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Ghid de diagnostic microbiologic - generalitati

I. Scopul ghidului

Acest document reprezintda un ghid de diagnostic microbiologic, standardizare a testarii si
a interpretdrii rezistentei la antibiotice, raportare selectivd si secventialda a rezultatelor
antibiogramei.

Rolul acestui ghid este de a imbunatati cunostintele si atitudinea personalului medical cu
privire la investigatiile microbiologice, cu scopul evitarii utilizarii de prima intentie a antibioticelor
restrictionate.

Acest document face parte dintr-un pachet de ghiduri si protocoale, impreuna cu ghidurile
de utilizare a antibioticelor pentru principalele sindroame infectioase si pentru implementarea de
programe privind utilizarea judicioasa a antibioticelor in spitale.

I1. Principiile diagnosticului microbiologic

Indicatiile examenului microbiologic

Examenul microbiologic se efectueaza doar in cazul unor indicatii bine stabilite, cand
rezultatul poate influenta atitudinea terapeutica.

Gestionarea adecvata a probelor biologice este cheia unui diagnostic precis de laborator,
afecteaza direct ingrijirea si evolutia pacientului, influenteaza deciziile terapeutice, controlul
infectiilor asociate asistentei medicale, durata de spitalizare si costurile generale de spitalizare. De
asemenea are un rol major in influentarea costurilor laboratorului, are un impact direct asupra
eforturilor de prescriere judicioasd a antibioticelor si in mod clar influenteazd eficienta
laboratorului. Cele mai bune rezultate pentru pacienti sunt rezultatul unor parteneriate puternice
intre clinician si specialistul in microbiologie. Acest document ilustreaza si promoveaza acest
parteneriat si subliniazd importanta adecvarii gestiondrii esantionului in functie de relevanta clinica
a rezultatelor.

Definirea colonizarii, semnificatia acesteia

Colonizarea nu reprezinta o infectie. Este un proces nepatogen in care are loc multiplicarea
microorganismelor pe suprafetele organismului gazda — tegumente, mucoase precum nazala,
conjunctivald, oro-faringiand si la poarta de intrare a tractului urogenital, respirator, digestiv - fara
a determina alterari morfo-functionale ale tesuturilor, o reactie imunad, o simptomatologie clinica
evident detectabild. Suprafetele gazdei sunt colonizate de catre microorganisme comensale si
mutualiste care nu aduc un prejudiciu definit. Aceste microorganisme de colonizare formeaza
microbiota indigend si in anumite situatii pot produce infectii.



Definirea contaminarii

Tn microbiologie contaminarea reprezinta prezenta germenilor pe suprafete inerte sau ale
organismului uman, situatie in care reactiile tisulare locale sau imune sunt absente, bacteria fiind
prezenta o durata scurtd de timp.

Contaminarea unui produs biologic se refera la introducerea unor microorganisme in cursul
recoltdrii, care nu erau prezente in produs (de exemplu, contaminarea cu flord tegumentard a
hemoculturilor, contaminarea cu flora tractului respirator superior a probelor recoltate din tractul
respirator inferior, contaminarea urinii cu bacterii din uretra distald, etc.). Acestea pot cauza
rezultate fals pozitive.

In organism se delimiteazd zone normal sterile (mediul intern, tesuturile, cavititile
seroase), zone normal necolonizate desi contaminate ocazional sau periodic (Sinusurile paranazale,
urechea medie, etajul infraglotic al céilor respiratorii, caile biliare, cdile genitale interne, vezica
urinard, stomacul, duodenul), si zone normal colonizate (colonul si ileonul terminal, caile aero-
digestive superioare, uretra distala, vaginul, tegumentul).

Agentul etiologic al unei infectii

Semnificatia clinica a microorganismelor depistate intr-un prelevat se face in functie de:
- conditia microbiologica a prelevatului,
- patogenitatea si raporturile izolatului cu microbiota indigena,
- contextul clinic,
- reactivitatea antiinfectioasa a pacientului.

Tn cazul prelevatelor normal sterile (hemocultura, lichide de punctie): insisi prezenta in
aceste prelevate confera microorganismelor depistate semnificatie clinicd. Exceptie fac
microorganismele accidental patogene rezidente ale tegumentelor care necesita argumente
suplimentare.

In cazul prelevatelor contaminate pe traiectele de eliminare naturald (secretiile din tract
respirator inferior in principal sputa, urina din jet mijlociu, plagi superficiale sau prelevate
subcutanate, prelevate cu tamponul din urechea medie): izolarea unor microorganisme patogene
sau oportuniste strdine microbiotei indigene a traiectelor de eliminare are semnificatie clinica (ex:
Mycobacterium tuberculosis in sputa). Semnificatia clinica a microorganismelor oportuniste care
contamineaza uzual aceste prelevate trebuie argumentata prin criterii suplimentare:

- Criteriul izolarii cantitative in cultura
- Criteriul asocierii semnificative cu celulele inflamatorii la examenul citobacterioscopic.

Tn cazul prelevatelor din zone normal colonizate (tegumente, mucoase, materii fecale):
identificarea integrala a izolatelor din asemenea probe este inutild. Se urmaresc numai principalele
microorganisme care pot cauza un anumit sindrom clinic (ex. Streptococcus pyogenes din exsudat
faringian, Streptococcus agalactiae din secretia vaginala, salmonele, shigele din materii fecale).



I11. Recoltarea si transportul probelor biologice

Selectarea si colectarea probelor de microbiologie sunt responsabilitatea personalului
medical, mai putin a laboratorului, desi specialistul de Microbiologie poate si trebuie sa fie apelat
pentru consultare. Personalul medical trebuie sd consulte laboratorul pentru a se asigura ca
indicatia de recoltare, selectia produsului adecvat, prelevarea, transportul si depozitarea probelor
pe care le recolteaza sunt gestionate corespunzator.

Manualul de recoltare al laboratorului de microbiologie trebuie sa fie disponibil in orice
moment, pentru ca intregul personal medical sa il poata consulta.

Acest lucru poate facilita colaborarea dintre laborator, cu specialistii din microbiologie si
personalul care se ocupi de colectarea probelor. Ingrijirea pacientului este un efort de echipa. Daci
managementul probei, de la selectarea celui mai potrivit produs biologic pana la transportul corect
la laborator nu este efectuat corect, contributia laboratorului la diagnostic este minima sau chiar
absenta.

Principii generale de recoltare

Selectarea prelevatului reprezentativ

Prelevatele de calitate proastd sau care nu sunt reprezentative pentru sindromul infectios
investigat trebuie respinse de catre laborator. Microbiologul trebuie sa sune imediat medicul
clinician si sa clarifice situatia respectiva. Rezultatele obtinute de laborator din asemenea probe
pot fi Inseldtoare si pot duce la diagnostice eronate si la tratamente necorespunzatoare. Medicii
clinicieni nu trebuie sa ceara laboratorului sa raporteze ,,tot ce creste” sau sa solicite investigatii
microbiologice in lipsa semnelor de infectie (de exemplu: urocultura la pacientii cu sonda urinara
asimptomatici, varf de cateter intravascular in lipsa suspiciunii unui sepsis).

Tn principiu laboratorul are nevoie de produsul respectiv, nu de tamponul din produsul
respectiv.

Prelevatele examinate trebuic sda contina realul produs patologic. Distributia
microorganismelor in probele de sputa, materii fecale, exsudate de pe suprafata mucoaselor sau
din plagi este neuniforma. Trimiterea la laborator a salivei in loc de sputa, a tamponului cu saliva
in loc de exsudat din fosele amigdaliene, a unor portiuni nereprezentative dintr-un scaun muco-
sanguinolent duce la un raspuns inutil din partea laboratorului. Sputa nu este cel mai reprezentativ
produs biologic pentru diagnosticul pneumoniei bacteriene. Agentul etiologic este mai probabil
izolat din hemocultura, lavaj bronhoalveolar sau aspirat transtraheal.

Criterii de respingere a probelor destinate examinarii microbiologice:
- Probe neetichetate sau etichetate gresit
- Probe primite in recipient necorespunzator, distrus sau neetans
- Probe vizibil contaminate (ex. sputd cu resturi alimentare)

- Probe care nu au fost pastrate in conditiile recomandate si/sau transportul a fost intarziat (Ex.
urind peste 1 ord la temperatura camerei)

- Probe cu solicitdri necorespunzatoare



- Proba in cantitate insuficienta pentru solicitarile facute

- Proba necorespunzatoare pentru cererea de analize microbiologice (de ex. proba transportata
in sistem aerob cu solicitare de cultura anaerobi)

- Proba identica cu o altd proba primitd in aceeasi zi, cu solicitari identice, fard sa existe o
precizare clard a diferentei dintre ele (exceptie hemocultura, cu precizarea ca flacoanele
recoltate de pe cateter trebuie identificate ca atare).

Probe care aduc informatii microbiologice discutabile. Sunt 2 categorii:
A. se solicita in schimb recoltare de tesut sau aspirat din leziune:

- Tampon mucoasa orala sau periodontal

- Tampon leziune decubitus

- Tampon ulcer varicos

- Tampon leziune prin arsura

- Tampon leziune gangrenoasa superficiala

- Tampon perirectal
B. probe care nu se prelucreazd pentru examinari microbiologice:

- Continut intestinal

- Lichid de varsatura

- Varf cateter Foley

- Material de la colostoma

- Lohii

- Aspirat gastric de la nou-nascuti.

Momentul recoltarii

Alegerea momentului optim al recoltarii presupune cunoasterea evolutiei si fiziopatologiei
procesului infectios. Ritmul prelevarilor influenteaza sensibilitatea diagnosticului si relatia cost-
beneficiu. De exemplu: sputa recoltatd dimineata, prima urind de dimineata, 2-3 seturi de
hemoculturi in prima zi de internare.

Recoltarea se face inaintea instituirii tratamentului antimicrobian. Probele obtinute sub
antibioterapie nu pot fi respinse deoarece uneori antibioticul nu realizeaza concentratii inhibitorii
in focarul infectios si microorganismul poate fi izolat dupa ce inoculul a fost diluat in mediul de
culturd. Se va mentiona pe cererea de examen microbiologic antibioticul administrat. Raportul
final eliberat de laborator trebuie sa contina informatii referitoare la posibile interferente.

Recoltare in conditii de asepsie

Trebuie prevenita sau redusa contaminarea probelor cu microbiota indigend din secretii,
exsudate, tesuturi sau organe Invecinate.



Se poate recurge la prelevari care sunteaza caile naturale de eliminare (aspirat transtraheal
sau punctie suprapubiand), care 1nsa sunt tehnici agresive.

Cantitatea recoltata

Probele trebuie prelevate in cantitate suficienta, astfel incat sa se poata efectua toate
examinarile necesare.

Recipiente pentru recoltare

Recipientele folosite la recoltare trebuie sa fie sterile, de unica utilizare, cu inchidere
etansa.

Prelevarea pe tampon este contraindicatad pentru izolarea bacteriilor anaerobe.

Recoltarea probelor bioptice sau a aspiratelor din colectii este preferata recoltdrii pe
tampon din urmatoarele motive:

- tamponul preleva o cantitate foarte mica de produs, astfel ca examinarile microbiologice sunt
reduse in functie de cantitatea de material disponibila

- 1n cursul prelevarii cu tamponul acesta se poate contamina cu flora microbiand din vecinatate
din cauza firisoarelor mici de vatd

- materialul din tampon poate fi toxic pentru unele bacterii

- 1n cazul in care prelucrarea probelor este intarziata, bacteriile supravietuiesc mai bine in proba
bioptica sau in aspirat decat pe tampon;

Cererea de analize

Scopul cererii de analize este de a oferi laboratorului informatii importante necesare pentru
prelucrarea probei si pentru interpretarea rezultatului. De fapt, toata activitatea laboratorului
depinde de informatiile cuprinse in cererea de analize. Cu cat informatiile sunt mai putine, cu atat
este mai dificila interpretarea rezultatelor.

Cererea de analize trebuie sa contina:
- numele si prenumele pacientului, varsta, sex
- codul numeric de identificare a pacientului
- adresa, sectie, salon
- informatii legate de solicitarea clinicianului
- informatii legate de locul anatomic de unde a fost recoltata proba
- data si ora recoltdrii
Alte informatii necesare pentru laborator:

- diagnosticul clinic, date clinice relevante, conditia fiziologicd a pacientului (de ex. sarcina),
existenta unei afectiuni concomitente, statusul imun, risc de infectie cu un microorganism
potential epidemic



- scopul analizei: diagnosticul etiologic al unei infectii, testarea pentru un microorganism
anume, screening pentru colonizare, monitorizarea unui tratament, control dupa tratament

- date relevante din istoricul pacientului (alimentatie, stil de viata, cdlatorii, etc.)
- proceduri speciale folosite pentru obtinerea probei

- tratament cu antibiotice cu precizarea moleculelor/claselor de antibiotic, data si ora ultimei
administrari

- marcarea probelor care necesitd prelucrare urgenta, in functie de protocoalele institutiei

- precizarea posibilei prezente a unui agent infectios cu patogenitate deosebita (Mycobacterium
tuberculosis, etc.) sau suspiciunea unei etiologii rare sau neobisnuite care ar necesita conditii
de cultivare diferite de cele utilizate de rutina.

Atunci cand nu exista date clinice, microbiologul poate decide sa refuze prelucrarea unei
probe care nu a fost recoltata printr-o procedura invaziva si daca pacientul nu se afla intr-o stare
critica.

In situatia unei urgente, atunci cand sunt solicitate investigatii speciale, clinicianul ar trebui
sa comunice direct cu microbiologul.

Transport

Probele pentru microbiologie contin microorganisme vii care se multiplicd si mor foarte
rapid. Daca ele se multiplicd sau mor in timpul recoltarii, transportului sau depozitarii, proba
respectiva nu mai este reprezentativa pentru procesul infectios investigat.

Toate probele trebuie sa fie transportate cat mai repede la laborator, preferabil in 2 ore de
la recoltare. Daci transportul este intarziat, probele pot fi pastrate numai in conditii specifice. In
general depozitarea probelor destinate culturilor bacteriene nu se face mai mult de 24 ore.
Virusurile pot fi stabile pana la 2-3 zile la 4 °C.

Timpul optim de transport diferd in functie de cantitatea de proba:

- Cantitatile mici se trimit in 15-30 minute
- Probele bioptice pot fi tinute la 24 ore la 25 °C intr-un sistem de transport anaerob.

NU se refrigereaza: lichidul cefalorahidian, secretiile genitale, secretiile oculare, aspiratele
din urechea interna, alte probe care ar putea contine microorganisme sensibile la temperaturi joase,
bacterii strict anaerobe.

Recipientele trebuie sa fie etichetate corect.

Rezultatele diagnosticului bazat pe cultivare sunt influentate de tratamentele antibiotice in
curs, care afecteaza viabilitatea bacteriilor. De asemenea conditiile de transport au un rol important
n succesul cultivarii.

V. Metode de diagnostic bazate pe cultivare

Probele se vor lucra in conditii de biosigurantd de nivel 2.



Procedurile de laborator generatoare de aerosoli trebuie efectuate in hotd de sigurantd
microbiologicd (cu flux laminar clasa II A), cu exceptia cazului in care este implicat un
microorganism din grupul de risc 3 (ex. in cazul manipularii culturilor de Mycobacterium spp. sau
Salmonella Typhi sau Salmonella Paratyphi A, B si C) situatie in care trebuie utilizate echipamente
si proceduri adecvate acestui nivel.

Cultivarea bacteriilor in microbiologia clinica are drept scop:

- lzolarea lor din produsele patologice
- Identificarea

.....

La primirea probelor in laborator, microbiologul hotaraste:

- mediile de cultura si metodele de izolare

- atmosfera, temperatura si intervalul de timp de incubare necesare pentru izolarea
microorganismelor cu semnificatie clinica

- semnificatia clinica a izolatelor, algoritmul de identificare.

Pentru fiecare categorie de prelevat se utilizeaza uzual un mediu sau un set de medii care
permit izolarea bacteriilor cel mai frecvent implicate in infectiile zonei respective. In functie de
datele clinico-epidemiologice, aceste medii pot fi suplimentate.

Identificarea bacteriilor se poate face prin metode conventionale (pe baza caracterelor
morfotinctoriale si biochimice, a structurii antigenice si prin testele de patogenitate), insa acestea
au putere discriminativd limitatd. Se recomanda utilizarea unor sisteme de identificare
automatizate sau MALDI-TOF care permit o identificare mai exacta si rapida a izolatelor.

Testarea sensibilitatii trebuie facuta numai pe izolate semnificative clinic, nu pe toate
microorganismele izolate in cultura.

Se recomanda pastrarea culturilor pure ale izolatelor semnificative cel putin trei zile dupa

Tulpinile bacteriene neidentificabile trebuie conservate si trimise pentru identificare la
laboratoarele cu capacitate diagnostica mai mare. De asemenea se recomanda pastrarea izolatelor
cu fenotip neasteptat, cu fenotip MDR/XDR/PDR sau de importantd epidemiologica (de exemplu
cele implicate intr-un focar) cel putin un an.

Conservarea tulpinilor se poate face prin insamantare in medii agarizate pastrate la frigider
timp de cateva sdaptdmani. Germenii nepretentiosi pot fi pastrati in bulion nutritiv cu substante
crioprotectoare (glicerind 15%) la -20°C. Pentru conservare mai sigurd si pe termen lung, inclusiv
a bacteriilor pretentioase, se recomanda congelare la temperaturi de sub -70°C.

V. Metode de detectare a antigenelor

Metodele ce detecteazd antigenele sunt larg utilizate in domeniul microbiologiei. Acestea
pot fi utilizate pe parcursul diagnosticului bacteriologic in scopul identificarii unui patogen din
cultura bacteriana sau ca si metoda de diagnostic rapid direct din produsul biologic.



La baza acestor metode stau reactiile antigen-anticorp, iar in functie de modul in care se
evidentiazd formarea complexului imun (=reactie pozitiva, antigen prezent) pot fi clasificate in:

a. Metode in care complexul imun se vizualizeaza cu ochiul liber:

- reactia de aglutinare pe lama utilizatd pentru stabilirea serogrupului/serotipului
bacterian

- reactiile de aglutinare pe suport, latexaglutinarea - (ex. identificarea Staphylococcus
aureus, stabilirea grupelor Lancefield la streptococi, determinarea fenotipului MRSA
prin evidentierea prezentei PBP2a la S. aureus, identificarea unor patogeni implicati in
meningite bacteriene, etc.)

b. Metode in care formarea complexului imun se evidentiaza:

- cu ajutorul unei reactii enzimatice (metodele imunoenzimatice efectuate in godeu sau
pe membrand)

- cu utilizarea unui anticorp marcat cu fluorocrom si evidentierea fluorescentei din
complexul imun format (imunofluorescenta)

- pe baza unei reactii chimice (chemiluminiscentd).

Aceste metode au performante bune, insd necesitd aparaturd speciala. Exceptie fac
metodele imunoenzimatice efectuate pe membrana (metode imunocromatografice), care se pot
efectua rapid fara necesitatea unei infrastructuri de laborator. Din aceste considerente sunt utile in
diagnosticul rapid al infectiilor, insd trebuie avutd in vedere performanta lor foarte variatd in
functie de produs. In general, aceste metode au sensibilitate redusi si specificitate acceptabila.
Astfel, un rezultat pozitiv documenteaza, pe cand un rezultat negativ nu exclude infectia.

Metodele imunocromatografice au multiple aplicatii in bacteriologie (determinarea
antigenelor de Streptococcus pyogenes din secretia faringiand, detectarea antigenelor de
Legionella pneumophila si Streptococcus pneumoniae din urind, detectarea antigenelor de
Campylobacter spp, Helicobacter pylori, a toxinelor de Clostridioides difficile din materii fecale,
etc.) in diagnosticul parazitologic si virusologic.

V1. Metode bazate pe teste moleculare

Sensibilitatea si specificitatea superioare altor metode de diagnostic, precum si timpul scurt
necesar pentru obtinerea rezultatelor reprezinta argumentele pentru care tehnicile moleculare si in
special cele bazate pe amplificarea acizilor nucleici (PCR) sunt in prezent utilizate pe scara larga
in laboratoarele de microbiologie la nivel european. Aceste teste se dezvoltd si se adapteaza
continuu la necesitatile diagnosticului microbiologic, fiind capabile sa ofere simultan si rapid (ore)
informatii privind prezenta unor variati agenti microbieni in diverse probe biologice (diagnostic
sindromic), eventual si a unor markeri genetici de rezistenta la antimicrobiene. Limitele acestor
metode sunt in principal cele determinate de costurile echipamentelor si instruirea personalului
specializat, resurse necesare initial care pot fi recuperate printr-0 utilizare cost-eficienta a testelor
moleculare.



VII. Raportarea rezultatelor

Rezultatele raportate de laboratorul de microbiologie trebuie sa fie exacte, semnificative si
relevante din punct de vedere clinic.
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Diagnosticul molecular microbiologic

l. Introducere

Tehnicile moleculare si in special cele bazate pe amplificarea acizilor nucleici sunt in
prezent utilizate pe scard largd in laboratoarele de microbiologie, atat pentru diagnosticarea si
monitorizarea pacientilor cu boli infectioase, cat si In investigatiile epidemiologice. Numeroasele
progrese din domeniul amplificarii acizilor nucleici, precum automatizarea tehnologiei sau
posibilitatea de a detecta simultan mai multe tinte (multiplexare), au creat noi oportunitati de
dezvoltare a laboratoarelor de microbiologie in directia obtinerii de rezultate relevante clinic intr-
un timp cat mai scurt.

O prezentare extinsd a numeroaselor si variatelor metode moleculare existente ar depasi
scopul acestui ghid, de aceea capitolul de fata va prezenta succint principalele metode moleculare
si unele aplicatii ale acestora utilizate in microbiologia clinicd; dintre acestea cele bazate pe
amplificarea acizilor nucleici prin PCR (polymerase chain reaction) au performantele cele mai
bune si sunt cele mai utilizate in practica.

I1. Metode bazate pe detectia acizilor nucleici

Metode fara amplificare

Aceste metode de hibridizare utilizeaza sonde oligonucleotidice, care sunt secvente ADN
sau ARN marcate cu o enzimd sau o moleculd chemiluminiscenta. Sondele se cupleaza prin
complementaritate (hibridizeazd) cu secvente tintd din genomul microorganismelor cdutate;
nivelul taxonomic la care se realizeazd identificarea depinde de secventele tinta alese de
producdtorul sondelor. Lungimea sondelor si cuplarea prin complementaritate asigurd o
specificitate buna, dar lipsa amplificarii explicd sensibilitatea redusa a truselor bazate pe
hibridizarea sondelor nucleotidice. De aceea utilizarea acestor truse este limitata in special la
identificarea din culturd (de exemplu pentru micobacterii sau fungi dimorfi) si din acele probe
biologice in care numarul microorganismelor este mare (ex. angina streptococica). Hibridizarea
sondelor se poate realiza in faza lichida, solida sau in situ. Hibridizarea in situ este un tip de
hibridizare in fazd solidd in care acizii nucleici tintd se gasesc in celule fixate pe o lama de
microscop (ex. tesut fixat in formol si inclus in parafind).

Sondele de tip peptide nucleic acid (PNA) au o structura diferita de sondele ADN prin aceea
ca este inlocuita “coloana vertebrald” electronegativa a ADN, formata din deoxiriboze unite prin
legaturi fosfodiesterice, cu poliamidd (peptide). Deoarece sondele PNA sunt neutre electric ele
hibridizeazd mai rapid si mai intens comparativ cu sondele ADN. Tehnica PNA-FISH (PNA
fluorescent in situ hybridization), care utilizeaza sonde PNA ce recunosc secvente ARNTr, permite
identificarea din hemocultura pozitiva a anumitor specii (S. aureus, stafilococi coagulazo-negativi,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, specii
de Candida) cu ajutorul unui microscop cu fluorescenta.
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Metode cu amplificare

Au o sensibilitate analitica mai bund comparativ cu metodele fara amplificare. Metoda de
amplificare prin PCR a acizilor nucleici are performantele cele mai bune si de aceea este cea mai
utilizata, dar exista si alte categorii de metode, precum amplificarea semnalului sau amplificarea
izoterma a acizilor nucleici.

Metode bazate pe amplificarea semnalului

Atagarea pe secventa tintd a unui numar crescut de molecule marcate (deci amplificarea
semnalului emis) explica de ce aceste metode au o sensibilitate analitica mai buna comparativ cu
metodele fard amplificare. Aceste metode nu realizeaza amplificarea enzimatica a secventelor
tinta, de aceea sunt mai putin afectate de prezenta unor inhibitori in proba biologica. De asemenea
pot detecta direct ARN, fara a fi necesara etapa intermediara de sinteza a ADN-ului complementar.

Metoda cu ADN ramificat (branched DNA, bDNA)

Metoda consta intr-o hibridizare in faza solida de tip sandwich, care include molecule cu rol
de amplificare a semnalului. Acestea sunt molecule de ADN ramificat (cu pana la 15 ramuri
identice) care se cupleazd cu sondele oligonucleotidice specifice secventelor tintd si vor fixa la
randul lor mai multe sonde marcate enzimatic (cate trei pentru fiecare ramura), astfel fiind
amplificat semnalul. Exista truse comerciale bazate pe metoda bDNA pentru cuantificarea HIV,
HBV, HCV.

Hybrid Capture

In aceastd metodi ADN-ul tintd din proba biologica este denaturat, apoi este hibridizat cu
sonde ARN specifice. Moleculele hibrid ADN-ARN sunt captate de anticorpi antihibrid fixati pe
un suport solid si vor cupla la randul lor anticorpi antihibrid marcati enzimatic. Deoarece fiecare
hibrid poate cupla mai multi anticorpi marcati are loc amplificarea semnalului. Truse comerciale
care se bazeaza pe acesta metoda se folosesc pentru detectia HPV, N. gonorrhoeae, C. trachomatis
n probe biologice.

Metode bazate pe amplificarea tintei

Aceste tehnici se bazeaza pe procese mediate enzimatic prin care se sintetizeaza un numar
foarte mare de copii ale unei anumite regiuni din acidul nucleic tinta. Pentru initierea sintezei sunt
necesari primeri (secvente oligonucleotidice) care recunosc si se cupleaza prin complementaritate
cu anumite secvente de pe fiecare dintre cele doua catene ADN. In cursul unui ciclu de sinteza se
obtin copii ale regiunii tinta, care pot deveni matrite pentru noi sinteze in urmatoarele cicluri. Dupa
1-3 ore, timp 1n care are loc repetarea de zeci de ori a ciclurilor de sinteza, se obtin zeci de milioane
pand la miliarde de copii ale regiunii tintd. Aceastd amplificare exponentiala a tintei explica
sensibilitatea crescutd a acestor tehnici comparativ cu celelalte metode moleculare, dar si unul
dintre principalele riscuri ale acestor tehnici: contaminarea cu produsi de amplificare si obtinerea
de rezultate fals-pozitive. Acest risc potential de contaminare poate fi redus si trebuie permanent
tinut sub control prin masuri specifice, care incep cu modul de organizare a laboratorului si
continud cu respectarea anumitor circuite si proceduri (vezi 3.1).

12



Reactia de amplificare PCR (Polymerase chain reaction)

Tehnica PCR este o metoda termo-enzimatica prin care se realizeaza sinteza repetitiva de
copii ale unei regiuni din ADN-ul tinta folosind ADN-polimeraza. Tn forma sa cea mai simpla
aceasta tehnica, realizata cu ajutorul unui aparat PCR, consta in denaturarea initiald a amestecului
de reactie, urmata de realizarea unui numar de cicluri PCR (obisnuit 30-40). Un ciclu PCR
cuprinde trei etape: denaturarea, hibridizarea primerilor si elongarea. In cursul denaturirii
amestecul de reactie este incdlzit pentru a separa cele doud catene ADN, fiecare dintre acestea
fiind utilizata ca matrita in etapele urmatoare. Amestecul este apoi racit pana la temperatura la care
se realizeaza cuplarea primerilor cu secvente specifice din cele doud catene. In a treia etapa
amestecul este adus la temperatura optima pentru activitatea ADN-polimerazei, enzima care va
realiza extensia primerilor si sinteza unei noi catene, complementare catenei initiale. Atat catenele
nou sintetizate cat si ADN-ul initial pot servi ca matritd pentru sinteza in ciclurile urmatoare. La
sfarsitului fiecarui ciclu PCR se dubleaza (teoretic) numarul produsilor de amplificare, astfel incat
dupa n cicluri se obtine o amplificare de 2". Intregul proces este desfisurat intr-un aparat PCR,
care asigura cu precizie temperatura si durata fiecarui segment din ciclu, precum si numarul de
cicluri.

Ideal dupi 30 cicluri apare o amplificare de 2%, adici de aproximativ 10° ori a regiunii tinta.
Practic eficienta amplificarii poate fi redusa din cauza unor conditii de reactie suboptime sau
prezentei unor substante cu efect de inhibare a reactiei. Aceasta ultimd situatie, care ar putea duce
la rezultate fals-negative, trebuie permanent monitorizata si tinuta sub control prin respectarea unor
proceduri specifice in etapele de extractie si amplificare a acizilor nucleici (vezi 3.2).

Detectia produsilor de amplificare poate avea loc dupa terminarea PCR (end-point PCR) sau
in timpul amplificarii (real-time PCR).

Revers-transcriere PCR

Tehnica PCR permite amplificarea unei tinte ADN. Daca tinta este ARN este nevoie de
revers-transcriere PCR (RT-PCR), metoda care are o etapa initiala de revers-transcriere a ARN
tinta in ADN complementar (ADNCc), urmatd de amplificarea prin PCR a acestui ADNc. Aceste
etape pot avea loc consecutiv, in acelasi tub de reactie, sau independent (in reactii separate).

Nested PCR

Consti in doud runde de PCR si doua perechi de primeri. In prima runda se utilizeazi o
pereche de primeri si 15-30 cicluri de amplificare, iar in a doua runda a doua pereche de primeri
recunoaste o secventa din interiorul produsilor de amplificare obtinuti in prima runda, astfel fiind

Multiplex PCR

Se foloseste pentru amplificarea simultand a mai multor secvente tintd in acelasi tub de
reactie. Necesita utilizarea unor perechi de primeri atent selectionati, astfel incat acestia sa aiba
aceeasi temperaturd de hibridizare si sd nu fie complementari. Numdrul de tinte care pot fi
identificate prin acelasi test variaza (de la 3 la peste 20), in special in functie de metoda de detectie
a produsilor de amplificare. In practici testele bazate pe multiplex PCR se utilizeazi frecvent in
diagnosticul unor sindroame (de exemplu in infectii ale sistemului nervos, respiratorii sau
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digestive) deoarece permit identificarea rapida si simultand a mai multor microorganisme, eventual
si a unor factori de patogenitate sau markeri de rezistenta la antibiotice direct din probe biologice.

