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ABREVIERI:

AST	 –	eng. Antimicrobial Susceptibility Testing
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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
TT	 –	Timp de Transport 
TTD	 –	Timp de Detectare
UFC	 –	Unităţi Formatoare de Colonii
VRE	 –	Vancomicin Rezistent Enterococcus
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1 SCOP

Acest ghid descrie procesarea şi investigarea microbiologică a hemoculturilor 
şi îşi propune să stabilească cerinţe pentru fiecare etapă a procesului de 
investigaţie, fiind un instrument util, pus la dispoziţie microbiologilor şi 
clinicienilor. Testele de diagnosticare rapidă trebuie luate în considerare şi 
utilizate în urma validării. Tehnicile moleculare directe, pe prelevate clinice nu 
sunt abordate de acest ghid, inclusiv detectarea paraziţilor, virusurilor sau a 
speciilor de Mycobacterium.

2 INTRODUCERE

Sepsisul reprezintă o criză globală de sănătate ce afectează între 47 și 50 
milioane de oameni și cel puţin 11 milioane mor în fiecare an, implicând 
un deces la fiecare 2,8 secunde. Supravieţuitorii prezintă un risc ridicat de 
invaliditate pe termen lung.

Sepsisul este o manifestare patologică din cadrul maladiilor infecţioase 
la nivel global, cea mai frecventă soldată cu deces. Din toate decesele din 
întreaga lume 20% sunt asociate sepsisului. În funcţie de ţară, mortalitatea 
variază între 15 și mai mult de 50%. Odată supraveţuiţi mulţi pacienţi suferă 
de consecinţele sepsisului pentru tot restul vieţii.

Infecţiile fluxului sangvin pot fi cauzate de bacterii, fungi, virusuri și paraziţi, 
inclusiv și cele cu risc individual și comunitar ridicat (virusul Dengue, Ebola 
și virusurile febrei galbene, SARS-CoV-2 etc.). Spectrul clinic al infecţiei 
COVID-19 variază de la forme asimptomatice la afecţiuni clinice caracterizate 
prin insuficienţă respiratorie, care necesită ventilaţie mecanică, până la 
manifestări sistemice în ceea ce privește sepsisul, șocul septic și disfuncţia 
multiplă a organelor. Actualmente sunt disponibile mai multe date știinţifice 
referitor la COVID-19. Alianţa Globală a Sepsisului aduce dovezi despre 
efectele SARS-CoV-2 nu numai asupra sistemului respirator, care sunt 
cunoscute, dar și despre afectarea practic a tuturor sistemelor organismului, 
provocând sepsis. Managementul pacienţilor severi cu COVID-19 poate fi 
complicat de sindromul de detresă respiratorie acută (SDRA), sepsis, șoc 
septic, coagulopatie intravasculară diseminată și insuficienţă multi-organică, 
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inclusiv leziuni renale acute și leziuni cardiace. Semnele tipice de leziuni 
multi-organice ale sepsisului apar la aproximativ 2-5% dintre pacienţii cu 
COVID-19 după aproximativ 8-10 zile. Mulţi pacienţi afectaţi de COVID-19 
pot deceda din cauza septicemiei și a  complicaţiilor asociate. De aceea este 
foarte importantă colectarea probelor de sânge și spută pentru izolarea 
și identificarea agenţilor patogeni potenţiali la toţi pacienţii cu COVID-19. 
Prelevarea și investigarea probelor permite excluderea altor cauze ale 
infecţiilor tractului respirator inferior, monitorizarea acestor pacienţi prin 
prisma evoluţiei clinice. Rezultatele investigaţiilor de laborator permit 
confirmarea agentului etiologic pentru managementul corect al insuficienţei 
repiratorii progresive și/sau asociate cu sepsisul.

Prin urmare, este vital identificarea semnelor timpurii ale sepsisului, 
confirmarea de laborator al agentului cauzal și iniţierea tratamentului prompt 
și oportun. Intervenţia la timp salvează viaţa pacientului. 

Ghidurile internaţionale, inclusiv cele cu referinţă la COVID-19 recomandă 
în caz de suspecţie a sepsisului administrarea tratamentului antimicrobian 
empiric în decurs de 1 oră de la evaluarea iniţială a stării de sănătate a 
pacientului și colectarea concomitentă a probelor pentru investigaţii de 
laborator.  Ulterior, la obţinerea rezultatelor de laborator tratamentul 
antimicrobian se ajustează în baza rezultatelor testelor microbiologice.

Sepsisul este o urgenţă medicală (precum ar fi atacul de cord, accidentul 
vascular cerebral sau traumele multiple), frecvent subdiagnosticat în stadiu 
incipient când este încă potenţial reversibil precum și una din complicaţiile 
severe al infecţiei COVID-19.

Șansele de supravieţuire a pacienţilor cu sepsis depind în mare măsură de 
administrarea unui tratament adecvat și în timp util pentru infecţia care a 
cauzat sepsisul. 

În lipsa unui diagnostic și tratament prompt, sepsisul poate duce rapid 
la afectarea ţesuturilor, insuficienţa organelor ce pune în pericol viaţa 
pacientului. Depistarea agentului cauzal al sepsisului poate dura în timp, 
fiecare minut în diagnosticarea precoce a sepsisului contează și sunt necesare 
acţiuni urgente din partea tuturor actorilor implicaţi.

Evidenţele medicale demonstrează că uneori infecţia care a dus la sepsis 
este necunoscută și recomandă mai întâi recoltarea prelevatului, urmat 
de administrarea tratamentului antimicrobian empiric cu spectrul larg de 
acţiune, ulterior corijat cu rezultatele antibiogramei.
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3 INFORMAŢII GENERALE

Hemocultura reprezintă însămânţarea şi incubarea unei probe de sânge, într-
un mediu de cultură adecvat, care urmăreşte izolarea şi identificarea bacteriilor 
sau fungilor antrenaţi de fluxul sangvin în anumite condiţii patologice.

Hemocultura reprezintă standardul de aur pentru detecţia microorganismelor 
din sânge, primordială în diagnosticul microbiologic al bacteriemiei, 
fungiemiei, endocarditei infecţioase sau a febrei de origine necunoscută. 
Hemocultura poate detecta şi infecţiile fluxului sangvin, asociate cu 
pneumonia, artrita septică şi osteomielita.

Rezistenţa agenţilor patogeni la antimicrobiene, în special bacteriile Gram-
negative, este cea mai frecventă cauză a tratamentului empiric ineficient în 
infecţia fluxului sangvin.

Se recomandă reducerea timpului la fiecare etapă a procesului de testare a 
hemoculturii, de la transportarea probelor până la raportarea rezultatelor. 
Identificarea rapidă a agentului cauzal şi raportarea în timp util a rezultatelor 
privind sensibilitatea la antimicrobiene pentru izolatele din sânge oferă 
informaţii de diagnostic valoroase pentru iniţierea şi ajustarea (de-
escaladarea*) terapiei antimicrobiene, reducând astfel mortalitatea, costurile 
de asistenţă medicală şi povara socială.

Sângele are efect bactericid, datorat elementelor cu acţiune antimicrobiană 
pe care le conţine: complementul, sistemul properdinic, lizozimul, beta-
lizinele, anticorpii naturali. Microorganismele pot nimeri în fluxul sangvin 
dintr-un focar de infecţie de pe suprafaţa pielii sau a mucoaselor, a căror 
integritatea a fost lezată, din tractul gastrointestinal sau prin introducerea 
directă a materialului contaminat în fluxul sangvin. 

Aceste bacterii sunt în mod normal îndepărtate din fluxul sangvin în câteva 
minute. Numai atunci când sistemele de apărare ale organismului sunt 

* Schimbarea tratamentului antimicrobian de spectru larg/multiplu, cu o terapie îngustă/
ţintită sau întreruperea tratamentului antimicrobian, bazat pe rezultatele identificării şi testării 
antimicrobiene. Poate include, de asemenea, schimbarea administrării de la calea intravenoasă 
la cea orală sau întreruperea preparatelor antimicrobiene, dacă infecţia a fost exclusă.

Termenii de-escaladare şi eficientizare a terapiei antimicrobiene empirice descriu practica 
de utilizare a rezultatelor identificării şi testării antimicrobiene, ca bază pentru eliminarea 
terapiei combinate inutile şi pot ţinti mai eficient agentul patogen cauzal, ceea ce duce la 
scăderea expunerii la preparate antimicrobiene şi la economisirea substanţială a costurilor.
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epuizate, devine evidentă infecţia sistemică. Mortalitatea este legată de tipul 
de microorganism contractat şi de natura bolii. Infecţia fluxului sangvin este 
cauzată de bacteriile (bacteriemie) sau de fungii (fungemie) din sânge şi 
poate fi tranzitorie, intermitentă sau continuă. 

Bacteriemie tranzitorie
Prezenţa tranzitorie a bacteriilor sau a fungilor în sânge pentru o perioadă 
de câteva minute, poate fi asociată cu extracţii dentare şi alte intervenţii 
stomatologice, un cateterism uretral, o bronhoscopie, intervenţii chirurgicale 
pe mucoase normal colonizate sau pe focare septice tisulare, urinare, 
ginecologice. Utilizarea intravenoasă a medicamentelor poate fi, de asemenea, 
o sursă de bacteriemie tranzitorie prin ace sau medicamente contaminate. 
Bacteriemia tranzitorie apare şi în asociere cu infecţii localizate, cum ar fi 
pneumonia pneumococică şi pielonefrita. 

Bacteriemie intermitentă 
Infecţia sangvină intermitentă este o infecţie tranzitorie recurentă şi este 
asociată cu abcesele nedrenate, intraabdominale. Aceasta apare la începutul 
unor infecţii sistemice şi localizate, de exemplu, bacteriemie pneumococică, 
în cazul pneumoniei pneumococice. Probele de sânge, recoltate în timpul 
perioadei febrile (pentru alte microorganisme decât speciile de Mycobacterium), 
pot fi negative în bacteremia intermitentă, deoarece bacteriile tind să fie 
eliminate de către mecanismele de apărare ale gazdei, înainte de prelevare. 

Bacteriemie continuă 
Bacteriemia continuă apare în evoluţia unor boli infecţioase ciclice, ca: febrele 
enterice, leptospiroze etc., în infecţii endovasculare: endocarditele subacute, 
anevrisme infectate, tromboflebite. Ocazional, bacteremia continuă să apară 
în asociere cu surse nonvasculare, în special la pacientii imunosupresaţi. 

Apariţia unor metastaze septice amplifică procesul bacteremic amorsat de 
focarul infecţios iniţial.

Pseudobacteriemie
Pseudobacteriemia apare atunci când tulpinile izolate din sânge provin din 
afara sistemului sangvin al pacientului. Contaminarea probelor de sânge 
poate să aibă loc la toate etapele: atât la colectarea probei de sânge, cât 
şi la procesarea în laborator şi poate proveni dintr-o varietate de surse. Au 
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fost descrise focare de pseudobacteremie cu microorganisme din mediu, 
care implică soluţii şi echipamente contaminate în spitale, laboratoare şi 
eşantionare incorectă a sângelui.

Sepsis
Noţiunea SIRS (eng. Systemic Inflammatory Response Syndrome) – 
sindromul de răspuns sistemic inflamator – descrie răspunsul timpuriu al 
organismului la leziuni care pot fi de origine infecţioasă sau neinfecţioasă. 

SIRS se atestă când sunt prezente, cel puţin, două criterii dintre următoarele:
•	 temperatura corpului: <36°C sau >38°C;
•	 ritmul cardiac: >90 bătăi pe minut; 
•	 hiperventilaţie: frecvenţă respiratorie >20 respiraţii pe minut;
•	 numărul de leucocite >12,0x109/L, <4,0x109/L sau >10 % forme imature.

Sepsisul (anterior septicemie) este prezenţa SIRS cauzat de infecţie. Sepsisul 
este definit ca infecţie confirmată sau suspectă (pe criterii clinice, bacteriologice 
şi imagistice), care declanşează un răspuns inflamator sistemic particular. 

