobe si anaerobe.

Unele microorganisme pot creste fara a produce modificari vizibile ale
mediului, de exemplu pneumococii care au tendinta sa dezvolte autoliza si
mor foarte rapid. Din acest motiv, se recomanda efectuarea subculturilor
oarbe de rutina pe agar, ciocolatd, dupa 18-24 ore de incubare.

Subcultura oarba reprezintd o subculturd, efectuatd ca procedurd de ru-
tind 7n laborator, indiferent de dovezile obiective ale cresterii microbiene.

Subcultura terminald este o etapd de rutind, realizatd din flacoanele de
hemoculturd, fard semne vizibile de crestere, efectuatd la sfarsitul peri-
oadei de incubare. Se transferd cdteva picdturi (folosind o pipetd Pasteur
sterild) din flaconul de hemoculturd, in urma agitdrii, Tntr-un tub cu bulion
tioglicolat, care, la réndul sdu, este incubat si monitorizat timp de 3 zile.

Subcultura oarba sau terminald nu este recomandatd, Tn mod obisnuit, pentru
flacoanele de hemocultura, daca sunt utilizate sisteme automatizate (trebuie
respectate instructiunile producatorilor), dar sunt indicate pentru sistemele
manuale. Unele organisme precum Neisseria spp, Brucella spp, Francisella spp,
H. influenzae si Legionella pot da semnale slabe sau pot fi prezente Tn mediile
de hemocultura, fara a prezenta semne vizibile de crestere. Efecte similare
au fost raportate pentru speciile de
P. aeruginosa si Candida. Poate fi luata
n considerare si subculturaoarbdde la ~ Repetarea subculturilor din

pacientii unde prezentarea sau istoricul flacoane depistate anterior pozitive

clinic este indicativ pentru astfel de  Suntinutile pentru detectarea
microorganisme bacteriemiilor polimicrobiene.

Nota:

Sistemele automatizate monitorizeaza flacoanele aerobe si anaerobe la
intervale regulate de timp. La semnalizarea prezentei microorganismelor, se
efectueaza frotiu Gram si subculturi pe medii agarizate. Utilizand sistemele
automatizate, nu se recomanda efectuarea subculturilor terminale din
flacoanele negative, la expirarea timpului de incubare (5 zile).
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Procesarea flacoanelor pozitive

Se prelucreaza septul flaconului de hemoculturd cu dezinfectant
corespunzator si se lasa sa se usuce. Se extrag cateva picaturi din flaconul
de hemocultura cu un ac de ventilatie sau cu pipeta Pasteur sterild, in functie
de tipul flaconului, si se inoculeaza pe fiecare placa de agar. Pentru obtinerea
coloniilor izolate, se repartizeaza inoculul cu o ansa sterila.

Pacientilor in stare critica se realizeaza o testare rapida a sensibilitatii la
antimicrobiene, direct din flaconul de hemocultura detectat pozitiv, conform
metodologiei rapide a standardului EUCAST:

GHID

Inoculare directd a mediilor MH, MH-F cu 100-150 pl de continut al
flaconului pozitiv de hemocultura (BD, bioMerieux si Thermo Fisher).

Nu se centrifugheaza si nu se fac dilutii ale inoculului - se inoculeaza
direct pe mediu, conform standardului EUCAST pentru realizarea
metodei disc difuzie.

Placile se incubeaza timp de 4, 6 si 8 ore.

Zonele diametrelor de inhibitie se citesc frontal, dupa scoaterea
capacului placilor Petri.

Breakpoint-urile sunt disponibile pentru fiecare specie si timp de
incubare (4, 6 si 8 ore).

Interpretarearezultatelor sensibilitatii se efectueaza dupaidentificarea
microorganismului prin metode rapide (MALDI-TOF, PCR rapid).

Metoda este validata doar pentru urmatoarele specii:
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus faecalis si Enterococcus faecium
Acinetobacter baumannii

Noa MDD =

Nu toate zonele diametrelor pot fi citite dupa 4 ore, Tn asemenea caz se
recitesc peste 6 sau 8 ore. Incubarea nu poate fi extinsa peste noapte,
daca e necesara extinderea peste noapte, testarea sensibilitatii la
antimicrobiene se efectueaza conform EUCAST-lui regular.