Real-time PCR

Tn tehnica real-time PCR detectia produsilor de amplificare este realizata in timp real, in
fiecare ciclu. Acest fapt este posibil deoarece produsii de amplificare generati se cupleaza (direct
sau indirect) cu fluorocromi care vor emite o fluorescenta specifica. Tehnica necesita echipamente
speciale (de real-time PCR) care fata de echipamentele PCR au in plus un modul optic (care
masoara cu precizie intensitatea emisiei fluorescente In momente precis definite pentru fiecare
reactie), precum si un software care transforma aceste semnale in informatii privind cinetica
fiecarei reactii. Curba de amplificare este un grafic al intensitatii fluorescentei in functie de timp
(ciclu), un parametru util fiind ciclul prag (Cycle threshold, Ct), adica acel ciclu la care intensitatea
fluorescentei depdseste un anumit nivel prag (adicd exista o crestere semnificativa a fluorescentei).
In cazul testelor calitative depasirea acestui prag corespunde detectirii tintei (rezultatul se exprima
ca: tintd detectatd). In cazul testelor cantitative este necesara compararea valorii Ct pentru proba
cu valorile Ct ale unor standarde de concentratii cunoscute, intensitatea fluorescentei emise fiind
direct proportionald cu numarul de copii ale regiunii tinta.

Tn formatul cel mai simplu al real-time PCR produsii de amplificare sunt detectati pe misura
ce se formeaza datorita cuplarii acestora cu un colorant fluorescent (de exemplu SYBR green), cu
afinitate pentru ADN dublu catenar (ADN d.c.). Fluorescenta emisa de fluorocromul cuplat fiind
mult mai mare decat cea a fluorocromului liber, intensitatea fluorescentei este direct proportionala
cu numarul produsilor PCR. Deoarece SYBR green are afinitate pentru orice moleculd ADN d.c.
(de exemplu produsi de amplificare specifici, produsi nespecifici, dimeri de primeri) specificitatea
acestui format de real-time PCR poate fi afectatd; cresterea specificitatii se poate obtine prin
analize suplimentare (de exemplu analiza corelatiei dintre intensitatea fluorescentei si temperatura
— melting curve). Acest tip de detectie nu poate fi folosit pentru teste multiplex.

Specificitatea real-time PCR poate fi crescuta prin adaugarea in amestecul de reactie a unor
sonde oligonucleotidice. Fiecare sonda recunoaste specific o anumita regiune dintr-un produs de
amplificare si este marcatd cu un anumit fluorocrom, cresterea fluorescentei emise de acel
fluorocrom fiind un indicator al generarii produsului de amplificare. Detectia simultand a mai
multor produsi real-time PCR este posibila daca se utilizeaza sonde specifice fiecarui produs si
fiecare sonda este marcata cu alt fluorocrom, acest format real-time PCR fiind utilizat de unele
teste multiplex. Existd mai multe tipuri de sonde, dar descrierea caracteristicilor lor depaseste
scopul acestui ghid.

Tehnica real-time PCR prezintd numeroase avantaje. Deoarece amplificarea si detectia au
loc 1n acelasi tub inchis, nu este nevoie de etape post-PCR, deci timpul este mai redus si se elimina
riscul de contaminare cu produsi PCR. Real-time PCR are o sensibilitate crescuta comparativ cu
end-point PCR si permite o cuantificare exactd a concentratiei initiale a tintei, deoarece masoara
produsii in faza exponentiald a amplificarii. Testele multiplex sunt uneori de tip real-time PCR,
dar suprapunerea spectrelor de emisie ale fluorocromilor limiteaza capacitatea de multiplexare
(numarul de tinte) de obicei la patru.
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Alte metode bazate pe amplificarea tintei

Metode bazate pe transcriere

Aceste metode au in comun amplificarea izoterma a ARN prin urmatoarele etape mediate
enzimatic: revers-transcrierea ARN, formarea unui hibrid ARN-ADNc, degradarea catenei
originale de ARN, generarea de ADN d.c., utilizarea ADNc ca matritd pentru generarea multor
copii ARN, produsi care la randul lor pot reintra in ciclul de amplificare. Aceste metode izoterme
au avantajul cd nu necesita echipamente PCR. Exemple din aceastd categorie de metode sunt
NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) si TMA (transcription-mediated
amplification).

Amplificarea in bucld (loop mediated amplification, LAMP) este o metoda izoterma de
amplificare prin care se creeaza molecule de ADN cu multiple bucle ce contin repetari ale
secventei tintd. Detectia produsilor de amplificare se poate face in timp real prin masurarea
turbiditdtii in tubul de reactie. Principalul avantaj al acestei metode este acela ca nu necesita
echipamente complexe, ci poate fi utilizatd cu echipamente simple, in conditii de teren. Totusi
aceasta metodd are performante mai reduse comparativ cu alte metode si de aceea este putin
utilizata in practica.

Detectia si analiza produsilor de amplificare

Detectia si analiza produsilor de amplificare se pot face pe masurd ce produsii se genereaza
(real-time PCR) sau dupa etapa de amplificare (detectie post-PCR). Exista mai multe metode
pentru detectia post-PCR a produsilor de amplificare: electroforeza in gel de agaroza, hibridizare
cu sonde cu specificitate alelica, secventiere, hibridizare cu sonde fixate pe microarray (de
densitate mica sau moderata).

Electroforeza in gel

Vizualizarea produsilor de amplificare dupa separare electroforetica si marcare cu bromura
de etidiu a fost prima metoda de detectie si este inca utilizata in unele tehnici. In prezent exista si
metode automate de evidentiere a produsilor prin electroforeza.

Analiza fragmentelor de restrictie (restriction fragment length polymorphism, RFLP) este
utilizatd in cazul unor investigatii epidemiologice si constd in scindarea cu endonucleaze de
restrictie a produsilor de amplificare, urmatd de separarea fragmentelor prin electroforeza si
analiza acestora.

Hibridizarea cu sonde cu specificitate alelica

In aceasta tehnica (Line probe assay, LIPA) sonde oligonucleotidice atasate pe stripuri
imobilizeazd produsi PCR marcati cu biotind. Deoarece aceasta reactie se desfdasoara in conditii
stringente, sondele hibridizeaza doar produsii cu secventd perfect complementarda, putind
discrimina polimorfisme la nivelul unui singur nucleotid. Etapele ulterioare hibridizarii permit
vizualizarea produsilor imobilizati si oferd informatii despre secventa acestora.

Truse comerciale care utilizeaza aceasta tehnicd se folosesc pentru genotiparea HCV, HPV,
HBYV, pentru identificarea micobacteriilor si pentru identificarea mutatiilor de rezistentd la HBV
sau la Mycobacterium tuberculosis.
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Secventierea acizilor nucleici

Determinarea unei anumite secvente ADN dintr-o proba clinicd poate fi necesarda in scop
diagnostic sau epidemiologic si se poate realiza prin PCR si secventierea produsilor prin metoda
Sanger. Acestd metoda constd in generarea unor fragmente ADN de marimi diferite, datorita
incorporarii aleatorii de catre ADN-polimeraza a unor dideoxinucleotid e (ddNTP) care vor bloca
elongarea catenei (dideoxynucleotide chain termination). Aceste fragmente marcate fluorescent
sunt apoi separate prin electroforeza capilara, trec printr-un fascicul laser, iar inregistrarea
fluorescentei corespunzatoare fiecarui ddNTP si procesarea digitald a acestor semnale ofera
informatii despre secventa ADN. Secventierea automatda Sanger genereaza secvente de calitate
pentru regiuni de pana la 800 perechi de baze (bp). Pentru secventierea unei regiuni mai lungi sunt
necesare amplificarea separatd a mai multor segmente din acea regiune, secventierea fiecdrui
segment in parte si asamblarea citirilor.

Secventierea de noua generatie permite caracterizarea unor regiuni mai largi (pana la
madrimea intregului genom microbian) si poate fi aplicatd in multiple domenii: identificare
microbiana, identificarea unor variante asociate cu patogenitate crescutd sau cu mutatii de
rezistentd, detectia unor mutatii rare Intr-o populatie microbiand, studierea microbiotei,
caracterizarea filogenetica in cursul unor investigatii de epidemiologie moleculara si altele. Exista
mai multe platforme pentru secventierea de noua generatie (Illumina, lon Torrent, Nanopore etc.)
dar descrierea lor depaseste scopul acestui ghid.

III. Cerinte specifice laboratorului de diagnostic molecular

Laboratoarele clinice care vor sa utilizeze tehnici de diagnostic molecular trebuie sa respecte
cerinte specifice acestui tip de diagnostic. Aceste cerinte urmaresc in principal prevenirea si
controlul contaminarii cu acizi nucleici, risc care decurge din sensibilitatea analitica foarte mare a
metodelor de amplificare a tintei. Aceste cerinte specifice se regasesc n fiecare dintre etapele
diagnosticului: preanalitica (recoltare, stocare, procesare primara a probelor), analitica (protocoale
de lucru, asigurarea calitatii) si post analitica (interpretarea rezultatelor, manipularea deseurilor).
O alta cerintd specifica laboratorului de diagnostic molecular este prevenirea contactului acizilor
nucleici tintd cu enzime care i1 pot degrada (DNAze sau RNAze). Aceste cerinte impun masuri
specifice diagnosticului molecular, precum organizarea activitdtii in mai multe etape si zone
distincte, respectarea fluxului unidirectional de activitate, respectarea strictd a unor protocoale de
lucru, utilizarea de materiale de unica folosinta si de reactivi certificati pentru diagnostic molecular
(molecular biology grade), adica reactivi care sunt certificati ca nu contin ADN, ARN, DNAze,
RNAze.

Respectarea cerintelor privind recoltarea, transportul, stocarea si procesarea primard a
probelor reprezinta o conditie pentru obtinerea unor rezultate de calitate. Mentinerea integritatii
acizilor nucleici pe parcursul acestor etape depinde de mai multi factori, cum ar fi tipul de proba,
tipul de tintd, temperatura si durata stocarii probei.

In prima etapa analitica se realizeaza extractia acizilor nucleici. Aceasti etapa se poate realiza
automat sau manual si are ca obiective eliberarea acizilor nucleici din microorganism, purificarea
acestora si indepartarea substantelor cu efect inhibitor din proba biologicd, cu mentinerea
integritatii acizilor nucleici si uneori concentrarea lor. Existd numeroase protocoale de extractie,
care difera in functie de tipul probei, tipul acidului nucleic tintd, performantele purificarii,
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echipamentele necesare, costuri. Indiferent de metoda aleasa laboratorul trebuie sd monitorizeze
prin controale specifice mentinerea integritatii acizilor nucleici tinta si indepartarea inhibitorilor
n cursul acestei etape.

Prevenirea si controlul contaminirii in laboratorul de diagnostic
molecular

Personalul din laboratoarele de microbiologie se preocupa in mod constant de prevenirea
contamindrii in cursul manipularii probelor si culturilor. Diagnosticul molecular impune un grad
considerabil mai ridicat de precautie, deoarece chiar contamindri de nivel jos, care nu vor fi
detectate prin metode fenotipice, pot duce la rezultate fals-pozitive prin tehnici moleculare.
Contaminarea poate avea loc in oricare dintre etapele diagnosticului molecular si poate fi de mai
multe tipuri: contaminarea probei in etapa preanaliticd (de exemplu contaminarea cu altd proba
sau cu elemente de mediu printr-un mod inadecvat de recoltare si procesare), contaminarea in
cursul etapei de extractie (cu alta proba, cu control pozitiv sau cu produsi de amplificare) sau ,
daca este cazul, a celei post-PCR (cu produsi de amplificare).

Prevenirea contaminarii cu ADN sau ARN din probe se realizeaza printr-un set de masuri
care includ: manipularea flacoanelor si tuburilor intr-un mod care previne formarea de aerosoli,
centrifugarea usoard Inainte de deschiderea unui tub, deschiderea pe rand doar a cate unui singur
tub, decontaminarea riguroasd a suprafetelor de lucru, utilizarea de cabinete de siguranta
microbiologicd, utilizarea varfurilor cu filtru pentru transferuri lichidiene.

Prevenirea contaminarii cu produsi de amplificare se realizeaza prin organizarea etapelor de
lucru in arii distincte independente (preamplificare, amplificare, postamplificare), cu respectarea
fluxului unidirectional de activitate, respectarea strictd a unor protocoale de lucru. Uneori la
acestea se adauga inactivarea produsilor de amplificare prin metode fotochimice sau enzimatice
(de exemplu cu uracil-N glicozilaza, UNG). Aceste precautii sunt deosebit de importante mai ales
in laboratoarele care realizeaza analiza post-PCR (de exemplu electroforeza sau secventiere).

Monitorizarea contaminarii in cursul etapelor de extractie, pregatire a reactivilor PCR,
amplificare - detectie este obligatorie si se realizeaza in principal prin includerea in fiecare runda
de testare a cel putin unui control negativ.

Asigurarea calitatii rezultatelor

Asigurarea calitatii rezultatelor este obligatorie in diagnosticul molecular.

Control/controale negative

Monitorizarea contamindrii in cursul etapelor de extractie, pregatire a reactivilor PCR,
amplificare - detectie se realizeaza obligatoriu in fiecare runda de testare prin includerea a cel putin
unui control negativ, care va fi testat ca o proba obisnuitd. Controlul negativ trebuie inclus
indiferent dacd extractia si pregatirea reactivilor se fac automat sau manual si indiferent daca
metoda este comerciala sau validatd de laborator (in-house). Detectia amplificarii tintei in controlul
negativ invalideaza toate rezultatele din acea runda si impune adoptarea unor masuri riguroase de
prevenire a contamindrii. In cazul metodelor manuale este posibild utilizarea unor controale
distincte doar pentru etapa de PCR (no template control, NTC) sau si pentru cea de extractie
(control negativ cu matrice similara cu probele dar fard acidul nucleic tintd). In cazul metodelor
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de tip point-of—care (POC), care permit testarea unei singure probe clinice, este necesara testarea
periodica a unui control negativ.

Control/controale pozitive

Controlul pozitiv atesta ca testul poate detecta tinta in conditiile stabilite de producator, deci
verificd etapele de extractie, amplificare - detectie. In cazul testelor calitative este obligatorie
includerea in fiecare runda de testare a unui control pozitiv, indiferent daca extractia si pregatirea
reactivilor se fac automat sau manual si indiferent dacad metoda este comerciald sau validata de
laborator (in-house). Lipsa amplificarii controlului pozitiv invalideaza toate rezultatele din acea
runda. In cazul testelor cantitative este obligatorie utilizarea a minim doud controale pozitive, de
concentratii diferite (de nivel jos si de nivel inalt). In cazul metodelor manuale este posibila
utilizarea unor controale distincte doar pentru etapa de PCR (secventa ADN {tintd) sau si pentru
cea de extractie (control pozitiv cu matrice similara cu probele si cu secventa tinta la o concentratie
cunoscutd). Un control pozitiv este de obicei inclus in componenta majoritatii truselor comerciale.
In caz contrar sunt disponibile materiale de referint si control comerciale corespunzitoare tintei
pentru majoritatea microorganismelor de interes medical.

Control intern

Degradarea acizilor nucleici tinta in cursul etapei de extractie poate duce la rezultate fals
negative. De asemenea, prezenta inhibitorilor in proba la sfarsitul etapei de extractie poate
determina inhibarea PCR si obtinerea de rezultate fals negative. Existd mai multe metode pentru
monitorizarea inhibarii amplificarii, cea mai folosita fiind utilizarea unui control intern in fiecare
proba. Acest control intern este de acelasi tip cu tinta (ADN sau ARN) si este introdus in reactie
de la inceputul etapei de extractie. In unele truse comerciale controlul intern utilizeaza aceeasi
pereche de primeri cu tinta dar este detectat diferit, in alte truse controlul intern are o secventa
diferita si este recunoscut de primeri diferiti.

Interpretarea si raportarea rezultatelor

Interpretarea rezultatelor testelor moleculare necesitd cunoasterea caracteristicilor si
limitelor acestor tehnici si difera de interpretarea testelor conventionale de diagnostic
microbiologic.

Interpretarea absentei produsilor de amplificare (rezultat negativ) trebuie sa aiba in vedere
momentul recoltarii, calitatea probei, sensibilitatea testului, eficienta extractiei acizilor nucleici si
eficienta amplificérii tintei. Deficiente privind oricare dintre acesti factori pot sd determine
rezultate fals negative, de aceea masuri de monitorizare si control a acestor factori trebuie aplicate
constant. Variatia secventei tintd (de exemplu prin mutatii, deletii etc.), poate afecta cuplarea
primerilor sau probelor, fiind o alta sursa posibild de rezultate fals-negative.

Interpretarea prezentei produsilor de amplificare (rezultat pozitiv) trebuie sd tina cont de
specificitatea testului si de riscul contamindrii. Specificitatea testului depinde de conditiile de
reactie si de primerii si sondele utilizate pentru amplificare, respectiv detectie. Daca primerii sau
sondele pot interactiona cu secvente ale altor microorganisme este posibild obtinerea unui rezultat
fals pozitiv. O altd cauza de rezultat fals pozitiv este contaminarea, care poate sd survind in oricare
etapd, de la recoltarea probei pana la repartizarea eluatului obtinut in urma extractiei (vezi 3.1. si
3.2). In cazul testelor multiplex interpretarea trebuie si tind cont de numdrul de tinte potential
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detectabile dar si de sensibilitatea testului pentru fiecare tintd. Detectia simultand a doud sau mai
multe microorganisme (codetectia) nu semnificd obligatoriu coinfectie, deoarece prezenta
anumitor microorganisme in proba clinica poate fi consecinta altor factori, ca de exemplu
contaminare sau infectie latentd. Testele multiplex care includ intre tintele detectabile si unii
markeri de rezistenta trebuie interpretate avand in vedere mai multe aspecte. De exemplu 1n unele
situatii mai multe mecanisme pot fi responsabile de rezistenta fenotipica, de aceea lipsa detectiei
unui singur marker nu corespunde obligatoriu cu sensibilitatea fenotipica. Dupa cum nici prezenta
genelor pentru un mecanism de rezistenta nu semnifica neaparat rezistenta, ci doar prezenta acelui
mecanism cu riscurile epidemiologice respective.

Evaluarea performantelor analitice ale unui test depinde si de performantele testului de
referintd. Testele moleculare au de multe ori o sensibilitate superioara testelor bazate pe cultivare,
ceea ce determind ca un rezultat pozitiv la un test molecular sa fie interpretat in mod discutabil fals
pozitiv daci testul bazat pe cultivare, considerat ca referintd, este negativ. In aceasti situatie se
recomanda ca referinta sd fie un set extins de criterii care sa includa si date clinice, imagistice sau
un alt test molecular.

Detectia secventei tinta nu depinde de viabilitatea microorganismului de la care provine acea
secventd. Aceasta reprezintd un avantaj in stabilirea diagnosticului la pacienti pretratati, la care
metodele bazate pe cultivare esueazd dar acidul nucleic microbian persista si in consecinta poate
fi detectat un anumit timp dupd inceperea tratamentului adecvat. Persistenta acidului nucleic
microbian provenit de la microorganisme neviabile poate reprezenta un dezavantaj al utilizarii
testelor moleculare calitative in evaluarea rispunsului la tratament in infectiile acute. Insi in unele
infectii virale cronice (produse de HIV, HBV, HCV, CMV) testele moleculare cantitative
reprezintd metoda de referinta pentru monitorizarea raspunsului la tratamentul specific.

Raportarea rezultatelor testelor calitative este in general simpla, rezultatul fiind de obicei
»ADN (sau dupa caz, ARN) detectat sau nedetectat”. Alte informatii care pot fi raportate sunt
genele tintd, metoda utilizata, limita de detectie. Raportarea rezultatelor testelor cantitative este
mai complexa si necesita explicarea mai multor parametri. Rezultatele testelor cantitative se pot
exprima In unitati de masurd (unitati internationale, copii sau ng), raportate la un parametru definit
(mililitru plasma sau sange, gram de tesut, numar de leucocite). Valorile incarcaturii virale pot fi
raportate in numere intregi si/ sau transformate in logio. Rezultatele exprimate in logio permit
aprecierea mai buna a variatiilor semnificative clinic ale concentratiei microorganismelor. Alti
parametri care definesc testele cantitative sunt: domeniul de masurare lineara, limita inferioara de
cuantificare, limita superioara de cuantificare, limita de detectie. In cazul unor valori superioare
limitei de detectie si mai mici decat limita inferioara de cuantificare rezultatul raportat trebuie sa
fie ,detectat, < limita inferioara de cuantificare”. In raport trebuie de asemenea specificate tipul de
proba si metoda de amplificare, deoarece rezultatele obtinute prin metode diferite pot sa nu fie
similare, fiind necesara aplicarea unui factor de corectie.

IV. Metode bazate pe detectia proteinelor

Identificarea si caracterizarea microorganismelor pe baza detectiei unor proteine specifice
prin spectrometrie de masa (MS) constituie un progres important in dezvoltarea microbiologiei
clinice. Spectrometria de masa (MS) este o tehnologie care masoara doud proprietati ale unui
analit: masa moleculara (m) si sarcina electrica (z). Un spectrometru de masa are trei componente:
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sursa de ioni (transformd analitul in ioni), analizorul de ioni (separd ionii 1n functie de
comportamentul lor diferit Tntr-un cadmp electric, deci in functie de raportul m/z) si detectorul de
ioni (masoard numarul ionilor cu acelasi m/z). Se obtine un spectru de mase, care se compara
digital cu spectrele dintr-o baza de date, astfel fiind realizata identificarea.

Analiza proteinelor (predominant ribozomale) prin MALDI-TOF, adica ionizarea prin
MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) si diferentierea prin TOF (time-of-flight),
este din ce in ce mai utilizata in laboratoarele de microbiologie, deoarece permite identificarea
rapida a bacteriilor sau fungilor izolati in cultura. Principalele avantaje ale acestei metode sunt
durata mult mai redusa (minute) comparativ cu metodele conventionale, posibilitatea identificarii
din cultura primara, cost/test redus, procedura simpla, existenta unor protocoale standardizate si a
unor truse disponibile comercial. In afara necesititii achizitionarii unui echipament MALDI-TOF
si a modulelor software necesare pentru interpretare, principalele limite sunt necesitatea testarii
bacteriilor izolate Tn culturd purd (>10° UFC/ml), lipsa unor protocoale standardizate pentru
anumite aplicatii, dificultatea diferentierii unor genuri inrudite (de exemplu Escherichia si
Shigella). Identificarea se poate face la nivel de familie, gen sau specie, in functie de scorul
calculat, adica de gradul de similitudine dintre spectrul obtinut In urma analizei si spectrele din
baza de date.

Metode care utilizeaza MALDI-TOF pentru detectia rezistentei la antibiotice sunt descrise
in literatura si progreseaza rapid, chiar dacd protocoalele de lucru nu sunt inca standardizate. Exista
trei strategii principale de detectie a rezistentei prin MALDI-TOF: masurarea modificarilor
antibioticului ca rezultat al actiunii enzimelor bacteriene, detectia proteinelor bacteriene asociate
rezistentei si evaluarea semicantitativa a multiplicarii bacteriene in prezenta antibioticului. Prima
strategie este folosita pentru detectia actiunii 3-lactamazelor (inclusiv ESBL sau carbapenemaze),
a unor enzime implicate in rezistenta enterobacteriilor la fluorochinolone sau in rezistenta la
aminoglicozide atit la Gram pozitivi cat si la Gram negativi, iar a doua poate fi utild pentru detectia
meticilino-rezistentei, a B-lactamazelor, a porinelor. Folosite cu precautie aceste metode bazate pe
MALDI-TOF pot sa ofere rapid la un cost scazut informatii preliminare utile.
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Testarea sensibilitatii la antibiotice

I. Scopul documentului

Acest document descrie metodele de rutina pentru testarea sensibilitatii la antibiotice a
bacteriilor izolate in mod uzual in laboratoarele clinice. Metoda de testare recomandata prin acest
ghid national este metoda difuzimetricda EUCAST (EUCAST disk diffusion method).

Pentru metoda dilutiilor, metoda gradient si metoda punctelor de rupturd se vor urma
indicatiile din insert-ul testelor comerciale utilizate.

Il. Introducere

.....

diagnosticul microbiologic. Aceasta testare se poate realiza prin metoda difuzimetricd, metode
cantitative (metoda microdilutiilor, teste gradient) si prin metode moleculare.

antibiotice si rdmane una dintre cele mai larg folosite metode pentru testarea de rutind a
sensibilitatii la antibiotice in laboratoarele clinice. Este potrivita pentru testarea majoritatii
patogenilor bacterieni, incluzand cele mai comune bacterii pretentioase, este versatila din punct de
vedere al numarului agentilor antimicrobieni ce pot fi testati si nu necesitd echipament special.

Punctele de rupturd ale diametrelor zonelor de inhibitie utilizate In cadrul metodei
EUCAST sunt calibrate si armonizate cu punctele europene de ruptura ale CMI publicate de
EUCAST si sunt disponibile gratuit pe pagina  web a EUCAST
(https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/).

Ca pentru orice metoda standardizata, tehnica descrisa trebuie respectata fara exceptii
pentru a obtine rezultate fiabile.

Metodele cantitative permit determinarea concentratiei minime inhibitorii. Pentru unele
bacterii sau antibiotice metoda microdilutiilor reprezintd singura metoda acceptabila (de ex.

Metodele moleculare detecteaza prezenta unor markeri genetici asociati rezistentei si pot
fi teste preliminare sau complementare testelor fenotipice.

II1. Definirea notiunilor utilizate in standardul EUCAST

Categoriile de sensibilitate

Sensibil la doze standard: un microorganism este clasificat ca “sensibil, regim de dozare
standard” atunci cand exista o probabilitate mare de succes terapeutic folosind un regim de dozare
standard al antibioticului.
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Sensibil, expunere crescuta (vechea categorie intermediar): un microorganism este incadrat
”Sensibil, expunere crescuta” cand existd o mare probabilitate de succes terapeutic daca expunerea
la antibiotic este crescuta prin ajustarea regimului de dozare sau prin concentrarea antibioticului
la locul infectiei. Expunerea se refera la felul in care modul de administrare, doza, intervalul de
dozare, timpul de perfuzie, precum si distributia, metabolismul si excretia agentului antimicrobian
influenteaza microorganismul infectant la locul infectiei. Pe buletinul de analize se va adauga
comentariul referitor la doze (vezi tabelele VII-XVIII din subcapitolul XII Comentarii privind

e,

de extrapolare a rezultatelor).

Diferenta dintre categoria de ”Sensibil, doza standard” si ”Sensibil, expunere crescuta”
consti in cantitatea de antibiotic de la locul infectiei. In acest scop este important de specificat
dozele corespunzatoare categoriei ’Sensibil, expunere crescutd”, deoarece in lipsa unei intelegeri
temeinice a schimbarii semnificatiei simbolului ”I” exista riscul evitarii utilizarii antibioticelor
care se incadreaza in aceasta categorie si astfel restrangerea optiunilor terapeutice.

Rezistent: un microorganism este incadrat Rezistent cand exista o probabilitate mare de
esec terapeutic chiar si atunci cand exista o expunere crescuta.

Zonele de incertitudine tehnica (area of technical uncertainty - ATU)

Zonele de incertitudine tehnica reprezinta avertizare pentru laborator cu privire la
incertitudinea rezultatului. ATU sunt listate in tabelele EUCAST si sunt definite de valoare CMI
sau de un diametru.

Laboratorul trebuie sa isi defineasca o strategie cu privire la atitudinea fata de ATU.

Pot fi luate urmatoarele masuri in cazul ATU:

- Se repeta testul - numai daca se suspecteaza o eroare tehnica

- Se efectueaza un test alternativ (CMI, PCR, test pentru a determina mecanismul de rezistenta)
— acest lucru este relevant atunci cand testul alternativ este concludent (PCR pentru a detecta
o gena vanA sau vanB la enterococi, un test Bla la H. influenzae)

- Se modifica categoria de susceptibilitate: dinSinl, dininRsau SinR

- Rezultatul se raporteaza ca ,incert” — acest lucru poate fi realizat lasand interpretarea
necompletatd + comentariu. Sau aplicarea unui asterix (in loc de un S, I sau R) care se refera
la un comentariu care explica incertitudinea

- Se raporteaza rezultatele ,,R”. Dacd existd mai multe alternative pentru terapie pe
antibiograma, aceasta poate fi cea mai usoara si mai sigura optiune.

- Se discuta rezultatele cu medicul clinician

IV. Prepararea si depozitarea mediilor

Agarul Mueller-Hinton (MH) se prepara in conformitate cu indicatiile producatorului, cu
suplimente pentru microorganismele pretentioase indicate in documentele disponibile pe
www.eucast.org. Prepararea si adaugarea suplimentelor sunt descrise in detaliu pe pagina web
https://www.eucast.org/ast_of_bacteria/media_preparation/.

Mediul trebuie sa aiba o inaltime de 4 + 0,5 mm (aproximativ 25 mL intr-o placa circulara
cu diametrul de 90 mm, 31 mL 1intr-o placa circulara de 100 mm, 71 mL intr-o placa circulara cu
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diametrul de a 150 mm, 40 mL intr-o placa patrata cu latura de 100 mm). VVolumul trebuie calculat
corect 1n raport cu dimensiunile placii Petri utilizate. Dimensiunile placii pot varia in functie de
producator.

Pentru placile cu agar disponibile comercial sau preparate ”’in house”, depozitate in pungi
de plastic sau in containere ermetice, poate fi necesara uscarea placilor inainte de utilizare. Aceasta
precautie este necesara pentru evitarea umiditatii excesive, care poate avea ca efect aparitia unor
zone de inhibitie difuze sau a unui val in interiorul zonelor de inhibitie.

Suprafata agarului trebuie sa fie uscata inainte de utilizare. Nu trebuie sa se observe picaturi
de apa pe suprafata, sau in interior, pe capac. Placile se usuca la 20-25°C peste noapte, sau la 35°C,
inlaturand capacul timp de 15 minute. Placile nu vor fi uscate prea mult.

Placile preparate in house” se depoziteaza la 4-8°C.

Pentru placile preparate ”’in house”, uscarea placilor, conditiile de depozitare si pastrare
trebuie incluse in programul laboratorului de asigurare a calitatii .

Placile preparate dupa cerintele comerciale trebuie depozitate dupd recomandarile
producdtorului si folosite pand la termenul de expirare indicat.

V. Tehnica metodei difuzimetrice

Prepararea inoculului

Se foloseste metoda suspensiondrii directe a coloniilor pentru a prepara o Suspensie
bacteriana in solutie salind fiziologica cu o densitate corespunzatoare ca turbiditate standardului
0,5 McFarland, ceea ce corespunde cu o concentratie de aproximativ 1-2 x 108 UFC/mL pentru
Escherichia coli.

Metoda suspensionarii directe a coloniilor este potrivita pentru toate microorganismele,
inclusiv microorganismele pretentioase.

Se foloseste o ansa sterila sau un tampon steril pentru a repica colonii dintr-o cultura pe un
mediu de cultura neselectiv, incubatd peste noapte. Se repica cateva colonii cu morfologie
asemanatoare (dacd este posibil) pentru evitarea selectarii unei variante atipice. Se suspenda
coloniile 1n solutie salina fiziologica si se amestecd pana la omogenizare.

Se ajusteazd densitatea suspensiei corespunzator standardului 0,5 McFarland, adaugand
mai mult ser sau mai multe colonii bacteriene. Un inocul mai dens va avea ca efect zone de inhibitie
mai mici, iar un inocul cu densitate mai mica va avea un efect opus.

Este recomandata utilizarea unui dispozitiv spectrofotometric pentru ajustarea densitétii
suspensiei. Dispozitivul trebuie calibrat fatd de un standard 0,5 McFarland in conformitate cu
indicatiile producétorului.

Ca alternativa, densitatea suspensiei poate fi comparatd vizual cu un standard 0,5
McFarland. Pentru a usura compararea vizuala, se compara testul pe un fundal alb cu linii negre.