Aproximativ 20% dintre cazurile de sepsis sunt asociate cu bacteriemia, restul 
fiind determinate de alte procese infecţioase din organism. Incidenţa sepsisului 
continuă să crească cu o rată a mortalităţii de 35-65%. Tratamentul antimicrobian 
empiric, precoce şi adecvat, este asociat cu scăderea ratelor mortalităţii 
şi rezultate clinice favorabile. În sepsisul sever, fiecare oră de întârziere în 
tratamentul cu antimicrobiene determină o mortalitate înaltă. La persoanele 
imunocompromise, sepsisul este definit ca SIRS cu unul sau mai multe dintre 
caracteristicile clinice prezente, combinate cu o etiologie infecţioasă.

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

Disfuncţii de organ:
•	 Hipoxemie arterială: PaO2/ Fi O2 < 300
•	 Oligurie acută: debit urinar < 0,5 ml/kg/h pentru cel puţin 2 ore
•	 Creatinină: >177 µmoli/L
•	 Anomalii ale coagulării: INR > 1.5, aPTT > 60 s
•	 Trombocitopenie: TR <100x109/L
•	 Hiperbilirubinemie: >34 µmoli/L 
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Şoc septic 
Şocul septic este definit ca persistenţa hipotensiunii arteriale, induse de 
sepsis, în pofida resuscitării volemice adecvate. Simptomele clinice sunt, 
de obicei, atribuite produselor bacteriene toxice şi/sau răspunsului gazdei 
la acestea. Şocul septic este mai frecvent indus de septicemia cu floră 
Gram-negativă, dar poate fi asociat şi cu microorganisme Gram- pozitive, în 
bacteriemia cu pneumococ, stafilococ, streptococ grup A, după Lancefield.

Terapia antimicrobiană intravenoasă este recomandată în prima oră de la 
diagnosticarea şocului septic şi a sepsisului sever. La fel, sunt esenţiale şi 
alte măsuri de susţinere, precum terapia cu lichide, ventilaţia mecanică şi 
menţinerea tensiunii.

Sepsis neonatal
Sepsisul neonatal este definit ca SIRS, diagnosticat clinic, cauzat de infecţia care 
apare în primele patru săptămâni de viaţă. Incidenţa sepsisului neonatal creşte 
odată cu scăderea greutăţii la naştere sau a prematurităţii. Deosebim două tipuri:

•	 Sepsis neonatal cu debut precoce

Sepsisul neonatal cu debut precoce apare în primele 72 de ore de viaţă şi 
este, de obicei, cauzat de infecţia retrogradă a tractului genital matern sau, 
mai rar, transplacentar. 

•	 Sepsisul neonatal cu debut tardiv 

Survine după primele 72 de ore de viaţă, iar microorganismele pot fi 
achiziţionate din mediul extern (de ex., spital sau comunitate). Infecţia 
este adesea transmisă prin intermediul persoanelor implicate în îngrijire. 
Microorganismele colonizează iniţial zonele superficiale şi tractul respirator 
superior şi progresează provocând sepsis, pneumonie sau meningită. 

Microorganismele, izolate din zonele superficiale, aspiratul gastric şi lichidul 
amniotic indică colonizare şi pot include agenţi patogeni responsabili de 
sepsisul neonatal. Cu toate acestea, ele nu stabilesc prezenţa unei infecţii 
sistemice active. Izolarea microorganismelor din sânge rămâne standardul 
de aur pentru diagnosticarea infecţiilor bacteriene sistemice la nou-născuţi. 
Microorganismele asociate cu sepsisul neonatal sunt: 

•	 Streptococi beta-hemolitici, în special streptococi grup B, după 
Lancefield

•	 Enterobacteriaceae
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•	 Staphylococcus aureus
•	 Stafilococi coagulazo negativi 
•	 Listeria monocytogenes
•	 Enterococcus spp.
•	 Pseudomonas spp.
•	 Fungi

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

Conform recomandărilor NICE privind utilizarea preparatelor antimicrobiene 
în infecţia neonatală cu debut precoce, rezultatele negative ale hemoculturii, 
la 36 de ore după prelevare, pot fi utilizate ca dovadă pentru întreruperea 
tratamentului cu antimicrobiene. Incubarea hemoculturilor timp de 36 de ore 
este suficientă pentru a exclude sepsisul la nou-născuţii asimptomatici, totuşi 
hemoculturile prelevate de la nou-născuţii <72 de ore pot necesita o incubare 
mai îndelungată. 

Infecţiile fluxului sangvin la pacienţii imunocompetenţi, 
dobândite în comunitate
Bacteriemia şi fungemia dobândite apar deseori la indivizii anterior 
sănătoşi, de obicei, în asociere cu infecţiile de focar, cum ar fi pneumonia 
pneumococică. De asemenea, bacteriile pot pătrunde în sânge din flora 
comensală proprie a pacientului sau dintr-un focar nedetectat şi pot provoca 
infecţii metastatice (aşa cum se întâmplă uneori în cazul osteomielitei, 
provocate de Staphylococcus aureus). Alte boli bacteriemice generalizate 
includ febra enterică (de exemplu, tifoidă) şi bruceloza.

Microorganismele cel mai frecvent izolate la adulţi cu bacteriemie dobândită 
sunt: 

•	 Escherichia coli
•	 Streptococcus pneumoniae
•	 Staphylococcus aureus
•	 Alte Enterobacteriaceae
•	 Neisseria meningitidis
•	 Streptococi beta-hemolitici
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Infecţiile fluxului sangvin la pacienţii imunocompetenţi, 
achiziţionate în spital
Numărul sporit de proceduri invazive, cum ar fi cateterizarea, terapia 
imunosupresivă, terapia cu antimicrobiene şi măsurile de suport vital, au dus 
la creşterea cazurilor de bacteriemii, candidemii şi a altor fungemii dobândite 
în spital. Aceste proceduri pot vehicula microorganisme în sânge sau pot 
diminua sistemul de apărare al gazdei. Microorganismele cel mai frecvent 
izolate de la adulţii cu infecţie de flux sangvin dobândită vor depinde de grupul 
de pacienţi (vârstă, comorbidităţi etc.) şi spectrul se poate schimba odată cu 
durata aflării în spital:

•	 Stafilococi coagulazo negativi 
•	 Escherichia coli 
•	 Staphylococcus aureus 
•	 Alte Enterobacteriaceae 
•	 Pseudomonas aeruginosa 
•	 Enterococcus
•	 Microorganisme anaerobe 
•	 Streptococcus pneumoniae 
•	 Fungi 

Infecţii asociate asistenţei medicale (IAAM)
IAAM sunt infecţii care apar ca urmare a intervenţiilor de îngrijire sau a 
tratamentelor ambulatorii, la cabinetul medical, clinică sau spital. La 
pacienţii care beneficiază în permanenţă de îngrijire medicală este adesea 
dificil să se determine cu exactitate dacă infecţia a fost contractată în 
comunitate sau în spital.

Bacteriemie anaerobă
Studiile în domeniu relatează că microorganismele anaerobe constituie 1-17% 
din hemoculturile pozitive. Microorganismele anaerobe prezintă, prin urmare, 
o cauză importantă a bacteriemiei şi este necesar să fie testate de rutină. 
Microorganismele cel mai frecvent asociate cu bacteriemia anaerobă sunt: 

•	 Bacilii Gram-negativi, inclusiv specii din genul Bacteroides şi 
Fusobacterium

•	 Peptostreptococcus
•	 Clostridium spp.
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Infecţiile fluxului sanguin la copii
În ultimii ani, spectrul agenţilor etiologici ai bacteriemiei la copii s-a 
schimbat. Infecţiile cu Haemophilus influenzae tip b au scăzut dramatic după 
introducerea imunizării cu Hib, iar rata infecţiilor asociate asistenţei medicale 
sistemice au crescut odată cu sporirea posibilităţilor medicale, raportării, etc. 
Microorganismele cel mai frecvent izolate la copiii cu bacteriemie dobândită 
în comunitate sunt: 

•	 Streptococcus pneumoniae
•	 Neisseria meningitidis
•	 Staphylococcus aureus
•	 Escherichia coli

Microorganismele implicate în infecţiile asociate asistenţei medicale la copii 
sunt similare cu cele implicate la adulţi. 

Bacteriemia ocultă poate apărea la copiii cu puţine sau fără simptome asociate, 
în mod normal, cu infecţia fluxului sangvin. Pirexia, care poate fi singurul 
indicator, nu este unul specific. S.pneumoniae predomină, dar a fost descrisă şi 
infecţie ocultă cu H. influenzae, specii de Salmonella şi N. meningitidis.

Bacteriemia asociată cateterizării 
Este foarte dificil a demonstra că drept cauză a bacteriemiei sau a fungemiei 
este cateterizarea intravenoasă. Deseori nu există dovezi de infecţie la locul 
de inserţie a cateterului, iar microorganismele implicate sunt frecvent parte 
a florei normale a pielii şi sunt contaminanţi obişnuiţi ai hemoculturilor. 
Diagnosticul bacteriemiei asociate cateterizării este, de obicei, bazat pe: 

•	 izolarea aceluiaşi microorganism din sânge şi din locul purulent de 
inserţie a cateterului sau a vârfului cateterului; 

•	 sepsisul clinic, care nu răspunde la terapia antimicrobiană şi se rezolvă 
prin înlăturarea cateterului.

Bacteriemia la femeile însărcinate
Listeria monocytogenes poate provoca o infecţie severă la femeile gravide. 
Sepsisul cauzat de L. monocytogenes prezintă o afecţiune febrilă acută care 
poate afecta fătul. Acest lucru poate duce la o infecţie sistemică (granulomatoză 
septică infantilă), la moartea fătului sau la o meningită neonatală. Pentru a 
depista acestă specie de microorganisme trebuie examinate produsele de 
concepţie, placenta şi tampoanele neonatale. Investigarea bacteriologică 
de rutină a secretului vaginal pentru L. monocytogenes nu este, de regulă, 
efectuată, dar poate fi utilă în cazurile suspecte. 
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Afectarea septică poate duce la o morbiditate maternă severă şi poate fi fatală. 
Perforarea uterină, prezenţa resturilor necrotice şi a produselor placentare 
reţinute pot duce la infecţii; majoritatea infecţiilor sunt polimicrobiene şi implică 
anaerobi. Sepsisul clostridian care complică avortul este potenţial letal. La 
unele femei, speciile de Clostridium fac parte din flora vaginală normală.

Endocardita infecţioasă 
Endocardita infecţioasă (EI) este o infecţie microbiană a suprafeţei 
endocardice, care determină apariţia vegetaţiilor la nivelul endocardului, în 
special la nivelul valvelor, cu perturbarea funcţionalităţii normale a acestora. 
Se întâmplă, de obicei, la locul unei leziuni cardiace predispozante sau al unui 
defect congenital, în care există flux sanguin turbulent, favorizând leziunea 
endocardică şi aderarea trombocitelor. Un cheag de fibrină este depus pe 
suprafaţa endocardică deteriorată şi este colonizat cu microorganism, care 
au pătruns în fluxul sangvin, formând astfel vegetaţii infectate. 

Viabilitatea bacteriilor poate fi prezentă atât în interiorul, cât şi pe suprafaţa 
vegetaţiei, ceea ce face dificil tratamentul antimicrobian. Din punct de vedere 
istoric, EI a fost calificată ca fiind „acută” sau „subacută”, referitor la cursul 
obişnuit al bolii netratate. Fiind propuse în 1994, criteriile Duke sunt şi acum 
utilizate pentru diagnosticare. Este mai simplu să descriem boala în raport 
cu microorganismul infectant sau cu anatomia de bază.

Rezultatele hemoculturii sunt esenţiale pentru diagnosticul şi managementul 
pacienţilor cu endocardită infecţioasă. Prin urmare, este imperativ să se 
utilizeze tehnici optime de cultivare, ceea ce va permite izolarea agentului 
etiologic în peste 90% dintre cazurile de endocardită infecţioasă. Prima 
problemă în evaluarea unui pacient cu suspecţie de endocardită infecţioasă 
este a determina când se prelevează hemocultura. 