Se citesc diametrele zonelor de inhibitie doar cand se poate identifica
0 margine evidentd, Tn caz contrar placile se reincubeaza si se citesc
dupa 6 sau 8 ore.
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« Valorile zonelor de inhibitie (breakpoint-urile) din AST Rapid
EUCAST sunt destinate doar pentru testarea rapida a sensibilitatii la
antimicrobiene.

Aceste valori (breakpoint-uri) nu se utilizeazd pentru interpretarea antibiogramei
efectuate cu inocul preparat din colonii.

Nota: Nota:

Pentru a minimiza riscul de autoliza La procesarea flacoanelor pozitive
al anumitor microorganisme, cum (metoda manuald) se realizeazd

ar fi S. pneumoniae, se recomandd subculturd din toate flacoanele
efectuarea subculturii cGt mai setului, asa cum este descris mai
curdnd posibil, dupd ce flacoanele sus, chiar dacad se detecteazd pozitiv
sunt detectate ca pozitive. doar un singur flacon.

Procesarea flacoanelor negative
Metoda automata

Din flacoanele negative, de regula, nu se efectueaza subculturi, decat doar
pentru anumiti pacienti, la insistenta medicului clinician.

Metoda manuala

Din toate flacoanele aerobe negative, dupd 24-48 ore, se efectueaza
subculturi, ulterior cele care nu au fost confirmate ca pozitive vor fi reincubate
si monitorizate.

ATENTIE!

Semnal pozitiv, dar cultura negativa (la toate sistemele automatizate):

» se examineaza curba de crestere, pentru a exclude posibilitatea
rezultatelor fals positive, din cauza numarului mare de leucocite
sau a excesului de sange inoculat;

» se ia in considerare posibilitatea unui microorganism cu crestere
lentd sau pretentios, Tn raport cu starea clinicd a pacientului si
rezultatul frotiului Gram.
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8.4 MICROSCOPIA

Flacoane pozitive (procesate prin metoda manuala si
automata)

Se efectueaza frotiu Gram din fiecare flacon detectat pozitiv, iar Tn cazul
utilizarii mediului bifazic se va realiza atat din mediul lichid, cat si de pe
suprafata agarului.

1. Se agita usor flaconul, prin inversare.

2. Se prelucreaza septul flaconului de hemocultura cu dezinfectantul
corespunzator si se lasa sa se usuce.

3. Cu un ac de ventilatie sau o pipeta
Pasteur sterild, in functie de tipul
flaconului, se aplica cateva picaturi  Consultati instructiunile

de bulion pe o lama de microscop. ~ producdtorilor cu privire
la pregadtirea frotiurilor din
flacoanele care contin cdrbune.

Nota:

4. Cu ajutorul unei anse sterile se
etaleaza cultura pentru a realiza un
frotiu subtire dupa Gram.

Tn cazul microscopiei negative (microorganismele nu sunt puse in evidentd):
1. Se investigheaza curba de crestere (la sisteme automatizate) si la
prezenta criteriilor de crestere ar fi informativ pregatirea frotiurilor,
utilizand alte tehnici de coloratie.
2. Se efectueaza subculturipe placile cu agar (vezi tabelul 4) si se readuce
flaconul in sistemul automat, pentru a continua perioada de incubare,
conform instructiunilor producatorului.

3. Se vor lua n calcul speciile de Mycobacterium.

8.5 MEDII DE CULTURA UTILIZATE LA IZOLAREA
MICROORGANISMELOR DIN HEMOCULTURA

Izolarea microorganismelor din flacoanele de hemocultura se efectueaza
prin repicarea catorva picaturi de bulion pe medii, Tn placi, utilizdnd un ac de
ventilatie sau o pipeta Pasteur sterild. Repartizarea materialului repicat se
efectueaza cu o ansa sterila pe fiecare placa de mediu.
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Tabelul 4. Medii de cultura utilizate, conditii de incubare si
microorganismele tinta

Medii de cultura
standard

Starea clinica e ‘

cercetat

Agar sange'