Streptococcus pneumoniae este de preferinta suspensionat de pe o placa cu agar- sange la
o densitate corespunzatoare standardului 0,5 McFarland. Cand S. pneumoniae este suspensionat
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de pe o placa cu agar chocolat, inoculul trebuie sa aiba densitatea echivalentd cu un standard
McFarland de 1,0.

Suspensia trebuie folositd in 15 min pana la 60 de minute de la preparare, parte a regulii
15-15-15 minute: Insamantarea inoculului in 15 minute de la preparare, aplicarea discurilor in 15
minute de la Tnsdmantare, incubarea placilor la 15 minute de la aplicarea discurilor.

Inocularea placilor cu agar

Placile cu agar trebuie sa atinga temperatura camerei inainte de inoculare.

Se foloseste inoculul ajustat intr-un interval optim de 15 min de la preparare. Suspensia
trebuie Intotdeauna folositd in maxim 60 de minute de la preparare.

Se introduce un tampon steril Tn suspensie.

Pentru a evita supra-inocularea bacteriilor Gram-negative, se sterge excesul de fluid
apasand si rotind tamponul in interiorul tubului.

Pentru bacteriile Gram-pozitive nu se apasa si nu se roteste tamponul in interiorul tubului.

Cand sunt inoculate mai multe plici cu agar din aceeasi suspensie, se repetd procedura
pentru fiecare placa.

Placile pot fi inoculate fie prin insdmantare in trei directii, fie utilizdnd un dispozitiv
automat. Se disperseaza inoculul uniform pe intreaga suprafata a agarului asigurand ca nu exista
spatii libere intre striuri (in mod deosebit pentru bacteriile Gram-pozitive).

Se aplica discurile in 15 min de la inoculare.

Daca placile inoculate sunt lasate la temperatura camerei pentru un timp indelungat nainte
ca discurile sa fie aplicate, microorganismul poate sa inceapa sa se dezvolte inainte de aplicarea
discurilor, rezultand zone de inhibitie eronate prin reducerea diametrelor de inhibitie.

Aplicarea discurilor cu antibiotic

Cerintele privind continutul discurilor sunt listate in tabelele cu Punctele de ruptura si
Controlul calitatii pe https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/. Metoda este standardizata
pentru discuri de hartie cu diametrul de 6 mm.

Discurile vor fi 1dsate sa ajunga la temperatura camerei inainte de a desigila cartusele sau
containerele utilizate pentru depozitarea discurilor. Aceastd precautie este necesard pentru a
preveni aparitia condensului ce poate conduce la deteriorarea rapidd a unora dintre agentii
antimicrobieni.

Discurile se aplica ferm pe suprafata agarului inoculat in 15 minute de la inoculare.
Discurile trebuie sa fie In contact strans si uniform cu suprafata agarului si nu trebuie mutate odata
ce au fost aplicate, deoarece difuzia antibioticului Tncepe imediat.

Numarul discurilor de pe o placa trebuie sa fie limitat pentru a evita suprapunerea zonelor
de inhibitie si interferarea agentilor antimicrobieni. Este important ca diametrele zonelor de
inhibitie sd fie masurate exact. Numarul maxim de discuri depinde de microorganism si de
selectarea discurilor. In mod normal sunt aplicate maximum 6 discuri pe o placd circulari cu
diametrul de 90 mm si maximum 12 discuri pe o placa circulard cu diametrul de 150 mm.
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Pentru a putea depista rezistenta inductibild la clindamicind a stafilococilor si
streptococilor, discurile cu eritromicina si clindamicinad trebuie plasate la o distanta de 12-20 mm
intre margini pentru stafilococi si 12-16 mm intre margini pentru streptococi.

Pierderea potentei agentilor antimicrobieni per disc are ca rezultat reducerea diametrelor
zonelor de inhibitie si este o sursa de eroare comuna. Urmatoarele aspecte sunt esentiale:

Depozitarea discurilor, inclusiv cele din dispenser, se face in containere sigilate care contin
un desicant si ferite de lumina (unii agenti ca metronidazolul, cloramfenicolul, fluorochinolonele
sunt inactivate de expunerea indelungata la lumina.)

Rezervele de discuri se depoziteaza in conformitate cu indicatiile producdtorului. Unii
agenti sunt mult mai labili decat altii (ex. amoxicilind-acid clavulanic, cefaclor si carbapenemele)
s1 pot exista indicatii specifice ale producétorului.

Discurile de lucru se depoziteaza conform indicatiilor producatorului. Dupa ce au fost
desigilate containerele cu discuri, discurile trebuie utilizate in limitele de timp specificate de
producator.

Discurile se arunca la data de expirare indicata de producator.

Controlul calitatii se face frecvent, (vezi capitolul Controlul de calitate), pentru materialele
de lucru pentru a verifica daca discurile cu antibiotice nu si-au pierdut potenta pe durata depozitarii.

Incubarea placilor

Placile cu agar se intorc cu capacul orientat 1n jos avand grija ca discurile sa nu cada de pe
suprafata agarului. Placile se incubeazd in maxim 15 minute dupa ce au fost aplicate discurile cu
antibiotic. Daca placile sunt lasate la temperatura camerei dupa ce discurile au fost aplicate,
antibioticele pot difuza in mediu Inainte de incubare (predifuzie), rezultdnd zone de inhibitie marite
n mod eronat.

Stivuirea placilor in incubator poate influenta rezultatele din cauza incalzirii neuniforme.
Eficienta incubatoarelor variaza, asadar controlul incubdrii, incluzand numarul optim de placi
dintr-un teanc, trebuie inclus in programul de asigurare a calitatii al laboratorului. Pentru cele mai
multe incubatoare numarul potrivit de placi intr-un teanc este de maximum 5.

Conditiile de incubare sunt specificate in tabelele cu punctele de ruptura
https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

Depasirea limitelor recomandate pentru timpul de incubare trebuie evitata, deoarece poate
rezulta cresterea coloniilor in zona de inhibitie si raportarea izolatelor ca rezistente.

Pentru testele de sensibilitate la glicopeptide in cazul Enterococcus spp. coloniile rezistente
pot sa nu fie vizibile decat dupa ce placile au fost incubate timp de 24 h. Totusi, placile pot fi
examinate dupa 16-20 h si se poate raporta orice semn de rezistentd, dar placile cu izolate ce par a
fi sensibile trebuie reincubate si recitite la 24h.

Un inocul preparat corect si inocularea corecta a placilor trebuie sa determine aparitia unui
strat de crestere confluent.

Dacd se pot observa colonii izolate, inoculul are o densitate prea mica si testul trebuie
repetat.
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Cresterea trebuie sa fie dispusa egal pe toata suprafata agarului pentru ca marginile zonelor
de inhibitie obtinute sa fie uniforme si circulare (nezimtate).

Masurarea zonelor de inhibitie si interpretarea sensibilitatii

Se verifica daca zonele de inhibitie obtinute in cazul tulpinilor utilizate pentru controlul
calitatii se incadreaza in limitele acceptate

(vezi https://www.eucast.org/ast_of bacteria/quality_control/)

Pentru toti agentii antimicrobieni (daca nu exista alte specificatii), diametrul zonei trebuie
citit din punctul unde existd inhibitie completd, apreciatd cu ochiul liber, tinand placuta la 30 cm
fatd de ochi.

Placile cu agar nesuplimentat sunt citite dinspre partea posterioara a placii, pe un fond
inchis, in lumina reflectata.

Placile cu agar suplimentat se citesc inldturand capacul, in lumina reflectata.

Nu va fi folositd lumina transmisa (cu placa indreptata spre lumind), sau lupa, daca nu este
specificat Tn alt fel.

Se masoara diametrul zonei de inhibitie pana la ultimul mm, folosind o rigla gradata.
Daca se foloseste un cititor automat, acesta trebuie calibrat la citirea manuala.

Diametrele zonelor de inhibitie sunt incadrate in categorii de sensibilitate, in conformitate
cu tabelele cu puncte de ruptura de pe pagina web https://www.eucast.org/clinical_breakpoints/

Daca se folosesc sabloane pentru interpretarea zonelor de inhibitie, placuta este plasatd
peste sablon si zonele sunt interpretate In conformitate cu punctele de rupturda EUCAST marcate
pe sablon. Punctele de ruptura folosite trebuie sa fie in concordanta cu ultima versiune a tabelelor
EUCAST cu puncte de rupturd. Un program pentru realizarea sabloanelor este disponibil gratuit
pe pagina de web http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program .

n Ghidul de citire disponibil pe pagina de web (vezi
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/Disk_test _documents/2021_m
anuals/Reading_guide_v_8.0 EUCAST _Disk_Test 2021.pdf ) exista cateva exemple de imagini
care explicd citirea diametrelor zonelor de inhibitie. Acest document include si instructiuni de
citire pentru diferite asocieri specifice de agent antimicrobian-microorganism.

Instructiuni specifice de citire:

In cazul aparitiei zonelor duble de inhibitie, sau a coloniilor izolate In zona de inhibitie, se
verifica puritatea culturilor si se repeta testul daca este necesar. Daca culturile sunt pure, coloniile
izolate trebuie luate in considerare atunci cand se masoara diametrul zonei de inhibitie.

Pentru trimetoprim si trimetoprim-sulfametoxazol, poate fi prezenta o crestere slaba pana
langd disc, datoritd antagonistilor din mediu, aceasta trebuind ignoratad. Masurarea diametrului
zonei de inhibitie trebuie sd se faca incepand din cea mai evidenta margine a zonei de inhibitie.
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Pentru testarea tulpinilor de Enterobacterales la ampicilina, ampicilina-sulbactam si
amoxicilind-acid clavulanic se ignora cresterea bacteriana ce se poate prezenta ca un film subtire,
care produce o zond de inhibitie internd pe unele loturi de agar Mueller-Hinton.

Se ignora coloniile izolate din aria zonei de inhibitie in cazul testarii unei tulpini de
Escherichia coli la mecilinam.

Pentru Achromobacter xylosoxidans si Burkholderia pseudomallei cu trimetoprim-
sulfametoxazol, un izolat care prezintd orice urma de zona de inhibitie mai mare sau egald cu
punctul de ruptura pentru categoria Sensibil trebuie s fie raportat ca sensibil. De retinut ca poate
exista o crestere substantiald in interiorul zonelor de inhibitie. In aceeasi situatie, tulpinile de
Stenotrophomonas maltophilia se raporteaza sensibil la expunere crescuta.

Se citeste ca absenta zonei de inhibitie doar dacd exista o crestere pana la disc si nu exista
urme de zona de inhibitie.

Pentru enterococi si vancomicina, se examineaza marginea zonei cu atentie din partea din
fatd a placii cu placa tinutd la lumina (lumind transmisa). Marginile neclare ale zonei de inhibitie
si coloniile din interior indicd rezistenta la vancomicind si investigatia trebuie sa fie continuata.
Izolatele nu trebuie raportate sensibile inainte de 24 de ore de incubatie.

Pentru Haemophilus influenzae si agentii beta-lactamici, se citeste marginea exterioara a
zonelor acolo unde existd o zond de crestere in jurul unei zone de inhibitie altfel clara.

Tn cazul Proteus spp. se ignora fenomenul de invazie si se misoari cu exactitate diametrul
zonei de inhibitie a cresterii

marginea zonei de inhibitie de aproape, cu placa orientatd spre lumind (lumina transmisa).
Izolatele cu zonele de inhibitie mai mari ca punctul de ruptura pentru sensibilitate, dar cu margini
precise ale zonei de inhibitie trebuie considerate rezistente.

Cand se foloseste testarea la cefoxitin pentru evidentierea rezistentei la meticilina a S.
aureus, se masoara zona evidenta si se examineaza cu atentie placa, in lumina, pentru a decela
dacd existd colonii izolate in interiorul zonei de inhibitie. Acestea pot fi fie expresia unei
contaminari, fie a rezistentei heterogene la meticilina.

de inhibitie cu placa orientata catre lumina (lumind transmisd). Marginile difuze si coloniile
crescute in aria zonei de inhibitie indicd rezistentd la vancomicind si necesitd investigatii
suplimentare. Izolatele nu trebuie declarate sensibile Thainte de scurgerea a 24 de h de la incubare.

Mueller-Hinton suplimentat, se citeste diametrului zonei de inhibitie si nu al zonei de hemoliza.
Hemoliza de tip 8 este de obicei independenta de crestere, in timp ce hemoliza de tip a si cresterea
bacteriana de obicei coincid. Se inclina placa inainte si inapoi pentru a diferentia mai bine hemoliza
de crestere.

In cazul testarii tulpinilor de Escherichia coli la fosfomicina coloniile izolate din aria zonei
de inhibitie se ignora si se citeste Incepand de la marginea zonei. .
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VI. Detectarea mecanismelor de rezistenta prin metode
fenotipice

https://www.eucast.org/resistance mechanisms/

Trebuie remarcat faptul ca unele mecanisme de rezistentd nu confera intotdeauna rezistenta
clinica. Acest fapt s-ar putea datora mecanismelor care nu sunt exprimate sau exprimate doar la un
nivel scdzut, ceea ce nu va da nastere rezistentei fenotipice. Prin urmare, in timp ce detectarea
acestor mecanisme poate fi relevantad pentru controlul infectiilor si sdnatatea publicd, este posibil
si nu fie necesard in scopuri clinice. In consecintd, pentru unele mecanisme, in special B-
lactamazele cu spectru extins si carbapenemazele produse de bacili Gram-negativi, detectarea
mecanismului nu conduce automat la clasificarea izolatului ca rezistent clinic.

Enterobacterales producatoare de carbapenemaze

Carbapenemazele sunt -lactamaze care hidrolizeaza penicilinele, n cele mai multe cazuri
cefalosporine si in diferite grade carbapeneme si monobactame (acestea din urmd nu sunt
hidrolizate de metalo-p-lactamaze).

Carbapenemazele sunt o sursa de ingrijorare deoarece pot conferi rezistenta practic tuturor
B-lactaminelor si sunt usor transferabile. Mai mult, tulpinile producédtoare de carbapenemaza
poseda frecvent mecanisme de rezistenta la o gama larga de agenti antimicrobieni si infectiile cu
Enterobacterales producitoare de carbapenemaze sunt asociate cu rate ridicate de mortalitate.

Metode recomandate pentru detectarea carbapenemazelor la
Enterobacterales

Screening pentru productia de carbapenemaza

CMlI-urile la carbapeneme pentru Enterobacterales producatoare de carbapenemaze pot fi
sub valoarea punctelor de ruptura clinice. Cu toate acestea, pot fi utilizate valorile ECOFF definite
de EUCAST pentru a detecta producatorii de carbapenemaze. Meropenem ofera cel mai bun
compromis intre sensibilitate si specificitate in ceea ce priveste detectarea producatorilor de
carbapenemaza. Ertapenem este cel mai sensibil carbapenem, dar are specificitate redusa, in
special la specii precum Enterobacter spp., datorita stabilitatii relativ reduse la B-lactamazele cu
spectru extins (ESBL) si B-lactamazele AmpC in combinatie cu pierderea porinelor (Tabelul 1).

Tabelul 1. Valorile de alerta pentru detectarea enterobacteriilor producitoare de
carbapenemaze

Carbapenem Cut-off pentru screening Cut-off pentru screening
CMI (mg/L) Diametru (mm) pentru discuri de
10 ug
Meropenem >0.125 <28
Ertapenem >0.125 <25
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Metoda de testare a discurilor combinate

Aceasta metoda este disponibila comercial de la mai multi producatori si a fost primul test
fenotipic care a devenit disponibil (MAST, Marea Britanie; Rosco, Danemarca) (18-20). Discurile
sau comprimatele contin meropenem + diversi inhibitori. Pe scurt, acidul boronic inhiba
carbapenemazele din clasa A, acidul dipicolinic si acidul etilendiaminotetraacetic (EDTA) inhiba
carbapenemazele din clasa B. Mai mult, OXA-48 este inhibat de avibactam, care pana acum nu a
fost inclus in testele fenotipice. Cloxacilina, care inhiba -lactamazele AmpC, a fost adaugata
testelor pentru a diferentia intre hiperproductia AmpC plus pierderea de porina si productia de
carbapenemaza.

Testul Hodge

Utilizarea testului de trifoi modificat (Hodge) nu este recomandata in prezent, deoarece
rezultatele sunt dificil de interpretat, specificitatea este slaba si, in unele cazuri, sensibilitatea este,
de asemenea, scazuta.

Teste biochimice — colorimetrice

Testul CarbaNP este un test rapid (<2 ore) pentru detectarea hidrolizei carbapenemului,
care da nastere la o modificare a pH-ului rezultdnd o schimbare a culorii de la rosu la galben cu
solutie rosie de fenol.

Testul Carba NP a fost validat cu colonii bacteriene crescute pe placi de agar Mueller-
Hinton, placi cu agar din sange, placi cu agar tripticaza-soia si cele mai multe medii selective
utilizate in screeningul producatorilor de carbapenemaze. Testul Carba NP nu trebuie efectuat cu
colonii bacteriene cultivate pe placi de agar Drigalski, CLED sau McConkey. Diferitele etape ale
metodei trebuie sa fie respectate intocmai pentru a obtine rezultate reproductibile.

Un derivat al testului CarbaNP, testul Blue-Carba (BCT) este un test biochimic rapid (<2
ore) pentru detectarea productiei de carbapenemaze. Se bazeaza pe hidroliza in vitro a
imipenemului prin crestere bacteriand (inoculare directd fara liza prealabild), care este detectata
prin modificari ale pH-ului, evidentiate de indicatorul albastru bromtimol (albastru spre verde /
galben sau verde spre galben). Tntr-o evaluare ampla efectuati de Pasteran si colab., dar efectuat
ntr-un singur laborator, testul s-a dovedit a avea o sensibilitate excelenta pentru enzimele de clasa
A si B, dar sensibilitate scazutd pentru detectarea enzimelor OXA-48.

Un al treilea test biochimic este testul f CARBA ™, care poate fi efectuat si in mai putin
de 2h. Testul este realizat prin amestecarea a 1 pana la 3 colonii in reactiv. Citirile trebuie facute
dupd maximum 30 min de incubatie. Schimbarea culorii de la galben la portocaliu, rosu sau violet
indica o reactie pozitiva. Testul p Carba ™ a ardtat performante excelente pentru a detecta CPE,
si mai ales OXA-48. Cu toate acestea, capacitatea de a detecta alte carbapenemaze de clasa A
trebuie verificata in continuare si unele rezultate fals pozitive au aparut cu alte B-lactamaze, cum
ar fi supraproductia de K1 pB-lactamaza in Klebsiella oxytoca.

Metoda de inactivare a carbapenemului

Principiul acestei metode este de a detecta hidroliza enzimaticd prin incubarea unui

.....

antibiotice ca substrat. Dupa doua ore de incubare a unei anse de cultura bacteriana cu un disc de
meropenem, discul este plasat pe un agar inoculat cu Escherichia coli ATCC 25922. Inactivarea

29



enzimatica nu va produce nicio zond, 1n timp ce lipsa activitatii carbapenemazice se va evidentia
prin prezenta unei zone de inhibitie, semn ca meropenemul din disc nu a fost hidrolizat. Testul a
avut performante variabile in diferite studii, dar ramane o alternativd posibild, desi valoarea
predictiva negativa a testului nu este inca clara. Un dezavantaj principal al acestei tehnici este ca
necesita de obicei cel putin 18 ore pentru a obtine rezultatele.

Detectarea hidrolizei carbapenemului cu MALDI-TOF

Principiul este de a detecta intr-un dispozitiv de spectrometriec de masa (MALDI-TOF)
scaderea sau disparitia anumitor varfuri specifice de carbapeneme intr-un spectru de masa dupa o
incubare cu carbapenem.

Test imunocromatografic

Testul se bazeaza pe captarea imunologicad a epitopilor enzimei carbapenemaza, folosind
nanoparticule de aur coloidale legate de 0 membrana de nitroceluloza intr-un dispozitiv cu flux
lateral. Principiul testului este c@ anticorpii monoclonal anti-carbapenemazad sunt selectati ca
reactivi de captare specifici, pentru identificarea directd a enzimei. Testul dureazd aproximativ
patru minute si a fost evaluat atat din culturi bacteriene cat si din flacoane de hemocultura pozitive.

Enterobacterales produciatoare de B-lactamaza cu spectru extins
(ESBL - extended-spectrum B-lactamases )

ESBL sunt enzime care hidrolizeaza majoritatea penicilinelor si cefalosporinelor, inclusiv
compusii oximino-Blactamici (cefuroxima, cefalosporine din a treia si a patra generatie si
aztreonam), dar nu afecteaza cefamicinele si carbapenemele. Majoritatea ESBL apartin clasei
Ambler A a B-lactamazelor si sunt inhibate de inhibitori de B-lactamaza (acid clavulanic,
sulbactam si tazobactam) si de diazabiciclooctanone (avibactam).

Marea majoritate a ESBL sunt enzime dobandite, codificate de gene plasmidice. Cele
dobandite sunt exprimate la diferite niveluri si difera semnificativ in ceea ce priveste
caracteristicile biochimice, cum ar fi activitate impotriva B-lactaminelor specifice (de exemplu,
cefotaxima, ceftazidima, aztreonam). Nivelul de expresie si proprietatile unei enzime si prezenta
simultand a altor mecanisme de rezistenta (alte B-lactamaze, eflux activ, permeabilitate modificata)
duc la o mare varietate de fenotipuri de rezistenta observate printre izolatele ESBL-pozitive.

Tabelul 2. Metode de screening ESBL pentru Enterobacterales

Metoda Antibiotic Necesita confirmare daca
Dilutii in agar sau n bulion Cefotaxima/ceftriaxona CMI >1 mg/L pentru oricare din
SI ele
Ceftazidima
Cefpodoxima CMI >1 mg/L
Difuzimetrie cu disc Cefotaxima (5......ccoevvveivennennn ug) | Zona de inhibitie <21 mm
SAU
Ceftriaxona (30 pg) Zona de inhibitie <23 mm
SLeiiii
Ceftazidima (10 pg) Zona de inhibitie <22 mm
Cefpodoxima (10 pg) Zona de inhibitie <21 mm
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In multe zone, detectarea si caracterizarea ESBL este necesard pentru controlul infectiilor.
la oxiimino-cefalosporine indicator, urmata de teste de confirmare fenotipice (si in unele cazuri
genotipice) (Tabelul 2, Figura 1).

Metode de confirmare fenotipice

Exista patru metode fenotipice bazate pe inhibarea in vitro a activitatii ESBL de catre acidul
clavulanic recomandate pentru confirmarea ESBL: testul pe disc cu si fard acid clavulanic (CDT),
testul de sinergie dublu disc (DDST), testul de gradient ESBL si testul de microdilutie in bulion
(tabelele 2 si1 3).

Testul pe disc cu si fara acid clavulanic (combination disk test — CDT)

Se utilizeaza discuri care contin cefalosporina singura (cefotaxima, ceftazidima, cefepima)
s1 in combinatie cu acid clavulanic. Zona de inhibare din jurul discului cu cefalosporind combinata
cu acid clavulanic este comparata cu zona din jurul discului cu cefalosporina singura. Testul este
pozitiv dacd diametrul zonei de inhibitie este > 5 mm cu acid clavulanic decat fara.

Testul de sinergie dublu disc (double-disk synergy test DDST)

Discurile care contin cefalosporine (cefotaxima, ceftazidima, cefepima) sunt aplicate pe
placi langa disc cu acid clavulanic (amoxicilina-acid clavulanic). Un rezultat pozitiv este indicat
atunci cand zonele de inhibitie din jurul oricdrui disc de cefalosporind sunt mdrite sau exista o
,»gaurd de cheie” sau ”dop de sampanie” in directia discului care contine acid clavulanic. Distanta
dintre discuri este critica, cea de 20 mm intre centrele celor doud discuri s-a dovedit a fi optima
pentru discurile cu 30 pg cefalosporina.

Testul de gradient ESBL

Testele de gradient specifice pentru evidentierea ESBL sunt configurate, citite si
interpretate in conformitate cu instructiunile producatorului. Testul este pozitiv daca se observa o
reducere de 8 ori iIn CMI a combinatiei cefalosporina cu acid clavulanic in comparatie cu CMI a
cefalosporinei singure sau dacd apare ca o fantoma in zona de inhibitie sau exista o deformare a
elipsei (a se vedea instructiunile producatorului pentru ilustratii).

Rezultatul testului este nedeterminat daca banda nu poate fi cititd din cauza cresterii
dincolo de gama de dilutii a benzii. In toate celelalte cazuri, rezultatul testului este negativ. Potrivit
producatorului, testul gradientului ESBL trebuie utilizat numai pentru confirmarea productiei
ESBL si nu este fiabil pentru determinarea CMI.

Microdilutii in bulion

Microdilutiile se realizeaza cu bulion Mueller-Hinton ajustat pentru cationi care contine
dilutii seriale duble de cefotaxima, ceftazidima si cefepima la concentratii cuprinse intre 0,25 si
512 mg/L, cu si fard acid clavulanic la o concentratie fixa de 4 mg/L. Testul este pozitiv daca se
observa o reducere de 8 ori In CMI a oricareia dintre cefalosporinele combinate cu acid clavulanic
comparativ cu CMI a cefalosporinei singure. Tn caz contrar rezultatul testului este interpretat ca
fiind negativ.
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Consideratii speciale in interpretare

Testele de confirmare ESBL care utilizeaza cefotaxima ca indicator al cefalosporinei pot
fi fals pozitive pentru tulpini de Klebsiella oxytoca cu hiperproductie a p-lactamazelor K1
cromozomiale (de tip OXY). Un fenotip similar poate fi intdlnit si la Proteus vulgaris, Proteus
penneri, Citrobacter koseri si Kluyvera spp. si la unele specii din grupul C. koseri precum C.
sedlakii, C. farmeri si C. amalonaticus, care au 3-lactamaze cromozomiale care sunt inhibate de
acid clavulanic. O alta cauza posibila a rezultatelor fals pozitive este hiperproductia de B-lactamaze
cu spectru larg asemanator cu SHV-1-, TEM-1- sau OXA-1 combinate cu permeabilitate
modificata. Probleme similare cu rezultatele testelor fals pozitive pentru K. oxytoca care produce
K1 sau pentru E. coli producator de OXA-1 pot aparea, de asemenea, atunci cand se utilizeaza
teste de confirmare bazate numai pe cefepima.

Detectarea fenotipici a ESBL in prezenta altor p-lactamaze care
mascheaza sinergia

Testele neconcludente (metode gradient) si testele fals negative (CDT, DDST, metode
gradient si microdilutii in bulion) pot rezulta din expresia la nivel inalt a f-lactamazelor AmpC,
care mascheaza prezenta ESBL. Tulpinile cu exprimare la nivel inalt a B-lactamazelor tip AmpC
de obicei prezinti o rezistentd clara la cefalosporinele de generatia a treia. In plus, rezistenta la
cefamicine, de exemplu CMI la cefoxitina > 8 mg/L, poate indica o exprimare la nivel inalt a -
lactamazelor AmpC, cu rara exceptie a B-lactamazelor ACC, care nu conferd rezistentd la
cefoxitinad.

Prezenta ESBL poate fi, de asemenea, mascata de carbapenemaze, cum ar fi MBL sau KPC
(dar nu enzime OXA-48-like) si/sau defecte severe ale permeabilitatii. Daca detectarea ESBL este
considerata relevanta, in astfel de cazuri ar trebui utilizate metode moleculare pentru detectarea
ESBL.

Confirmare genotipica

Pentru confirmarea genotipica a prezentei genelor ESBL existd o serie de posibilitati
disponibile variind de la PCR si secventiere, pdna la secventierea genomului intreg, urmatd de
cartografierea in silico a genelor de rezistenta. Exista, de asemenea, diferite sisteme microarrays
disponibile.

Enterobacterales producitoare de AmpC p-lactamaza

Cefalosporinazele de tip AmpC sunt p-lactamaze Ambler clasa C. Hidrolizeaza
penicilinele, cefalosporinele (inclusiv a treia generatie, dar in general nu a patra generatie) si
monobactami. Tn general, enzimele de tip AmpC sunt slab inhibate de inhibitori clasici ai ESBL,
n special acidul clavulanic.

Numeroase Enterobacterales si alti bacili Gram-negativi produc AmpC naturale, fie
constitutiv la un nivel jos (de exemplu, E. coli, Shigella spp.), fie inductibil (de exemplu,
Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa).
Depresarea sau hiperproductia AmpC-urilor naturale se datoreaza diferitelor modificari genetice
si confera rezistentd la nivel 1nalt la cefalosporine si la combinatiile penicilinelor cu inhibitori ai
B-lactamazei.
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Metode recomandate pentru detectarea AmpC dobindita la
Enterobacterales

Un CMI la cefoxitind > 8 mg/L (diametrul zonei <19 mm) combinat cu rezistenta fenotipica
la ceftazidima si/sau cefotaxima (asa cum este definitd de punctele de rupturd) poate fi utilizata
drept criteriu fenotipic pentru investigarea productiei de AmpC la Enterobacterales din grupa 1,
desi aceasta strategie nu va detecta ACC-1, o AmpC mediata de plasmide care nu hidrolizeaza
cefoxitina. Trebuie remarcat faptul cad rezistenta la cefoxitind se poate datora si deficitului de
porine.

Rezistenta bacililor Gram-negativi la polimixina B

Rezistenta dobéanditd la polimixina la Enterobacterales a aparut in ultimii ani in intreaga
lume.

Este in special ingrijoratoare aparitia rezistentei mediate de plasmide atat la animale,
produse alimentare si oameni, deoarece existd o tendinta accentuata spre diseminare orizontala.

Laboratoarele trebuie sa utilizeze Intotdeauna metoda microdilutiilor in bulion pentru
testarea susceptibilitatii la colistin si sd utilizeze intotdeauna sulfat de colistind. Mai exact,
difuzimetria cu disc si testele de gradient nu trebuie utilizate, deoarece acestea sunt asociate cu un
risc ridicat de erori mari si foarte mari (“major error” si ’very major error”).

Controlul calitatii trebuie efectuat atat cu o tulpind de control sensibila (E. coli ATCC
25922 sau P. aeruginosa ATCC 27853) si E. coli rezistent la colistina NCTC 13846 (mcr-1
pozitiv). Pentru E. coli NCTC 13846, valoarea tinta a CMI este de 4 mg/L si doar ocazional poate
fi 2 sau 8 mg/L.

Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA)

Definitie — tulpini de S. aureus cu o proteind auxiliara de legare a penicilinei
(PBP2a/PBP2c codificata de mecA sau gene mecC) pentru care agentii -lactamici au afinitate
scazutd, cu exceptia noii clase de cefalosporine cu activitate anti-MRSA (ceftarolind si

ceftobiprol).

Unele izolate exprimd rezistentd la nivel scazut la oxacilina, dar sunt mecA si mecC
negative si nu produc PBP alternative [S. aureus sensibile la limitd (Borderline oxacillin-resistant
S. aureus - BORSA)]. Aceste tulpini sunt relativ rare si mecanismul de rezistentd este slab
caracterizat, dar poate include hiperproductia B-lactamazelor sau alterarea PBP preexistente.

Detectare prin determinarea CMI sau difuzimetrie cu disc

Expresia heterogena a rezistentei afecteaza in special CMI la oxacilina, care poate aparea
sensibila. Disc difuzia utilizand oxacilind este descurajatd si diametrul zonei interpretative nu este
inclus n tabelul punctelor de rupturda EUCAST din cauza corelatiei slabe cu prezenta mecA (cu
exceptia Staphylococcus pseudointermedius, Staphylococcus schleiferi si Staphylococcus
coagulans).