Endocardita infecţioasă acută
În cazurile de endocardită infecţioasă suspectă sau certă, care poate fi cauzată 
de agenţi patogeni extrem de virulenţi, cum ar fi Staphylococcus aureus, 
hemoculturile trebuie să fie recoltate pentru a evita eşecul terapeutic.

Endocardita infecţioasă subacută
În cazul prezenţei simptomelor care sugerează o EI subacută, nu este 
primordială raportarea rezultatului preliminar, ci stabilirea diagnosticului 
microbiologic definitiv (identificarea agentului cauzal şi rezultatele testării 
antimicrobiene).
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Endocardita nativă (afectarea valvelor)
Boala cardiacă reumatică cronică a fost principalul factor predispozant 
în EI, dar este înlocuită acum de alte afecţiuni, cum ar fi: boala cardiacă 
congenitală, prolapsul valvei mitrale şi boala valvulară degenerativă la 
vârstnici. Endocardita infecţioasă se poate dezvolta la valvele anatomic 
normale şi funcţionale, ca urmare a anumitor bacteriemii.

Microorganismele cel mai frecvent izolate sunt: 

•	 Streptococii orali

•	 Staphylococcus spp. (aproximativ 80% dintre aceştia 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 
pretenţioase şi care rareori cauzează infecţii la om, altele decât endocardita 
(de exemplu, grupul HACEK: Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, 
Eikinella şi Kingella). Speciile din genul Bartonella devin din ce în ce mai 
frecvent cauze importante ale endocarditei, în special la pacienţii cu HIV.

Infecţia fluxului sangvin la pacienţii imunocompromişi
Pacienţii imunocompromişi sunt cei cu anomalii ereditare, dobândite sau cele 
induse de tratamente imunosupresoare. Prin urmare defectele de fagocite, 
complement, formarea de anticorpi şi imunitatea mediată celular sunt 
deseori asociate cu o anumită dereglare sau boală, cum ar fi malformaţiile, 
infecţia HIV, transplant de organe, terapie imunosupresoare şi cu hormoni 
steroizi. Riscul de infecţie este cel mai mare la pacienţii cu neutropenie, 
la care bacteriile Gram-negative cauzează sepsis sever, asociat cu o rată 
ridicată a mortalităţii. 

La pacienţii imunocompromişi, există o incidenţă sporită a infecţiei cauzate 
de microorganisme care fac parte din flora indigenă. Acestea ar fi, de obicei, 
considerate contaminanţi pentru gazda imunocompetentă (de exemplu, 
stafilococii coagulazo-negativi, enterococii şi streptococii grup Viridans). 

Pacienţii hipospleni sau aspleni sunt sensibili la septicemie fulminantă, cauzată 
de o varietate de microorganisme, în special de bacterii, precum S. pneumoniae, 
H. influenzae şi N. meningitidis, dar şi de microorganisme mai puţin obişnuite, 
cum ar fi Capnocytophaga spp. Spectrul de microorganisme detectate, reflectă 
perioadele prelungite ale neutropeniei, durata spitalizării şi o utilizare sporită 
a cateterelor venoase centrale şi a antimicrobienelor cu spectru larg. Infecţiile 
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polimicrobiene sunt mai frecvent atestate la acest grup de pacienţi, iar numărul 
de infecţii oportuniste, provocate de speciile Gram-pozitive, în special cele 
cauzate de fungi şi Mycobacterium spp., de asemenea a crescut. 

Pe lângă microorganismele menţionate anterior, asociate cu infecţia fluxului 
sanguin la pacienţii imunocompromişi se mai izolează şi alţi agenţi microbieni:

•	 bacterii Gram-negative 
•	 Listeria monocytogenes
•	 Corynebacterium spp.
•	 Candida spp.

Semnificaţia fungilor saprobioţi în IFS
Aspergillus spp. reprezintă cea mai frecventă cauză a infecţiilor fungice 
invazive, dar este rar izolat din sânge. Pe de altă parte, Fusarium spp. este 
izolat în 60- 70% din hemoculturile pacienţilor cu fusarioză diseminată. Printre 
fungii emergenţi, implicaţi tot mai des în infecţii invazive, inclusiv în fungemii, 
se numără: Scedosporium spp., Alternaria spp. şi Paecilomyces spp. 

Cu excepţia fungemiilor asociate cu prezenţa cateterelor venoase centrale, 
determinarea semnificaţiei clinice a hemoculturilor pozitive cu fungi, chiar şi la 
pacienţii cu hemopatii maligne, reprezintă o provocare. Cele mai frecvente cauze 
de fungemii adevărate sunt determinate de Scedosporium spp., iar prezenţa 
leucemiei sau a transplantului medular reprezintă un factor de risc major. 

Semnificaţia hemoculturilor pozitive cu Aspergillus spp. rămâne incertă. În 
literatura de specialitate sunt atestate puţine cazuri, documentate din punct 
de vedere clinic, histologic şi microbiologic, de evidenţiere a aspergilozei 
invazive cu hemocultură pozitivă certă. O singură hemocultură pozitivă, în 
sistemul lizei cu centrifugare, reprezintă, în mod obişnuit, un indicator al 
pseudoaspergilemiei, iar în acest caz trebuie găsite argumentele clinice 
şi radiologice pentru stabilirea semnificaţiei clinice a izolatului. Totuşi se 
consideră că hemoculturile pozitive pentru Aspergillus, cu reală semnificaţie 
clinică, sunt foarte rare. 

Candida spp. (în particular Candida albicans) este frecvent izolată în 
hemoculturi, reprezentând până la 10% dintre infecţiile sistemice asociate 
asistenţei medicale; cu toate acestea aproximativ 50% din hemoculturi 
rămân negative la pacienţii cu candidemie. În cazul hemoculturilor pozitive 
cu Candida spp., trebuie depistată posibila sursă a infecţiei şi cateterele 
intravasculare înlocuite. 
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4 RECOMANDĂRI PENTRU 
INDICAREA HEMOCULTURII

Majoritatea studiilor știinţifice subliniază importanţa indicării hemoculturii 
de către clinicieni, pacienţilor ce prezintă oricare dintre următoarele semne: 

•	 septicemie, şoc septic; 
•	 infecţii care se asociază cu bacteriemie (pneumonie, meningită, pie-

lonefrite acute, infecţii puerperale, angiocolecistite, artrite septice, 
infecţii ale arsurilor şi plăgilor);

•	 nou-născuţi şi copii cu semne clinice sugestive, chiar minime de in-
fecţie de flux sanguin;

•	 febră sau istoric de febră şi neutropenie suspectată sau dovedită; 
•	 febră şi stare imunocompromisă; 
•	 stări febrile după intervenţii chirurgicale pe intestin, focare infecţioase 

cronice, cateterism venos prelungit, dializă peritoneală;
•	 febră la persoanele care au călătorit recent peste hotarele ţării; 
•	 endocardită infecţioasă suspectă; 
•	 sindrom sugestiv pentru IFS cu germeni specifici (febră enterică – 

S. Typhi, S. Paratyphi, bruceloză, leptospiroză); 
•	 în cazuri particulare (sarcină; afecţiune cardiacă, diabet asociat cu insu-

ficienţă renală, insuficienţă hepatică; leucocitoză; granulocitopenie); 
•	 sindroame febrile cu etiologie neelucidată.
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5 PROCEDURA DE PRELEVARE 
A HEMOCULTURII

5.1	 TIPUL PROBEI

Sânge

5.2	 DEZINFECTAREA PIELII ŞI PREVENIREA 
	 CONTAMINĂRII HEMOCULTURII

Majoritatea probelor de sânge pentru hemocultură sunt recoltate prin 
venipuncţie. Pentru a reduce la minim riscul de contaminare a probei cu 
flora comensală a pielii, locul venipuncţiei necesită dezinfectare. O serie de 
dezinfectanţi au fost folosiţi clinic în ultimii 50 de ani, inclusiv prelucrarea 
cu alcool (70% izopropil), tinctura de iod, povidonă-iod, iodofori, peroxid de 
clor şi gluconat de clorhexidină. Majoritatea studiilor analizate recomandă 
următorii dezinfectanţi: 

•	 tinctura de iod, peroxid de clorură şi gluconat de clorhexidină sunt 
superioare preparatelor de povidonă-iod;

•	 tinctura de iod şi gluconatul de clorhexidină sunt echivalente, gluconat 
de clorhexidină în alcool izopropilic 70%. 

Preparatele care conţin iod necesită suficient timp pentru dezinfectarea 
suprafeţelor (30 de secunde pentru tinctura de iod şi 1.5–2 minute pentru 
iodofori). Gluconatul de clorhexidină necesită aceeaşi perioadă de timp ca 
tinctura de iod, dar nu este asociat cu reacţii alergice şi nu trebuie curăţat de 
pe piele după terminarea venipuncţiei. Dezavantajul principal al gluconatului 
de clorhexidină îl constituie faptul că nu poate fi aplicat pentru dezinfectarea 
pielii sugarilor cu vârstă mai mică de două luni; cu toate acestea, este 
dezinfectantul de piele recomandat copiilor mai mari şi adulţilor.

Gluconatul de clorhexidină, ca antiseptic al pielii, este permis pentru aplicare 
pacienţilor pediatrici, cu vârsta de două luni şi peste. 

Pentru pacienţii cu vârsta mai mică de două luni, alcoolul izopropilic 70% 
constituie o alternativă acceptabilă pentru dezinfectarea pielii. 
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Modul de recoltare a probelor de sânge pentru hemocultură
Pe parcursul procedurii, trebuie respectată o tehnică aseptică strictă (vezi 
anexa 1).

Sângele pentru hemocultură trebuie colectat din vene, nu din artere. 

Probele de sânge obţinute prin cateterele intravenoase sunt asociate cu rate 
de contaminare mai mari decât probele de sânge obţinute prin venipuncţie. 
Deoarece evaluarea şi interpretarea hemoculturilor pozitive din catetere 
intravenoase şi dispozitive similare este dificilă, este necesară recoltarea în 
paralel a unei probe suplimentare, obţinute prin venipuncţie.

După identificarea locului de venipuncţie, septul de cauciuc al flaconului de 
hemocultură trebuie dezinfectat cu 70% alcool izopropilic şi lăsat să se usuce. 

Cerinţe de recoltare a probelor de sânge pentru hemocultură: 
1.	 Zona de puncţie se decontaminează larg, concentric, cu 70% alcool 

izopropilic, permiţându-i să se usuce.
2.	 Se aplică dezinfectantul principal (recomandată fiind clorhexidina 

în 70% alcool izopropilic), apoi i se permite să acţioneze în limitele 
timpului recomandat. 

3.	 Persoana care recoltează sânge nu trebuie să palpeze vena după 
dezinfectarea pielii decât dacă poartă mănuşi sterile.

4.	 Se recomandă ca sângele să fie recoltat într-o seringă sterilă şi apoi 
să fie transferat în flaconul de hemocultură. Nu se admite recoltarea 
sângelui direct în flacoanele de hemocultură, din cauza riscului 
de reflux al bulionului în vene. Este posibilă colectarea directă în 
flaconul de hemocultură doar cu ajutorul dispozitivelor speciale de 
colectare, disponibile de la unii producători; acestea trebuie utilizate 
în conformitate cu recomandările producătorilor. 

5.	 Flacoanele de hemocultură trebuie menţinute în poziţie verticală 
atunci când sunt utilizate. 

Notă: Notă:

Utilizarea dezinfectanţilor pe bază 
de iod nu este recomandată pentru 
dezinfectarea septului din cauciuc 
pentru unele sisteme comerciale, 
deoarece acest lucru poate afecta 
integritatea septului.

Dacă este necesară şi efectuarea altor 
teste, flacoanele pentru hemocultură 
trebuie inoculate primele, pentru a 
evita contaminarea. Se recomandă a 
efectua separat prelevarea sângelui 
pentru hemocultură.
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Indiferent de metoda aplicată pentru recoltarea sângelui, laboratoarele 
trebuie să dispună de proceduri operaţionale standard, în scopul minimizării 
ratelor de contaminare (interval acceptabil ≤ 3%).