Anaerob Agar/Agar sange

Pentru urmatoarele situatii se adauga:

.. Biosubstrat Medii de cultura
Starea clinica .
cercetat suplimentare
Suspectie la meningococcemie/meningitd Sange Agar ciocolatd'
Bacili Gram-negativi sau diplococi depistati
microscopic
Bacili Gram-negativi depistati microscopic Sénge MacConkey/CLED sau
agar cromogen
Infectie mixta sau anaeroba depistata Sange Fastidious Anaerob Agar
prezumptiv microscopic cu neomicind + disc cu
metronida zol 5pg
Infectie sistemica, provocatd de fungi® Sange Agar Sabouraud
Culturi primare negative si curbe de Sange Agar sénge
crestere pozitiva (se face insdmantarea din
toate flacoanele)

Agar sénge cu striu de
S. aureus

Anaerob Agar/Agar séange

MacConkey/CLED agar

' La depistarea streptococilor, prin microscopie, se aplica un disc impregnat cu optoching,
pentru diferentierea S. pneumonie de alte specii de streptococi.

2 Incubarea poate fi prelungita pana la 5 zile, Tn cazul admiterii rezultatelor fals negative sau
dupa indicatii clinice; pl&cile se verificd dupd 40 de ore si se lasa la incubare pana la 5 zile.

% Dupa indicatii clinice, incubarea flacoanelor poate fi prelungitd pana la 3 saptamani,
pentru Cryptococcus spp. si pana la 6 saptamani pentru Histoplasma spp.

4 Tn caz de necesitate se investigheazi si alte specii de microorganisme.
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Incubare

Citirea

rezultatelor

Microorganisme-
tinta

35-37 5-10% CO, | 40-48 ore? |Zilnic Orice microorganism
este important
35-37 anaerobe 40-48 ore? |= 40 ore pana la 5 zile | Orice microorganism

este important

Incubare Citirea Microorganisme-
Cond.atm. rezultatelor tinta

35-37 5-10% CO, | 40-48ore |Zilnic Haemophilus spp.,
N. meningitidis,
N. gonorrhoeae

35-37 aerobe 16-24 0re |=16o0re Enterobacteriaceae,
Microorganisme
nefermentative,
Pseudomonas spp.

35-37 anaerobe 5-7 zile | =240 ore panad la 5 zile |Microorganisme
anaerobe

28-30 aerobe 5 zile a2-asiab-az Fungi
Micete

35-37 microaerofile 5 zile >3zisiab-azi Campylobacter spp.,
Helicobacter spp.

35-37 5-10% CO, 40-48 ore |=40ore Abiotrophia spp.

35-37 anaerobe 5 zile >40 oresiab-azi Microorganisme
anaerobe cisteino-
dependente

35-37 aerobe 16-24ore |=16ore Microorganisme
anaerobe cisteino-
dependente
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8.6 IDENTIFICAREA

Toate izolatele cu semnificatie clinica se identifica pana la nivel de specie.
Fiecare microorganism, considerat contaminant, nu necesita identificare
pana la nivel de specie. Izolatul cu semnificatie clinica se pastreaza cel putin
0 saptamana.

Pentru a reduce timpul de la recoltare a hemoculturii pana la momentul
raportarii rezultatelor (TAT), pot fi utilizate metode rapide de identificare si de
testare a sensibilitatii la antimicrobiene. Au fost evaluate un sir de metode
de identificare rapida si de determinare a sensibilitatii la antimicrobiene:
tehnica Tn tuburi (pentru coagulaza liberd), teste de seroidentificare (latex
aglutinarea), metode automate (ID/AST, MALDI-TOF), tehnici moleculare
single/multiplex. Este important de retinut ca identificarea si testarea
sensbilitatii la antimicrobiene se realizeaza din cultura pura de 16-24 ore,
pentru a evita raportarea rezultatelor discrepante.