Tulpinile de S. aureus, S. lugdunensis si S. saprophyticus la care valoarea CMI la oxacilina
este mai mare de 2 mg/L sunt foarte probabil meticilino-rezistente datorita prezentei genei mecA
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sau mecC. Pentru stafilococii coagulazo-negativi, altii decat S. saprophyticus si S. lugdunensis
valoarea CMI la oxacilind pentru izolatele meticilino-rezistente este mai mare de 0,25 mg/L.

Cefoxitina este un marker foarte sensibil si specific al mecA/mecC inclusiv la tulpinile cu
exprimare heterogena.

Microdilutie in bulion:

Se utilizeaza metodologia standard (ISO 20776-1) si tulpinile cu CMI la cefoxitind > 4
mg/L sunt raportate ca rezistente la meticilina.

Difuzimetrie cu disc

Se utilizeazd metoda EUCAST. Tulpinile cu diametrul zonei de inhibitie la cefoxitind (disc
de 30 pg) <22 mm trebuie raportate ca rezistente la meticilina.

Detectarea cu metode genotipice si latex-aglutinare

Detectarea genotipica a genelor mecA si mecC prin PCR sau detectarea proteinei PBP2a
cu kituri de aglutinare din latex este posibild folosind teste comerciale. PBP2c nu este detectata de
mayjoritatea testelor comerciale.

Staphylococcus aureus rezistent la vancomicina

VRSA: S. aureus rezistent la vancomicina: S. aureus cu rezistentd la nivel inalt la
vancomicind (CMI> 8 mg/L).

VISA: S. aureus intermediar la vancomicind: S. aureus cu rezistentd scdzuta la
vancomicina (CMI 4 - 8 mg/L).

hVISA: S. aureus heterogen intermediar la vancomicina: S. aureus sensibil la vancomicina
(CMI <2 mg/L), dar cu populatii minoritare (1 din 10 celule) cu CMI la vancomicini >2 mg/L,
observat prin analiza profilului populatiei bacteriene.

Trebuie remarcat faptul ca, desi acesti termeni se utilizeaza in continuare, toate categoriile
mentionate mai sus trebuie considerate rezistente din punct de vedere clinic.

CMI trebuie determinat intotdeauna atunci cand se utilizeaza vancomicina pentru a trata
un pacient cu infectie severd cu S. aureus. In cazuri selectate, de ex. cand este suspectat esecul
terapeutic, 1n special in infectii sistemice, testarea pentru hVISA poate fi, de asemenea, justificata
(prezenta hVISA este considerat factor de prognostic pentru o evolutie nefavorabild) . Datorita

complexitatii confirmarii hVISA, supravegherea antimicrobiand este axata pe detectarea VISA si
VRSA.

Metode recomandate pentru detectarea rezistentei la vancomicina
Difuzimetria cu disc nu poate fi utilizata pentru a detecta hVISA, VISA, sau VRSA.

Determinarea CMI - Metoda microdilutiilor in bulion recomandata de EUCAST (ISO
20776-1) este standardul de aur.

Trebuie remarcat faptul ca rezultatele obtinute prin metoda gradientului pot fi cu 0,5-1
dilutii duble mai mari decét rezultatele obtinute prin microdilutia In bulion. Punctul de ruptura
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EUCAST pentru rezistenta la vancomicind la S. aureus este CMI > 2 mg/L. Izolatele cu CMI
confirmat >2 mg/L (conform metodei microdilutiei in bulion) trebuie trimise la un laborator de
referinta.

Fenotipul hVISA nu poate fi detectat prin determinarea CMI.

Enterococcus faecium si Enterococcus faecalis rezistent la
vancomicina

Definitie: Enterococcus faecium sau Enterococcus faecalis cu rezistenta la vancomicina
(VRE) avand CMI la vancomicind > 4 mg/L.

Enterococii, in special E. faecium, sunt in general rezistenti la antibioticele disponibile.
Prin urmare, tratamentul infectiilor cauzate de enterococi rezistenti la vancomicind (VRE) este
dificil, cu putine optiuni de tratament.

Tabelul 3. Valorile concentratiei minime inhibitorii ale glicopeptidelor la tulpinile de VRE
(enterococi vancomicino-rezistenti) in functie de substratul genetic

Glicopeptide CMI (mg/L)

VanA VanB
Vancomicind 64 — 1024 4-1024
Teicoplanind 8 —-512 0.06-1

Alte specii de enterococi (E. raffinosus, E. gallinarum si E. casseliflavus) pot contine vanA,
vanB sau alte gene van care codifica enzimele enumerate mai sus, dar aceste tulpini sunt relativ
rare. Enzimele VanC codificate cromozomial se gasesc la toate izolatele de E. gallinarum si E.
casseliflavus. VanC mediaza rezistenta la vancomicina de nivel scazut (CMI 4-16 mg/L), dar acest
lucru, in general, nu ar trebui sa fie considerat important din punct de vedere al controlului
infectiei.

Rezistenta la vancomicind poate fi detectata prin determinarea CMI, difuzimetrie cu disc
si metoda punctelor de rupturd in agar. Pentru toate cele trei metode, este esential ca placile sa fie
incubate timp de 24 de ore. Toate cele trei metode detecteazd cu usurinta rezistenta mediata de
vanA. Detectarea rezistentei mediata de vanB este mai dificila. Determinarea CMI prin dilutii in
agar sau n bulion nu este intotdeauna fiabild pentru vanB.

Atunci cand se interpreteaza rezultatele testului CMI sau difuzimetrie cu disc, este
importanta verificarea ca izolatul nu este E. gallinarum sau E. casseliflavus, care pot fi identificati
n mod eronat ca E. faecium.

Determinarea CMI poate fi efectuata prin dilutii in agar, microdilutii in bulion sau
gradient CMI. Microdilutia in bulion se realizeaza conform standardului ISO 20776-1, asa cum
este recomandat de EUCAST.

Pentru difuzimetrie cu disc, metoda specificatda de EUCAST trebuie urmata intocmai. Se
inspecteaza zonele pentru margini neclare si/sau microcolonii cu lumind transmisa. Tulpinile la
care diametrul este mai mare decat punctul de rupturd si marginile zonei de inhibitie sunt clar
delimitate pot fi raportate ca fiind sensibile la vancomicina. Izolatele cu marginile zonei de
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inhibitie neclare sau colonii in interiorul zonei sunt rezistente indiferent de dimensiunea zonei si
nu se raporteaza sensibile fara confirmare prin determinarea CMI. Difuzimetria cu disc este
efectuatd in conformitate cu metodologia EUCAST pentru organismele non-fastidioase. Este
nevoie de incubare pentru 24 de ore pentru a detecta rezistenta.

Metoda dilutiilor in agar utilizeaza agar infuzie cord-creier si 6 mg/L vancomicina.
Placile pot fi obtinute de la producatori comerciali sau preparate in laborator. Testul se realizeaza
prin aplicarea a 1 x 10° - 1 x 10° UFC (10 pl dintr-o suspensie de 0,5 McFarland) pe agarul infuzie
cord-creier suplimentat cu vancomicina. Este necesara incubarea timp de 24 de ore la 35 = 1°C in
atmosferd aeroba pentru a detecta rezistenta la izolatele cu rezistentd inductibila. Cresterea mai
multor colonii este considerata ca test pozitiv.

Testarea genotipica - rezistenta la vancomicind poate fi detectatd de asemenea prin
utilizarea PCR care vizeazd genele vanA si vanB folosind metode interne ”in house” sau
comerciale.

Recomandari de efectuare a testelor fenotipice rapide pentru
detectarea mecanismelor de rezistenta

1. Determinarea tipurilor de carbapenemaza prin teste fenotipice rapide
Se includ: izolatele clinice semnificative, cu rol cert in infectie

e infectii invazive (la hemoculturi atentie la izolatele provenite din recoltari prin catetere in
lipsa cresterii din probele de la periferie)

e crestere semnificativa din produse calitativ bune ale tractului respirator inferior

e urocultura - pacient cu ITU (nu in bacteriurii asimptomatice)

e colectii purulente recoltate prin aspirare/biopsie

Se testeaza in functie de posibilititile laboratorului:

e izolatele provenite din screening
e colonizantii
e izolatele obtinute din leziuni superficiale, cu rol incert in infectie

Momentul efectuarii testului

e Hemocultura:

» direct din flacon (se utilizeaza teste specific dezvoltate pentru acest scop, atentie la
recomandarile producatorului) - dupa consultare cu clinicianul in cazul in care
pacientii au risc crescut pentru infectii cu bacterii MDR:
- pacient plurispitalizat
- pozitivarea hemoculturii la pacienti tratati cu antibiotice cu spectru larg
- Sectie cu endemicitate crescuta cu CPE

» din cultura bacteriana

- inainte de antibiograma

o cand exista certitudinea ca izolatul este semnificativ clinic
o pacientul provine de la o sectie cu endemicitate mare de CPE
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In cazul prezentei criteriilor de alertd pentru carbapenemaza
o alte izolate semnificative
¢ Din culturd, in cazul prezentei criteriilor de alerta

2. Determinarea prezentei PBP2a la Staphylococcus aureus

a.La toate izolatele obtinute din infectii invazive - din culturd, inainte de efectuarea antibiogramei
(daca nu sunt disponibile metode moleculare)

Rezultatul preliminar se comunica telefonic
b.La alte izolate semnificative de S. aureus

e In cazul in care existi probleme de interpretarea diametrului din jurul discului de
cefoxitind

e 1ncaz de urgenti (in urma consultirii cu clinicianul) inaintea efectuirii antibiogramei -
rezultatul se comunica

VII. Rezistenta predictibila si fenotipuri neobisnuite. Reguli
EXPERT.

https://www.eucast.org/expert rules and intrinsic resistance/

Scopul tabelelor “Rezistente predictibile si fenotipuri neobisnuite” este de a servi ca
instrument pentru validarea identificarii speciilor si/sau a rezultatelor testelor de susceptibilitate.
Absenta rezistentei predictibile sau prezenta unui fenotip neobisnuit indica faptul ca laboratorul ar
trebui sa verifice identificarea speciilor, rezultatele testului de sensibilitate sau ambele.

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST files/Expert Rules/202
3/Expected Resistant Phenotypes v1.2 20230113.pdf

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST files/Expert Rules/202
2/Expected Susceptible Phenotypes Tables v1.1 20220325.pdf

»~Regulile EXPERT” sunt sfaturi generale privind susceptibilitatea sau rezistenta unei
specii (sau a unui grup de specii) impotriva unuia sau mai multor agenti, care pot fi deduse de la
nivelul de rezistentd sau susceptibilitate la unul sau mai multi agenti sau de la identificarea unui
mecanism de rezistentd. Cel mai adesea regulile indicd cand sd se evite utilizarea antimicrobienelor
care pot duce la esecul tratamentului. In plus, oferd sfaturi cu privire la modul de gestionare a
situatiilor care sunt in prezent controversate sau nerezolvate.

VIII. Controlul calitatii

Se utilizeaza tulpinile de referintd pentru controlul calitatii indicate in documentele
disponibile pe https://www.eucast.org/ast of bacteria/quality control/ pentru a evalua
performantele testului. Principalele tulpini recomandate pentru control sunt sensibile, dar se pot
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utiliza si tulpini rezistente pentru a confirma dacd metoda va detecta rezistenta prin mecanisme
cunoscute.

Pentru a verifica componenta inhibitorie a discurilor cu asocieri -lactam - inhibitor de p-
lactamaza se recomanda utilizarea unor tulpini producatoare de f-lactamaze. Acest aspect trebuie
sa faca parte din controlul de rutina al calitatii. Compusul activ, antibioticul, este testat utilizand o
tulpina sensibila.

Tulpinile de control se stocheazd in conditii care sa le asigure viabilitatea si pastrarea
caracteristicilor. Stocarea pe bile de sticla la -70°C n bulion cu glicerol, (sau un echivalent
comercial) reprezintd o metoda convenabild. Organismele nepretentioase pot fi pastrate la -20°C.
Trebuie pastrate doua tuburi cu fiecare tulpind de control, unul pentru utilizare, iar altul de rezerva,
pentru Tnlocuirea celui in uz, la nevoie.

in fiecare sdptamana, trebuie subcultivata o bila din tubul utilizat, pe un mediu neselectiv
st verificata puritatea.

Cand se face subcultivarea unei tulpini de control, se utilizeazd mai multe colonii pentru a
evita selectarea unei colonii mutante.

Se verifica daca rezultatele obtinute pentru tulpinile de control se incadreaza in limitele
acceptabile inscrise n tabelele de control EUCAST de pe pagina de web http://www.eucast.org.

In tabelele de control al calititii EUCAST sunt indicate atat limitele de acceptabilitate cét
st valorile tinta. Repetarea testdrii tulpinilor de control EUCAST trebuie sa genereze rezultate
aleatorii Incadrate in limitele recomandate. Daca numarul de teste este >10, media diametrelor
zonelor de inhibitie trebuie sa fie apropiata de valoarea tinta (la o diferentd de =1 mm fata de
valoarea tinta).

Se folosesc tulpinile de control recomandate pentru a monitoriza performantele testului.

Testele de control trebuie efectuate si verificate zilnic, sau de cel putin 4 ori pe sdptamana
pentru antibioticele ce fac parte din panelul utilizat pentru testarea de rutina.

In fiecare zi in care se efectucaza testdri, se verificd rezultatele ultimelor 20 de teste
consecutive. Examineaza rezultatele pentru a observa tendintele si rezultatele care sunt constant
sub sau peste valoarea tintd. Dacd doua sau mai multe rezultate din 20 de teste sunt in afara
limitelor, este necesara investigarea cauzelor.

Daca doua teste consecutive sunt in afara intervalului sau dacd mai multe discuri sunt n
afara intervalului intr-o zi, se investigheaza cauzele nainte de a raporta rezultatele testelor de
susceptibilitate pentru izolatele de la pacienti. Este posibil sa fie necesar ca testele sa fie repetate.

Daca rezistenta unei tulpini de control rezistente nu este recunoscuta, atunci se suprima
rezultatele testelor de susceptibilitate pentru izolatele clinice, se investigheaza si se retesteaza.

Atunci cand sunt investigate posibile surse de erori in difuzia discului, se iau 1n
considerare probleme legate de discuri antimicrobiene, medii de culturd, conditii de testare si
calitatea tulpinilor de control.

Pe langd efectuarea controlului calitdtii de rutind, se testeazd fiecare lot nou de agar
Mueller-Hinton pentru a se asigura ca toate zonele de inhibitie sunt in interiorul limitelor.

38



Aminoglicozidele pot indica o variatie inacceptabild a cationilor divalenti in mediu.
Tigeciclina poate indica o variatie a magneziului, trimetoprim-sulfametoxazol va decela probleme
ale concentratiei de timind, iar eritromicina un pH inadecvat.

Adancimea agarului mai mare sau mai mica decat limitele acceptabile vor avea ca rezultat
diametre de zona mai mici sau mai mari, respectiv.

Zone de inhibitie pentru aminoglicozide cu P. aeruginosa ATCC 27853 sub sau peste
limitele de control al calitatii pot indica concentratii mari sau scazute de cationi divalenti (Ca2 +,
Mg2 +).

Excesul de timina si timidind poate fi indicat de zonele de inhibitie pentru trimetoprim-
sulfametoxazol si E. faecalis ATCC 29212 sub limitele de control.

I X. Seturile de antibiotice recomandate pentru testare

Tabelul nr. 1 Enterobacterales*

Lista standard Lista complementari
Ampicilina Tobramicina (pentru administrare locald)
Amoxicilina / acid clavulanic Levofloxacina
Piperacilina / tazobactam Cloramfenicol (pentru administrare locala)
Cefuroxima Tigeciclina (difuzimetric se testeazd doar pentru
Cefoxitinad Escherichia coli)
Cefotaxima sau ceftriaxona Colistin (doar microdilutii)
Ceftazidima Azitromicina (Salmonella Typhi, Shigella spp.)
Cefepim Ceftazidima/avibactam
Imipenem Ceftolozan/tazobactam
Meropenem Aztreonam
Ertapenem Imipenem/relebactam
Amikacin
Gentamicina Izolate urinare
Ciprofloxacina Norfloxacina
Trimetoprim/sulfametoxazol Nitrofurani
Fosfomicina
Infectii cu punct de plecare urinar (E. coli si
Klebsiella spp, exceptie Klebsiella aerogenes):
Cefazolina

*pentru situatii particulare de testare in functie de fenotipul de rezistentd consultati capitolul X.

Tabelul nr. 2: Pseudomonas aeruginosa

Lista standard Lista complementari
Piperacilina - tazobactam Aztreonam

Ceftazidima Levofloxacina

Cefepim Colistin**

Imipenem Fosfomicina

Meropenem Ceftazidima-avibactam**
Tobramicind (pentru administrare locala) Ceftolozan-tazobactam**
Amikacin Imipenem/relebactam
Ciprofloxacina

Colistin*
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Ceftazidima-avibactam* **In cazul altor izolate decat cele mentionate la lista
Ceftolozan-tazobactam™ standard

*in cazul izolatelor din tractul respirator, hemocultura

sau LCR

*pentru situatii particulare de testare in functie de fenotipul de rezistentd consultati capitolul X.

Tabelul nr. 3: Acinetobacter spp.
Lista standard Lista complementarii
Imipenem
Gentamicina
Tobramicina
Amikacin
Ciprofloxacina
Levofloxacina
Meropenem
Trimetoprim/sulfametoxazol
Colistin

*pentru situatii particulare de testare in functie de fenotipul de rezistentd consultati capitolul X.

Tabelul nr. 4: Stenotrophomonas maltophilia
Lista standard
Trimetoprim/sulfametoxazol

Tabelul nr. 5: Burkholderia pseudomallei
Lista standard
Amoxicilina - acid clavulanic
Ceftazidime
Meropenem
Imipenem
Tetraciclina
Trimetoprim-sulfametoxazol

Tabelul nr. 6: Staphylococcus spp.

Lista standard Lista complementar:i

Penicilina G Ceftarolina - doar la MRSA

Cefoxitind (citire interpretativd,  se raporteazd | Daptomicina - doar la MRSA si doar prin determinare
oxacilina + fenotip) CMmI

Gentamicina Vancomicina - algoritm de testare h capitolul X
Eritromicina Teicoplanin

Clindamicina Kanamicina (pentru administrare locald, determinarea

Norfloxacind (screening pentru sensibilitate la | sensibilitatii fatd de amikacind)
fluorochinolone, rezultatul testarii pentru norfloxacina | Tobramicina (pentru administrare locala)

nu se raporteaza) Tetraciclind
Tigeciclina
Acid fusidic Linezolid
Trimetoprim/sulfametoxazol Levofloxacina
Rifampicina Moxifloxacind
Ciprofloxacind

Nitrofurantoina (pentru infectii urinare)
Mupirocin (pentru administrare locala)
Fosfomicina (pentru infectii urinare)
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Tabelul nr. 7: Enterococcus spp.

Lista standard

Lista complementari

Ampicilina

Gentamicina concentratie crescuta
Vancomicina

Teicoplanin

Imipenem

Ciprofloxacina (infectii urinare)
Nitrofurantoina (infectii urinare)
Tigeciclina

Linezolid

Fosfomicina

Tabelul nr. 8: Streptococcus pneumoniae

Lista standard

Lista complementara

Oxacilina (pentru penicilina screening)
Eritromicina

Clindamicina

Tetraciclina

Norfloxacina (screening)

Penicilina G (CMI)

Cefotaxima sau ceftriaxond (CMI)
Ampicilina sau amoxicilina(CMI)
Alte beta-lactamine
Levofloxacina sau moxifloxacina

Vancomicina sau teicoplanina Doxiciclina
Cloramfenicol
Pentru izolatele invazive se determind CMI la | Rifampicina
penicilina G (CMI), cefotaxima sau ceftriaxona (CMI) | Trimetoprim/sulfametoxazol
Gentamicina
Tabelul nr. 9: Streptococi grup A, B, C

Lista standard

Lista complementara

Eritromicina
Clindamicina
Tetraciclina

Penicilina G (infectii invazive)

Norfloxacina (doar screening - nu se raporteaza)
Fluorochinolone (dacd screening-ul cu norfloxacina
este pozitiv se testeazda moxifloxacind  si
levofloxacind)

Vancomicina

Teicoplanin

Tigeciclina

Trimetoprim/sulfametoxazol

Cloramfenicol

Linezolid

Rifampicina

Nitrofurantoina (infectii urinare SGB)

Tabelul nr. 10: Alti streptococi

Lista standard

Lista complementara

Penicilina G

Ampicilina

Cefotaxima sau ceftriaxona
Eritromicina

Clindamicina

Alte beta-lactame
Moxifloxacina (CMI)
Vancomicina

Teicoplanin

Tigeciclina
Trimetoprim/sulfametoxazol
Cloramfenicol

Linezolid

Rifampicina
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Tabelul nr. 11 Listeria monocytogenes

Lista standard

Penicilina G

Ampicilina

Meropenem

Eritromicina
Trimetoprim/sulfametoxazol

Tabelul nr. 12 Corynebacterii

Lista standard

Lista complementara

Penicilina G
Clindamicina
Ciprofloxacina
Tetraciclina
Vancomicina
Moxifloxacina
Rifampicina
Linezolid

Tabelul nr. 13 Haemophilus spp.

Lista standard

Lista complementari

Penicilina G (screening)
Ampicilina

Amoxicilina - acid clavulanic
Tetraciclina
Trimetoprim/sulfametoxazol
Acid nalidixic (screening)

Cefixime (daca screeningul cu penicilina este pozitiv)
Cefotaxime, ceftriaxond (daca screeningul cu
penicilina este pozitiv)

Meropenem (dacd screeningul cu penicilind este
pozitiv)

Cloramfenicol

Rifampicina

Moxifloxacind, ciprofloxacind, levofloxacina (daca
screeningul de acid nalidixic este pozitiv)
Gentamicina

Doxiciclind (numai prin metode cantitative)

Tabelul nr. 14 Moraxella catarrhalis

Lista standard

Lista complementara

Amoxicilina - acid clavulanic
Eritromicina

Tetraciclina
Trimetoprim/sulfametoxazol
Acid nalidixic (screening)

Cefixime
Cefotaxime
Cloramfenicol
Ciprofloxacina

Tabelul nr. 15 Pasteurella multocida

Lista standard

Lista complementara

Penicilina G

Amoxicilina - acid clavulanic
Tetraciclina
Trimetoprim/sulfametoxazol
Acid nalidixic (screening)

Cefotaxima

Tabelul nr. 16 Helicobacter pylori

Lista standard

Lista complementari

Amoxicilina
Claritromicina

Tetraciclina
Rifampicina
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Levofloxacina
Metronidazol

Tabelul nr. 17 Campylobacter spp.

Lista standard

Eritromicina
Ciprofloxacina
Tetraciclina

X. Recomandari de testare a antibioticelor de rezerva in
functie de fenotipul de rezistenta si situatiile clinice in care
pot fi utilizate

Tabelul 1. Recomandari de testare a antibioticelor ”vechi” in functie de fenotipuri de

rezistenta

Antibioticele CRAB|BLSE [ CRPA |CRE- |[CRE |CRE CRE Indicatii

“vechi” non-MBl non-CP | KPC OXA48 MBL

Polimixine da da da da da da da infectii cu Gram-

(colistin) negativi la
pacienti cu
optiuni limitate

Aminoglicozide |+ + + + + + +

Fosfomicinai.v. [Nu |da + + + + + infectii cu Gram-
negativi la
pacienti cu
optiuni limitate
(determinare
CMI - exceptie
E. coli)
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Aztreonam nu nu + nu nu nu + Infectii cu Gram-
negativi sensibili
la aztreonam

Tigeciclina* - da nu da da da da SSTIc, 1Al

*testare doar in cazul tulpinilor de Escherichia coli si Citrobacter koseri

Indicatii pentru determinarea CMI la colistin
a. Enterobacterales CPE
I. 1zolate semnificative clinic
ii. Se exclud izolatele screening si cele care au relevanta clinica indoielnica
b. Pseudomonas aeruginosa
I. 1zolate MDR semnificative clinic
ii. Toate izolatele provenite din hemoculturi
c. Acinetobacter baumannii
i. 1zolatele provenite din hemoculturi
ii. Alte izolate semnificative, asociate cu infectie

Determinarea CMI la vancomicini in cazul tulpinilor de Staphylococcus

Spp. se impune pentru
a. Toate izolatele provenite din infectii invazive
I.  rezultatul se comunica doar in cazul fenotipului meticilino-rezistent sau in urma

discutiei cu clinicianul, in situatii clinice care justifica utilizarea vancomicinei
(de ex. alergie la antibiotice beta-lactamice)

b. lzolate non-invazive cu fenotip meticilino-rezistent semnificative clinic

c. lzolate non-invazive cu fenotip meticilino-sensibil semnificative clinic in cazul alergiei

la beta-lactamine

Testarea antibioticelor si a combinatiilor de antibiotice ”noi”
(aprobate recent)

La pacientii cu infectii severe (infectii complicate de tract urinar, infectii intraabdominale
complicate, pneumonie nosocomiald, pneumonie de ventilatie, infectii invazive, infectii
complicate ale pielii si tesuturilor moi) de la care se izoleazad bacterii cu rezistente extinse se
recomanda testarea antibioticelor si combinatiilor de antibiotice noi, recent introduse in tratamente.
Rezultatul testirii la acestea se va comunica exclusiv in situatiile in care nu exista alte
antibiotice cu activitate pastrata.
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Tabelul 2. Spectrul de activitate al antibioticelor ”noi” fata de bacteriile Gram-negative rezistente la carbapeneme, in functie de

indicatiile aprobate si activitate in vitro documentata

Antibioticele CRAB BLSE CRPA CRE - CRE - CRE - CRE - | Indicatii
“noi” non nonCP KPC OXA48 MBL
MBL

Ceftolozan/ Nu da da nu nu nu nu ITUc, IAlc, HAP, VAP

tazobactam

Ceftazidima/ nu da da + da da nu ITUc, IAlc, HAP, VAP, infectii cu

avibactam Gram-negativi la pacienti cu optiuni
limitate

Meropenem/ Nu da nu + da nu nu ITUc, HAP, VAP, infectii cu Gram-

vaborbactam negativi la pacienti cu optiuni limitate

Imipenem/ Nu da da + da nu nu ITUc, lAlc, HAP, VAP, BSI cu origine

relebactam respiratorie, infectii cu Gram-negativi
la pacienti cu optiuni limitate

Cefiderocol da da da da da da da ITUc, HAP, VAP, infectii cu Gram-

negativi la pacienti cu optiuni limitate
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Prescurtari: CRAB - Acinetobacter baumannii rezistent la carbapeneme, BLSE - beta-lactamaze cu spectru extins, CRPA non MBL -
Pseudomonas aeruginosa rezistent la carbapeneme neproducator de metalo-beta-lactamaze, CRE - nonCP - enterobacterii rezistente la
carbapeneme neproducatoare de carbapenemaze, CRE - KPC - enterobacterii rezistente la carbapeneme producatoare de enzime KPC,

CRE — OXA48 - enterobacterii rezistente la carbapeneme producatoare de enzime OXA-48, CRE - MBL - enterobacterii rezistente la
carbapeneme producatoare de metalo-beta-lactamaze.

ITUc - infectii complicate de tract urinar, IAlc — infectii intraabdominale complicate, HAP — pneumonie dobanditd in spital, VAP
pneumonie de ventilatie, BSI — infectii invazive, SSTIc — infectii complicate ale pielii si tesuturilor moi
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Optional pot fi testate si antibioticele noi indisponibile deocamdata in scop terapeutic in Romania
(ex. cefiderocol sau meropenem/vaborbactam), pentru documentarea activitatii antimicrobiene.

XI. Raportarea antibiogramelor

Principii de raportare selectiva a rezultatelor testarii
sensibilitatii

In vederea limitarii (descurajarii) prescrierii antibioticelor cu spectru larg Tn cazul izolatelor
salbatice (fard mecanism de rezistentd), rezultatele antibiogramelor se raporteaza selectiv.

In cazul izolatelor ce au mecanisme de rezistenti se raporteazi toate antibioticele
semnificative fatd de care se obtine rezistentd si la nevoie se extinde lista antibioticelor cu
sensibilitate raportate.

Tn cazul In care sunt izolate mai multe specii bacteriene semnificative dintr-un produs, setul
antibioticelor raportate se largeste in asa fel, incat sa se faciliteze alegerea antibioticelor active pe
ambele specii bacteriene.

In functie de specia bacteriani izolatd, in caz de sensibilitate pastrati se vor raporta
urmatoarele antibiotice:

Tabelul 1. Antibiotice raportate selectiv in cazul izolatelor bacteriene firi mecanisme de
rezistenta
Antibiotice raportate \ Observatii

Enterobacterii
Ampicilina
Cefuroxima
Gentamicina
Nitrofurantoin Se raporteaza doar pentru E. coli In ITU necomplicat
Fosfomicina Cu administrare orala, se raporteaza doar pentru E. coli

in ITU necomplicat

Norfloxacin Se raporteaza doar in ITU necomplicat

Trimetoprim-sulfametoxazol Se raporteaza doar in ITU

Pseudomonas aeruginosa

Ceftazidima

Piperacilina/tazobactam

Amikacina

Ciprofloxacina Doarin ITU

Staphylococcus spp:

Penicilina

Oxacilina

Eritromicina

Clindamicina

Trimetoprim+sulfametoxazol

Nitrofurantoina Se raporteaza doar in [TU

Enterococcus faecalis
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Ampicilina
Ciprofloxacina Se raporteaza doar in ITU necomplicat
Nitrofurantoind Se raporteaza doar in ITU necomplicat
Enterococcus faecium
Se raporteaza integral
Ciprofloxacina Se raporteaza doar in ITU necomplicat
Acinetobacter baumannii
Imipenem
Meropenem
Gentamicind
Streptococcus pneumoniae
Penicilina
Eritromicina
Trimetoprim+sulfametoxazol
Streptococi de grup viridans
Penicilind In endocarditi se comunici si valoarea CMI
Ampicilina
Haemophilus spp.
Ampicilina
Trimetoprim+sulfametoxazol
ITU - infectie de tract urinar; CMI - concentratia minima inhibitorie

XI1. Comentarii privind fenotipurile de rezistenta, dozele de
antibiotice recomandate, rezistentele naturale si posibilitati
de extrapolare a rezultatelor

Comentariile privind principalele fenotipuri de rezistenta, dozele de antibiotice
recomandate de catre EUCAST, rezistentele naturale mai importante si posibilitatile de extrapolare
a rezultatelor sunt sumarizate in tabelul 2.

Tabelul 1. Comentarii generale
Conditii Comentariu

Antibiograma raportata selectiv Antibiograma selectivd! La nevoie, va
rugam sa contactati laboratorul pentru mai
multe informatii legate de antibiograma.

Tulpina rezistentd la cel putin un reprezentant din Tulpina MDR
cel putin 3 clase de antibiotice

Tulpina sensibila numai la 1- 2 clase de antibiotice Tulpind XDR

Tulpina la care se constatd lipsa sensibilitdtii la Tulpind PDR
toate clasele de antibiotice
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Incadrarea bacteriilor in fenotipuri de rezistenta MDR, XDR sau PDR se va aplica in cazul
bacteriilor din ordinul Enterobacterales (cu exceptia Salmonella, Shigella), Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus si Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, in functie de criteriile stabilite in tabelele I1-V1.