5.3	 TIMPUL OPTIM DE PRELEVARE A SÂNGELUI 
	 PENTRU HEMOCULTURĂ

Prelevările trebuie făcute înaintea tratamentului antibacterian, în cazurile 
când este posibil. Sângele se recoltează cât mai curând posibil, după debutul 
simptomelor clinice. Cu toate că sângele poate fi prelevat în orice moment, 
totuşi timpul optim pentru recoltare este în timpul crizei febrile sau cât mai 
curând posibil după criza febrilă, cu excepţia endocarditei, unde limita de 
timp nu este critică.

5.4	 CRITERII DE RESPINGERE A PROBELOR 

Laboratorul îşi rezervă dreptul de a refuza specimenele recoltate şi etichetate 
impropriu. În general, hemoculturile impropriu recoltate sunt păstrate până 
la momentul în care instituţia sau persoana care a recoltat proba sunt 
anunţate.

Probele de hemocultură, care întrunesc criteriile prezentate mai jos, trebuie 
response, recomandându-se repetarea recoltării. 

Criterii de respingere:
•	 flacoane neetichetate care nu pot fi identificate;
•	 flacoane sparte, deteriorate sau cu scurgeri;
•	 flacoane cu cheaguri şi care conţin anticoagulante, altele decât SPS 

(Sodium polyanethole sulfonate).
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6 CANTITATEA NECESARĂ ŞI 
NUMĂRUL DE PROBE COLECTATE

Hemocultura reprezintă o probă de sânge, colectată prin venepuncţie, dintr-
un singur loc, inoculată în unul sau în mai multe flacoane.

Un set de hemocultură este definit ca un flacon aerob şi unul anaerob. Pentru 
sugari şi nou-născuţi poate fi solicitat un singur flacon aerob.

6.1	 CANTITATE

Adulţi
La un adult, volumul de sânge recomandat pentru un set de hemocultură este 
de 20 – 30 ml. Deoarece fiecare set conţine un flacon aerob şi unul anaerob, 
fiecare flacon trebuie inoculat cu aproximativ 10 ml sânge. 

În scopul de a optimiza recuperarea agentului patogen şi a majora rata de 
izolare, este recomandat să se folosească două sau trei seturi (două flacoane 
per set) pentru fiecare episod septic (40–60 ml sânge; 10 ml per flacon). Pentru 
fiecare mililitru suplimentar de sânge cultivat, izolarea microorganismelor 
recuperate din sânge de la adulţi creşte în proporţie directă până la 30 ml. 
Intervalul dintre două probe nu este 
un factor critic, deoarece randamentul 
de diagnosticare rămâne acelaşi, chiar 
şi atunci când cele două probe sunt 
prelevate în acelaşi timp (interval nul).

Copii şi nou-născuţi
Investigarea sângelui pentru hemocultură la copii constituie o provocare. 
Este dificilă determinarea volumului optim necesar din următoarele motive:

•	 concentraţia bacteriilor din sânge la copiii cu bacteriemie este, de obicei, 
mai mare decât la adulţi, prin urmare, cantitatea de sânge necesară de 
la un nou-născut sau sugar poate fi mai mică cu câţiva mililitri;

•	 concentraţia de bacterii din fluxul sanguin scade odată cu vârsta şi, 
prin urmare, volumul de sânge necesar pentru hemocultură creşte;

Notă:

Pot fi indicate mai mult de 2 flacoane 
per set.
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•	 o abordare raţională este ajustarea volumului de sânge recoltat în 
funcţie de greutatea copilului (tabelul 1).

Volumul de sânge se recoltează în funcţie de greutatea pacientului şi se 
utilizează deseori doar un flacon aerob, iar cel anaerob numai în cazul în 
care se suspectează infecţia anaerobă. 

Pentru testarea hemoculturii la copii sunt disponibile flacoane de hemocultură 
cu formule, special destinate volumelor mici de sânge (pentru copii cu vârsta 
mai mică de 2 ani). Acestea sunt concepute special pentru a menţine raportul 
sânge-bulion (1:5 până la 1:10) pentru volume mici de sânge, în scopul 
îmbunătăţirii recuperării microbiene.

În prezenţa unui nivel ridicat de bacteriemie, cantitatea de sânge recoltată 
pentru sugari şi nou-născuţi este de 1-2 ml sânge şi pentru copii – 2-5 ml (nu 
mai mult de 1% din volumul total de sânge).

Un nivel scăzut de bacteriemie (<4x103 UFC/ml) la nou-născuţi şi la copii apare 
cu microorganisme clinic semnificative şi studiile în domeniu sugerează că 
pentru detectarea fiabilă a bacteriemiei la nivel scăzut, trebuie să se cultive 
4-5% din volumul total de sânge al pacientului (tabelul 1).

Tabelul 1.	 Volumul de sânge recomandat pentru hemocultură 
	 la nou-născuţi şi copii

Greutate 
pacient, 

kg

Volum total 
de sânge al 
pacientului 

(ml)

Volum recomandat 
pentru hemocultură Volum total 

pentru 
hemocultură

% din volumul 
total de sânge 
al pacientuluiSet 1 Set 2

≤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 

Notă:

Nu se depăşeşte volumul maxim recomandat de producător pentru fiecare flacon.
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Dacă volumul de sânge este insuficient pentru două flacoane, mai întâi se 
inoculează flaconul aerob şi apoi restul volumului de sânge se inoculeaza 
într-un flacon anaerob.

Inocularea flacoanelor de hemocultură în acest mod este importantă, deoarece 
cele mai multe bacteriemii sunt cauzate de bacterii aerobe şi facultativ aerobe, 
care vor fi recuperate mai bine din flacoanele aerobe. În plus, fungii patogeni 
sunt recuperaţi aproape exclusiv din flacoanele aerobe, la fel ca aerobii stricţi, 
precum Pseudomonas şi Stenotrophomonas. Laboratoarele care optează doar 
pentru flacoane aerobe, trebuie să aplice două flacoane aerobe pentru fiecare 
set de hemocultură, pentru a asigura inocularea volumelor adecvate de sânge.

6.2	 NUMĂRUL DE PROBE

Numărul şi frecvenţa hemoculturilor colectate depind de starea clinică a 
pacientului.

Se colectează două seturi consecutive, din două locuri separate de venepuncţie, 
cât mai curând posibil după debutul simptomelor clinice. Sângele poate fi 
prelevat în orice moment, dar preferabil este în perioada episodului febril sau 
imediat după acesta, excepţie făcând endocardita, unde timpul nu este critic.

La nou-născuţi se colectează sânge 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 şi unul 
anaerob, atunci când este relevant din punct de vedere clinic.

În situaţii urgente, 2 sau mai multe seturi de hemocultură pot fi obţinute 
secvenţial, într-un interval scurt de timp (minute), după care terapia empirică 
poate fi iniţiată. În situaţii mai puţin urgente, obţinerea seturilor de cultură de 
sânge poate avea loc pe parcursul mai multor ore sau şi mai mult.

În cazurile de sepsis sever, se recoltează două seturi în prima oră, preferabil 
înainte de iniţierea tratamentului antimicrobian, cu condiţia să nu se întârzie 
în mod semnificativ administrarea preparatelor antimicrobiene.

De la pacientul suspectat de prezenţa endocarditei infecţioase se recolteaza 
cel puţin trei seturi, într-o perioadă de 24 ore. Seturile de hemocultură se 
obţin la un interval de 30 min. – 1 oră. Acest fapt poate ajuta la confirmarea 
unei bacteriemii continue, care poate oferi o valoare clinică suplimentară, 
mai ales dacă ecocardiografia este negativă sau echivocă.
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Deoarece bacteriile şi fungii nu sunt prezenţi în mod constant în fluxul 
sanguin, sensibilitatea unui singur set de hemocultură este limitată.

Într-un studiu recent a fost investigată sensibilitatea cumulată a culturilor 
de sânge, obţinute secvenţial pe o perioadă de 24 de ore, utilizând sisteme 
automatizate. Rezultatele denotă că randamentul cumulat de agenţi patogeni 
din trei seturi de hemocultură (2 flacoane per set), cu un volum de sânge de 
20 ml în fiecare set (10 ml per flacon), a fost de 73,1% pentru primul set, 
89,7% – primele două seturi şi 98,3% pentru primele trei seturi. Cu toate 
acestea, pentru a realiza o rată de detectare >99% dintre infecţiile fluxului 
sangvin, pot fi necesare câte patru seturi de hemocultură.

Un singur flacon sau un set de flacoane (aerob şi anaerob) nu este suficient 
pentru testarea hemoculturii de la pacienţii adulţi, deoarece această practică 
implică recoltarea unui volum de sânge insuficient şi respectiv pierderea unui 
număr substanţial de bacteriemii şi dificultăţi în diferenţierea bacteriemiei 
adevărate de contaminare. Un contaminant va fi, de regulă, prezent într-un 
singur flacon dintr-un set de hemocultură, spre deosebire de o adevărată 
infecţie a fluxului sangvin, în care mai multe flacoane/seturi de hemocultură 
vor fi pozitive.

Dacă s-au luat 2-3 seturi de hemocultură şi acestea sunt negative după 
24-48 de ore de incubare, iar pacientul este încă potenţial septic, în scopul 
îmbunătăţirii managementului pacientului, se recomandă colectarea a încă 
2-3 seturi suplimentare de hemocultură.

Ca şi la pacienţii adulţi, la cei pediatrici se colectează două-trei hemoculturi în 
24 de ore. Deoarece bacteriile anaerobe sunt rareori recuperate de la pacienţii 
pediatrici, studiile recomandă utilizarea doar a flacoanelor aerobe. Flacoanele 
anaerobe pot fi luate în considerare pentru nou-născuţii de la mame care au 
avut ruperea membranelor în timpul naşterii sau corioamniotită maternă; 
infecţie cronică orală sau sinusală; celulită (în special perianală şi sacrală); 
semne şi simptome abdominale; plăgi muşcate; flebită septică; pacienţi 
neutropenici cărora li se administrează steroizi.

6.3	 INOCULAREA FLACOANELOR

La utilizarea unui set de colectare a sângelui cu fluturaş, flaconul aerob 
trebuie inoculat primul, pentru a preveni transferul de aer din dispozitiv în 
cel anaerob. Iar în cazul colectării cu seringa, primul se inoculează flaconul 
anaerob, pentru a evita pătrunderea aerului.
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7 TRANSPORTAREA ŞI 
PĂSTRAREA HEMOCULTURILOR

Standard preanalitic 
Flacoanele inoculate trebuie să fie incubate cât mai curând posibil, timp ideal 
fiind de maxim 4 ore (tabelul 2).

Tabelul 2. Standard preanalitic

Stadiul de investigare: Standard:
Preanalitic Timp ideal
De la colectare pâna la incubare ≤4 ore

În cazul în care probele nu pot fi transportate în decurs de 4 ore, ghidurile 
Societăţii Europene de Microbiologie Clinică şi Boli Infecţioase (ESCMID) 
recomandă ca flacoanele de hemoculutură, destinate testării cu utilizarea 
sistemelor automatizate, să fie păstrate la temperatura camerei, deoarece 
preincubarea în termostate poate duce la rezultate fals negative sau la 
creşterea timpului de detecţie a rezultatului pozitiv. Însă flacoanele destinate 
testării prin metoda manuală trebuie incubate cât mai curând posibil.

Ghidurile internaţionale recomandă laboratoarelor să stabilească o procedură 
privind gestionarea corectă a transportării probelor, în scopul asigurării 
integrităţii acestora şi a unei durate de timp adecvat. 

Formularul de însoţire a hemoculturilor trebuie să conţină: 
•	 numele şi prenumele;
•	 vârsta;
•	 diagnosticul pacientului;
•	 locul de unde a fost prelevată proba de sânge;
•	 tratamentul administrat;
•	 data şi ora recoltării;
•	 volumul de sânge colectat.