Datele stiintifice si ghidurile internationale actuale au demonstrat necesitatea
identificarii rapide aagentilor etiologici ai infectiei fluxului sanguin siagenelor de
rezistenta ale acestora prin metode rapide/moleculare. Algoritmul reprezentat
in anexa 3 permite terapia, tintita si precoce cu preparate antimicrobiene,
care Tmbunatateste managementul pacientului, reduce mortalitatea, durata

8.7 TESTAREA SENSIBILITATII LA ANTIMICROBIENE

Tn cazul strii critice a pacientilor se recomanda realizarea testarii rapide
a sensibilitatii la antimicrobiene, direct din flaconul pozitiv, conform
metodologiei EUCAST AST Rapid.

Dupa cultivarea si identificarea microorganismuluiizolat, se realizeaza testarea
sensibilitatii la antimicrobiene conform metodologiei EUCAST regular.

8.8 TRIMITEREA IZOLATELOR TN LABORATORUL DE
REFERINTA

In laboratorul de referinta vor fi trimise izolatele din hemoculturi, care prezinta:

« rezistenta neobisnuitd (ex. Staphylococcus aureus rezistent la
cefoxitina si sensibil la oxaciling; bacterii Gram-negative, sensibile la
colistind ) sau neasteptat3;
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e unul sau mai multe mecanisme de rezistenta (Enterobacteriaceae
producatoare de carbapenemaze; Enterobacteriaceae producatoare
de B-lactamaze cu spectru extins; Enterobacteriaceae producatoare
de P-lactamaze AmpC achizitionate; Staphylococcus aureus
meticilino-rezistent (MRSA); Staphylococcus aureus rezistent la
glicopeptide; Enterococcus vancomicin-rezistent (VRE); Streptococcus
pneumoniae penicilin-rezistent (PNSP); Salmonella spp. rezistenta la
fluorochinolone, cefalosporine de Glll si aminoglicozide.

« unele deficiente privind identificarea speciei si a mecanismelor de
rezistenta.

9 // RAPORTAREA REZ
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Rezultatele hemoculturii trebuie raportate exact, clar, fara ambiguitate, obiectiv,
contindnd informatia corespunzatoare, necesara pentru interpretarea lor (vezi
anexa 4.) Toate rapoartele emise trebuie pastrate ca Tnregistrari tehnice.
Laboratorul trebuie sa fie responsabil pentru toate informatiile furnizate n
raport, cu exceptia cazului in care informatiile sunt furnizate de personalul
medical. Datele furnizate de personalul medical, trebuie sa fie clar identificate.
Atunci cand informatia este furnizata de personalul medical si poate afecta
validitatea rezultatelor, acest lucru trebuie declarat in continutul raportului.

Tabelul 5. Standard postanalitic

Stadiu de investigare: |Criteriu: Standard:
Postnalitic
Raportare negativ Tip Raport Timp eliberare

(de la receptia probei

N A Raport Preliminar Negativ | 48 ore
in laborator pana la

raportarea rezultatului) |Raport Final Negativ 5-7 zile
Raportare pozitiv Raport Preliminar Pozitiv |Tn 2 ore de la
(de la receptia probei (Eliberare rezultat prin: | disponibilitatea rezultatelor
n laborator pana la telefon, electronic) identificarii/ antibiogramei
raportarea rezultatului) (vezi tab. 3)

Raport final pozitiv 5-7 zile

(electronic/scris)
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Raportul preliminar referitor la cultura pozitiva este transmis telefonic
sau electronic. In caz de necesitate, este emis suplimentar si in forma scrisa.

Tn functie de metodele utilizate si de rezultatele disponibile, raportul
preliminar scris poate sa includa:

1. Rezultatul coloratiei Gram, realizata din flaconul de hemocultura

2. ldentificarea preliminara a izolatelor (bazata pe morfologia si
microscopia coloniilor, rezultatele testelor rapide etc.)

3. Datele testarii sensibilitatii la antimicrobiene

NOTA!

In cazul in care este posibil, raportul final scris/generat de computer va fi eliberat in
aceeasi zi, in maxim 24 de ore, dupd eliberarea celui preliminar verbal.

Rezultatele negative preliminare ar trebuiraportate la 36 ore de laincubatie
pentru nou-nascuti si la 48 ore pentru restul pacientilor.