Tabelul 2. Criterii de Tincadrare in categoriile MDR, XDR, PDR a tulpinilor de
Staphylococcus aureus:
Pentru MDR: se aplica un criteriu dintre urmatoarele:

- MRSA (tulpinile MRSA intotdeauna se vor considera MDR)

- rezistenta fata de cel putin un antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice
Pentru XDR: tulpina este sensibild la cel mult doua clase de antibiotice.
Pentru PDR: tulpina este rezistenta fatd de toate antibioticele testate. Aceastd categorie poate fi
stabilitd doar in situatia testarii tuturor categoriilor de antibiotice din tabel.

Clasa antibiotic Antibiotic

Aminoglicozide Gentamicina

Ansamicine Rifampicina

Beta-lactamine antistafilococice Oxacilina

Beta-lactamine anti-MRSA Ceftarolina

Fluorochinolone Screening pozitiv cu norfloxacin
Inhibitori ai metabolismului folatilor Trimetoprim/sulfametoxazol
Fucidani Acid fusidic

Glicopeptide Vancomicina (determinare CMI)
Glicilcicline Tigeciclina

Lincosamide Clindamicina

Lipopeptide Daptomicina (determinare CMI))
Macrolide Eritromicina

Oxazolidinone Linezolid

Acizi fosfonici Fosfomicina (determinare CMI)
Tetracicline Tetraciclina
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Tabelul 3. Criterii de incadrare in categoriile MDR, XDR, PDR a tulpinilor de Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium

Pentru MDR: rezistenta fata de cel putin un antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice (nu se iau
in calcul antibioticele fata de care specia are rezistenta predictibila)

Pentru XDR: tulpina este sensibild la cel mult doua clase de antibiotice.

Pentru PDR: tulpina este rezistenta fata de toate antibioticele testate. Aceastd categorie poate fi
stabilitd doar in situatia testarii tuturor categoriilor de antibiotice din tabel.

Clasa antibiotic Antibiotic Rezistenta
predictibila

Aminoglicozide (exceptie: streptomicina) | Gentamicina - rezistentd de
nivel crescut

Aminoglicozide (streptomicina) Streptomicina - rezistenta
de nivel crescut

Carbapeneme Imipenem E. faecium
Fluorochinolone (raportate doar la Ciprofloxacina
izolatele urinare) Levofloxacina
Moxifloxacina
Glicopeptide Vancomicina
Glicilcicline Tigeciclina
Peniciline Ampicilina
Oxazolidinone Linezolid

Tabelul 4. Criterii de incadrare in categoriile MDR, XDR, PDR a reprezentantilor ordinului
Enterobacterales:

Pentru MDR: rezistenta fata de cel putin un antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice (nu se iau
in calcul antibioticele fata de care specia are rezistenta predictibila)

Pentru XDR: tulpina este sensibila la cel mult doua clase de antibiotice.

Pentru PDR: tulpina este rezistentd fata de toate antibioticele testate. Aceastd categorie poate fi
stabilitd doar in situatia testarii tuturor categoriilor de antibiotice din tabel.

Tulpinile de bacterii care sunt sensibile doar la antibioticele din categoria celor noi +/- colistin se
vor incadra obligatoriu la XDR.

Clasa antibiotic Antibiotic Rezistenta predictibila
Aminoglicozide Gentamicina
Tobramicina
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Amikacina

Carbapeneme Ertapenem
Imipenem Morganellaceae (Morganella spp.
Providencia spp. Proteus spp)
Meropenem
Cefalosporine cu spectrul Cefazolina Citrobacter freundii, Klebsiella
Tngust aerogenes, Enterobacter cloacae,
Hafnia alvei, Morganella
morganii, Proteus penneri,
Proteus vulgaris, Providencia
rettgeri, Providencia stuartii,
Serratia marcescens
Cefuroxima M. morganii, P. penneri, P.

vulgaris, S. marcescens

Cefalosporine cu spectrul

Cefotaxima sau

extins ceftriaxona
Ceftazidima
Cefepima
Cefalosporine generatia 5 Ceftarolina
Antibiotice noi, Cefiderocol indisponibil in Romania
combinatii noi (beta-
lactamine cu inhibitori de Ceftazidima/avibactam

beta-lactamaza)

Nota: Aceste antibiotice se

raporteaza pe
antibiograme doar in
cazul tulpinilor XDR

Ceftolozan/tazobactam

Meropenem/vaborbactam

indisponibil in Romania

Imipenem/relebactam

Fluorochinolone

Ciprofloxacina
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Glicilcicline (testare doar
n cazul tulpinilor de
Escherichia coli si
Citrobacter kosert)

Tigeciclina

Inhibitori ai metabolismului
folatilor

Trimetoprim/
sulfametoxazol

Monobactami

Aztreonam

indisponibil in Romania

Peniciline

Ampicilina

Citrobacter koseri, C. freundii, E.
cloacae,

Escherichia hermanii, H. alvei,
Klebsiella spp., M. morganii, P.
penneri,

P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii,
S. marcescens

Peniciline cu inhibitori de
beta-lactamaza

Amoxicilind/acid
clavulanic

C. freundii, K. aerogenes, E.
cloacae, H. alvei,

M. morganii, P. rettgeri, P.
stuartii, S. marcescens

Ampicilina/sulbactam

C. freundii, C. koseri, K.
aerogenes, E. cloacae,
H. alvei, P. rettgeri, S. marcescens

Peniciline anti-
Pseudomonas cu inhibitori
de beta-lactamaza

Piperacilind/tazobactam

E. hermanii

Acizi fosfonici (determinare | Fosfomicina
CMI)
Polimixine Colistin Morganellaceae, Serratia spp.

Tabelul 5. Criterii de incadrare in categoriile MDR, XDR, PDR a tulpinilor de Pseudomonas

aeruginosa:

Pentru MDR: rezistenta fata de cel putin un antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice (nu se iau
in calcul antibioticele fata de care specia are rezistenta predictibila)

Pentru XDR: tulpina este sensibila la cel mult doud clase de antibiotice.
Pentru PDR: tulpina este rezistenta fatd de toate antibioticele testate. Aceasta categorie poate fi
stabilita doar in situatia testdrii tuturor categoriilor de antibiotice din tabel.
Tulpinile care sunt sensibile doar la antibioticele din categoria celor noi +/- colistin se vor incadra

obligatoriu la XDR.
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Clasa antibiotic

Antibiotic

Aminoglicozide Amikacina
Tobramicina

Carbapeneme Meropenem
Imipenem

Cefalosporine Ceftazidima
Cefepima

Combinatii noi de antibiotice,
antibiotice noi

(Cefiderocol) - indisponibil in Romania

Ceftazidiméa/avibactam

Ceftolozan/tazobactam

Imipenem/relebactam

(Meropenem/vaborbactam) - indisponibil in

Romania

Fluorochinolone

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Monobactami

Aztreonam

Peniciline anti-Pseudomonas cu
inhibitori de beta-lactamaza

Piperacilina/tazobactam

Polimixine

Colistin
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Tabelul 6. Criterii de Tncadrare in categoriile MDR, XDR, PDR a speciilor din complexul
Acinetobacter baumannii

Pentru MDR: rezistenta fata de cel putin un antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice (nu se iau
in calcul antibioticele fata de care specia are rezistenta predictibila)

Pentru XDR: tulpina este sensibild la cel mult doua clase de antibiotice.

Pentru PDR: tulpina este rezistenta fata de toate antibioticele testate. Aceastd categorie poate fi
stabilitd doar in situatia testarii tuturor categoriilor de antibiotice din tabel.

Clasa antibiotic Antibiotic
Aminoglicozide Amikacina
Gentamicina
Tobramicina
Carbapeneme Meropenem
Imipenem
Cefalosporine siderofor (Cefiderocol) - indisponibil in Romania

Inhibitori ai metabolismului folatilor | Trimetoprim/sulfametoxazol

Fluorochinolone Ciprofloxacina
Levofloxacina
Polimixine Colistin

Comentariile interpretative din tabelele VII-XVIII vor fi adaugate pe buletinul de antibiograma in
functie de conditia (din coloana 2) intdlnita (dacad se utilizeazd antibiotice pentru care nu sunt
mentionate dozele in acest tabel se vor consulta tabelele EUCAST)

Situatiile si dozele mentionate pot suferi modificari, de aceea este importanta verificarea acestora
in ultima versiune EUCAST
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Tabelul 7. Comentarii pentru bacteriile din ordinul Enterobacterales

Antibiotice/specii
bacteriene

Conditie

Comentarii

Familia Morganellaceae
(Morganella spp., Proteus
spp., Providencia spp.)

In toate situatiile

Rezistentd naturala fata de colistin si
tigeciclind

Serratia spp.

In toate situatiile

Rezistenta naturala fata de colistin

Ampicilina

In toate situatiile

Testarea la ampicilina este valabila si
pentru amoxicilinad

Aminoglicozide

Sensibilitate
raportata

(izolate alte decét
cele urinare)

Aminoglicozidele se utilizeaza doar in
asociere cu alte interventii terapeutice
(asociere de antibiotice, interventii
chirurgicale, etc.).

raportatd in caz de
alte infectii decat
cele sistemice

Amikacina Sensibilitate Sensibilitatea fata de amikacina se poate
raportata obtine numai la doze de antibiotic: 1 x
(izolate alte decat 25-30 mg/kg iv/zi.
cele urinare)

Gentamicina Sensibilitate Sensibilitatea fata de gentamicina se
raportata poate obtine numai la doze de
(izolate alte decat antibiotic: 1 x 6-7 mg/kg iv/zi.
cele urinare)

Colistin Sensibilitate In infectii sistemice este necesara
raportata in caz de asocierea colistinului cu alte interventii
infectii sistemice terapeutice (asocieri de agenti

antimicrobieni, eliminarea sursei, etc).

Colistin Sensibilitate Se recomanda administrarea colistinului

in combinatie cu alti agenti
antimicrobieni cu scopul de a potenta
efectul sau de a largi spectrul de
activitate.

Cefuroxima — doar la E. coli,
Klebsiella spp. (exceptie K.
aerogenes), Proteus
mirabilis

Alte infectii cu
exceptia ITU
necomplicat
Sensibil, expunere
crescuta

Numai cu administrare intravenoasa!
Sensibilitatea fatd de cefuroxima se
poate obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 3 x 1,5 g iv/zi
sau alte regimuri de dozare care sa
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asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Cefuroxima — doar la E. coli,
Klebsiella spp. (exceptie K.
aerogenes), Proteus

ITU necomplicat

Tn ITU necomplicat se poate administra
oral.
Sensibilitatea fata de cefuroxima in ITU

mirabilis necomplicat se poate obtine la doze de 2
x 0,25 g po/zi.

Ampicilina ITU necomplicat Administrare orald doar in ITU
necomplicat

Amoxicilina ITU necomplicat 3x0,5gpo/zi

Amoxicilina+acid clavulanic

ITU necomplicat
Atentie: sunt valori
de interpretare
diferite Tn caz de
ITU fata de cele
sistemice

3 x (0,5 g amoxicilina + 0,125 g
clavulanat) po/zi

Ampicilina, amoxicilina

Alte izolate decat

Testarea este valabila 1In caz de

cele din ITU administrare intravenoasa.
necomplicat
Cefadroxil ITU necomplicat 2 x0,5-1 g po/zi
Cefalexina ITU necomplicat 2-3 x 0,25-1 g po/zi
Cefixima ITU necomplicat 2 x0,2-0,4 g po/zi
Cefuroxima ITU necomplicat 2 x 0,25 g po/zi

Izolate, altele decat
cele din urina,
sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea fatd de cefuroxima se
poate obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 3 x 1,5 g iv/zi
sau alte regimuri de dozare care sa
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asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Trimetoprim/sulfametoxazol

ITU

2 x (0,16 g trimetoprim + 0,8 g
sulfametoxazol) po/zi

Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la
trimetoprim/sulfametoxazol se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic - de exemplu, 2 x (0,24 g
trimetoprim + 1,2 g sulfametoxazol)
po/zi sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei.

Norfloxacina ITU necomplicat 2x0,49 po/zi
Cefotaxima Izolate, altele decat | Sensibilitatea la cefotaxima se poate
cele din LCR, obtine numai la doze crescute de
sensibilitate la antibiotic (de exemplu, 3 x 2 g iv/zi sau
expunere crescuta alte regimuri de dozare care sa asigure
concentratii similare la locul infectiei)
Ceftazidima Izolate, altele decat | Sensibilitatea la ceftazidima se poate
cele din LCR, obtine numai la doze crescute de
sensibilitate la antibiotic (de exemplu, 3 x 2 g iv/zi sau
expunere crescuta 6 x 1 g iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sd asigure concentratii similare la
locul infectiei) .
Cefiriaxona Izolate, altele decat | Sensibilitatea la ceftriaxona se poate
cele din LCR, obtine numai la doze crescute de
sensibilitate la antibiotic (de exemplu, 2 x 2 g/zi sau 4
expunere crescuta x 1 g iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sd asigure concentratii similare la
locul infectiei): .
Imipenem Sensibilitate la Sensibilitatea la imipenem se poate

expunere crescuta

obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 4 x 1 gin
perfuzie de 30 minute /zi sau alte
regimuri de dozare care sd asigure
concentratii similare la locul infectiei)
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Meropenem Izolate, altele decat | Sensibilitatea la meropenem se poate
cele din LCR, n caz | obtine numai la doze crescute de
de sensibilitate la antibiotic (de exemplu, 3x2gin
expunere crescuta perfuzie de 3 ore /zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .
Levofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la levofloxacina se poate
expunere crescuta obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,5 g /zi po
sau 2 x 0,5 g iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .
Ciprofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la ciprofloxacina se poate

expunere crescuta

obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,75 g iv/zi
po sau 3 x 0,4 g iv/zi sau alte regimuri
de dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Enterobacter spp., K.
aerogenes, Citrobacter
freundii complex (C.
freundii, C. youngae, C.
braakii, C. werkmanii, C.
gillenii, C. murliniae and C.
pasteurii), Hafnia alvei

Sensibil la
cefalosporine de
generatia I1I

Tn cazul monoterapiei cu cefalosporine
de generatia 3 sau in cazul utilizarii
combinatiei acestora cu aminoglicozide
exista riscul selectdrii rezistentei.

Serratia spp., Morganella
spp., Providencia spp.

Sensibil la
cefalosporine de
generatia I1I

Tn cazul monoterapiei cu cefalosporine
de generatia 3 exista riscul selectarii
rezistentei.
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Tabelul 8. Comentarii pentru Pseudomonas aeruginosa

(amikacina, tobramicina)

raportata (izolate
altele decéat cele

Antibiotice/specii Conditie Comentarii
bacteriene
Aminoglicozide Sensibilitate Aminoglicozidele se utilizeaza doar in

asociere cu alte interventii terapeutice
(asociere de antibiotice, interventii

raportatd in caz de
alte infectii decat
cele sistemice

din urind) chirurgicale, etc.).

Amikacina Sensibilitate Sensibilitatea fata de amikacina se poate
raportata obtine numai la doze de antibiotic: 1 x
(izolate altele 25-30 mg/kg iv/zi.
decat cele din
urind)

Colistin Sensibilitate In infectii sistemice este necesard
raportatd in caz de | asocierea colistinului cu alte interventii
infectii sistemice | terapeutice (asocieri de agenti

antimicrobieni, eliminarea sursei, etc).

Colistin Sensibilitate Se recomanda administrarea colistinului

in combinatie cu alti agenti
antimicrobieni cu scopul de a potenta
efectul sau de a largi spectrul de
activitate.

Piperacilina/tazobactam

Sensibilitate la
expunere crescuta
raportata

Sensibilitatea fatd de
piperacilind/tazobactam se poate obtine
numai la doze crescute de antibiotic (de
exemplu, 4 x (4 g piperacilina + 0.5 g
tazobactam)/zi in perfuzii de céte 3 ore
sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei) .

Cefepima

Sensibilitate la
expunere crescuta
raportata

Sensibilitatea la cefepima se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 3 x 2 g iv/zi sau
alte regimuri de dozare care sd asigure
concentratii similare la locul infectiei) .
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Ceftazidima Sensibilitate la Sensibilitatea la ceftazidima se poate
expunere crescutd | obtine numai la doze crescute de
raportata antibiotic (de exemplu, 3 x 2 g iv/zi sau

6 x 1 g iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sa asigure concentratii similare la
locul infectiel) .

Ciprofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la ciprofloxacina se poate
expunere crescutd | obtine numai la doze crescute de
raportata antibiotic (de exemplu, 2 x 0,75 g po/zi

sau 3 x 0,4 g iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectier)

Imipenem Sensibilitate la Sensibilitatea la imipenem se poate
expunere crescutd | obtine numai la doze crescute de
raportata antibiotic (de exemplu, 4 x 1 gin

perfuzie de 30 minute /zi sau alte
regimuri de dozare care sa asigure
concentratii similare la locul infectiei)

Levofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la levofloxacina se poate
expunere crescuta | obtine numai la doze crescute de
raportata antibiotic (de exemplu, 2 x 0,5 g po/zi

sau 2 x 0,5 g iv /zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Meropenem Izolate, altele Sensibilitatea la meropenem se poate
decat cele din obtine numai la doze crescute de
LCR, incaz de antibiotic (de exemplu, 3x 2 gin

sensibilitate la
expunere crescuta

perfuzie de 3 ore /zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

60




Tabelul 9. Comentarii pentru Acinetobacter baumannii

expunere crescuta
raportata

Antibiotice/specii bacteriene | Conditie Comentarii

Meropenem Izolate, altele Sensibilitatea la meropenem se poate
decét cele din obtine numai la doze crescute de antibiotic
LCR, incaz de (de exemplu, 3 x 2 g in perfuzie de 3 ore
sensibilitate la /zi sau alte regimuri de dozare care sa
expunere crescuta | asigure concentratii similare la locul

infectiel) .

Imipenem Sensibilitate la Sensibilitatea la imipenem se poate obtine
expunere crescuta | numai la doze crescute de antibiotic(de
raportata exemplu, 4 x 1 g in perfuzie de 30 minute

/71 sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Colistin Sensibilitate In infectii sistemice este necesara
raportata in caz de | asocierea colistinului cu alte interventii
infectii sistemice | terapeutice (asocieri de agenti

antimicrobieni, eliminarea sursei, etc).

Colistin Sensibilitate Se recomanda administrarea colistinului in
raportata in caz de | combinatie cu alti agenti antimicrobieni cu
alte infectii decat | scopul de a potenta efectul sau de a largi
cele sistemice spectrul de activitate.

Ciprofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la ciprofloxacina se poate
expunere crescutd | obtine numai la doze crescute de antibiotic
raportata (de exemplu, 2 x 0,75 g po/zi sau 3 x 0,4

g 1v/zi sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei) .

Levofloxacina Sensibilitate la Sensibilitatea la levofloxacina se poate

obtine numai la doze crescute de antibiotic
(de exemplu, 2 x0,5gpo/zisau2x0,5¢g
1v /zi sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei) .
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Aminoglicozide (amikacina,
gentamicind, tobramicind)

Sensibilitate
raportata ((izolate
altele decat cele

Aminoglicozidele se utilizeazd doar in
asociere cu alte interventii terapeutice
(asociere de antibiotice, interventii

(izolate altele
decat cele din
urind)

din urind) chirurgicale, etc.).

Amikacina Sensibilitate Sensibilitatea fatd de amikacina se poate
raportata obtine numai la doze de antibiotic: 1 x 25-
(izolate altele 30 mg/kg iv/zi.
decét cele din
urind)

Gentamicina Sensibilitate Sensibilitatea fata de gentamicina se poate
raportata obtine numai la doze de antibiotic: 1 x 6-7

mg/kg iv/zi.

Trimetoprim/sulfametoxazol

Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la trimetoprim/
sulfametoxazol se poate obtine numai la
doze crescute de antibiotic (de exemplu, 2
x (0,24 g trimetoprim + 1,2 g
sulfametoxazol) po/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Tabelul 10. Comentarii pentru Stenotrophomonas maltophilia

Antibiotice/specii bacteriene

Conditie

Comentarii

S. maltophilia

In toate situatiile

Trimetoprim/sulfametoxazol este singurul
antibiotic eficient in vivo ce se poate testa
in vitro. In caz de rezistentd la acest
antibiotic,  conform literaturii  de
specialitate, in terapie ar mai putea fi
utilizate  levofloxacina,  ceftazidima,
ticarcilina/acid clavulanic, tigeciclina.

Trimetoprim/sulfametoxazol

Sensibil la
expunere crescuta

Sensibilitatea la
trimetoprim/sulfametoxazol se  poate
obtine numai la doze crescute de antibiotic
(de exemplu, 2 x (0,24 g trimetoprim + 1,2
g sulfametoxazol) po/zi sau alte regimuri
de dozare care sda asigure concentratii
similare la locul infectiei) .
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Tabelul 11. Comentarii pentru Staphylococcus aureus si stafilococi coagulazo-negativi

pozitiv

NU se raporteaza
rezultatul testarii la
cefoxitin!

Antibiotice/specii Conditie Comentarii
bacteriene
Oxacilina Screening cefoxitina | Tulpina cu fenotip meticilino-sensibil
negativ neproducatoare de beta-lactamaza.
NU se raporteaza Tulpina este sensibila la
rezultatul testarii la | betalactaminele utilizate Tn tratamentul
cefoxitin! infectiilor stafilococice inclusiv la
s penicilind, ampicilind, amoxicilind. A
Penicilind sensibil se evita cefotaxima si ceftriaxona, daca
se alege 1n terapie se indica doar in
doza crescutd; nu se utilizeaza:
ceftazidima, cefixima, ceftibuten si
ceftolozan/tazobactam.
Oxacilind Screening cefoxitind | Tulpina cu fenotip meticilino-sensibil
negativ producétor de beta-lactamaza,
NU se raporteaza rezistentd la penicilina, amoxicilina,
rezultatul testarii la | ampicilina.
cefoxitin! Tulpina este sensibila la
s betalactaminele utilizate in tratamentul
Penicilind rezistent | infectiilor stafilococice (oxacilina,
cefazolina). A se evita cefotaxima si
ceftriaxona, daca se alege in terapie se
indicad doar in doza crescutd); nu se
utilizeaza: ceftazidima, cefixima,
ceftibuten si ceftolozan/tazobactam.
Oxacilina Screening cefoxitind | MRS - stafilococ meticilino-rezistent -

tulpina este rezistenta la toate
antibioticele beta lactamice: peniciline,
cefalosporine si carbapeneme, inclusiv
la cele combinate cu inhibitori de beta-
lactamaza.
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Penicilina

SCN

Nu se raporteaza
(Majoritatea
tulpinilor sunt
rezistente fie prin
producere de beta-
lactamaza, fie prin
modificarea PBP.
Metodele existente
nu detecteaza in
toate situatiile
producerea de beta-

lactamaza).

Clindamicina Rezistenta *Clindamicina se poate totusi utiliza n
inductibila — izolate | terapia de scurta durata a infectiilor
din infectii de parti | usoare si medii ale tesuturilor moi,
moi de severitate deoarece dezvoltarea rezistentei
medie sau usoara constitutive este improbabila in cazul
Se raporteaza acestor terapii.
rezistent*!

Rezistenta
inductibild — izolate
din alte infectii
decat cele de parti
moi.

Se raporteaza
rezistent.

Oxacilina Sensibil In infectii severe sau in cazul
concentrdrii inadecvate a antibioticului
la locul infectiei se recomanda
administrarea oxacilinei In doza
crescutd: 6 x 1 givsau chiar 6 x 2 g iv.

Eritromicina Testarea la eritromicina este valabila si
Screening negativ pentru claritromicina si azitromicina.

Tetraciclina Sensibil Testarea la tetraciclina este valabila si

pentru doxiciclina si minociclina.
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Levofloxacina

Sensibil la expunere
crescuta

Sensibilitatea la levofloxacina se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,5 g po/zi
sau 2 x 0,5g iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Ciprofloxacina

Sensibil la expunere
crescuta

Sensibilitatea la ciprofloxacina se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,75 g iv/zi
po sau 3 x 0,4 g iv/zi sau alte regimuri
de dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Aminoglicozide

Sensibilitate
raportata

(izolate altele decét
cele din urind)

Aminoglicozidele se utilizeaza doar in
asociere cu alte interventii terapeutice
(asociere de antibiotice, interventii
chirurgicale, etc.)

Kanamicina Sensibilitatea se Sensibilitatea fata de amikacina se
raporteaza la poate obtine numai la doze de
amikacind antibiotic: 1 x 25-30 mg/kg iv/zi.
(izolate sistemice si
izolate altele decat
cele din urind)

Gentamicina Sensibilitate Sensibilitatea fata de gentamicina se
raportata poate obtine numai la doze de

(izolate sistemice si
izolate altele decat
cele din urind)

antibiotic: 1 x 6-7 mg/kg iv/zi.

Trimetoprim/sulfametoxazol

Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la
trimetoprim/sulfametoxazol se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x (0,24 ¢
trimetoprim + 1,2 g sulfametoxazol)
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la locul
infectiei)

65




Tabelul 12. Comentarii pentru enterococi

Antibiotice/specii
bacteriene

Conditie

Comentarii

Enterococcus spp

In toate situatiile

Enterococii prezinta rezistentd naturala
fata de cefalosporine, clindamicina,
trimetoprim/sulfametoxazol si rezistenta
de nivel redus fatda de aminoglicozide.

Ampicilina

Sensibil

Testarea la ampicilina este valabila si
pentru amoxicilind si
piperacilind/tazobactam.

Gentamicind 30 ug

Test sinergism
pozitiv

Tulpind cu rezistenta de nivel crescut la
aminoglicozide (HLAR - high level
aminoglycoside resistance).
Aminoglicozidele nu sunt eficiente nici
n asociere cu alte antibiotice.

Test sinergism
negativ

Nu se raporteaza
sensibil la
gentamicina!

Gentamicina poate fi utilizata in terapia
infectiilor grave, insd numai asociata cu
beta-lactaminele sau glicopeptidele
active fata de enterococi (sinergism
pastrat).

E. faecalis sau E. faecium

Rezistenta la
vancomicind

VRE — enterococ vancomicino - rezistent
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Tabelul 13. Comentarii pentru streptococi beta-hemolitici

crescuta

Antibiotice/specii Conditie Comentarii
bacteriene
Penicilina Sensibil Testarea penicilinei este valabild pentru
peniciline, cefalosporine, carbapeneme.
Adaugarea unui inhibitor de beta-
lactamaza nu aduce niciun beneficiu
terapeutic.
Eritromicina Sensibil Testarea la eritromicina este valabila si
pentru claritromicind si azitromicina.
Clindamicina Rezistenta *Clindamicina se poate totusi utiliza in
inductibila. terapia de scurtd durata a infectiilor
Clindamicina se usoare si medii ale tesuturilor moi,
raporteaza deoarece dezvoltarea rezistentei
rezistent*. constitutive este improbabila in cazul
acestor terapii.
Rezistenta
inductibild — izolate
din alte infectii
decat cele de parti
moi.
Clindamicina se
raporteaza rezistent.
Tetraciclina Sensibil Testarea la tetraciclina este valabila si
pentru doxiciclind si minociclind.
Levofloxacina Sensibil la expunere | Sensibilitatea la levofloxacina se poate

obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,5 g po/zi
sau 2 x 0,5¢ iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Trimetoprim/sulfametoxazol

Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la trimetoprim
/sulfametoxazol se poate obtine numai
la doze crescute de antibiotic (de
exemplu, 2 x (0,24 g trimetoprim + 1,2
g sulfametoxazol) po/zi sau alte
regimuri de dozare care sd asigure
concentratii similare la locul infectiei) .
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Tabelul 14. Comentarii pentru Streptococcus pneumoniae

Antibiotice/specii
bacteriene

Conditie

Comentarii

Oxacilind screening

Screening negativ

In functie de situatia clinica se
raporteaza selectiv sensibil fatd de
penicilind, ampicilina, amoxicilind,
amoxicilina cu acid clavulanic,
cefuroxima po si iv, ceftriaxona,
cefotaxima, cefepima, cefpodoxima,
carbapeneme (in meningita a se folosi
doar meropenem dintre carbapeneme).

Oxacilina screening

Screening pozitiv
Vezi algoritmul
diagnostic din
EUCAST

Penicilina

Sensibilitate Tn caz de
meningitd

Sensibilitatea la penicilina in cazul
meningitei se poate obtine la doze
crescute de antibiotic (de exemplu, 6 x
4 M Ul iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sd asigure concentratii similare la
locul infectiei) .

Pneumonie, CMI
>0,06 si <=0,5 mg/L

Sensibilitatea la penicilina se poate
obtine la doze crescute de antibiotic (de
exemplu, 4 x 2M Ul iv/zi sau alte
regimuri de dozare care sa asigure
concentratii similare la locul infectiei) .

Pneumonie, CMI
>0,5 si <=1 mg/L

Sensibilitatea la penicilina se poate
obtine la doze crescute de antibiotic (de
exemplu, 4 x 4M Ul iv/zi sau 6 x 2M

Ul iv/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Pneumonie, CMI >1
si <=2 mg/L

Sensibilitatea la penicilind se poate
obtine la doze crescute de antibiotic (de
exemplu, 6 x 4M Ul iv/zi sau alte
regimuri de dozare care sd asigure
concentratii similare la locul infectiei) .

Cefiriaxona

Meningita

Sensibilitatea la ceftriaxona in caz de
meningita se poate obtine la doze
crescute de antibiotic (de exemplu, 2 x
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2 giv/zisau 4 x 1 g iv/zi sau alte
regimuri de dozare care s asigure
concentratii similare la locul infectiei) .

Cefotaxima Meningita Sensibilitatea la cefotaxima in caz de
meningitd se poate obtine la doze
crescute de antibiotic (de exemplu, 4 x
2 g iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sa asigure concentratii similare la
locul infectiei) .
Eritromicina Sensibil Testarea la eritromicind este valabila si
pentru claritromicind si azitromicina.
Clindamicina Rezistentd inductibild
Clindamicina se
raporteaza rezistent.
Levofloxacina Sensibil la expunere | Sensibilitatea la levofloxacina se poate

crescuta

obtine numai la doze crescute de
antibiotic(de exemplu, 2 x 0,5 g po/zi
sau 2 x 0,5¢ iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Norfloxacina screening

Screening negativ:

se raporteaza sensibil
fatd de moxifloxacina
si sensibil la
expunere crescuta
fatd de levofloxacina
(cu mentionarea
dozelor adecvate).

Sensibilitatea la levofloxacina se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,5 g po/zi
sau 2 x 0,5¢ iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii
similare la locul infectiei) .

Screening pozitiv: se
raporteaza rezistenta
fatd de moxifloxacina
si levofloxacina.

Tetraciclina

Sensibil

Testarea la tetraciclind este valabila si
pentru doxiciclina si minociclina.
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Tabelul 15. Comentarii pentru streptococii din grupul viridans

Antibiotice/specii
bacteriene

Conditie

Comentarii

Penicilina

Screening negativ

Se raporteaza selectiv
in functie de situatia
clinica (localizarea
infectiei)

Tulpina este sensibila la penicilind,
ampicilina, amoxicilina.

Screening pozitiv

Se testeaza individual
beta-lactaminele
pentru care exista
diametre
interpretative si Se
raporteaza conform
rezultatului testarii.