La utilizarea metodei manuale de testare a hemoculturii, în cazul suspecţiei 
bacteriilor strict aerobe (ex. Pseudomonas, Neisseria) sau a levurilor, flaconul 

Notă:

Probele nu trebuie refrigerate!
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trebuie ventilat imediat ce este primit în laborator, prin străpungerea septului 
flaconului, dezinfectat anterior, cu un ac steril. Acul poate fi îndepărtat odată 
ce presiunea din sticlă atinge nivelul presiunii atmosferice. 

Flacoanele de hemocultură, destinate pentru utilizarea metodei automatizate, 
conţin CO2, O2 şi N2, ceea ce are un efect stimulant asupra creşterii şi nu 
necesită ventilare.

Standardele internaţionale recomandă verificarea prezenţei semnelor de 
creştere, înainte de încărcare/incubare a flacoanelor transportate în laborator 
mai târziu de timpul recomandat. În cazul prezenţei semnelor vizibile de 
creştere, se recomandă efectuarea unui frotiu Gram şi a subculturii.

8 METODOLOGIA DE PROCESARE 
A PROBELOR DE HEMOCULTURĂ

Pentru managementul eficient al pacientului cu infecţie de flux sanguin este 
imperios necesară comunicarea către clinician a rezultatelor fiecărei etape 
de investigare a hemoculturii.

Din momentul detectării/semnalării pozitive a flacoanelor de hemocultură, 
rezultatele identificării şi ale determinării sensibilităţii la antimicrobiene ale 
izolatelor trebuie raportate în limita timpului recomandat (tabelul 3). 

Tabelul 3. Standard analitic
Etapa de 

investigare Criteriu Standard 

Analitică

Pozitivare la 
microscopie,
identificarea 
şi testarea 
sensibilităţii la 
antimicrobiene

Test efectuat Timp recomandat 
pentru raportare

Frotiu Gram ≤2 ore
Testare Rapidă Antigen ≤2 ore 
Metode moleculare Aceeaşi zi 
Identificare Directă/Automată ≤24 ore
Identificare, metoda clasică 24-48 ore
Testarea sensibilităţii (Directă/Automată) ≤24 ore 
Testarea sensibilităţii (metoda clasică) 24-48 ore
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8.1	 CONDIŢII DE INCUBARE

Timpul de incubare al flacoanelor de hemocultură diferă în funcţie de metoda 
utilizată (manuală sau automatizată) şi de microorganismul suspectat (vezi 
anexa 2). În general, flacoanele de hemocultură se incubează la 35-37°C, timp 
de 5-7 zile. 

În cazul utilizării metodelor manuale convenţionale, se recomandă incubarea 
hemoculturilor timp de 7 zile. Perioada de incubare poate fi prelungită mai 
mult de 7 zile, pentru microorganismele pretenţioase nutritiv (Bartonella, 
Legionella, Brucella, Nocardia), fungii dimorfi şi în cazul endocarditei sau 
dacă pacientul a fost supus unui tratament antimicrobian.

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

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

Agitaţia flacoanelor de hemocultură
Procedurile standardizate privind testarea hemoculturilor subliniază 
importanţa agitaţiei flacoanelor aerobe, în special în primele 24 de ore de 
incubare. Această tehnică contribuie la creşterea semnificativă a ratei de 
izolare şi la reducerea timpului de detectare a microorganismelor, din cauza 
oxigenării crescute a mediului. 

Sistemele automatizate permit agitarea continuă a flacoanelor, fără impact 
negativ asupra creşterii bacteriilor din flacoanele anaerobe.

8.2	 METODE DE TESTARE A HEMOCULTURILOR 
	 (MANUAL ŞI AUTOMATIZAT)

Hemoculturile pot fi procesate în laborator fie manual, fie prin metode 
automatizate. Tehnic vorbind, metodele manuale se vor referi la metode care 
nu utilizează instrumente pentru a monitoriza creşterea microorganismelor. 
Hemoculturile manuale pot fi împărţite suplimentar în culturi pe bază de 
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bullion, monitorizate vizual („convenţionale”) şi culturi folosind mediile 
bifazice. Metodele automatizate folosesc instrumente pentru a detecta 
creşterea microbiană în medii cu bulion, prin monitorizarea produselor 
secundare ale metabolismului bacterian sau fungic.

8.2.1 Testarea manuală
Mediile utilizate pentru testarea manuală sunt: mediile convenţionale, mediile 
bifazice şi liză-centrifugare.

Mediile convenţionale pentru testarea hemoculturii constau, de obicei, 
dintr-o pereche de flacoane aerobe şi anaerobe. Mediile standard pentru 
microorganismele aerobe includ: infuzia de creier-inimă, Columbia sau 
bulion triptic de soia, iar pentru bacteriile microaerofile şi anaerobe se 
recomandă mediul tioglicolat. Mediile pot fi suplimentate cu hemină, vitamina 
K1, L-cisteină pentru favorizarea creşterii microorganismelor pretenţioase 
nutritiv. Volumul de bulion selectat pentru culturile convenţionale trebuie 
să fie astfel încât să se obţină un raport de sânge-bulion de 1:5 sau 1:10. 
Unele flacoane comerciale întrunesc criteriile de mai sus şi cu un singur tip 
de flacon se pot detecta microorganisme aerobe, anaerobe şi fungi. 

Mediile bifazice
Utilizarea unui flacon care conţine atât agar, cât şi bulion, a fost iniţial concepută 
pentru izolarea speciilor de Brucella din sânge. Aceste medii „bifazice” de 
hemocultură s-au dovedit a fi eficiente şi pentru recuperarea micetelor şi 
a bacteriilor din sânge. Popularitatea acestei metode a scăzut, din cauza 
complexităţii pregătirii flacoanelor cu acest tip de mediu. În prezent, sunt 
disponibile medii comerciale, care constau dintr-un flacon ce conţine bulion 
şi un cilindru ataşabil, acoperit cu un mediu pe bază de agar pe ambele părţi. 
Flacoanele sunt disponibile într-o varietate de combinaţii ale mediilor şi volume 
pentru a fi utilizate la pacienţii pediatrici sau la adulţi şi pentru testarea unei 
game de microorganisme atât aerobe, cât şi anaerobe. La fel, sunt disponibile 
şi formule pentru recuperarea micobacteriilor. Avantajele mediilor bifazice 
pentru hemocultură, comparativ cu mediile convenţionale, se datorează unei 
recuperări mai bune a bacteriilor aerobe, anaerobe şi a fungilor şi reducerii 
timpului de detectare prin recuperarea coloniilor izolate. Dezavantajele 
sistemelor bifazice sunt: probabilitatea mai mare de contaminare şi rate 
scăzute de recuperare a bacteriilor anaerobe. Similar cu mediile de cultură 
convenţionale, cele bifazice trebuie monitorizate vizual, timp de şapte zile. 
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Liză-centrifugare se referă la o metodă în care se realizează liza celulelor 
sanguine, urmată de separararea microorganismelor de componentele 
sângelui, prin centrifugare şi prin însămânţarea sedimentului pe medii de 
cultură solide.

Performanţa metodei de liză-centrifugare este echivalentă cu cea a mediilor 
bifazice, datorită obţinerii coloniilor izolate şi ratei majorate de recuperare a 
fungilor filamentoşi şi a micetelor levuriforme.

Notă:

Pentru îmbunătăţirea ratei de recuperare a fungilor, ghidurile internaţionale 
subliniază importanţa selectării mediilor, în funcţie de tipurile suspectate de fungi.

Pentru detectarea fungemiei, se recomandă utilizarea următoarelor medii:
1)	 flacoane cu bulion,
2)	 flacoane bifazice şi
3)	 flacoane de liză-centrifugare. 

Cu toate acestea, fungii dimorfi şi filamentoşi pot fi recuperaţi în mod cert 
numai în flacoanele bifazice şi de liză-centrifugare. Utilizarea flacoanelor 
anaerobe pentru detectarea fungilor nu este recomandată. 

Mediile bifazice pot fi utilizate pentru recuperarea micetelor levuriforme, 
a fungilor dimorfi şi filamentoşi, dar necesită o incubare mai îndelungată 
a hemoculturilor, timp de patru săptămâni. Pentru a obţine o performanţă 
optimă a mediilor bifazice, este necesară o agitare frecventă şi domoală a 
flacoanelor în primele 24 ore de incubare. Rata de recuperare diminuată 
a fungilor dimorfi în mediile bifazice poate fi atribuită unei perioade de 
incubaţie insuficientă. Fungii dimorfi şi filamentoşi se depistează mai bine 
în flacoanele de liză-centrifugare, comparativ cu alte metode manuale de 
testare a hemoculturii. Pentru recuperarea optimă a micetelor din flacoanele 
de liză-centrifugare, sedimentul se inoculează pe mai multe medii agarizate 
şi se incubează la diferite regimuri de temperatură (27-30°C şi 35-37°C).

8.2.2 Testarea automatizată
Majoritatea sistemelor de monitorizare continuă a hemoculturilor disponibile 
comercial se bazează pe detectarea creşterii nivelului de CO2, produs rezultat 
în urma metabolizării active a microorganismelor. Sistemele au un design 
modular care poate fi adaptat în funcţie de numărul de hemoculturi procesate. 
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Sistemele automatizate presupun utilizarea unor flacoane cu medii speciale: 
aerobe şi anaerobe; cu sau fără aditivi, concepute pentru îmbunătăţirea 
recuperării microorganismelor de la pacienţii supuşi terapiei antimicrobiene. 

Flacoanele aerobe ce conţin inhibitori ai agenţilor antimicrobieni permit o 
recuperare mai bună şi o detectare mai rapidă a microorganismelor.

Pentru recuperarea micobacteriilor din sânge, sunt disponibile medii speciale.

Flacoanele de hemocultură destinate testării automatizate sunt dotate, 
în partea inferioară, cu senzor care este separat de mediul lichid printr-o 
membrană selectiv permeabilă pentru CO2, provocând schimbarea culorii 
senzorului, detectată fie colorimetric sau fluorometric, în funcţie de sistem. 

Datele sunt colectate şi transferate pe un computer, unde algoritmii software 
le analizează şi le recunosc fie creşterea, fie producerea de CO2. Sporirea 
semnificativă de CO2 este semnalată vizual/sonor şi astfel flacoanele pot fi 
extrase din sistem pentru efectuarea frotiului şi a subculturii.

Neutralizarea agenţilor antimicrobieni
Studiile analizate relatează că în momentul prelevării probelor pentru 
hemocultură 28-63% dintre pacienţi sunt supuşi tratamentului antimicrobian, 
ceea ce reduce semnificativ recuperarea microorganismelor. 

Unele flacoane de hemocultură, destinate sistemelor automatizate, conţin 
răşini de inactivare ale antibioticelor şi alte materiale adsorbante, inclusiv 
cărbune, pentru a inactiva efectul antimicrobienelor. 

8.3	 PROCESAREA FLACOANELOR

Metodele manuale de testare a hemoculturii necesită o examinare vizuală 
zilnică sau de două ori pe zi (cel puţin în primele 3 zile) a flacoanelor pentru a 
detecta macroscopic prezenţa agentului microbian. 

Creşterea macroscopică poate fi evidenţiată prin:
−	 un depozit flocular deasupra stratului de sânge;
−	 turbiditate uniformă sau imediat sub suprafaţa mediului;
−	 hemoliză;
−	 coagularea bulionului;
−	 o peliculă la suprafaţă;
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−	 producţie de gaz;
−	 granule albe/colonii la suprafaţă sau în adâncul stratului de sânge
−	 schimbarea culorii sângelui.

La prezenţa semnelor de creştere vizibilă, se efectuează subculturi pe agar, 
sânge şi ciocolată şi/sau frotiu Gram din flacoane aerobe şi anaerobe. 

Unele microorganisme pot creşte fără a produce modificări vizibile ale 
mediului, de exemplu pneumococii care au tendinţa să dezvolte autoliză şi 
mor foarte rapid. Din acest motiv, se recomandă efectuarea subculturilor 
oarbe de rutină pe agar, ciocolată, după 18–24 ore de incubare. 

Subcultură oarbă reprezintă o subcultură, efectuată ca procedură de ru-
tină în laborator, indiferent de dovezile obiective ale creşterii microbiene.