Raportul final este transmis scris/electronic si poate sa includa una dintre
urmatoarele mentiuni (transmise anterior verbal):

« Testul a fost anulat (proba neconforma)

« Lipsa cresterii — timpul total de incubatie, conform protocolului de
laborator

« Hemocultura pozitivd

Raportul final al hemoculturii pozitive cuprinde urmatoarele date:
1. Rezultatul final al coloratiei Gram
2. ldentificarea finald a microorganismelor care au fost izolate, cu un
comentariu in cazul unui rezultat incert (ex. posibild contaminare)
3. Rezultatele finale privind testarea sensibilitatii la antimicrobiene

Raportul final atat pozitiv, cat si negativ scris/generat de computer va fi
eliberat cat mai curand posibil, in termen de maxim 5-7 zile. Tn caz de
necesitatea unei incubari extinse sau trimiterea izolatelor pentru confirmare
la un laborator de referinta, raportul final poate fi eliberat mai tarziu.

NOTA!

Orice informatii suplimentare, care ar putea afecta interpretarea rezultatului final,
trebuie incluse in raportul scris (de exemplu, volumul insuficient de sGnge colectat,
nerespectarea timpului de transportare etc).
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Pentru a minimiza contaminarea hemoculturii, fiecare laborator trebuie sa
dispuna de politici care descriu:

« tehnica de colectare a sangelui ce reduce la minimum contaminarea;

« algoritmul standardizat pentru evaluarea izolatelor din hemoculturi,
pentru a determina rata de contaminare (vezi fig. 1).

Chiar si atunci cand sunt utilizate cele mai bune protocoale de colectare a
sangelui, este dificil de obtinut diminuarea ratei de contaminare sub 2%.
Microorganismele asociate Tn mod obisnuit cu hemoculturi contaminate
(ex: Bacillus spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., stafilococi
coagulazo negativi, Aerococcus spp., Micrococcus spp.) sunt, de asemenea,
capabile sa provoace infectii sistemice.

In multe cazuri, un potential contaminant este recuperat din unul sau din
ambele flacoane, dintr-un singur set de hemocultura. Atribuirea semnificatiei
clinice unui izolat dubios este dificila, Tn cazul Tn care nu s-au recoltat din
start 2 seturi de hemoculturi.

Una dintre provocarile laboratorului microbiologic este evaluarea unui izolat
cu potential de virulenta redus recuperat dintr-un singur set de hemocultura
(unul sau ambele flacoane).

Toate izolatele se pastreaza cateva zile pentru a putea fi efectuate
teste suplimentare in cazul recuperarii unui microorganism identic din
hemoculturile ulterioare ale aceluiasi pacient.

In cazul recuperdrii aceluiasi microorganism din mai multe seturi de
hemoculturi recoltate pana la 24 ore (in dependenta de clinica pacientului) se
recomanda identificarea completa si testarea sensibilitatii la antimicrobiene
a izolatului initial.

Contaminarea hemoculturilor poate fi evitata prin prelucrarea meticuloasa
a pielii si respectarea procedurilor aseptice pentru inoculare si subcultivare.
Cu toate acestea, chiar si Tn conditii ideale, 3-5% din hemoculturi sunt
contaminate cumicrobiotapieliisaumicroorganisme din mediu (Acinetobacter
spp., Bacillus spp.).

Totusi, astfel de microorganisme pot fi implicate ca agenti patogeni in
infectiile de flux sangvin (IFS) si chiar pot provoca endocardita. Criteriile
enumerate mai jos permit suspectia unei infectii adevarate:
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« prezenta izolatelor identice din doua flacoane ale aceluiasi set de
hemoculturg;

 izolarea aceleiasi specii de microorganisme din mai multe seturi;
« evidentierea cresterii rapide (in 48 de ore) a microorganismelor;

Toate rezultatele hemoculturii trebuie raportate clinicianului, inclusiv
si a contaminantilor presupusi cu mentiunea respectiva, de exemplu
Propionibacterium acnes (comensal cutanat), Staphylococcus epidermidis
(contaminant probabil) Tn scopul stabilirii unei comunicari eficiente ntre
medicul clinician si personalul de laborator.