Moxifloxacina

Endocardita

Este necesara testare
prin metode
cantitative

Nu exista criterii interpretative ale
sensibilitatii fatd de moxifloxacina. Cu
toate acestea, moxifloxacina este
folosita in tratamentul endocarditei
pentru trecerea la terapia po. O valoare
de sub 0,5 mg/L a CMI indica un
fenotip sdlbatic (exclude prezenta unui
mecanism de rezistentd).

Tabelul 16. Comentarii pentru Haemophilus influenzae

Antibiotice/specii
bacteriene

Conditie

Comentarii

Penicilina

Screening negativ
(nu se raporteaza
penicilinal)

Tulpina este sensibila la ampicilina,
amoxicilina.

Screening pozitiv
Vezi algoritmul
diagnostic din
EUCAST

Cefuroxima

In toate situatiile

Pentru tratament po se recomanda
doza crescutd (de exemplu,2x0,5¢g
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la

locul infectiei) .
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Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la cefuroxima se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 3 x1,5 g iv/zi
sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Amoxicilind cu acid
clavulanic

In toate situatiile

Pentru tratament po se recomanda
doza crescuta (de exemplu, 3 x (0.875
g amoxicilina + 0.125 acid clavulanic)
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la
locul infectiei) .

Acid nalidixic

Screening negativ:

se raporteaza selectiv
(la nevoie): sensibil
la moxifloxacina,
levofloxacina,
ofloxacina.

Screening pozitiv:

se testeaza individual
fluorochinolonele de
interes.

Trimetoprim/sulfametoxazol

Sensibilitate la
expunere crescuta

Sensibilitatea la
trimetoprim/sulfametoxazol se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x (0,24 ¢
trimetoprim + 1,2 g sulfametoxazol)
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la
locul infectiei) .

Tetraciclina

Sensibil

Testarea la tetraciclind este valabila si
pentru doxiciclind si minociclina.

Sensibil la expunere
crescuta

Sensibilitatea fatd de tetraciclind se
poate obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 4 x 0,5 g po/zi
sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei) .
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Tabelul 17. Comentarii pentru Moraxella catarrhalis

Antibiotice/specii Conditie Comentarii

bacteriene

Ceftriaxona Sensibilitate la Sensibilitatea la ceftriaxona se poate
expunere crescuta obtine numai la doze crescute de

antibiotic (de exemplu, 2 x 2 g/zi sau
4x1 g iv/zi sau alte regimuri de dozare
care sa asigure concentratii similare la
locul infectiei) .

Cefuroxima In toate situatiile Pentru tratament po se recomanda
doza crescutd (de exemplu, 2 x 0,5 g
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sa asigure concentratii similare la locul

infectiei) .
Sensibilitate la Sensibilitatea la cefuroxima se poate
expunere crescuta obtine numai la doze crescute de

antibiotic (de exemplu, 3 x1,5g iv/zi
sau alte regimuri de dozare care sa
asigure concentratii similare la locul
infectiei).

Acid nalidixic Screening negativ:

se raporteaza selectiv
(la nevoie): sensibil
la moxifloxacina,
levofloxacina,
ofloxacina.

Screening pozitiv:

Se testeaza individual
fluorochinolonele de
interes.

Trimetoprim/sulfametoxazol | Sensibilitate la Sensibilitatea la

expunere crescuta trimetoprim/sulfametoxazol se poate
obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x (0,24 ¢
trimetoprim + 1,2 g sulfametoxazol)
po/zi sau alte regimuri de dozare care
sd asigure concentratii similare la locul
infectiei).
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Eritromicina

Sensibil sau rezistent
(izolatele rezistente
la eritromicina pot fi
testate individual la
claritromicina sau
azitromicind sau pot
fi raportate ca
rezistente)

Testarea la eritromicind este valabila si
pentru claritromicina si azitromicina.

Tabelul 18. Comentarii pentru Campylobacter jejuni/coli

Antibiotice/specii Conditie Comentarii
bacteriene
Ciprofloxacina Sensibil la expunere | Sensibilitatea la ciprofloxacina se poate

crescutd obtine numai la doze crescute de
antibiotic (de exemplu, 2 x 0,75 g iv/zi
po sau3d x 0,4 g iv/zi sau alte regimuri de
dozare care sa asigure concentratii

similare la locul infectiei) .
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Ghid de asigurarea calitatii rezultatelor in laboratorul
de microbiologie

I. Controlul intern de calitate

Controlul intern al calitatii se refera la toate procedurile intreprinse de un laborator pentru
evaluarea continua a activitdtii sale. Principalul obiectiv este de a asigura coerenta rezultatelor de
zi cu zi si conformitatea lor cu criterii definite.

Este necesar un program de verificari periodice pentru a demonstra ca variabilitatea (adica
diferenta intre analisti, intre echipamente sau reactivi etc.) este sub control. Trebuie sa fie acoperite
toate testele incluse Tn lista laboratorului. Programul de control intern al calitatii poate implica:

- utilizarea materialelor de referinta (inclusiv materiale de testare a schemei de testare
a competentei);

- testdri de repetabilitate, inclusiv numdrarea coloniilor de catre doi analisti,
utilizarea materialelor de control din Kit-urile comerciale, conform indicatiilor din
insertul trusei.

Optional, programul de control intern mai poate sa contina:

- utilizarea esantioanelor cu niveluri variabile de contaminare, inclusiv
microorganisme tinta si flora de Insotire;

- utilizarea esantioanelor contaminate natural din diferite tipuri de matrice.

Programul trebuie sa fie adaptat la frecventa efectiva a testelor de laborator efectuate. Este
recomandat ca, acolo unde este posibil, testele de rutina sa includa controale pentru monitorizarea
performantei. De asemenea, este recomandat ca datele rezultate din analiza materialelor de
referintd si a esantioanelor sd fie analizate pentru a ajuta la evaluarea tendintelor.

Tn cazuri speciale, pentru teste care sunt solicitate foarte rar, poate fi mai potrivita o schema
de demonstrare a performantei care se realizeaza in paralel cu testarea probelor de pacienti.

Utilizarea materialelor de referinta

Sunt necesare tulpini de referintd trasabile pentru stabilirea performantei acceptabile a
mediilor de culturd (inclusiv truse de testare), pentru validarea metodelor si pentru evaluarea
continud a performantei. Ca sa demonstreze trasabilitatea, laboratoarele trebuie sa utilizeze tulpini
de referintd obtinute direct dintr-o colectie nationald sau internationald recunoscutd, acolo unde
acestea exista. Daca nu sunt disponibile tulpini de referinta trasabile, pot fi utilizate derivatele
comerciale trasabile acestora.

Utilizarea materialului de referintd adecvat impreuna cu procedura de testare este esentiald
pentru a se asigura calitatea rezultatelor. Sunt necesare controale adecvate pentru a se asigura ca
testul functioneaza in limite definite. Daca materialul de referintd nu reuseste sa dea un rezultat
pozitiv sau negativ (dupa caz) pentru testul pentru care este utilizat, atunci validitatea rezultatelor
este discutabila. In acest caz, trebuie si fie investigat motivul pentru care rezultatul controlului
intern nu este cel asteptat si, dacd este necesar, testul trebuie sa fie repetat. Trebuie realizata si o
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verificare a procedurii respective de testare. Utilizarea controalelor este recunoscutd ca o buna
practica de laborator si este parte a oricarui proces de acreditare.

Este indicata efectuarea pasajelor sdptamanale ale tulpinilor de referinta, atat pentru a
mentine caracteristicile microorganismelor, precum si pentru a inregistra toate subculturile pe un
formular de evidenta. Este important sa verificati si sa va asigurati cd microorganismele de control
dau rezultatele corecte inainte de utilizarea de rutind. Orice rezultat eronat trebuie sa fie investigat.

Subcultura repetata a culturii stoc de lucru

Cultura stocului de lucru nu trebuie subcultivatd decéat daca acest lucru este definit printr-
o metoda standard sau daca laboratoarele pot furniza dovezi documentate ca nu a existat nici o
modificare a caracteristicilor biologice relevante. Cu toate acestea, trebuie mentionat ca stocurile
de lucru nu trebuie sa fie subcultivate pentru a inlocui stocurile de referintd. Derivatele comerciale
ale tulpinilor de referintd pot fi utilizate numai pentru obtinerea culturilor de lucru, din ele nu se
pot face subculturi pentru a obtine stocuri de referinta.

Modul de lucru

- Materialul de referintd trebuie rehidratat imediat dupa primire, in conformitate cu
recomandarile producatorului (ATCC, NCTC sau echivalent). Laboratoarele trebuie sa aiba in
vedere ca unele materiale de referinta pot avea instructiuni specifice producatorului, care
trebuie sa fie luate in considerare.

- Materialul de referinta trebuie subcultivat pe un mediu de culturd non-selectiv adecvat si
incubarea sa se faca la temperatura si atmosfera corecte.

- TIn cazul in care cultura (care este prima generatie directd a materialului de referinti) trebuie sa
fie depozitata pentru utilizare ulterioara, acest lucru trebuie facut in asa fel incat sa se asigure
un nivel optim de recuperare. Se sugereaza utilizarea criotuburilor cu perle de tip Cryovials ™
sau similar, care contin un crioconservant.

Aceste criotuburi trebuie sa fie inoculate cu o cultura tanara (de 18-24 de ore) la un standard
de aproximativ de 3-4 McFarland.

Flaconul trebuie inchis ermetic si rasturnat de 4-5 ori pentru suspensionarea
microorganismelor. Nu se vortexeaza.

- Excesul de lichid crioconservant trebuie aspirat cu o pipeta sterild prin inclinarea bilelor, astfel
incat sa se extraga cat mai mult lichid. Inchideti din nou flaconul.

- Etichetati flaconul cu numarul de stocare corespunzitor, ATCC, NCTC (sau echivalent)
numarul, numele si data. Aceste margele constituie stocurile de margele de referinta si sunt
depozitate la -70 sau -80 °C.

- In conditii aseptice, se deschide criotubul si cu un ac sau o pensa steril, se scoate o perl. Perla
poate fi descarcata direct prin rostogolire pe un mediu de culturd adecvat. Placile trebuie sa fie
etichetate clar cu numele microorganismului, data subculturii si numérul ATCC, NCTC (sau
echivalent). Culturile pe placi trebuie preparate saptdmanal sau la fiecare doud saptdmani dupa
procedura de mai sus.

- In fiecare siptimani subcultivati o bild din flaconul in uz pe un mediu de culturi neselectiv
corespunzator si verificati puritatea.

- Din aceasta cultura pura, pregatiti cate o subculturad pentru fiecare zi a saptdmanii.

- Pentru organismele pretentioase care nu vor supravietui pe plici timp de o siptimana,
subcultivati tulpina in serie de la o zi la alta.
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- Tulpinile QC pot fi subcultivate pentru maxim sase zile, apoi aruncati placile si pregatiti o
noud placa din flaconul congelat.
- Cand flaconul in uz este epuizat, subcultivati din flaconul de stoc si pregatiti un alt flacon in
uz din subcultura.
- Céand subcultivati, utilizati mai multe colonii pentru a evita selectarea unui mutant.
Aceasta placa proaspat preparata este ,,cultura stocului de lucru”. Trebuie remarcat faptul
cd stocurile de lucru nu trebuie subcultivate pentru a inlocui stocurile de referinta.

Controlul de calitate al reactivilor si al mediilor de cultura

Trebuie tinutd evidenta reactivilor utilizati in laborator, cu inregistrarea conditiilor de
pastrare, termene de garantie, utilizarea in ordinea termenelor de valabilitate.

Laboratoarele trebuie sa se asigure ca reactivii utilizati au calitatea necesara pentru testul
pentru care sunt utilizati.

Fiecare lot de reactivi trebuie verificat, atat initial cat si in timpul perioadei sale de
valabilitate, pentru reactiile pozitive si negative, folosind microorganisme de control din colectii
recunoscute national sau international.

Mediile de cultura preparate in laborator

Performanta adecvatd a mediilor de culturd, diluantii si alte lichide utilizate pentru
suspensionare preparate in-house trebuie verificate, in legatura cu:

- recuperarea sau mentinerea supravietuirii microorganismelor tinta;
- inhibarea sau suprimarea microorganismelor non-tinta;
- proprietati biochimice (diferentiale si diagnostice);
- proprietati fizice (de exemplu, pH, volum si sterilitate).
Materiile prime (medii comerciale deshidratate si constituenti individuali) trebuie sa fie

depozitate in conditii adecvate, de ex. la rece, ferit de umiditate si intuneric.
Toate recipientele, in special cele pentru medii deshidratate, trebuie sa fie etanse.

Mediile deshidratate care sunt solidificate, recipient crapat sau prezintd o schimbare de culoare,
nu trebuie sd fie utilizate. Pentru prepararea mediilor de cultura trebuie utilizate, cu exceptia
cazului in care metoda de testare specifica altfel, apa distilata, apa deionizata sau produsa prin
osmoza inversa, libera de substante bactericide, inhibitori sau substante care pot interfera cu testul
respectiv.

Medii de cultura gata turnate

Toate mediile de cultura, inclusiv diluantii si alte lichide de suspensie procurate gata de
utilizare sau partial, necesitd evaluarea performantei inainte de utilizare la fel ca mediile de cultura
preparate in-house.

In cazul in care producitorul este acoperit de un sistem de calitate recunoscut (adica ISO
9000) si prezinta informatii relevante (certificate) privind controlul de calitate conform ISO 11133,
mediile de culturd si solutiile trebuie sa fie verificate pentru acceptabilitate, dar nu este necesara
repetarea controlului de calitate. Procedurile de verificare ale laboratorului utilizator pot include
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doar verificari initiale de acceptabilitate pentru fiecare producator nou si verificari indirecte prin
procedurile interne de control al calitdtii (in timpul procedurilor de utilizare a tulpinilor de

referintd).

Laboratorul trebuie sa isi stabileasca propriile criterii de acceptabilitate care sd se bazeze

pe informatiile cuprinse 1n certificatele de calitate:

numele componentei de baza si lista componentelor, inclusiv orice suplimente;
termenul de valabilitate si criteriile de acceptabilitate aplicate;
conditii de depozitare;
verificarea sterilitatii;
verificarea cresterii controlului tinta cu criterii de acceptabilitate;
verificari fizice cu criteriile de acceptabilitate.

Utilizatorul trebuie sd se asigure ca va fi notificat de catre producdtor pentru orice

modificare a specificatiilor de calitate.

Tabelul 1. Recomandiri privind testarea mediilor de culturi si reactivilor

Reactivul

Conditii urmarite

Frecventa

Observatii

Medii de cultura cu
aditivi dupa
sterilizare

Sterilitate, pH,
proprietati nutritive,
eficienta selectiva,
reactii de
identificare

Fiecare sarja

Se vor utiliza tulpini
de control, martor
pozitiv s1 martor
negativ

Medii de cultura fara
aditivi dupa
sterilizare

pH, proprietati
nutritive, eficienta
selectiva, reactii de

Fiecare sarja
preparata in
laborator, fiecare lot

Se vor utiliza tulpini
de control, martor
pozitiv si martor

identificare comercial negativ
Coloranti si coloratii | Diferentierea Fiecare lot si Se vor utiliza tulpini
afinitatilor coloratie de control, martor
tinctoriale pozitiv si martor
negativ
Reactivi pentru Fiecare lot Conform ghidului

antibiograme,
mediul Mueller
Hinton

EUCAST

Microcomprimate cu
antibiotice

Diametrul zonelor
de inhibitie pentru
tulpinile de referinta

Fiecare testare

Conform ghidului
EUCAST

Reactivi organici,
anorganici

Reactia urmarita

Fiecare lot

Martor pozitiv si
martor negativ

Truse comerciale

Se vor respecta
instructiunile din
insert referitoare la
controlul intern de
calitate

Fiecare lot sau la
deschiderea fiecarei
truse

Conform
instructiunilor
producatorului
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Etichetare

Laboratoarele trebuie sa se asigure ca toti reactivii (inclusiv solutii stoc), medii de cultura,
diluanti si alte lichide de suspensionare sunt etichetate in mod corespunzator, pentru a evidentia,
dupa caz, identitatea produsului, concentratia, conditiile de depozitare, data deschiderii, data
prepardrii, data de expirare si/sau timpul de depozitare recomandat. Persoana responsabild de
prepararea reactivului trebuie sa fie identificabila din inregistrari.

Testarea discurilor de antibiotice

La implementare se recomanda o perioada de 2 luni de instruire si testare.

Pentru o perioada de cel putin 1 luna de la implementare se inregistreaza toate valorile s1
se efectueaza histogramele care sa fie comparate cu diagramele de distributie disponibile pe site-
ul EUCAST.

Principalele tulpini de control recomandate sunt tulpinile tipice sensibile, dar este necesar
sa fie folosite si tulpini rezistente pentru a confirma cd metoda va detecta rezistenta mediatd de
mecanisme de rezistenta cunoscute. Pentru a controla componenta inhibitoare a discurilor
combinate B-lactame-inhibitor, se recomanda tulpini specifice producatoare de p-lactamaze.

Se utilizeazd zilnic sau de cel putin 4 ori pe sdptdmand pentru antibioticele incluse in
seturile de rutina. Se testeaza identic cu tulpinile izolate de la pacienti. Testele de control trebuie
citite si evaluate Tnainte de raportarea rezultatelor testelor de sensibilitate pentru izolatele clinice.

In fiecare zi in care sunt efectuate testari de control, examinati rezultatele ultimelor 20
consecutive teste. Examinati rezultatele pentru tendinte si zone care se incadreazd constant peste
sau sub tinta.

Daca doua teste non-consecutive sunt in afara intervalului pe aceeasi parte a tintei,

rezultatele testelor de susceptibilitate pentru izolate clinice pot fi raportate, dar se impune
investigarea cauzei.

Daca doua teste consecutive sunt in afara intervalului sau daca mai multe discuri sunt in afara
intervalului intr-o zi, investigati inainte de a raporta rezultatele testelor de sensibilitate pentru
clinice izolate. Este posibil sa fie necesara repetarea testelor.

Dacia nu este recunoscuta rezistenta unei tulpini de control rezistente, atunci suprimati rezultatele
testelor de sensibilitate pentru izolate clinice, investigati si retestati.

Cand investigati posibilele surse de erori, luati in considerare probleme legate de discuri
antimicrobiene, medii de culturd, conditii de testare si calitatea tulpinilor de control.

In plus fata de testarea de rutina QC, testati fiecare lot nou de agar Mueller-Hinton. Pentru
fiecare lot nou de agar, masurati si adancimea agarului pentru a va asigura ca se afld in limite
acceptabile.

Aminoglicozidele pot dezvalui variatii inacceptabile ale cationilor divalenti in mediu,
tigeciclina poate dezvalui variatii ale magneziului, trimetoprim/sulfametoxazolul va dezvalui
probleme cu continutul de timind si timidind, eritromicina poate dezvalui un pH inacceptabil. O
adancime a agarului deasupra sau sub limitele acceptabile vor avea ca rezultat diametre de inhibitie
mai mici sau, respectiv, mai mari.
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Zone de inhibitie pentru aminoglicozide cu P. aeruginosa ATCC 27853 sub sau peste
limitele de control al calititii pot indica concentratii mari sau scizute de cationi divalenti (Ca?",
Mg?h).

Excesul de timina si timidind poate fi indicat prin zone de inhibitie pt trimetoprim-
sulfametoxazol si E. faecalis ATCC 29212 sub limitele de control.

Echipamentele: intretinere, calibrare si verificarea performantei

Intretinerea echipamentelor

Intretinerea echipamentelor esentiale trebuie si fie efectuati la intervale specificate,
determinate de factori precum frecventa de utilizare. Trebuie pastrate inregistrari detaliate.

Trebuie sa se acorde atentie evitdrii contamindrii incrucisate care se datoreaza
echipamentelor, de exemplu:

- echipamentul de unica folosinta trebuie sa fie curat si steril atunci cnd este cazul;

- sticlaria refolosita trebuie curatata corespunzator si sterilizata atunci cand este cazul,

- in mod ideal, laboratoarele ar trebui sd aiba o autoclava separata pentru decontaminare; cu
toate acestea, o singura autoclava este acceptabild cu conditia sa fie luate masuri de precautie
pentru separarea ciclurilor de decontaminare si sterilizare si sa existe un program de curatare
documentat.

In mod uzual urmitoarele echipamente vor fi intretinute prin curitare si intretinere,

verificarea deteriorarii, prin verificarea generald si, dupa caz, sterilizarea:

- echipamente pentru servicii generale — aparate de filtrare, recipiente din sticla sau plastic
(sticle, eprubete), cutii Petri din sticla sau plastic, instrumente de prelevare, anse (platina,
nichel/crom sau plastic de unica folosinta);

- bai de apa, incubatoare, hote microbiologice, autoclave, omogenizatoare, frigidere,
congelatoare;

- echipamente volumetrice - pipete, dozatoare automate;

- instrumente de masurare - termometre, temporizatoare, balante, pH-metre, numaratoare de
colonii.

Calibrare si verificarea performantei

Laboratorul trebuie sa 1isi stabileascd un program pentru calibrarea si verificarea
performantei echipamentelor care au o influenta directa asupra rezultatelor testarii. Frecventa unei
astfel de calibrari si verificarea performantei va fi determinata prin experientd documentata, bazata
pe nevoie, tipul si performanta anterioara a echipamentului.

Intervalele intre calibrari si verificari trebuie sa fie mai scurte decat intervalul de timp
observat n care echipamentul iese 1n afara limitelor acceptabile.

Dispozitive de masurare a temperaturii

Tn cazul In care temperatura are un efect direct asupra rezultatului unei analize sau este
esentiala pentru functionarea corectd a echipamentului, dispozitivele de masurare a temperaturii
(de exemplu termocupluri si termometre de platind cu rezistentd (PRT) utilizate in incubatoare si
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autoclave) trebuie sa fie de o calitate adecvata pentru a atinge acuratetea necesara. Este de preferat
din motive de siguranta sa nu fie utilizate in laborator termometrele cu mercur si toluen lichid-in-
sticla.

Calibrarea acestor dispozitive trebuic sd fie trasabild la standardele nationale sau
internationale pentru temperatura. Cu toate acestea, daca cerintele de precizie permit, pot fi
utilizate si dispozitivele de masurare la care se poate demonstra ca se conformeaza unor cerinte
nationale sau internationale (insotite de certificate care sa ateste acest lucru). Astfel de dispozitive
pot, de exemplu, sa fie utilizate pentru monitorizarea frigiderelor si congelatoarelor si, de
asemenea, pentru termostate si bai de apd acolo unde toleranta acceptabild in jurul temperaturii
tinta permite. Este necesara verificarea performantei acestor dispozitive.

Incubatoare, bai de apa

Stabilitatea temperaturii, uniformitatea distributiei temperaturii si timpul necesar pentru a
atinge conditii de echilibru in termostate, bai de apd, camere cu temperatura controlatd vor fi
stabilite initial si apoi periodic, la o frecventa documentata. Constanta caracteristicilor inregistrate
in timpul validarii initiale a echipamentului se verifica si se inregistreaza dupa fiecare reparare sau
modificare semnificativa. Laboratoarele trebuie sa monitorizeze zilnic sau in functie de utilizare,
temperatura de functionare a acestui tip de echipament si sd pastreze inregistrari.

Greutati si balante

Greutdtile si balantele trebuie calibrate In mod trasabil la intervale regulate (in conformitate
cu scopul pentru care sunt utilizate).

Echipamente volumetrice

Echipamentele volumetrice, cum ar fi dozatoare automate, dozatoare/diluatoare, pipetele
manuale sau mecanice si pipetele de unica folosinta pot fi utilizate in laboratorul de microbiologie.
Laboratoarele trebuie sa efectueze verificarea initiala a echipamentului volumetric si apoi se fac
verificari periodice pentru a se asigura cd echipamentul functioneaza in limitele de specificatie
cerute. Verificarea nu este necesara pentru sticlaria care este insotitd de certificat in care se
precizeaza o tolerantd anume.

Echipamentul trebuie sa fie verificat pentru precizia volumului obtinut fata de volumul
setat (pentru mai multe setari diferite in cazul instrumentelor cu volum variabil) si trebuie masurata
precizia volumelor masurate in mod repetat.

Pentru echipamentele volumetrice de unicd folosintd, laboratoarele ar trebui sa se
aprovizioneze de la producatori care lucreaza intr-un sistem de calitate. Dupd validarea initiala a
adecvarii echipamentului, se recomanda efectuarea unor verificari aleatorii asupra preciziei. Daca
furnizorul nu are un sistem de calitate recunoscut, laboratoarele ar trebui sa verifice fiecare lot de
echipamente pentru adecvare.

Alte echipamente:

Conductometre, oxigenometre, pH-metre si alte instrumente similare trebuie verificate in
mod regulat sau inainte de fiecare utilizare. Solutiile tampon utilizate pentru verificare trebuie
stocate in conditii adecvate si trebuie sa fie marcate cu o datd de expirare. Acolo unde umiditatea
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este importantd pentru rezultatul testului, higrometrele trebuie sa fie calibrate, calibrarea fiind
trasabila la standarde nationale sau internationale.

Tn cazul In care in procedurile de testare sunt utilizate centrifugi, trebuie ficuta o evaluare
a influentei fortei centrifuge. Acolo unde forta de centrifugare este critica, centrifuga necesita
calibrare.

I1. Evaluarea externa a calitatii

Laboratoarele trebuie sa participe In mod regulat la testarea competentei (proficiency
testing - PT), relevanta pentru domeniul lor de aplicare. Schemele de testare a competentei trebuie
sa utilizeze matrici adecvate, corespunzatoare cu testele efectuate de rutina in laborator.

Pentru verificarea competentei privind testarea sensibilitatii la antibiotice, laboratorul
trebuie sa participe la scheme care evalueaza capacitatea sa de a depista mecanisme de rezistenta.
In acest scop in schema de testare sa fie incluse tulpini bacteriene care prezinti diverse mecanisme
de rezistentd cu relevanta clinica, de exemplu:

- tulpini de enterobacterii producatoare de ESBL, AmpC,
- tulpini de enterobacterii producatoare de carbapenemaze,
- bacili Gram-negativi rezistenti la colistin,
- enterococi rezistenti la glicopeptide,
- Streptococcus pneumoniae cu sensibilitate scazuta fata de penicilina,
- Staphylococcus aureus rezistent la meticilina.
Frecventa recomandata este de cel putin o participare pe an pentru fiecare mecanism de
rezistentd din cele enumerate.

Prelucrarea materialelor de control trebuie s se faca in mod similar cu prelucrarea probelor
de pacienti, cu respectarea criteriilor de implicare etiologica si alegerea setului de antibiotice 1n
functie de matrice si de sindromul infectios investigat.
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Anexa nr. 1. Schema privind pregatirea si depozitarea
tulpinilor de referinta

Tulpina de referinta din colectie recunoscuta international

-

Reconstituita si subcultivata o singura data

-

Stocul de referinta liofilizat sau congelat la -80°C (pastrat in conditii specificate, intr-u

interval de timp recomandat) - disponibil comercial

-

Reconstituire

Cultura de lucru (pastrata in anumite conditii, pentru un interval

de timp specificat)

O singura subcultivare

-

Utilizare in testarile de rutina
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor sistemice -
hemocultura

l. Introducere

Hemocultura permite identificarea agentilor patogeni care determind bacteriemii sau
regim de urgentd si este una dintre cele mai importante analize efectuate in cadrul laboratorului de
microbiologie. Indicatiile hemoculturii:

- Sepsis, soc septic;

- Endocardita infectioasa

- Infectii care se pot asocia cu bacteriemie (pneumonie, meningita, pielonefrite acute, infectii
puerperale, angiocolecistite, artrite septice, infectii ale arsurilor si plagilor);

- Neutropenia febrila;

- Febra la pacienti imunocompromisi,

- Stari febrile asociate cateterelor intravasculare, protezelor, hemodializei,

- Febra la persoanele care se intorc din calatorii in zone cu risc epidemiologic crescut pentru
germeni specifici;

- Sindrom sugestiv pentru infectii cu germeni specifici (febra enterica — Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi, bruceloza, leptospiroza);

- Investigarea febrei de cauza necunoscuta

- In cazul nou-niscutilor se recomanda hemocultura la cele mai mici semne clinice ale unei
infectii.

- La sugarii sub varsta de 3 luni hemocultura este indicata in toate cazurile de suspiciune de
sepsis, meningococemie, febra fara focar cunoscut, investigarea unei stari febrile prelungite,
infectie de tract urinar. La varste intre 3-36 de luni hemocultura poate fi luata in considerare in
cazul starilor febrile (>39°C) cu sursa necunoscutd in lipsa unei imunizari complete
antipneumococice.

Cerinte minime in vederea unui diagnostic microbiologic eficient

Se recomanda utilizarea unui aparat de hemoculturd de capacitate potrivitd marimii si
specificului spitalului.

Intervalul de timp de la recoltarea probei pana la eliberarea rezultatului (TAT, turnaround
time, in conceptie mai largd “time from vein to brain”), trebuie sa fie cit mai scurt. Acesta este
recomandat a fi intre 2-5 zile, dar poate fi depasit in cazul unor specii fungice sau bacteriene cu
crestere lenta sau in cazul endocarditelor.

Trebuie asigurate conditiile ca hemoculturile sa fie preluate in orice ora a zilei si 1n orice
zi a saptamanii si sa fie incubate in cel mult 2 ore de la recoltare. Dupa declansarea semnalului
pozitiv, hemoculturile trebuie descarcate imediat si procesul de prelucrare demarat fara intarziere.
Pe parcursul diagnosticului se informeaza clinicianul despre pozitivarea hemoculturilor, despre
caracterele morfotinctoriale ale microorganismului si alte date considerate utile din punct de
vedere clinic.
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Aparate de hemocultura si flacoane utilizate

Aparatele de hemoculturd BactAlert si Bactec depisteazd cresterea bacteriand prin
urmarirea nivelului de CO2 in flaconul insamantat.

VersaTREK monitorizeaza cresterea bacteriand prin detectarea schimbarilor de presiune
din flaconul insamantat.

Aceste sisteme folosesc flacoane de hemocultura speciale, compatibile doar cu aparatul
propriu avand compozitie specificd a mediului de culturd ce permite o bund recuperare a
bacteriilor, inclusiv a celor pretentioase si a unor levuri.

Avantajul lor fatd de metodele clasice este ca evidentiaza cresterea in flacoanele
insamantate fara a fi nevoie de deschiderea, manevrarea lor, prevenind astfel contaminarea
hemoculturilor in laborator. Pe de altd parte in unele situatii scurteaza durata diagnosticului,
intrucat in prezenta unei Incarcaturi bacteriene crescute se pot pozitiva dupd doar cateva ore de
incubare.

Tipurile de flacoane si mediile de cultura folosite variaza in functie de producator: exista
flacoane aerobe, anaerobe, pentru fungi (Bactec), pentru cultivarea Mycobacterium tuberculosis,
flacoane pediatrice si flacoane ce contin inhibitori de antibiotice (rasini).

Intre volumul mediului de cultura si a singelui recoltat trebuie si existe un raport de cca
15:1 pentru a inhiba efectul antimicrobian al sdngelui uman. Acest raport poate fi redus la 5:1 sau
10:1 in cazul in care la mediu se adauga polyanetholsulfonat de sodiu (SPS). In vederea obtinerii
acestui efect trebuie respectate strict volumele recomandate de producator. Flacoanele au presiune
negativa, de aceea trebuie avuta grija sa se evite supraincarcarea flacoanelor, ceea ce poate duce
la erori diagnostice.