Subcultura terminală este o etapă de rutină, realizată din flacoanele de 
hemocultură, fără semne vizibile de creştere, efectuată la sfârşitul peri-
oadei de incubare. Se transferă câteva picături (folosind o pipetă Pasteur 
sterilă) din flaconul de hemocultură, în urma agitării, într-un tub cu bulion 
tioglicolat, care, la rândul său, este incubat şi monitorizat timp de 3 zile.

Subcultura oarbă sau terminală nu este recomandată, în mod obişnuit, pentru 
flacoanele de hemocultură, dacă sunt utilizate sisteme automatizate (trebuie 
respectate instrucţiunile producătorilor), dar sunt indicate pentru sistemele 
manuale. Unele organisme precum Neisseria spp, Brucella spp, Francisella spp, 
H. influenzae şi Legionella pot da semnale slabe sau pot fi prezente în mediile 
de hemocultură, fără a prezenta semne vizibile de creştere. Efecte similare 
au fost raportate pentru speciile de 
P. aeruginosa şi Candida. Poate fi luată 
în considerare şi subcultura oarbă de la 
pacienţii unde prezentarea sau istoricul 
clinic este indicativ pentru astfel de 
microorganisme.

Sistemele automatizate monitorizează flacoanele aerobe şi anaerobe la 
intervale regulate de timp. La semnalizarea prezenţei microorganismelor, se 
efectuează frotiu Gram şi subculturi pe medii agarizate. Utilizând sistemele 
automatizate, nu se recomandă efectuarea subculturilor terminale din 
flacoanele negative, la expirarea timpului de incubare (5 zile).

Notă:

Repetarea subculturilor din 
flacoane depistate anterior pozitive 
sunt inutile pentru detectarea 
bacteriemiilor polimicrobiene. 
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Procesarea flacoanelor pozitive
Se prelucrează septul flaconului de hemocultură cu dezinfectant 
corespunzător şi se lasă să se usuce. Se extrag câteva picături din flaconul 
de hemocultură cu un ac de ventilaţie sau cu pipeta Pasteur sterilă, în funcţie 
de tipul flaconului, şi se inoculează pe fiecare placă de agar. Pentru obţinerea 
coloniilor izolate, se repartizează inoculul cu o ansă sterilă.

Pacienţilor în stare critică se realizează o testare rapidă a sensibilităţii la 
antimicrobiene, direct din flaconul de hemocultură detectat pozitiv, conform 
metodologiei rapide a standardului EUCAST:

•	 Inoculare directă a mediilor MH, MH-F cu 100-150 µl de conţinut al 
flaconului pozitiv de hemocultură (BD, bioMerieux şi Thermo Fisher).

•	 Nu se centrifughează şi nu se fac diluţii ale inoculului – se inoculează 
direct pe mediu, conform standardului EUCAST pentru realizarea 
metodei disc difuzie.

•	 Plăcile se incubează timp de 4, 6 şi 8 ore. 
•	 Zonele diametrelor de inhibiţie se citesc frontal, după scoaterea 

capacului plăcilor Petri. 
•	 Breakpoint-urile sunt disponibile pentru fiecare specie şi timp de 

incubare (4, 6 şi 8 ore).
•	 Interpretarea rezultatelor sensibilităţii se efectuează după identificarea 

microorganismului prin metode rapide (MALDI-TOF, PCR rapid). 
•	 Metoda este validată doar pentru următoarele specii:

1.	 Escherichia coli
2.	 Klebsiella pneumoniae
3.	 Pseudomonas aeruginosa
4.	 Staphylococcus aureus
5.	 Streptococcus pneumoniae
6.	 Enterococcus faecalis şi Enterococcus faecium
7.	 Acinetobacter baumannii 

•	 Nu toate zonele diametrelor pot fi citite după 4 ore, în asemenea caz se 
recitesc peste 6 sau 8 ore. Incubarea nu poate fi extinsă peste noapte, 
dacă e necesară extinderea peste noapte, testarea sensibilităţii la 
antimicrobiene se efectuează conform EUCAST-lui regular.

•	 Se citesc diametrele zonelor de inhibiţie doar când se poate identifica 
o margine evidentă, în caz contrar plăcile se reincubează şi se citesc 
după 6 sau 8 ore.
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•	 Valorile zonelor de inhibiţie (breakpoint-urile) din AST Rapid 
EUCAST sunt destinate doar pentru testarea rapidă a sensibilităţii la 
antimicrobiene. 

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

Notă: Notă:

Pentru a minimiza riscul de autoliză 
al anumitor microorganisme, cum 
ar fi S. pneumoniae, se recomandă 
efectuarea subculturii cât mai 
curând posibil, după ce flacoanele 
sunt detectate ca pozitive.

La procesarea flacoanelor pozitive 
(metoda manuală) se realizează 
subcultură din toate flacoanele 
setului, aşa cum este descris mai 
sus, chiar dacă se detectează pozitiv 
doar un singur flacon.

Procesarea flacoanelor negative 
Metoda automată
Din flacoanele negative, de regulă, nu se efectuează subculturi, decât doar 
pentru anumiţi pacienţi, la insistenţa medicului clinician. 

Metoda manuală
Din toate flacoanele aerobe negative, după 24-48 ore, se efectuează 
subculturi, ulterior cele care nu au fost confirmate ca pozitive vor fi reincubate 
şi monitorizate.

ATENŢIE!

Semnal pozitiv, dar cultură negativă (la toate sistemele automatizate):
•	 se examinează curba de creştere, pentru a exclude posibilitatea 

rezultatelor fals positive, din cauza numărului mare de leucocite 
sau a excesului de sânge inoculat; 

•	 se ia în considerare posibilitatea unui microorganism cu creştere 
lentă sau pretenţios, în raport cu starea clinică a pacientului şi 
rezultatul frotiului Gram.
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8.4	 MICROSCOPIA

Flacoane pozitive (procesate prin metoda manuală şi 
automată)
Se efectuează frotiu Gram din fiecare flacon detectat pozitiv, iar în cazul 
utilizării mediului bifazic se va realiza atât din mediul lichid, cât şi de pe 
suprafaţa agarului.

1.	 Se agită uşor flaconul, prin inversare.
2.	 Se prelucrează septul flaconului de hemocultură cu dezinfectantul 

corespunzător şi se lasă să se usuce.
3.	 Cu un ac de ventilaţie sau o pipetă 

Pasteur sterilă, în funcţie de tipul 
flaconului, se aplică câteva picături 
de bulion pe o lamă de microscop.

4.	 Cu ajutorul unei anse sterile se 
etalează cultura pentru a realiza un 
frotiu subţire după Gram.

În cazul microscopiei negative (microorganismele nu sunt puse în evidenţă):
1.	 Se investighează curba de creştere (la sisteme automatizate) şi la 

prezenţa criteriilor de creştere ar fi informativ pregătirea frotiurilor, 
utilizând alte tehnici de coloraţie.

2.	 Se efectuează subculturi pe plăcile cu agar (vezi tabelul 4) şi se readuce 
flaconul în sistemul automat, pentru a continua perioada de incubare, 
conform instrucţiunilor producătorului.

3.	 Se vor lua în calcul speciile de Mycobacterium. 

8.5	 MEDII DE CULTURĂ UTILIZATE LA IZOLAREA 
MICROORGANISMELOR DIN HEMOCULTURĂ 

Izolarea microorganismelor din flacoanele de hemocultură se efectuează 
prin repicarea câtorva picături de bulion pe medii, în plăci, utilizând un ac de 
ventilaţie sau o pipetă Pasteur sterilă. Repartizarea materialului repicat se 
efectuează cu o ansă sterilă pe fiecare placă de mediu. 

Notă:

Consultaţi instrucţiunile 
producătorilor cu privire 
la pregătirea frotiurilor din 
flacoanele care conţin cărbune.
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Tabelul 4.	 Medii de cultură utilizate, condiţii de incubare şi 
microorganismele ţintă

Starea clinică Biosubstrat
cercetat

Medii de cultură 
standard

Incubare Citirea 
rezultatelor

Microorganisme-
ţintăTemp., °C Cond. atm. Timp

Toate Sânge Agar sânge1 35-37 5-10% CO2 40-48 ore2 Zilnic Orice microorganism 
este important

Anaerob Agar/Agar sânge 35-37 anaerobe 40-48 ore2 ≥ 40 ore până la 5 zile Orice microorganism 
este important

Pentru următoarele situaţii se adaugă:

Starea clinică Biosubstrat
cercetat

Medii de cultură 
suplimentare

Incubare Citirea 
rezultatelor

Microorganisme-
ţintăTemp., °C Cond.atm. Timp

Suspecţie la meningococcemie/meningită 
Bacili Gram-negativi sau diplococi depistaţi 
microscopic

Sânge Agar ciocolată1 35-37 5-10% CO2 40-48 ore Zilnic Haemophilus spp.,
N. meningitidis, 
N. gonorrhoeae

Bacili Gram-negativi depistaţi microscopic Sânge MacConkey/CLED sau 
agar cromogen

35-37 aerobe 16-24 ore ≥16 ore Enterobacteriaceae,
Microorganisme 
nefermentative, 
Pseudomonas spp.

Infecţie mixtă sau anaerobă depistată 
prezumptiv microscopic 

Sânge Fastidious Anaerob Agar 
cu neomicină + disc cu 
metronida zol 5µg 

35-37 anaerobe 5-7 zile ≥40 ore până la 5 zile Microorganisme 
anaerobe

Infecţie sistemică, provocată de fungi3 Sânge Agar Sabouraud 28-30 aerobe 5 zile a 2-a şi a 5-a zi Fungi
Micete

Culturi primare negative şi curbe de 
creştere pozitivă (se face însămânţarea din 
toate flacoanele)4

Sânge Agar sânge 35-37 microaerofile 5 zile ≥3 zi şi a 5-a zi Campylobacter spp., 
Helicobacter spp.

Agar sânge cu striu de 
S. aureus

35-37 5-10% CO2 40-48 ore ≥40 ore Abiotrophia spp.

Anaerob Agar/Agar sânge 35-37 anaerobe 5 zile ≥40 ore şi a 5-a zi Microorganisme 
anaerobe cisteino-
dependente

MacConkey/CLED agar 35-37 aerobe 16-24 ore ≥16 ore Microorganisme 
anaerobe cisteino-
dependente

1	 La depistarea streptococilor, prin microscopie, se aplică un disc impregnat cu optochină, 
pentru diferenţierea S. pneumonie de alte specii de streptococi.

2	 Incubarea poate fi prelungită până la 5 zile, în cazul admiterii rezultatelor fals negative sau 
după indicaţii clinice; plăcile se verifică după 40 de ore şi se lasă la incubare până la 5 zile.

3	 După indicaţii clinice, incubarea flacoanelor poate fi prelungită până la 3 săptămâni, 
pentru Cryptococcus spp. şi până la 6 săptămâni pentru Histoplasma spp.

4	 În caz de necesitate se investighează şi alte specii de microorganisme.
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Tabelul 4.	 Medii de cultură utilizate, condiţii de incubare şi 
microorganismele ţintă

Starea clinică Biosubstrat
cercetat

Medii de cultură 
standard

Incubare Citirea 
rezultatelor

Microorganisme-
ţintăTemp., °C Cond. atm. Timp

Toate Sânge Agar sânge1 35-37 5-10% CO2 40-48 ore2 Zilnic Orice microorganism 
este important

Anaerob Agar/Agar sânge 35-37 anaerobe 40-48 ore2 ≥ 40 ore până la 5 zile Orice microorganism 
este important

Pentru următoarele situaţii se adaugă:

Starea clinică Biosubstrat
cercetat

Medii de cultură 
suplimentare

Incubare Citirea 
rezultatelor

Microorganisme-
ţintăTemp., °C Cond.atm. Timp

Suspecţie la meningococcemie/meningită 
Bacili Gram-negativi sau diplococi depistaţi 
microscopic

Sânge Agar ciocolată1 35-37 5-10% CO2 40-48 ore Zilnic Haemophilus spp.,
N. meningitidis, 
N. gonorrhoeae

Bacili Gram-negativi depistaţi microscopic Sânge MacConkey/CLED sau 
agar cromogen

35-37 aerobe 16-24 ore ≥16 ore Enterobacteriaceae,
Microorganisme 
nefermentative, 
Pseudomonas spp.