Identificarea a doud sau mai multe specii de microorganisme poate indica o
bacteriemie polimicrobiana la pacientii imunocompromisi, dar poate fi, de
asemenea, cauzata de o contaminare.

Bacteriemia ,,anaeroba” este adesea polimicrobiand, de exemplu, unul sau
mai multi anaerobi pot fi asociati cu microorganisme aerobe Tn bacteremia
fulminantd severa, Tn cazul traumatismelor majore sau interventiilor
chirurgicale la nivelul intestinului gros.

Contaminantii din hemoculturi sunt frecvent intalniti si reprezinta o povara
economica pentru sistemul de asistenta medicald si confuzie pentru clinicieni.
Pentru a minimiza riscul de contaminare a hemoculturii cu microbiota
comensala, pielea trebuie aseptizata meticulos.

Fig. 1. ALGORITMUL DETERMINARII CONTAMINANTILOR

Potentiali contaminanti ai hemoculturii (stafilococi coagulazo-negativi, streptococi grup
Viridans, Bacillus spp., Micrococcus spp., difteroizi, Propionibacterium spp.)

e

Hemocultura suplimentara +/- NU [>

48 ore? Evaluare de catre personalul calificat

pAd_L

Pozitiv pentru aceleasi
microorganisme izolate initial?

pAd_ L

Ex. Streptococi grup Viridans? NU [> Evaluare de catre personalul calificat

pAd_L

Agent etiologic;
Testarea sensibilitatii la antimicrobiene

sensibilitatii la antimicrobiene

Probabil contaminant; testarea
NU [>
se efectueaza numai la solicitare
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11 PUNCTELE CRITICE I
DE INVESTIGARE A
/7/

Tn procesul de investigare a hemoculturii, la fiecare etap este posibil a
identifica punctele critice, care pot influenta TAT-ul (turnaround times).

Termenul TAT, n acest context, se refera la timpul din momentul recoltarii
probei de sange pana la raportarea rezultatului hemoculturii.

TAT de laborator se referd la momentul de la primirea probei in laborator
pana la raportarea rezultatelor.

« Timpul de la recoltarea pana la primirea probei Tn laborator — Timp de
transport (TT).

o Timpul de la primirea pand la fincdrcarea probei Tn sistemul
automatizat/incubare.

« Timpul de la incarcarea pana la Tnregistrarea pozitiva a probei - Timp
de detectare (TTD).

o Timpul de la semnalizarea pozitivd a probei pana la identificarea
agentului microbian si rezultatele testarii sensibilitati la
antimicrobiene.

« Timpul de la disponibilitatea rezultatelor identificarii si a sensibilitatii
la antimicrobiene pana la raportarea rezultatului final.

Fiecare etapa a procesarii hemoculturii depinde de mai multi factori externi,
inclusiv de transport, infrastructura, stabilirea prioritatilor si timpul de
testare de catre personalul de laborator, raportarea in timp util a rezultatelor
identificarii/sensibilitatii la antimicrobiene a agentilor microbieni izolati
(exceptie fiind TTD).

Procesul de crestere a microorganismelor din flaconul cu hemocultura poate
fi putin influentat/accelerat dupa plasarea in sistemul automatizat.

Timpul, de la semnalizarea unui rezultat pozitiv pana la rezultatele testelor
de identificare si ale antibiogramei, poate fi subdivizat in doua etape:

1. Timpul de la semnalizarea pozitivarii probei pana la descarcarea din
sistemul automatizat

2. Timpul de la descarcare pana la disponibilitatea rezultatelor frotiului
Gram, ale identificarii si ale antibiogramei.
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Scaderea TAT-ului contribuie la obtinerea rezultatelor rapide si la
imbunatatirea managementului pacientului, prin urmare laboratoarele
microbiologice trebuie sa determine eficienta costurilor pentru etapele unde
sunt necesare investitii.

Raportarealatimparezultatelorhemoculturiipermite ajustareatratamentului
antimicrobian empiric si Tmbunatatirea *stewardship-ului antimicrobian.