II. Recoltarea si transportul probelor

Momentul recoltarii

Hemocultura are sanse reale de pozitivare doar daca recoltarea se face la debutul bolii si
inaintea administrarii antibioticelor. Omiterea recoltarii la debut (la internare), inaintea Inceperii
tratamentului antibiotic are ca si consecintd pierderea diagnosticului etiologic. Recoltarile
ulterioare in cazul evolutiei nefavorabile duc la izolarea unor patogeni cu mecanisme de rezistenta.
Astfel de obiceiuri de recoltare selectiva duc la distorsionarea spectrului de etiologie si a ponderii
tulpinilor rezistente implicate 1n infectii invazive.

Antibioticele administrate influenteazd rezultatul, chiar si in situatia recoltdrii dupa
administrarea unei singure doze. Daca acest lucru nu poate fi evitat, recoltarea trebuie facuta
inaintea dozei urmatoare de antibiotic, cand nivelurile serice sunt cele mai joase si se vor utiliza
flacoane de hemocultura care contin inhibitori de antibiotice.

In prezenta febrei, hemoculturile trebuie recoltate cAt mai repede. Lipsa febrei nu este o
contraindicatie pentru recoltarea hemoculturilor.

Tehnica recoltarii

Pregatirea personalului responsabil cu recoltarea include: igiena madinilor cu solutii
alcoolice, echiparea cu manusi nesterile si masca chirurgicald. Usa salonului sd fie inchisa.
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Recoltarea se face preferabil prin punctie venoasa. Recoltarea prin catetere trebuie evitata
din cauza riscului crescut de rezultate fals pozitive. Sangele arterial nu este superior din punctul
de vedere al succesului izoldrii microorganismelor comparativ cu sangele venos si nu se
recomanda.

Pregitirea pacientului in vederea recoltarii

Antisepsia tegumentelor in zona de punctie se va efectua riguros, fiind de importantd
majord in prevenirea contamindrii probelor.

Recomandarea standard este utilizarea unei solutii alcoolice de 70% urmata de tinctura de
iod 1-2% sau iod povidon. Alternativ, se recomanda utilizarea unui antiseptic pe baza de
clorhexidina gluconat 0,5% in solutie alcoolica.

lodul povidon are timp de contact lung, 1-2 minute care trebuie respectat in vederea
obtinerii efectului antimicrobian dorit. Se aplica in cercuri concentrice pornind din punctul de
insertie.

Solutiile pe baza de alcool, tinctura de i0d si clorhexidina au timp de contact mai redus (30
de secunde), astfel sansele de respectare a timpilor de contact sunt mai mari. Aceste solutii se
aplica prin frecare viguroasa. Atentie la indicatiile producatorului, de exemplu pentru flacoanele
Bactec este interzisa utilizarea solutiilor pe baza de iod.

Dupi antisepsia tegumentelor nu se palpeaza vena. In cazul in care este neaparati nevoie,
se va schimba manusa.

Recoltarea se face cu ac si seringa, in seringi de volum potrivit (10-20 ml, mai mici pentru
flacoanele pediatrice). Dupa indepartarea capacului hemoculturii, dopul de cauciuc se
dezinfecteaza. Pentru transferul sangelui se foloseste un dispozitiv special. In lipsa acestuia
sangele se transferd in flacoane cu un ac schimbat. Cu acesta se inoculeaza ambele flacoane ale
setului. Nu se schimba acul pentru a reduce riscurile de accidente prin intepare. Daca setul contine
un flacon anaerob (recomandat), prima data se inoculeaza flaconul aerob si dupa aceea cel anaerob.
Este important sa se evite aerisirea flaconului anaerob.

Pot fi folosite de asemenea sisteme de recoltare cu circuit inchis, utilizand adaptoare
speciale pentru flacoanele de hemocultura si trusd de transfer. Aceastda metoda necesitd atentie
sporitd pentru incarcarea flacoanelor cu volumele corecte de sange. Flacoanele fiind vidate, uneori
cauzeaza colabarea venelor.

Dupa transferul sangelui in flacon, se amestecd cu mediul prin agitare usoara.

Daca punctia venei esueaza, acul trebuie schimbat.

Pe flacoane se noteaza numele pacientului, locul recoltarii si se lipeste eticheta cu codul de
identificare. Specificarea locului anatomic de recoltare (si daca este prin cateter sau vend) este
importanta in interpretarea rezultatului hemoculturii, a stabilirii semnificatiei izolatului.

Seturile de hemocultura

Setul de hemocultura se defineste ca proba recoltata printr-o singura punctie. Aceasta, in
cazul adultilor, se repartizeaza intr-un flacon aerob si un flacon anaerob. Desi germenii strict
anaerobi sunt implicati in mai putin de 10% din bacteriemii, utilizarea de rutind a flacoanelor
pentru anaerobi este recomandata si din cauza faptului cd mediul bogat nutritiv al acestora
favorizeaza cresterea bacteriilor facultativ anaerobe, uneori fiind unicul flacon pozitivat al setului
de hemoculturd. Cand ambele flacoane se pozitiveaza, in cazul enterobacteriilor flaconul anaerob
frecvent se pozitiveaza mai repede. Ocazional este acceptabil ca setul de hemocultura sa fie alcatuit
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din doua flacoane aerobe, decizie ce se poate stabili de fiecare laborator/spital in parte in functie
de particularitatile locale.

Tntr-un episod bacteriemic este nevoie de cel putin doud seturi de hemoculturi (2x2
flacoane), ideal 3 seturi, pentru cresterea sansei izoldrii germenului, recoltate din punctii diferite.
In cazul unor urgente, cand initierea antibioterapiei trebuie ficutd fira intarziere, acestea pot fi
recoltate imediat unul dupa celalalt. Altfel, cele doua seturi pot fi recoltate la interval de 30-60 de
minute.

Seturile multiple recoltate prin punctii cu localizari diferite permit stabilirea semnificatiei
izolatului bacterian, cand acesta este un comensal obisnuit al tegumentelor (de ex. stafilococi
coagulaza negativi, coryneformi, Cutibacterium acnes). izolarea aceleiasi tulpini din ambele seturi
de hemocultura sustine rolul etiologic al acesteia. Izolarea dintr-un singur set a unui comensal
tegumentar semnifica de reguld contaminare.

Repetarea recoltarii (hemoculturi de monitorizare)

Nu este nevoie de repetarea hemoculturii daca in episodul bacteriemic initial s-a recoltat
numarul de seturi recomandate. Repetarea recoltarii (farad indicatii, nejustificate) creste riscul unor
rezultate fals pozitive prin contaminare, ceea ce duce la investigatii suplimentare si tratamente
antibiotice inadecvate. Exceptie in cazul endocarditei infectioase, in care repetarea recoltarii poate
creste sansa izoldrii agentului etiologic.

Se indica repetarea hemoculturii la 2-4 zile de la pozitivarea primelor seturi in cazul izolarii
Staphylococcus aureus, deoarece acesta are tendinta de a cauza bacteriemii persistente. Reizolarea
lui indica esecul asanarii focarului. Negativarea hemoculturilor la 2-4 zile dupd primul set pozitiv,
alaturi de alte criterii clinice permite administrarea unui tratament antimicrobian mai scurt.

Hemoculturile de monitorizare (de control) se recomanda si in cazul infectiilor sistemice
cauzate de Candida spp. In acest caz hemoculturile de monitorizare obiectiveazi sfarsitul
candidemiei, ceea ce permite optimizarea duratei tratamentului.

Poate fi luata in considerare recoltarea repetata in cazul bacteriemiilor cauzate de Gram-
negativi, In special In prezenta unor factori de risc microbiologici sau clinici (hemodializa, sepsis
asociat cateterelor, In cazul utilizarii empirice a unor antibiotice necorespunzatoare agentului
etiologic identificat, sepsis cu Serratia spp sau Pseudomonas aeruginosa). Unele studii arata rata
de mortalitate scazutd in situatia recoltarii hemoculturilor de monitorizare si optimizarii
tratamentului antimicrobian n cazul bacteriemiilor cu Gram-negativi.

Volumul de sange recoltat

Tntr-un flacon pentru adulti se recolteaza 8-10 ml de sange. Tn flacoanele pediatrice pot fi
introduse 0,5-4 ml de sange. Depasirea volumelor maxim admise, supraincarcarea flacoanelor
poate duce la rezultate fals negative datorita alterarii raportului optim dintre mediul de cultura din
flacon si sange.

Volumul de sange total recoltat este cel mai important factor de care depinde pozitivarea
hemoculturilor. In cursul unei bacteriemii numarul de bacterii circulante este mic (<10° UFC/L la
adulti). Cu cat volumul total recoltat este mai mare, cu atat sansele de diagnostic sunt mai mari.

La adulti se recomanda recoltarea a 20-30 ml sange per set, in total 40-60 ml.

La copii volumul de sange necesar depinde de greutatea corporala. Flacoanele pediatrice
se utilizeaza doar la copii cu o greutate de sub 12,8 kg. Inclusiv la copii, de la o greutate de peste
1,1 kg se recolteaza seturi multiple, conform tabelului nr. 1.
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Tabelul 1. Volumul de sange recomandat la copii, in functie de greutatea corporala

Greutate Volumul de sange de recoltat (ml) Volum total de | % din volumul
corporala recoltat pentru | total sange
<1 0,5-2* |- - - 0,5-2 4

1,1-2 2* - 2* - 4 4

2,1-12,7 4* - 2* - 6 3

12,8-36,3 10** - 10** - 20 2.5

>36,3 10** 10%** | 10** 10%** 40 1.8

*flacon pediatric
** flacon aerob pentru adulti
*#* flacon anaerob pentru adulti

Transportul hemoculturilor

Inainte de a trimite hemoculturile la laborator se va verifica daca:
- Flacoanele sunt corect inscriptionate si este lipit codul de cerere;
- Este mentionat locul recoltarii;
- Volumul de sange recoltat a fost corect. Se va mentiona In documentul ce insoteste flaconul la
laborator sau in cel electronic daca s-a recoltat o cantitate mai micd decat cea recomandata.
Hemoculturile trebuie sa ajunga cit mai repede la laborator si in cel mult 2 ore de la
recoltare trebuie incubate in aparatul de hemocultura. Flacoanele nu se refrigereaza. Flacoanele nu
se agita pentru a nu produce spuma (Bactec).
Tn cazul sistemelor de hemoculturd colorimetrice (BactAlert), daca apar intarzieri, se va
verifica culoarea indicatorului Tnainte de introducerea flaconului Tn aparat. Flacoanele semnalizate
de catre sistem ca fiind pozitive pentru crestere bacteriand vor fi procesate imediat.

Preluarea hemoculturilor

La preluarea probei se verifica flacoanele, prezenta codului de bare si datele despre locul
recoltarii. Dacd apar probleme de identificare a probei, se anuntd imediat medicul curant si se
repetd recoltarea.

Flacoanele se verificd pentru integritate si eventuala prezentd a sangelui in exterior.
Flacoanele se manipuleazi doar cu minusi. In cazul in care se observi singe pe exteriorul
flaconului, se dezinfecteaza inainte de incubare in aparat.
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Daca flacoanele preluate sunt expirate, acest lucru se va mentiona ca si posibila sursa de
eroare si se va lua legitura cu sectia pentru atentionare (sd se descarce flacoanele expirate).
Laboratorul trebuie s monitorizeze datele de expirare ale flacoanelor.

Volumele incorecte (prea mari sau prea mici) se noteaza pe rezultat.

In cazul in care se trimit seturi singulare, se va formula o atentionare la eliberarea
rezultatului.

[11. Examenul microbiologic

Incubarea flacoanelor de hemocultura

Hemoculturile se incubeazi la temperatura de 37°C timp de 5 zile. Tn cazul endocarditei
prelungirea la 14-21 de zile nu mai este recomandata, caci microorganismele tintite prin incubarea
prelungita cresc adecvat si in 5 zile in mediile actuale.

Prelucrarea hemoculturilor pozitive si comunicarea rezultatelor
intermediare

Dupa emiterea semnalului pozitiv flacoanele se scot cat mai repede din aparat si se Incepe
prelucrarea fara intarziere. Monitorizarea continua a aparatelor de hemocultura este o cerintd de
baza care trebuie Indeplinita in fiecare laborator.

Pentru deschiderea flacoanelor de hemoculturd se recomanda folosirea acelor de ventilatie.
In lipsa acestora se vor folosi ace de seringa.

Este recomandat ca punctionarea cu ace a flacoanelor sa se faca sub hotd, deoarece uneori poate
exista presiune pozitiva in flacoane, ceea ce expulzeaza lichidul in momentul punctiondrii si astfel
se contamineazd mediul si/sau persoana.

Se efectueaza un frotiu colorat Gram iar rezultatul examenului microscopic se comunica
clinicianului de indata. Este primul feed-back pe care laboratorul il poate da si este esential pentru
ajustarea tratamentului pacientului.

In functie de caracterele morfo-tinctoriale ale microorganismului se alege un set de medii
pe care cu cea mai mare probabilitate se poate obtine o crestere bacteriand. Incubarea se face de
asemenea conform necesitatilor bacteriei suspectate.

Identificare conventionala

In lipsa altor metode, identificarea se bazeaza pe metodele de identificare conventionale,
de care dispune laboratorul.

Este important ca laboratorul care efectueaza hemoculturi sa aiba capacitatea de a identifica
majoritatea patogenilor la nivel de gen si specie.

Aceasta etapa poate avea o duratd de timp variata, in care informatiile trebuie comunicate
clinicianului imediat ce devin disponibile.
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Teste rapide, metode de identificare rapida

Unele truse de aglutinare permit detectarea antigenelor bacteriene din hemocultura
pozitivata. Astfel se poate obtine o identificare rapida, inainte de cultivarea propriu-zisa a bacteriei.
Exista truse de aglutinare pentru detectarea antigenelor de Streptococcus pneumoniae, anumite
serogrupuri de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae serotip b. Tn aceste cazuri trebuie
urmarite recomandarile producatorului testului.

Exista diferite metode de detectare rapida a principalelor mecanisme de rezistenta, bazate
pe metode imunocromatografice sau colorimetrice. Acestea pot fi utilizate din cultura bacteriana
sau direct din flaconul de hemoculturd. Prin aceste metode se poate detecta meticilino-rezistenta
la Staphylococcus aureus, producerea de ESBL (beta-lactamaze cu spectru extins) sau
carbapenemaze la enterobacterii.

Identificarea utilizdnd MALDI-TOF permite de asemenea accelerarea diagnosticului prin
identificarea direct din flaconul pozitiv sau din subcultura efectuata pe medii solide a
microorganismului.

Identificare moleculara

Majoritatea testelor moleculare pot identifica patogenul doar din hemocultura pozitivata.
Testele multiplex permit identificarea unui numar de patogeni bacterieni si/sau fungici. Unele truse
identifica si prezenta unor gene de rezistenta importante (diverse gene bla care codifica beta-
lactamaze, genele mecA, mecC responsabile de meticilino-rezistentda si genele vanA/B pentru
identificarea VRE).

Interpretarea hemoculturilor

Orice crestere microbiand poate sa fie semnificativd, insd aceastd semnificatie trebuie
stabilitd pentru fiecare izolat in parte. Mediile de cultura au fost mult imbunatétite in ultimii ani si
permit o crestere mai bund nu doar a patogenilor, ci si a contaminantilor.

Contaminarea hemoculturilor

Cea mai mare problema in interpretarea rezultatului hemoculturii o constituie
contaminarea, care poate avea cauze diverse. Cel mai frecvent bacteria contaminanta provine din
flora tegumentarad, in cazul unei antisepsii defectuoase.

Hemoculturile sunt de asemenea frecvent contaminate in cazul recoltarii prin catetere
intravasculare, acestea avand o ratd de contaminare mai mare decat 1n cazul venopunctiilor. Riscul
cel mai mare pentru rezultate fals pozitive exista in cazul recoltarii prin catetere intravasculare
inserate n artera sau vena femurald. In cazul recoltdrilor prin catetere, hemocultura se poate
contamina nu doar cu bacterii din flora comensala, ci si cu patogeni obisnuiti (Staphylococcus
aureus, enterobacterii, Pseudomonas aeruginosa, etc.). Acestia de obicei provin din porturile
contaminate ale cateterelor. Raportarea acestora ca si patogeni semnificativi poate avea consecinte
nedorite asupra pacientului, a costurilor spitalizarii si a datelor de incidentd a [AAM.

Eliberarea rezultatului complet cu antibiograma in cazul unui germen contaminant are
impact clinic deosebit, cu aplicarea unor tratamente antibiotice incorecte sau chiar inutile. S-a
aratat cd in urma raportarii stafilococilor coagulazo-negativi contaminanti se prescriu inutil
antibiotice, intre care si vancomicina pe o durata prelungita.
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Bacteriile cu probabilitate mare sd fie contaminanti sunt:
- Stafilococii coagulazo-negativi
- Coryneformii
- Micrococcus spp.

- Cutibacterium acnes (fost Propionibacteium acnes)
- Bacillus spp. (alte specii, decat B. anthracis)

Aceste bacterii vor fi considerate contaminanti cu exceptia situatiilor in care aceeasi tulpina
se izoleaza din seturi succesive si exista criterii clinice si de laborator, factori favorizanti care sa
sustind implicarea lor in infectia sistemica.

O serie de alti patogeni pot avea semnificatie clinica sau sa fie contaminanti, dupa caz:
enterococi
- streptococi de grup viridans

Urmaétoarele bacterii se considerd semnificative (sunt foarte rari contaminanti):
- Staphylococcus aureus
- Streptococcus pneumoniae
- Streptococi beta-hemolitici
- Listeria monocytogenes
- Escherichia coli si alte specii din Ordinul Enterobacterales
- Pseudomonas aeruginosa
- Acinetobacter baumannii
- Neisseria meningitidis
- Haemophilus influenzae
- bacili Gram-negativi anaerobi (Bacteroides spp., Fusobacterium spp.),

- Candida spp.

Hemoculturile polimicrobiene

Infectiile sistemice real polimicrobiene sunt rare. Sunt posibile in contextul unei
translocatii bacteriene din intestin, mucoase. In toate cazurile in care se izoleaza mai multe bacterii,
trebuie cantarita posibilitatea implicarii acestora in infectie, sau daca sunt de fapt contaminari.

Cand alaturi de germeni patogeni se izoleaza specii ale florei comensale se ridica semne
de intrebare privind toate izolatele, inclusiv privind patogenii reali si acest dubiu trebuie comunicat
clinicianului. Nu se prelucreaza extensiv aceste izolate, insa se pot pastra pentru eventualitatea in
care vreuna dintre aceste specii se izoleaza din seturi ulterioare.

Diagnosticul microbiologic in situatii clinice particulare

Sepsisul asociat cateterelor

In cazul sepsisului asociat cateterelor sursa este reprezentati de cateterul intravascular. Se
suspicioneaza in cazul unor infectii invazive care se dezvolta in prezenta cateterelor intravasculare,
in absenta altor surse evidente de infectie. Febra este parametrul clinic cel mai sensibil, insad cu
specificitate redusd. Prezenta inflamatiei si a exudatului la locul insertiei cateterului are
specificitate crescutd (94-99%) pentru sepsisul asociat cateterului, insa are sensibilitate redusa.

Pentru sustinerea diagnosticului acestei infectii este nevoie de evidentierea agentului
etiologic n relatie cu cateterul incriminat.
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Existd doud posibilitati de abordare a diagnosticului: cu indepartarea sau cu pastrarea
cateterului.

1. Proceduri recomandate cu pastrarea cateterului

Metodele de diagnostic conservative includ: examenul bacteriologic al locului insertiei in
prezenta inflamatiei si/sau a exudatului si recoltarea hemoculturilor.

Pentru examenul bacteriologic al locului insertiei se sterge tegumentul din jurul insertiei
cu un tampon. Se recomanda in prezenta inflamatiei si/sau a prezentei exudatului.

Pentru hemoculturi se recomanda recoltarea in paralel a unui set prin cateter si a unui al
doilea set prin punctie venoasa.

[zolarea aceleiasi tulpini din ambele seturi, in plus, pozitivarea cu cel putin doud ore mai
devreme a setului recoltat prin cateterul intravascular considerat sursa sepsisului, sustin
diagnosticul de sepsis asociat cateterului. In situatia in care se recolteaz 2 seturi de hemoculturi
in paralel, un set prin cateter si al doilea set prin punctie venoasd, se va nota ora pozitivarii pentru
fiecare flacon, pentru a documenta infectia de cateter.

In cazul in care doar setul recoltat prin cateter se pozitiveaza, se considerd contaminare din
cateter. in cazul in care doar setul recoltat prin venopunctie se pozitiveazi cu un germen din flora
tegumentara, se considera contaminare.

2. Proceduri ce implicd indepartarea cateterului

Sepsisul asociat cateterului se confirma in cazul in care se evidentiaza prezenta aceluiasi
germen pe capatul distal al unui cateter si in hemoculturile recoltate prin punctie percutana.
Interpretarea se face intotdeauna in corelare cu rezultatul hemoculturii. Examenul bacteriologic al
varfului de cateter NU se face de rutind, doar in prezenta semnelor de sepsis si cand se exclud alte
surse de infectie.

Metoda semicantitativa a lui Maki s-a dovedit a fi la fel de eficientd ca si metodele
cantitative pentru diagnosticul sepsisului asociat cateterelor utilizate pe duratad scurtd. Fiind o
metoda foarte practicd este preferatd in cadrul diagnosticului de rutind al acestor infectii. Cateterul
se indeparteaza dupa antisepsia zonei de insertie. Dupa extragere se taie aseptic 4 cm din capatul
distal al cateterului, folosind o foarfeca sterild. Fragmentul se introduce intr-un recipient steril si
se trimite fara intarziere la laborator. In caz de intarziere, produsul poate fi pastrat la temperatura
frigiderului (nu influenteaza semnificativ izolarea patogenilor).

Fragmentul se rostogoleste pe un agar sange. Dupa incubare se numara coloniile dezvoltate
pe placd. Cresterea este semnificativa in cazul in care se obtine un numar de germeni de >15
UFC/placa. Nu se prelucreaza mai mult de doud specii bacteriene cu crestere semnificativa.

In cazul cateterelor de lunga durata, metoda Maki are sensibilitate mai mica, deoarece la
aceste catetere colonizarea are loc in special intraluminal. Pentru acestea se recomanda tehnici
cantitative cu determinarea numarului de germeni obtinuti dupa sonicare sau dupa irigarea
lumenului cu ser fiziologic steril.

Nu se recomanda imbogatirea fragmentelor in medii lichide. Aceasta permite doar
determinarea calitativd a prezentei germenilor, insd nu permite diferentierea intre colonizanti,
contaminanti sau agenti etiologici ai unui sepsis asociat cateterului.
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Tabelul 2. Prelucrarea hemoculturii in sepsisul asociat cateterului

Situatia Produsul | Medii de | Conditii de incubare Citirea | Microorganis-
clinica recoltat cultura culturii | me tinta
standard

Temp Atmosfera | Timp
°C h

Bacteriemie | Varf de | Agar sange | 35-37 Aeroba 24-48 | Zilnic | >15 UFC /placa

sau  sepsis | cateter Orice crestere de
asociat levuri
cateterului

Bacteriemie | Tampon - | Agar sdnge | 35-37 Aeroba 24-48 | Zilnic | Staphylococcus

sau  sepsis | locul de aureus
asociat insertic a Stafilococi
cateterului si | cateterului coagulazo-
in prezenta negativi
semnelor Coryneformi
locale de Enterobacterii
infectie Enterococi
Pseudomonade
Streptococi
Bacillus spp.
Lewvuri

Endocardita infectioasa

In cazul endocarditei bacteriemia este continui. Pozitivarea seturilor succesive
documenteaza bacteriemia continua. Se recomanda recoltarea a 3 seturi de hemoculturi preferabil
in decurs de 6-8 ore (6 flacoane in total) dar nu mai mult de 24 de ore. Conventional seturile
cuprind un flacon aerob si unul anaerob. Alternativ pot fi recoltate doud seturi de hemoculturi
alcatuite din 2 flacoane aerobe si un flacon anaerob (in total tot 6 flacoane).

In cazul suspiciunii de endocarditd si sepsis se recomanda recoltarea a 2 seturi de
hemoculturi la interval de 1 ora.

Semnificatia izolatului bacterian este determinat de:
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- Tipul microorganismului izolat (stafilococii coagulazo-negativi se asociaza mai frecvent
endocarditelor pe proteze valvulare; streptococii de grup viridans sunt mai frecvent implicati
n endocardite pe valve native)

- Izolarea aceleiasi tulpini din seturi succesive

- Pozitivare rapida dupa incubare

Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

Antibiograma directa

Tn anul 2019 EUCAST a stabilit un protocol pentru efectuarea antibiogramelor directe din
hemoculturile pozitivate. (Rapid AST in blood culture
https://www.eucast.org/rapid_ast_in_blood_cultures/)

Implementarea acestei metode impune validare in fiecare laborator.

Antibiograma

Antibiograma se efectueaza conform standardului EUCAST, cu caracterizarea, descrierea
fenotipului de rezistenta.

V. Raportarea rezultatelor

Daca nu s-au recoltat cel putin doua seturi de hemoculturi in cursul episodului bacteriemic,
se va da o atentionare: Set unic! Cantitate insuficientd de siange! In vederea unui rezultat corect
se recomanda recoltarea a cel putin doua seturi de hemoculturi (4 flacoane in total) prin doua
venopunctii diferite.

In cazurile de hemoculturi pediatrice se va urmari de asemenea volumul sangelui total
recoltat. In cazul in care acesta este sub cel recomandat, se va da atentionare: “volum insuficient,
va rugam sa consultati manualul recoltarii pentru a adapta volumul de sange la greutatea
corporala a pacientului”.

Daca se trimit probe in flacoane expirate, acestea se preiau cu mesaj de atentionare privind
posibila sursa de eroare si se ia legatura cu sectia pentru a se elimina flacoanele expirate ramase.

Rezultate negative: Flacon aerob si anaerob: negativ

Rezultate pozitive: se comunica specia.

Rezultatele partiale (examen microscopic din flacon pozitiv, cultura pozitiva, teste rapide
de rezistenta bacteriand) se comunica telefonic si se introduc in SIL imediat ce sunt disponibile.
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Tabelul 3. Semnificatia izolatelor in functie de numirul flacoanelor

ozitivate si raportarea rezultatului

(SCN)

aceluiasi set

risc pentru
infectie cu SCN

Specia izolata Numarul Numarul seturilor | Informatii Raportarea
flacoanelor clinice rezultatului/comentarii/
pozitive recomandari

Stafilococi coagulazo-negativi | 1 sau 2 ale Cel putin doua seturi | Fara factori de Contaminant, nu se continua

diagnosticul

Pacient cu
factori de risc
(boala onco -
hematologica,
terapie intensiva,
imunosupresie,
CVC)

Se comunicad: SCN, posibil
contaminant.

Se testeaza sensibilitatea la
solicitarea clinicianului.

Set unic

De fiecare data

Se comunica: “Stafilococ
coagulazo- negativ;

Set unic! Cantitate insuficienta
de sange! in vederea interpretarii
corecte se recomanda recoltarea
a cel putin 2 seturi de
hemocultura din venopunctii
diferite.”

Decizia de a identifica la nivel
de specie si testarea sensibilitatii
se face In urma consultarii cu
clinicianul si explicarea
rezultatului neinterpretabil.
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Specia izolata Numairul Numairul seturilor | Informatii Raportarea

flacoanelor clinice rezultatului/comentarii/

pozitive recomandari

Aceleasi Cel putin doud seturi | De fiecare data | Se identifica la nivel de specie si

tulpini izolate se testeaza sensibilitatea la

din seturi antibiotic;

diferite Rezultatul se comunica in cazul
n care profilul de sensibilitate
este identic.

Tulpini sau Oricate De fiecare data | SCN - contaminare

specii de

SCN diferite

in acelasi

flacon sau in

mai multe

seturi

Doar flaconul
recoltat prin
cateter

2 seturi (un set
recoltat prin cateter,
un set recoltat prin
venopunctie)

Suspiciune de
sepsis asociat
cateterului

SCN - contaminare

Doar flaconul
recoltat prin
venopunctie

2 seturi (un set
recoltat prin cateter,
un set recoltat prin
venopunctie)

Suspiciune de
sepsis asociat
cateterului

SCN — contaminare din flora
tegumentara
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Specia izolata Numairul Numairul seturilor | Informatii Raportarea
flacoanelor clinice rezultatului/comentarii/
pozitive recomandari
Coryneformi, Bacillus spp., | Mai multe Cel putin 2 Se comunica specia izolatad cu
Micrococcus spp., streptococi | flacoane din antibiograma (pentru speciile
grup viridans seturi care au standardizare)
succesive
Un singur Cel putin 2 Tn orice context | Contaminant
flacon
Un singur Set unic Nu se identifica la nivel de
flacon specie. Se comunica genul/

categoria microscopica, Cu
mentiunea: posibil contaminant
si atentionare pentru setul unic.
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Specia izolata Numaérul Numarul seturilor | Informatii Raportarea
flacoanelor clinice rezultatului/comentarii/
pozitive recomandari

Staphylococcus aureus >1 Orice numar Tn orice context | Se comunici specia izolatd cu

Streptococcus pneumoniae,
Streptococi beta-hemolitici
Enterococcus spp.
Enterobacterii,
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii,
Candida albicans
Anaerobi

Neisseria meningitidis
Haemophilus spp.

Listeria monocytogenes
HACEK

Campylobacter spp.
Pasteurella spp.

Brucella spp.

clinic

antibiograma (pentru speciile
care au standardizare)
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Comunicarea rezultatelor in cazul prelucririi varfului de cateter si/sau a probei din
jurul insertiei cateterului

Varf de cateter:

Rezultat pozitiv: comunicd germenul cu cresterea peste pragul de semnificatie (>15 UFC
/placd) cu adaugarea unui comentariu interpretativ: poate fi asociat cu sepsis sau este un
colonizant/contaminant - verifica rezultatul hemoculturilor!

In cazul cresterii sub 15 colonii/placa: crestere sub prag de semnificatie clinica.

Rezultat negativ: fard crestere microbiana.

V. Criterii de performanta

Hemoculturile sunt printre cele mai importante analize microbiologice care permit
stabilirea etiologiei In cazul unor infectii severe, amenintatoare de viatd. Datele obtinute in urma
acestor investigatii sunt deosebit de importante pentru tratamentul corect al pacientului, pentru
utilizarea judicioasa a antibioticelor, dar in acelasi timp si din punctul de vedere al urmaririi
germenilor implicati in aceste infectii si a schimbarilor survenite de-a lungul timpului in rezistenta
lor antimicrobiana.

Una dintre problemele frecvent intélnite in spitalele cu resurse limitate este recoltarea
selectivd a hemoculturilor: recoltarea hemoculturilor doar in cazurile in care evolutia pacientului
este nefavorabild sub tratament empiric cu spectru larg. Pe langd subevaluarea incidentei unor
patogeni comunitari sensibili (cum ar fi Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, sa),
aceste obiceiuri de recoltare duc la supraestimarea rezistentei si la abuz de antibiotice, din cauza
absentei frecvente a unei etiologii demonstrate, cu amplificarea fenomenului rezistentei bacteriene.
In vederea unei evaluari corecte privind implicarea microorganismelor in infectii sistemice si a
rezistentei lor antimicrobiene este importanta respectarea indicatiilor recoltarii hemoculturilor.
Omiterea diagnosticului poate sa duca si la subraportarea IAAM. (Numarul de hemoculturi
efectuate la 1000 paturi-zile de spitalizare este considerat indicator de calitate al unitatii sanitare
in unele tari).