Infecţie mixtă sau anaerobă depistată 
prezumptiv microscopic 

Sânge Fastidious Anaerob Agar 
cu neomicină + disc cu 
metronida zol 5µg 

35-37 anaerobe 5-7 zile ≥40 ore până la 5 zile Microorganisme 
anaerobe

Infecţie sistemică, provocată de fungi3 Sânge Agar Sabouraud 28-30 aerobe 5 zile a 2-a şi a 5-a zi Fungi
Micete

Culturi primare negative şi curbe de 
creştere pozitivă (se face însămânţarea din 
toate flacoanele)4

Sânge Agar sânge 35-37 microaerofile 5 zile ≥3 zi şi a 5-a zi Campylobacter spp., 
Helicobacter spp.

Agar sânge cu striu de 
S. aureus

35-37 5-10% CO2 40-48 ore ≥40 ore Abiotrophia spp.

Anaerob Agar/Agar sânge 35-37 anaerobe 5 zile ≥40 ore şi a 5-a zi Microorganisme 
anaerobe cisteino-
dependente

MacConkey/CLED agar 35-37 aerobe 16-24 ore ≥16 ore Microorganisme 
anaerobe cisteino-
dependente

1	 La depistarea streptococilor, prin microscopie, se aplică un disc impregnat cu optochină, 
pentru diferenţierea S. pneumonie de alte specii de streptococi.

2	 Incubarea poate fi prelungită până la 5 zile, în cazul admiterii rezultatelor fals negative sau 
după indicaţii clinice; plăcile se verifică după 40 de ore şi se lasă la incubare până la 5 zile.

3	 După indicaţii clinice, incubarea flacoanelor poate fi prelungită până la 3 săptămâni, 
pentru Cryptococcus spp. şi până la 6 săptămâni pentru Histoplasma spp.

4	 În caz de necesitate se investighează şi alte specii de microorganisme.
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8.6	 IDENTIFICAREA

Toate izolatele cu semnificaţie clinică se identifică până la nivel de specie. 
Fiecare microorganism, considerat contaminant, nu necesită identificare 
până la nivel de specie. Izolatul cu semnificaţie clinică se păstrează cel puţin 
o săptămână.

Pentru a reduce timpul de la recoltare a hemoculturii până la momentul 
raportării rezultatelor (TAT), pot fi utilizate metode rapide de identificare şi de 
testare a sensibilităţii la antimicrobiene. Au fost evaluate un şir de metode 
de identificare rapidă şi de determinare a sensibilităţii la antimicrobiene: 
tehnica în tuburi (pentru coagulaza liberă), teste de seroidentificare (latex 
aglutinarea), metode automate (ID/AST, MALDI-TOF), tehnici moleculare 
single/multiplex. Este important de reţinut că identificarea şi testarea 
sensbilităţii la antimicrobiene se realizează din cultură pură de 16-24 ore, 
pentru a evita raportarea rezultatelor discrepante. 

Datele ştiintifice şi ghidurile internaţionale actuale au demonstrat necesitatea 
identificării rapide a agenţilor etiologici ai infecţiei fluxului sanguin şi a genelor de 
rezistenţă ale acestora prin metode rapide/moleculare. Algoritmul reprezentat 
în anexa 3 permite terapia, ţintită şi precoce cu preparate antimicrobiene, 
care îmbunătăţeşte managementul pacientului, reduce mortalitatea, durata 
spitalizării pacienţilor cu IFS şi costurile îngrijirii medicale.

8.7	 TESTAREA SENSIBILITĂŢII LA ANTIMICROBIENE

În cazul stării critice a pacienţilor se recomandă realizarea testării rapide 
a sensibilităţii la antimicrobiene, direct din flaconul pozitiv, conform 
metodologiei EUCAST AST Rapid.

După cultivarea şi identificarea microorganismului izolat, se realizează testarea 
sensibilităţii la antimicrobiene conform metodologiei EUCAST regular. 

8.8	 TRIMITEREA IZOLATELOR ÎN LABORATORUL DE 
REFERINŢĂ

În laboratorul de referinţă vor fi trimise izolatele din hemoculturi, care prezintă:
•	 rezistenţă neobişnuită (ex. Staphylococcus aureus rezistent la 

cefoxitină şi sensibil la oxacilină; bacterii Gram-negative, sensibile la 
colistină ) sau neaşteptată; 
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•	 unul sau mai multe mecanisme de rezistenţă (Enterobacteriaceae 
producătoare de carbapenemaze; Enterobacteriaceae producătoare 
de β-lactamaze cu spectru extins; Enterobacteriaceae producătoare 
de β-lactamaze AmpC achiziţionate; Staphylococcus aureus 
meticilino-rezistent (MRSA); Staphylococcus aureus rezistent la 
glicopeptide; Enterococcus vancomicin-rezistent (VRE); Streptococcus 
pneumoniae penicilin-rezistent (PNSP); Salmonella spp. rezistentă la 
fluorochinolone, cefalosporine de GIII şi aminoglicozide. 

•	 unele deficienţe privind identificarea speciei şi a mecanismelor de 
rezistenţă.

9 RAPORTAREA REZULTATELOR

Rezultatele hemoculturii trebuie raportate exact, clar, fără ambiguitate, obiectiv, 
conţinând informaţia corespunzătoare, necesară pentru interpretarea lor (vezi 
anexa 4.) Toate rapoartele emise trebuie păstrate ca înregistrări tehnice. 
Laboratorul trebuie să fie responsabil pentru toate informaţiile furnizate în 
raport, cu excepţia cazului în care informaţiile sunt furnizate de personalul 
medical. Datele furnizate de personalul medical, trebuie să fie clar identificate. 
Atunci când informaţia este furnizată de personalul medical şi poate afecta 
validitatea rezultatelor, acest lucru trebuie declarat în conţinutul raportului. 

Tabelul 5. Standard postanalitic

Stadiu de investigare: Criteriu: Standard: 

Postnalitic 

Raportare negativ 
(de la recepţia probei 
în laborator până la 
raportarea rezultatului) 

Tip Raport Timp eliberare 

Raport Preliminar Negativ 48 ore

Raport Final Negativ 5-7 zile 

Raportare pozitiv
(de la recepţia probei 
în laborator până la 
raportarea rezultatului) 

Raport Preliminar Pozitiv
(Eliberare rezultat prin: 
telefon, electronic) 

în 2 ore de la 
disponibilitatea rezultatelor 
identificării/ antibiogramei 
(vezi tab. 3) 

Raport final pozitiv 
(electronic/scris)

5–7 zile
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Raportul preliminar referitor la cultura pozitivă este transmis telefonic 
sau electronic. În caz de necesitate, este emis suplimentar şi în formă scrisă. 

În funcţie de metodele utilizate şi de rezultatele disponibile, raportul 
preliminar scris poate să includă: 

1.	 Rezultatul coloraţiei Gram, realizată din flaconul de hemocultură
2.	 Identificarea preliminară a izolatelor (bazată pe morfologia şi 

microscopia coloniilor, rezultatele testelor rapide etc.)
3.	 Datele testării sensibilităţii la antimicrobiene

NOTĂ!

În cazul în care este posibil, raportul final scris/generat de computer va fi eliberat în 
aceeaşi zi, în maxim 24 de ore, după eliberarea celui preliminar verbal.

Rezultatele negative preliminare ar trebui raportate la 36 ore de la incubaţie 
pentru nou-născuţi şi la 48 ore pentru restul pacienţilor.

Raportul final este transmis scris/electronic şi poate să includă una dintre 
următoarele menţiuni (transmise anterior verbal):

•	 Testul a fost anulat (proba neconformă) 
•	 Lipsa creşterii – timpul total de incubaţie, conform protocolului de 

laborator
•	 Hemocultură pozitivă 

Raportul final al hemoculturii pozitive cuprinde următoarele date: 
1.	 Rezultatul final al coloraţiei Gram
2.	 Identificărea finală a microorganismelor care au fost izolate, cu un 

comentariu în cazul unui rezultat incert (ex. posibilă contaminare)
3.	 Rezultatele finale privind testarea sensibilităţii la antimicrobiene

Raportul final atât pozitiv, cât şi negativ scris/generat de computer va fi 
eliberat cât mai curând posibil, în termen de maxim 5-7 zile. În caz de 
necesitatea unei incubări extinse sau trimiterea izolatelor pentru confirmare 
la un laborator de referinţă, raportul final poate fi eliberat mai târziu.

NOTĂ!

Orice informaţii suplimentare, care ar putea afecta interpretarea rezultatului final, 
trebuie incluse în raportul scris (de exemplu, volumul insuficient de sânge colectat, 
nerespectarea timpului de transportare etc).



41GHID          Principii și proceduri în testarea microbiologică a hemoculturilor

10 CONTAMINANŢII

Pentru a minimiza contaminarea hemoculturii, fiecare laborator trebuie să 
dispună de politici care descriu: 

•	 tehnica de colectare a sângelui ce reduce la minimum contaminarea; 
•	 algoritmul standardizat pentru evaluarea izolatelor din hemoculturi, 

pentru a determina rata de contaminare (vezi fig. 1). 

Chiar şi atunci când sunt utilizate cele mai bune protocoale de colectare a 
sângelui, este dificil de obţinut diminuarea ratei de contaminare sub 2%. 
Microorganismele asociate în mod obişnuit cu hemoculturi contaminate 
(ex: Bacillus spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., stafilococi 
coagulazo negativi, Aerococcus spp., Micrococcus spp.) sunt, de asemenea, 
capabile să provoace infecţii sistemice. 

În multe cazuri, un potenţial contaminant este recuperat din unul sau din 
ambele flacoane, dintr-un singur set de hemocultură. Atribuirea semnificaţiei 
clinice unui izolat dubios este dificilă, în cazul în care nu s-au recoltat din 
start 2 seturi de hemoculturi. 

Una dintre provocările laboratorului microbiologic este evaluarea unui izolat 
cu potenţial de virulenţă redus recuperat dintr-un singur set de hemocultură 
(unul sau ambele flacoane).

Toate izolatele se păstrează câteva zile pentru a putea fi efectuate 
teste suplimentare în cazul recuperării unui microorganism identic din 
hemoculturile ulterioare ale aceluiaşi pacient.

În cazul recuperării aceluiaşi microorganism din mai multe seturi de 
hemoculturi recoltate până la 24 ore (în dependenţă de clinica pacientului) se 
recomandă identificarea completă şi testarea sensibilităţii la antimicrobiene 
a izolatului iniţial. 

Contaminarea hemoculturilor poate fi evitată prin prelucrarea meticuloasă 
a pielii şi respectarea procedurilor aseptice pentru inoculare şi subcultivare. 
Cu toate acestea, chiar şi în condiţii ideale, 3–5% din hemoculturi sunt 
contaminate cu microbiota pielii sau microorganisme din mediu (Acinetobacter 
spp., Bacillus spp.).

Totuşi, astfel de microorganisme pot fi implicate ca agenţi patogeni în 
infecţiile de flux sangvin (IFS) şi chiar pot provoca endocardită. Criteriile 
enumerate mai jos permit suspecţia unei infecţii adevărate:
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•	 prezenţa izolatelor identice din două flacoane ale aceluiaşi set de 
hemocultură;

•	 izolarea aceleiaşi specii de microorganisme din mai multe seturi; 
•	 evidenţierea creşterii rapide (în 48 de ore) a microorganismelor;

Toate rezultatele hemoculturii trebuie raportate clinicianului, inclusiv 
şi a contaminanţilor presupuşi cu menţiunea respectivă, de exemplu 
Propionibacterium acnes (comensal cutanat), Staphylococcus epidermidis 
(contaminant probabil) în scopul stabilirii unei comunicări eficiente între 
medicul clinician şi personalul de laborator.

Identificarea a două sau mai multe specii de microorganisme poate indica o 
bacteriemie polimicrobiană la pacienţii imunocompromişi, dar poate fi, de 
asemenea, cauzată de o contaminare.