*Stewardship-ul antimicrobian prevede optimizarea/individualizarea terapiei
pacientului; prevenirea utilizarii inadecvate a preparatelor antimicrobiene;
reducerea rezistentei la antimicrobiene; Tmbunatdtirea efectelor si a
sigurantei terapiei asupra pacientului.

12 /) T
7/

Pentru fiecare pacient exista o perioada de timp, Tn care acesta poate fi tratat
cu succes, considerata drept ,fereastra terapeutica”.

Exista un moment, n afara ferestrei terapeutice, in care infectia poate fi
tinuta sub control sau poate fi eradicata, dar pacientul nu va supravietui,
din cauza leziunilor ireversibile ale organelor. Prin urmare, este necesara
indicarea terapiei adecvate, inclusiv a celei antimicrobiene, in perioada
ferestrei terapeutice.

Durata ferestrei terapeutice variaza si poate fi scurta sau indefinit de lunga, Tn
functie de microorganismul si de pacientul implicat. Prin urmare, abordarea
optima presupune prescrierea precoce a antibioticelor cu spectru larg,
urmata de raportarea la timp a rezultatelor investigatiilor microbiologice
clinicianului si ajustarea terapiei antimicrobiene.

Urmatoarele scenarii demonstreaza influenta potentiald a rezultatului
hemoculturii asupra succesului terapeutic al pacientului:

1. Tratament corespunzdtor, administrat in fereastra terapeuticd si,
ca urmare, pacientul supravietuieste

Fereastra terapeuticd reprezinta o perioada de timp in care atat infectia,
cat si pacientul pot fi tratati cu succes. Durata ferestrei terapeutice variaza
semnificativ. De exemplu, la un pacient tanar, cu cistita, fereastra terapeutica
poate fi extinsd pe o perioada lunga. La cealaltd extrema, fereastra
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terapeutica la pacientul septic, poate fi foarte scurta. Administrarea intarziata
a tratamentului adecvat Tn aceasta perioada este asociata cu esec terapeutic.
Diagnosticul sepsisului si terapia promptd, cu preparate antimicrobiene,
constituie o actiune cheie, de care depinde supravietuirea pacientului.

2. Pacientului i se administreaza tratament empiric antimicrobian
necorespunzdtor pe durata ferestrei terapeutice si el nu
supravietuieste

Durata ferestrei terapeutice poate fi in acest caz foarte scurtd, pana la

cateva zile. Sepsisul evolueaza intr-o anumitad perioada de timp si atunci

cand pacientul este vazut pentru prima data, starea lui poate fi stabila, cu o

fereastra terapeutica aparent lunga.

Administrarea tratamentul antimicrobian empiric inadecvat duce la pierderea
timpului din fereastra terapeutica, deoarece este dificil a aprecia eficienta
acestuia in primele 24-48 de ore.

Tergiversarea diagnosticului de sepsis, inclusiv indicarea hemoculturii,
identificarearapidaaagentuluicauzalsitestareasensibilitatiilaantimicrobiene
se soldeaza cu decesul pacientului.

3. Pacientului i se administreaza un tratament adecvat,
dar in afara ferestrei terapeutice si el nu supravietuieste

Rezultatele hemoculturii demonstreaza ca pacientului i se administreaza un
tratament necorespunzator. Cu toate acestea, rezultatul hemoculturii este
primit prea tarziu, in afara ,ferestrei terapeutice” si chiar daca este initiat un
tratament adecvat, decesul pacientului este inevitabil.

IFS putea fi eradicatd cu preparate antimicrobiene, Tnsa efectul infectiei
asupra pacientului a devenit ireversibil.

4. Pacientul i se administreazd un tratament adecvat in fereastra
terapeuticd si el supravietuieste

Rezultatul hemoculturii, primit Tn timp util in fereastra terapeutica, permite
instituirea terapiei adecvate. Starea clinica a pacientului a fost stabila la
internare, dar deteriorata cu un tratament incorect, apropiindu-se rapid de
sfarsitul ferestrei terapeutice. ins3 investigarea hemoculturii, cu eliberarea
rapida a rezultatului, ofera oportunitatea tratamentului adecvat, Tn timp util
si permite supravietuirea pacientului cu infectie de flux sangvin.
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Anexa 1

Recomandari de recoltare a hemoculturii (cu seringa)

PASUL 1 «
VERIFICARE ID PACIENT $I PREGATIRE KIT

Confirmare ID pacient.