Bacteriemia „anaerobă” este adesea polimicrobiană, de exemplu, unul sau 
mai mulţi anaerobi pot fi asociaţi cu microorganisme aerobe în bacteremia 
fulminantă severă, în cazul traumatismelor majore sau intervenţiilor 
chirurgicale la nivelul intestinului gros.

Contaminanţii din hemoculturi sunt frecvent întâlniţi şi reprezintă o povară 
economică pentru sistemul de asistenţă medicală şi confuzie pentru clinicieni. 
Pentru a minimiza riscul de contaminare a hemoculturii cu microbiota 
comensală, pielea trebuie aseptizată meticulos. 

Fig. 1. ALGORITMUL DETERMINĂRII CONTAMINANŢILOR

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

Hemocultură suplimentară +/-
48 ore?

NU Evaluare de către personalul calificat

DA 

Pozitiv pentru aceleaşi 
microorganisme izolate iniţial?

NU 

Probabil contaminant; testarea 
sensibilităţii la antimicrobiene

se efectuează numai la solicitare
DA 

Ex. Streptococi grup Viridans? NU Evaluare de către personalul calificat

DA 
Agent etiologic;

Testarea sensibilităţii la antimicrobiene
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11 PUNCTELE CRITICE ÎN PROCESUL 
DE INVESTIGARE A HEMOCULTURII

În procesul de investigare a hemoculturii, la fiecare etapă este posibil a 
identifica punctele critice, care pot influenţa TAT–ul (turnaround times).

Termenul TAT, în acest context, se referă la timpul din momentul recoltării 
probei de sânge până la raportarea rezultatului hemoculturii. 

TAT de laborator se referă la momentul de la primirea probei în laborator 
până la raportarea rezultatelor. 

•	 Timpul de la recoltarea până la primirea probei în laborator – Timp de 
transport (TT).

•	 Timpul de la primirea până la încărcarea probei în sistemul 
automatizat/incubare.

•	 Timpul de la încărcarea până la înregistrarea pozitivă a probei – Timp 
de detectare (TTD).

•	 Timpul de la semnalizarea pozitivă a probei până la identificarea 
agentului microbian şi rezultatele testării sensibilităţii la 
antimicrobiene. 

•	 Timpul de la disponibilitatea rezultatelor identificării şi a sensibilităţii 
la antimicrobiene până la raportarea rezultatului final.

Fiecare etapă a procesării hemoculturii depinde de mai mulţi factori externi, 
inclusiv de transport, infrastructură, stabilirea priorităţilor şi timpul de 
testare de către personalul de laborator, raportarea în timp util a rezultatelor 
identificării/sensibilităţii la antimicrobiene a agenţilor microbieni izolaţi 
(excepţie fiind TTD).

Procesul de creştere a microorganismelor din flaconul cu hemocultură poate 
fi puţin influenţat/accelerat după plasarea în sistemul automatizat.

Timpul, de la semnalizarea unui rezultat pozitiv până la rezultatele testelor 
de identificare şi ale antibiogramei, poate fi subdivizat în două etape: 

1.	 Timpul de la semnalizarea pozitivării probei până la descărcarea din 
sistemul automatizat

2.	 Timpul de la descărcare până la disponibilitatea rezultatelor frotiului 
Gram, ale identificării şi ale antibiogramei.
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Scăderea TAT-ului contribuie la obţinerea rezultatelor rapide şi la 
îmbunătăţirea managementului pacientului, prin urmare laboratoarele 
microbiologice trebuie să determine eficienţa costurilor pentru etapele unde 
sunt necesare investiţii.

Raportarea la timp a rezultatelor hemoculturii permite ajustarea tratamentului 
antimicrobian empiric şi îmbunătăţirea *stewardship-ului antimicrobian. 

*Stewardship-ul antimicrobian prevede optimizarea/individualizarea terapiei 
pacientului; prevenirea utilizării inadecvate a preparatelor antimicrobiene; 
reducerea rezistenţei la antimicrobiene; îmbunătăţirea efectelor şi a 
siguranţei terapiei asupra pacientului.

12 FEREASTRA TERAPEUTICĂ

Pentru fiecare pacient există o perioadă de timp, în care acesta poate fi tratat 
cu succes, considerată drept „fereastră terapeutică”.

Exista un moment, în afara ferestrei terapeutice, în care infecţia poate fi 
ţinută sub control sau poate fi eradicată, dar pacientul nu va supravieţui, 
din cauza leziunilor ireversibile ale organelor. Prin urmare, este necesară 
indicarea terapiei adecvate, inclusiv a celei antimicrobiene, în perioada 
ferestrei terapeutice. 

Durata ferestrei terapeutice variază şi poate fi scurtă sau indefinit de lungă, în 
funcţie de microorganismul şi de pacientul implicat. Prin urmare, abordarea 
optimă presupune prescrierea precoce a antibioticelor cu spectru larg, 
urmată de raportarea la timp a rezultatelor investigaţiilor microbiologice 
clinicianului şi ajustarea terapiei antimicrobiene.

Următoarele scenarii demonstrează influenţa potenţială a rezultatului 
hemoculturii asupra succesului terapeutic al pacientului:

1.	 Tratament corespunzător, administrat în fereastra terapeutică şi, 
	 ca urmare, pacientul supravieţuieşte
Fereastra terapeutică reprezintă o perioadă de timp în care atât infecţia, 
cât şi pacientul pot fi trataţi cu succes. Durata ferestrei terapeutice variază 
semnificativ. De exemplu, la un pacient tânăr, cu cistită, fereastra terapeutică 
poate fi extinsă pe o perioadă lungă. La cealaltă extremă, fereastra 
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terapeutică la pacientul septic, poate fi foarte scurtă. Administrarea întârziată 
a tratamentului adecvat în această perioadă este asociată cu eşec terapeutic. 
Diagnosticul sepsisului şi terapia promptă, cu preparate antimicrobiene, 
constituie o acţiune cheie, de care depinde supravieţuirea pacientului.

2.	 Pacientului i se administrează tratament empiric antimicrobian 
necorespunzător pe durata ferestrei terapeutice şi el nu 
supravieţuieşte

Durata ferestrei terapeutice poate fi în acest caz foarte scurtă, până la 
câteva zile. Sepsisul evoluează într-o anumită perioadă de timp şi atunci 
când pacientul este văzut pentru prima dată, starea lui poate fi stabilă, cu o 
fereastră terapeutică aparent lungă. 

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

Tergiversarea diagnosticului de sepsis, inclusiv indicarea hemoculturii, 
identificarea rapidă a agentului cauzal şi testarea sensibilităţii la antimicrobiene 
se soldează cu decesul pacientului.

3.	 Pacientului i se administrează un tratament adecvat, 
	 dar în afara ferestrei terapeutice şi el nu supravieţuieşte
Rezultatele hemoculturii demonstrează că pacientului i se administrează un 
tratament necorespunzător. Cu toate acestea, rezultatul hemoculturii este 
primit prea târziu, în afara „ferestrei terapeutice” şi chiar dacă este iniţiat un 
tratament adecvat, decesul pacientului este inevitabil.

IFS putea fi eradicată cu preparate antimicrobiene, însă efectul infecţiei 
asupra pacientului a devenit ireversibil.

4.	 Pacientul i se administrează un tratament adecvat în fereastra 
terapeutică şi el supravieţuieşte 

Rezultatul hemoculturii, primit în timp util în fereastra terapeutică, permite 
instituirea terapiei adecvate. Starea clinică a pacientului a fost stabilă la 
internare, dar deteriorată cu un tratament incorect, apropiindu-se rapid de 
sfârşitul ferestrei terapeutice. Însă investigarea hemoculturii, cu eliberarea 
rapidă a rezultatului, oferă oportunitatea tratamentului adecvat, în timp util 
şi permite supravieţuirea pacientului cu infecţie de flux sangvin.
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Anexa 1

Recomandări de recoltare a hemoculturii (cu seringa)

PASUL 1 
VERIFICARE ID PACIENT ȘI PREGĂTIRE KIT

PASUL 3 
PREPARAREA LOCULUI DE VENIPUNCŢIE

PASUL 2 
PREPARARE FLACOANE PENTRU INOCULARE

Confirmare ID pacient.

Se dezinfectează mâinile cu alcool.

Atenţie la data expirării 
flacoanelor!

Nu se utilizează flacoane 
deteriorate sau cu semne de 
contaminare.

Preparare kit de recoltare.

Se îndepărtează capacul de 
protecţie și se dezinfectează 

septul flaconului.

Se aplică garoul. Se palpează vena, 
se îmbracă mănuși 
sterile.

Se dezinfectează pielea, 
se lasă să acţioneze.
Recomandat (clorhexidina 
în 70% alcool isopropilic).
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PASUL 4
RECOLTARE VENOASĂ

Se atașează acul la seringă. Pentru a preveni contaminarea 
nu se palpează vena înainte de 
a introduce acul.
Se colectează proba.

PASUL 5 
RECOLTARE VENOASĂ

Se colectează mai întâi 
flaconul anaerob.
Se colectează 10 ml pentru 
adulţi.

Se repetă procedura 
pentru flaconul aerob
(10 ml – adulţi, 
pînă la 4 ml – copii)

PASUL 6 
FINALIZAREA PROCEDURII

Se aruncă seringa și acul 
la deșeuri contaminate, se 
îndepărtează mănușile și 
se spală mâinile.

Se notează data și ora 
recoltării.
Se transportă în laborator cât 
mai repede posibil.
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Anexa 3 

Exemplu de testare a hemoculturii

Hemocultură pozitivă

Frotiu Gram

Biologie moleculară
ex. Kit rapid pentru HC

Subcultură 
din flacon pozitiv

ID
ex. MALDI-TOF

ID
ex. stripuri biochimice

AST
metodă de linia 1
ex. Disc Difuzie

AST
metodă de linia 2

ex. CMI

Biologie Moleculară 
ex. fenotipuri de rezistenţă, 

ID dificilă

ID
ex. MALDI-TOF

AST direct
ex. Disc Difuzie

Abrevieri: ID – Identificare, AST – Testarea Sensibilităţii la Antimicrobiene, CMI – Concentraţie 
Minimă Inhibitorie, HC- hemocultură.

În funcţie de laborator, întregul proces poate include de la 6 până la 12 sub-
procese de testare. Mai multe metode de identificare (de exemplu, metoda 
ID MALDI-TOF şi kit rapid de biologie moleculară pentru HC) pot coexista în 
proces, în funcţie de strategiile existente. Albastru: sub-procese partajate 
cu alte metode de testare microbiană; roşu: subprocese specifice/obligatorii 
metodei de testare a culturii de sânge.
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Anexa 4

Interpretarea şi raportarea rezultatelor hemoculturii

Pozitiv
(mai mult decât un flacon)

1

3

2

Hemocultură negativă,
dar simptome clinice prezente

Se va repeta hemocultura

Se va lua în considerare 
etiologia non-infecţioasă

Se va lua în considerare 
etiologia virală sau 
microorganismele 

necultivabile

Monocultura 
și prezenţa 

simptomelor 
clinice

(ex. endocardită, 
meningită, 

pneumonie etc.)

Infecţie certă de 
flux sangvin

Infecţie probabilă 
de flux sangvin

Infecţie probabilă 
de flux sangvin

Contaminare 
probabilă

Infecţie probabilă 
de flux sangvin

Cultură 
polimicrobiană

(stări clinice: ex. 
transplantinfecţie 
intraabdominală, 

pacient 
imunocompromis 

etc.)

Microorganisme 
patogene:

Listeria, 
S. aureus, Brucella, 

Haemophilus, 
Enterobacteriaceae 

etc.

Flora rezidentă 
a pielii:

Propionibacterium, 
Corynebacterium, 

Bacillus, SCN

Streptococi grup 
Viridans sau SCN 

în concordanţă 
cu stările clinice

(ex. cateter 
permanent, pacienţi 
imunocompromiși, 

proteză devalvă 
cardiacă)

Pozitiv
doar un flacon)
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