Preparare kit de recoltare.

Atentie la data expirarii
flacoanelor!

Nu se utilizeaza flacoane
deteriorate sau cu semne de
contaminare.

PASUL 2
PREPARARE FLACOANE PENTRU INOCULARE

Se dezinfecteaza mainile cu alcool. 3
Se indeparteaza capacul de
protectie si se dezinfecteaza

septul flaconului. ] .‘ : ‘i\

Se palpeaza vena, Se dezinfecteaza pielea,

se Tmbraca manusi se lasa sa actioneze.

sterile. Recomandat (clorhexidina
n 70% alcool isopropilic).

Se aplica garoul.
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PASUL 4 <
RECOLTARE VENOASA

£ .ﬁ',
Se ataseazd acul la seringa.

L] Pentru a preveni contaminarea
nu se palpeaza vena Thainte de
a introduce acul.

Se colecteaza proba.

FASHLS RECOLTARE VENOASA

3

Se colecteaza mai ntai Se repeta procedura
flaconul anaerob. pentru flaconul aerob
Se colecteaza 10 ml pentru (10 ml - adulti,
adulti. pina la 4 ml - copii)

PASUL 6

FINALIZAREA PROCEDURII

Se arunca seringa si acul Se noteazd data si ora

la deseuri contaminate, se recoltarii.
indeparteaza manusile si Se transporta n laborator cét
se spald mainile. mai repede posibil.
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Anexa 3

Exemplu de testare a hemoculturii

Hemocultura pozitiva

Frotiu Gram ID
- ex. MALDI-TOF
Biologie moleculara _ ID
ex. Kit rapid pentru HC ex. stripuri biochimice
Subcultura Lel

metoda de linia 1
ex. Disc Difuzie

Y

din flacon pozitiv

D AST
> metoda de linia 2
ex. MALDI-TOF ox. CMI
Biologie Moleculara
AST direct >| ex. fenotipuri de rezistents,
ex. Disc Difuzie ID dificila

Abrevieri: ID - Identificare, AST — Testarea Sensibilitdtii la Antimicrobiene, CMI — Concentratie
Minimd Inhibitorie, HC- hemoculturd.

Tn functie de laborator, intregul proces poate include de la 6 pana la 12 sub-
procese de testare. Mai multe metode de identificare (de exemplu, metoda
ID MALDI-TOF si kit rapid de biologie moleculara pentru HC) pot coexista Tn
proces, in functie de strategiile existente. Albastru: sub-procese partajate
cu alte metode de testare microbiana; rosu: subprocese specifice/obligatorii
metodei de testare a culturii de sange.
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Interpretarea si raportarea rezultatelor hemoculturii

[l

[2]

Anexa 4

Pozitiv
(mai mult decét un flacon)

Pozitiv
doar un flacon)

Monocultura
si prezenta
simptomelor
clinice

(ex. endocarditd,
meningitd,
pneumonie etc.)

Cultura
polimicrobiana

(stari clinice: ex.
transplantinfectie
intraabdominala,
pacient
imunocompromis
etc.)

Microorganisme
patogene:

Listeria,

S. aureus, Brucella,
Haemophilus,
Enterobacteriaceae
@Eie,

Flora rezidenta
a pielii:
Propionibacterium,

Corynebacterium,
Bacillus, SCN

Streptococi grup
Viridans sau SCN
n concordanta
cu starile clinice

(ex. cateter
permanent, pacienti
imunocompromisi,

proteza devalva
cardiaca)

N

N

e

e

e

Infectie certd de
flux sangvin

Infectie probabila
de flux sangvin

Infectie probabila

Contaminare

Infectie probabila

[3]

Hemocultura negativa,

de flux sangvin probabild de flux sangvin
[ [ |
Y
---------- > Se va repeta hemocultura

dar simptome clinice prezente

GHID

> Se va lua in considerare
etiologia non-infectioasa

w_I

Se va lua n considerare
etiologia virald sau
microorganismele

necultivabile
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