Hemoculturile au o rata redusa de pozitivare, depinzand in mare masura de patologia de
baza. Aceasta este puternic influentatd de volumele de sange, numarul de seturi recoltate.
Laboratorul trebuie sa semnalizeze de fiecare datd cand volumele si numarul seturilor sunt
insuficiente.

De asemenea, trebuie urmarita supraincarcarea flacoanelor cu sange si data expirdrii
flacoanelor. Unele sisteme de hemoculturi urmaresc acest aspect in mod automat.

Una dintre cele mai frecvente probleme intdlnite in cursul prelucrarii hemoculturilor este
contaminarea. Pentru interpretarea corectd a hemoculturilor este foarte importanta respectarea
recomandarii de recoltare a seturilor succesive din locuri de punctie diferite. De asemenea,
personalul de recoltare trebuie reinstruit periodic despre tehnica de recoltare. Trebuie evitat ca si
antiseptic iodul povidon si incurajata folosirea solutiilor alcoolice pe bazd de clorhexidina.
Contamindrile pe de o parte genereaza costuri inutile laboratorului prin reactivii si munca
suplimentara depusa pentru clarificarea semnificatiei acestor izolate, pe de altd parte induc
tratamente gresite sau inutile precum si un consum crescut de antibiotice.
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In vederea imbunatatirii calitatii acestui diagnostic, se impune urmdrirea in timp a unor
indicatori de calitate, cum ar fi: durata transportului, durata de la preluarea probei si incubarea ei,
TAT, rata de recoltare, rata de contaminare, procentul flacoanelor supraincarcate, rata seturilor
unice, rata de pozitivare (Tabelul 4).

Rata de recoltare

Pe baza acestui parametru se poate stabili daca se recolteaza suficiente hemoculturi (sau
daca se recolteaza in exces). Se determind numarul de seturi de hemocultura raportate la 1000
pacienti-zile de spitalizare. Acest parametru trebuie monitorizat de catre fiecare institutie si poate
sta la baza unor decizii de management.

Rata de contaminare

Rata de contaminare reprezinta procentul de seturi de hemoculturi din care se izoleaza un
contaminant din numarul total de seturi hemoculturi. Conform recomandarilor ghidurilor rata de
contaminare trebuie sa fie sub 3%. Se analizeaza separat rata de contaminare a hemoculturilor
recoltate prin punctie venoasa si separat cea a hemoculturilor recoltate prin catetere intravasculare.
Unele sectii, datorita specificului, au de obicei rate mai mari de contaminare (de exemplu sectii de
urgentd, pediatrie, terapie intensivd, COVID-19), se recomanda ca rata de contaminare sa se
urmareasca defalcat pe sectii pentru a putea da feed-back tintit, conform problemelor observate.

Rata de pozitivare

Rata de pozitivare a hemoculturilor a fost estimata la 7,7% in urma unui audit national
efectuat In SUA. Daca rata de pozitivare scade sub 5%, poate fi un indiciu al recoltarilor in exces.
O ratd de pozitivare ce depaseste 15% poate fi un indiciu al recoltarii selective si al contamindrii
la o rata excesiva.

Rata seturilor unice

Se monitorizeaza de catre laborator si se comunicd coordonatorilor sectiilor in vederea
adoptarii unor masuri la nevoie.

Procentul hemoculturilor recoltate dupa inceperea tratamentului
antibiotic

Este unul dintre factorii care influenteaza rata de pozitivare. Se monitorizeaza de catre
laborator si se comunica coordonatorilor sectiilor in vederea adoptarii unor masuri la nevoie.

Rata supraincarcarii flacoanelor de hemocultura

Observarea repetarii acestui fenomen impune reinstruirea personalului privind regulile de
recoltare.
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Tabelul 4. Frecventa urmaririi indicatorilor de calitate

Indicator de calitate

Frecventa

Masuri recomandate

Rata recoltarii

Anual

Training privind indicatiile
recoltarii hemoculturilor
(sectiile la care recoltarile
sunt in numar redus)

Rata contaminarii

Lunar

Reinstruirea personalului care
recolteaza, daca rata
depaseste 5%

Rata supraincarcarii

Lunar

Comunicarea catre sectii

Rata seturilor unice

La fiecare proba initial,
dupd aceea lunar si odata
cu obtinerea unei
stabilitati se poate trece la
evaludri anuale

Mentionarea in rezultat;
Se comunica coordonatorilor
sectiilor

TAT, durata timpului de
incarcare a flacoanelor

Lunar

Reinstruirea personalului

Durata timpului de la
pozitivarea hemoculturii
si anuntarea rezultatului
frotiului

Periodic, eventual in
cazul unor reclamatii
(plangeri) din partea
clinicienilor

Reinstruirea personalului
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor sistemului
nervos central

l. Introducere

Infectiile sistemului nervos central (SNC), desi mai rare comparativ cu infectiile cu alte
localizari, prezinta un risc crescut de morbiditate, mortalitate si sechele pe termen lung, de aceea
diagnosticul precoce si initierea rapida a terapiei antimicrobiene tintite sunt esentiale. Aceste
infectii pot fi cauzate de variate microorganisme (in special virusuri sau bacterii, mai rar fungi sau
paraziti) si pot afecta diferite componente ale SNC (ex. meningite, ventriculite, encefalite, abcese
cerebrale, mielite), uneori fiind afectate concomitent mai multe componente (ex.
meningoencefalita). In functie de durata se descriu infectii acute, subacute si cronice, iar in functie
de origine pot fi comunitare sau asociate ingrijirilor medicale.

Meningita bacteriana acuta este o infectie invaziva a SNC, caracterizata prin inflamatia
meningelui, determinatd de un agent bacterian, care se defineste clinic prin prezenta simptomelor
meningiene (febra, cefalee, redoarea cefei, alterarea starii de constientd pana la coma etc.) si
prezenta iIn LCR a unui numar crescut de leucocite (pleiocitoza).

Agentii etiologici ai meningitei bacteriene acute la adult sunt, in ordinea frecventei:
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, bacili Gram-negativi (Haemophilus
influenzae, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), Staphylococcus
spp., alte specii din genul Streptococcus, Listeria monocytogenes etc.

Meningita meningococicd se deosebeste de meningitele bacteriene de alte etiologii prin
potentialul siu de a determina epidemii pe scara largi. In tarile dezvoltate boala endemica este
cauzata, in general, de serogrupurile B si C.

Meningita determinata de H. influenzae se produce, cel mai adesea, la copiii sub 5 ani,
majoritatea cazurilor fiind determinate de serotipul capsular “b” .

Meningita cauzata de Streptococcus pneumoniae se intalneste mai frecvent la grupele
extreme de varstd (copii, varstnici, dar si la tineri cu asplenie, hemoglobinopatii, comorbiditati
care asociaza imunodepresie, terapie imunosupresoare etc.).

Meningita determinata de Streptococcus agalactiae apare cel mai frecvent la nou- nascuti
(care se pot infecta in timpul nasterii naturale de la mama colonizata vaginal), varstnici si pacientii
cu status imunitar precar.

Listeria monocytogenes determina meningite la nou-nascuti si varstnici, precum si la bolnavi
cu alte afectiuni cronice, alcoolici, persoane cu imunitate scazuta.

Diagnosticul microbiologic al infectiilor SNC consta in efectuarea in paralel a mai multor
teste complementare, alese in functie de datele clinice, paraclinice si epidemiologice, de aceea este
esentiala o buna colaborare intre infectionist si microbiolog. Majoritatea acestor examene
microbiologice se realizeaza din proba de lichid cefalo-rahidian (LCR), obiectivele diagnosticului
microbiologic fiind :

- orientarea rapida a terapiei adecvate
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- confirmarea diagnosticului de infectiei si stabilirea etiologiei (bacteriene, virale sau fungice)

- stabilirea profilului de sensibilitate la antibiotice a izolatului bacterian si ajustarea
tratamentului de prima intentie in cazul infectiilor bacteriene sau oprirea acestuia, in cazul
infectiilor virale

- daca este cazul, oferirea de informatii necesare autoritatilor de sanatate publica.

Meningita acutd bacteriand evolueaza rapid spre deces in absenta tratamentului, de aceea
identificarea cauzei acestei infectii este o urgentd, iar proba de LCR de la un pacient suspect de
meningita trebuie prelucrata imediat. Recoltarea probei Tnainte de Tinceperea terapiei
antimicrobiene creste sensibilitatea metodelor de diagnostic. Temporizarea transportului sau a
procesdrii probei intarzie obtinerea diagnosticului si altereaza calitatea probei (scad numarul PMN
si viabilitatea bacteriilor fragile).

LCR este normal steril si, prin urmare, orice microorganism izolat in cultura este potential
agent etiologic si trebuie raportat imediat catre medic. Deoarece in unele meningite numarul de
organisme din LCR poate fi < 10® UFC / ml, concentrarea acestora prin centrifugarea LCR creste
sensibilitatea diagnosticului rapid prin examenul frotiului Gram.

Meningita bacteriana este cauzatd frecvent de bacterii aecrobe. Bacteriile anaerobe pot fi
prezente iIn LCR cénd existd un proces infectios adiacent meningelui, ca de exemplu in abcese
cerebrale, ventriculite sau infectii ale suntului ventricular, meningita post otitd medie complicata.
Inocularea LCR in medii anaerobe nu este recomandati in meningita comunitara. In infectiile de
sunt este recomandatd inocularea probei si in bulion pentru a creste sansele izolarii de aerobi si
anaerobi.

Testarea directa antigenica poate fi utila in unele situatii. Sensibilitatea metodei este redusa
pentru probele LCR cu examen microscopic negativ. Sensibilitatea testarii este redusa pentru
anumite serogrupuri de Neisseria meningitidis, in timp ce pentru Haemophilus influenzae
serogrupul b este ridicata, dar boala este rara in tarile cu programe de vaccinare neonatald extinsa.
Pentru meningite neonatale streptococice sau cu Escherichia coli, frotiul Gram este de obicei
pozitiv, cu exceptia unor cazuri de meningita pretratata. In aceasta ultima situatie testarea ar putea
avea un beneficiu.

Testele moleculare bazate pe PCR din LCR sunt deosebit de utile in diagnosticul rapid al
meningitelor, in special atunci cand microorganismele sunt prezente in numar redus in proba sau
sunt dificil de cultivat, si mai ales atunci cand pacientul este pretratat cu antimicrobiene. Testele
multiplex cresc eficienta diagnosticului microbiologic, scurteazd intervalul de timp necesar
diagnosticului etiologic, permit reducerea duratei de administrare a tratamentului mixt
antiviral/antibiotic, contribuie la scurtarea duratei de spitalizare.

I1.1. Recoltarea, transportul si receptia probelor

I1. 1. 1. Recoltarea probelor - tipuri de probe

Recoltarea probelor se face cat mai precoce, pe cat posibil Thainte de Tnceperea terapiei
antimicrobiene, pentru a creste sensibilitatea metodelor de diagnostic. In functie de tipul infectiei
se aleg probele care ofera cele mai bune sanse de diagnostic etiologic.
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Meningite, meningoencefalite

La orice pacient cu suspiciune de meningita trebuie recoltat LCR, cu exceptia situatiilor in
care punctia lombara este contraindicatd. Din proba de LCR, recoltatd ideal inainte de initierea
terapiei antibiotice, se vor efectua:

- examen citologic cantitativ si calitativ
- teste biochimice (glucoza, proteine, lactat)
- examene microbiologice (examen microscopic, cultivare, teste antigenice, teste moleculare).

Se recolteazad si hemoculturi (ideal inaintea administrarii de antibiotice) si probe de sdnge
pentru:

- hematologie (hemograma completd; in cazul unei eruptii purpurice sau petesiale si teste de
coagulare)
- teste biochimice (glicemie, ionograma).

In cazul unei eruptii purpurice biopsia din leziunile cutanate poate sa fie luata in considerare,
identificarea N. meningitidis prin cultivare sau mai ales prin PCR avand o sensibilitate buna chiar
s1 dupa initierea terapiei antibiotice.

Infectii de sunt ventricular

Sunturile ventriculare sunt dispozitive utilizate pentru drenarea LCR, care au un capat
proximal plasat intr-unul dintre ventriculii cerebrali i un capat distal internalizat sau externalizat.
Cele internalizate dreneaza obisnuit in cavitatea peritoneala (sunt ventriculo-peritoneal), mai rar
in atriu sau spatiul pleural. Cele externalizate au capatul distal intr-un rezervor. Infectiile
dispozitivelor asociate SNC sunt in majoritatea cazurilor rezultatul colonizarii intraoperatorii sau
postoperatorii a dispozitivului cu microbiota tegumentului. In suspiciunea de infectie de sunt
ventricular se recolteaza LCR (preferabil prin punctie direct din sunt sau, daca nu este posibil, prin
punctie lombara sau din rezervor, percutan) si probe de sange.

a) Lichidul cefalorahidian

Prelevarea LCR se realizeaza prin punctie lombard, o tehnicd invaziva care trebuie
efectuatd de catre personal cu experientd, fiind de competenta exclusivd a specialistilor
infectionisti, neurologi, neurochirurgi, pediatri.

Punctia lombara are o indicatie majora in suspiciunea de meningita.

Contraindicatiile sunt:
- Edem papilar (face parte din triada hipertensiunii intracraniene),
- Proces expansiv intracranian (tumora, abces, malformatie vasculard) demonstrate imagistic,
- Pierderea constientei (neinvestigata imagistic sau oftalmologic),
- Tulburari de coagulare, trombocitopenie sau alte diateze hemoragice,
- Suspiciune de abces epidural spinal sau infectie la locul punctiei.
- Hemoragii intracraniene neinvestigate angiografic.

Procedura

Recoltarea LCR se efectueaza la patul bolnavului, prin rahicenteza, in conditii Stricte de
asepsie, pentru a se preveni atat producerea unei infectii iatrogene la pacient, cat si contaminarea
probei cu microbiota cutanatd. Se recomanda ca recoltarea sd fie realizatd cat mai aproape de
debutul simptomelor si, de preferat, inaintea inceperii tratamentului antibiotic.
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Se decontamineaza suprafata cutanata cu tinctura de iod, betadind, clorhexidina etc., la nivelul
spatiului intervertebral L[3-L4, L4-L5, L5- S1 sau (in situatii speciale) suboccipital,
transfontanelar. Se introduce un ac cu stilet in interspatiul L3-L4, L4-L5 sau L5-S1. Cand se ajunge
in spatiul subarahnoidian, se scoate mandrenul si se observa aparitia LCR. Se recolteaza un volum
de 5-10 mL la adulti, respectiv 2-5 mL la copii, repartizat in 3 tuburi sterile, fara anticoagulant, cu
capac:

- 2-5 mL pentru microbiologie si citologie (0,5 — 1 mL pentru teste moleculare, minim 1 mL
pentru cultivare in sistem automat, 1 mL pentru detectie antigene bacteriene libere prin latex
aglutinare); cantitatea minima necesara, doar pentru teste microbiologice, este de 2 ml.

- 2- 3 mL pentru teste biochimice,

- 0,5-1 mL pentru teste imunologice.

b) Hemoculturi

Se recolteaza in conditii de asepsie, conform procedurii descrise la capitolul Infectii
sistemice (hemocultura).

¢) Lichidul de sunt ventricular

Se curata locul rezervorului cu solutie antiseptica inainte de recoltarea lichidului pentru a
preveni contaminarea. Se scoate lichidul din rezervor si se transfera intr-un tub steril.

d) Biopsie cutanata (in suspiciunea de meningococemie):
Dupa decontaminarea suprafetei cutanate se punctioneaza leziunea purpurica.

11.1.2. Transportul probelor

Probele trebuie sa fie etichetate cu informatii despre pacient, data si ora recoltarii. Probele
trebuie sd fie insotite de o cerere cu informatii necesare pentru procesarea adecvatd a probei,
informatii referitoare la:

- pacient: date de identificare, varsta, diagnostic, status imun, context clinic sau epidemiologic
(purpurd, convulsii, risc de expunere profesionald, istoric de calatorie, existenta unor cazuri
familiale, interventii chirurgicale SNC, traumatisme cranio-cerebrale etc.), tratament antibiotic
administrat

- proba: tipul, data si ora recoltarii, modul recoltarii.

Dupa prelevarea probeide LCR, se realizeaza transportul imediat dupa recoltare si se anunta
laboratorul.

Transportul probelor la laborator si prelucrarea lor trebuie sd se realizeze cat mai curand
posibil, ideal in 10-15 min. Transportul LCR se face fara refrigerare. Conditiile improprii de
transport afecteaza speciile sensibile (H. influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae - care sufera fenomenul de autoliza) si leucocitele PMN.
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I1.1.3. Criterii de acceptarea a probelor si de alegere a testelor

Se verificd datele pacientului atat pe eticheta, cat si pe cerere.

Probele de LCR sunt pretioase fiind obtinute printr-o procedura invaziva. Probele din tuburi
cu scurgeri trebuie procesate, dar se avertizeazad medicul despre posibilitatea contaminarii.

Daca proba are un volum insuficient se apeleaza medicul pentru a stabili prioritatea testelor
cerute.

Mycobacterium tuberculosis este mai bine diagnosticat prin PCR comparativ cu alte metode
rapide.

I11. Procedura de lucru

Proba se proceseaza imediat ce a fost primita. Se va utiliza hota pentru biosiguranta pentru
prevenirea contamindrii probei sau a culturii, precum si pentru protectia personalului laboratorului.

Examenul microbiologic al LCR raméane metoda de referinta pentru diagnosticul
meningitei bacteriene acute. Aceasta procedura este una dintre cele mai urgente determinari
microbiologice din practica medicala, data fiind gravitatea deosebita a infectiilor sistemului nervos
central (SNC), sensibilitatea agentilor etiologici bacterieni la variatiile factorilor de mediu extern
(temperaturd); precum si necesitatea inceperii tratamentului antimicrobian, cit mai rapid, tintit si
corect.

LCR-ul normal: fluid steril, incolor si clar “ca apa de stanca”, ce contine 3-5 celule nucleate/
mmc, 50- 70 mg/dl glucoza (% din glicemie), 15- 40 mg/dl proteine; 680- 730 mg/ dl cloruri.

[11.1. Examen macroscopic

Se inregistreaza volumul LCR si aspectul macroscopic (transparenta, culoare).

Aspectul LCR poate fi modificat in conditii patologice de cauza infectioasa sau
neinfectioasd, in functie de prezenta in concentratii semnificative a leucocitelor, hematiilor,
bacteriilor si/ sau proteinelor, astfel:

*Transparenta:

- LCR normal: incolor si clar “ca apa de stanca”,

- LCR clar: meningite virale, tuberculoase, micotice, lues.

- LCR opalescent: continut ridicat de celule (PMN, limfocite, hematii); opalescenta se
evidentiaza la > 200 PMN/ mmc, > 400 limfocite/ mmc sau > 700- 800 eritrocite/ mmc

- LCR tulbure, purulent (crem galbui, verzui ca “zeama de varza”) in meningite bacteriene
acute, abces cerebral.

*Culoare:

- LCR sanguinolent: accident de punctie, hemoragie meningeand, meningita hemoragica
(meningita carbunoasa, meningita leptospirotica sau cu Listeria monocytogenes)

- LCR rosu transparent, aspect “lacat”: in hemoragii meningiene mai vechi,

- LCR xantocromic (cu diferite nuante de galben, datoritd prezentei methemoglobinei sau
bilirubinei): Tn hemoragie cerebrala, icter.

107



*Fluiditatea:
- LCR normal: fluid ca apa,
- LCR purulent: véscos, filant,
- LCR care poate coagula sau forma vil (meningita tuberculoasd).

I11.2. Examenul citologic cantitativ

Este necesar pentru probele de LCR clar, opalescent sau tulbure. Se efectueaza cat mai
repede posibil, pentru a evita scaderea numarului PMN (cu 50% dupa o ora la temperatura camerei,
respectiv cu 68% dupa doua ore).

Procedura

Se omogenizeaza proba si se aspird aseptic un volum mic pentru camera de numarat.

Se numara leucocitele. Numarul acestora depinde de mai multi factori: cauza meningitei,
stadiul infectiei, caracterele LCR. Astfel, in caz de LCR cu cheag sau vil, numarul obtinut prin
citire este redus de absorbtia celulelor pe fibrind, iar in caz de LCR hemoragic trebuie aplicata o
corectie a numarului leucocitelor in functie de numarul de hematii. Exista mai multe formule de
corectie, de ex. scaderea unui leucocit la 700 de hematii.

Numaritoarea elementelor nucleate in LCR:

- se face din LCR necentrifugat,

- se exprima n numar elemente nucleate/ mmc,

- se realizeaza in camera Fuchs- Rosenthal, sistem automat de hemograma (cu program pentru
citire LCR) sau ambele.

*Lichid opalescent: intr-o eprubeta sterila se amesteca o cantitate mica de LCR + 1 picatura ac.
acetic glacial (pentru lizarea eventualelor hematii). Se asteaptd 1-2 min . Se agitd bine pentru
omogenizare. Se preleva aseptic cu pipeta Pasteur o cantitate mica de lichid , suficientd pentru a
umple camera de numarat Fuchs-Rosenthal, cu grija, sa nu se formeze bule de aer. Se asigura
aderenta lamelei. Se numara elementele nucleate pe 5 rinduri (delimitate de linii triple), cu obiectiv
de 10x. Pe un patrat mic: se numara celulele de pe latura stanga, latura superioara, apoi restul
suprafetei; in zona laturilor se numara numai celulele care intrd cu mai mult de jumatate in aria
patratului.

*Lichid tulbure, purulent: se efectueaza dilutii decimale cu ser fiziologic steril: 1/10; 1/100;
1/1000, la care se adauga 1 picatura ac. acetic glacial, pentru liza eventualelor hematii. Nr.de
elemente se Tnmulteste cu dilutia.

*Lichid hemoragic: se efectueaza dilutii decimale, la care se adauga ac. acetic glacial (functie de
intensitatea hemoragiei); numarul de elemente se inmulteste cu dilutia.

Interpretare:

Cresterea numarului de leucocite in LCR poate sd apard in inflamatii de cauzd infectioasd sau
neinfectioasd. Determinarea numarului de leucocite permite confirmarea suspiciunii clinice de
meningitd si orientarea cu privire la etiologia bacteriand sau virald, dar interpretarea semnificatiei
este imbunatatita prin corelarea cu rezultatele altor teste (examenul biochimic al LCR - glicorahie,
raportul glicorahie/glicemie, proteinorahia, etc.). Interpretarea este mai dificila in cazul suspiciunii
de infectie de sunt, deoarece inflamatia este mai redusd comparativ cu cea din meningita
bacteriana si este dificil de diferentiat de inflamatia postoperatorie.

Numarul leucocitelor in LCR creste variabil 1n functie de natura si stadiul evolutiv al meningitei:
- 108 celule nucleate/mms3 in meningitele acute bacteriene;
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- 50-1000/mm3 in meningitele virale;

- 50-500/mm? in meningita tuberculoasa.

In meningitele bacteriene de debut sau in cele “decapitate” prin terapie antimicrobiani oarba,
numarul celulelor din LCR poate fi redus, iar citologia este mixta.

111.3. Examenul biochimic al LCR

Se realizeaza in paralel cu examenele microbiologice, rezultatele fiind utile pentru
diagnosticul meningitei. Modificari ale parametrilor biochimici ai LCR pot sd apara in boli
infectioase sau neinfectioase.

a) Determinarea proteinorahiei:

Cresterea albuminorahiei se intalneste In: meningitd, meningoencefalitd, neurolues, abcese
cerebrale, hemoragii subarahnoidiene, tumori intracraniene, traumatism cranio-cerebral, scleroza
multipla.

b) Determinarea glucozei in LCR

In mod normal glicorahia are o valoare cuprinsi intre 50-70% din glicemia pacientului. Tn
meningita bacteriana glicorahia este scazuta (<40 mg/ dl). Hipoglicorahia poate fi mai dificil de
identificat Tn contextul unei hiperglicemii, de aceea raportul glicorahie/ glicemie poate fi mai util.

Hiperglicorahia este intalnita in tumori cerebrale, afectiuni hipotalamice.

Hipoglicorahia este intdlnita in meningite bacteriene (inclusiv tuberculoase), meningite
fungice, meningite neoplazice (carcinomatoase, limfomatoase, leucemice).

c) Determinarea clorurorahiei: concentratia clorului in LCR este superioara cu 15% celei
plasmatice. Clorurorahia este dependenta de valoarea cloremiei, precum si de cea a proteinorahiei.

Este un parametru chimic foarte important in diagnosticul etiologic diferential al meningitelor cu
LCR clar:

e meningita tuberculoasa: hipocloremie, hipoclorurorahie si hiperproteinorahie.
e meningite virale: usoara hiperproteinorahie si nivel normal al clorurilor.
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Tabelul 1. Profilul citologic si biochimic al LCR in diferite tipuri de meningita

Parametru Meningita Meningita Meningita Meningita
bacteriana tuberculoasa fungica virala

Nr elemente | 10° - 10 50-500 100-500 50-1000

nucleate/mmc

tip celule PMN >80% Mononucleare Mononucleare | Mononucleare

>80-90% (pand la 100%)*
Proteinorahie | mult crescuta crescutd crescuta usor crescuta
(150-500 mg/dL) | (100-200 mg/dL) (<100 mg/dl)
Glicorahie scazuta scazuta scazuta normala
(<40 mg/dL) (<40 mg/dL) (<40 mg/dL)
Clorurorahie | scazuta scazuta normala

PMN - polimorfonucleare
*la debut predomina PMN

II1.4. Realizarea frotiurilor pentru examenul citologic calitativ si
bacterioscopic

Procedura

Frotiurile pentru aceste examene se realizeaza din sedimentul obtinut prin centrifugarea
probei, Tn cazul probelor de LCR clar, opalescent sau tulbure; prin citocentrifugare se
imbunatateste sensibilitatea examenului microscopic.

In cazul probelor purulente se foloseste proba necentrifugata.

a. Daca LCR este clar, opalescent sau tulbure se centrifugheaza tubul la 1500 g, 10-15 min (in
suspiciunea de meningita tuberculoasa 15 min la 3000 g). Se efectueaza mai multe frotiuri.
Etalarea sedimentului pe lama se face in zona centrala a acesteia, efectuand cu ansa un frotiu in
forma de spirala, cu spire care nu se suprapun, pentru a obtine un frotiu in strat unicelular
(permit evidentierea unei morfologii si tinctorialitate celulara corecta).

b. Daca LCR este purulent sau volumul de proba nu este suficient pentru concentrare se face frotiul
punand 1-2 picaturi de LCR pe o lama degresata si decontaminata in prealabil cu alcool. Nu se
etaleaza frotiul in spirala, nu se disperseaza picaturile de LCR.

c. In suspiciunea de meningiti cu Cryptococcus spp., se realizeaza preparat umed intre lama si
lamela, din sediment LCR, in tus India sau suspensie nigrozina.

Se usuca lamele la aer intr-o hotad de biosiguranta sau acoperite pe un aparat de incalzit lame.
Se fixeazd frotiurile si se coloreaza albastru de metilen si Gram. In suspiciunea de meningita
tuberculoasa un frotiu se coloreaza Ziehl-Neelsen.

Se examineaza imediat frotiurile colorate Gram (examen bacterioscopic) si albastru de metilen
(examen citologic calitativ si bacterioscopic). Examenul are sensibilitate mai buna la pacientii care
nu au primit tratament antibiotic.
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Frotiul colorat Giemsa permite examenul citologic: se apreciazd procentual categoriile
celulare: leucocite polinucleate, limfocite, monocite, macrofage, hematii, notandu-se aspectul lor,
gradul de maturizare, aspectul reactiv sau cronic al limfocitelor (limfocite mici, picnotice, cu zona
de citoplasma foarte Ingusta, aproape invizibild).

Interpretare Orice bacterie observatd este consideratd semnificativa. Cu toate acestea,
bacteriile vazute doar intr-unul sau doua campuri se confirma cu un al doilea frotiu. Dacd examenul
este pozitiv se anuntd imediat medicul. Un rezultat negativ nu exclude infectia, mai ales la pacientii
care au primit tratament.

I11. 5. Teste rapide

Teste moleculare

Testele moleculare, bazate obisnuit pe PCR, in special cele in format point-of-care, pot sa
ofere rapid (30-90 min) informatii importante atat pentru clinician cit si pentru microbiolog. in
functie de echipamentele si trusele disponibile aceste teste pot detecta un singur microorganism
sau mai multe (virusuri, bacterii mai frecvent implicate). Testele moleculare reprezintd metoda de
electie pentru investigarea cauzei meningitelor virale.

Teste de detectie a antigenelor

Testul de detectie antigenicad este deosebit de util In suspiciunea de meningitd cu
Cryptococcus deoarece are o sensibilitate mare (>90%). In cazul altor etiologii trusele de detectie
a antigenelor bacteriene libere in LCR (latex-aglutinare) au specificitate foarte buna dar o
sensibilitate moderatd, de aceea absenta reactiei nu exclude prezenta unor bacterii. Aceasta metoda
nu poate substitui coloratia Gram si cultura. Daca avem la dispozitie o cantitate foarte micd de
LCR, frotiul colorat Gram si cultura trebuie sa aiba prioritate fatd de detectarea antigenelor
bacteriene.

I11.6. Cultivarea

Inocularea mediilor si incubarea

Se aspira cu o pipeta sterila lichid din partea inferioara a tubului. Alternativ se poate folosi
sedimentul obtinut dupa centrifugare. Se inoculeaza cate 2 sau 3 picaturi pe mediile de cultura
(uzual agar sange si agar chocolat). Se epuizeaza in cadrane folosind o ansa separata pentru fiecare
placa sau o ansa sterilizata in flacara. Daca este disponibil mai mult de 1 ml pentru cultura de
rutina se inoculeaza 1 ml in bulion de imbogitire (mediul BHI, medii pentru hemoculturd). in cazul
probelor de la imunodeprimati pentru izolarea fungilor se inoculeaza in bulion Sabouraud un
volum mare de proba pentru a creste randamentul cultivarii Cryptococcus si Coccidioides. Tn cazul
suspiciunii de meningitd cu anaerobi (traumatisme ale extremitatii cefalice, neurochirurgie,
chirurgie ORL) se inoculeaza pe medii si se incubeaza in atmosfera pentru anaerobi.

Se incubeaza la 35-37°C placile in atmosfera cu 5-10% CO: si bulioanele in aerul ambiant.

Examinarea culturii

Se examineaza toate mediile la 24 h pentru observarea macroscopicd a cresterii bacteriene.
Daca dupa 24 h nu se observa o crestere vizibild pe mediile de culturd, se reincubeaza.
a. Se citesc zilnic placile timp de 4 zile.
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b. Daca frotiul Gram este pozitiv si nu existd crestere bacteriand pe placi sau a fost solicitata
cultura fungica, se incubeaza toate placile timp de cel putin 1 saptamana.

c. Se examineaza bulionul zilnic timp de 4 zile si se tine timp de 7 zile inainte de eliminare.

Daca se observa o cultura:

a. Se anunta medicul despre caracterele culturii pozitive.

b. Se identificd toate microorganismele, utilizdnd teste rapide: examen microscopic, teste
biochimice, teste antigenice; daca este disponibild, identificarea prin MALDI-TOF este utila
pentru identificarea rapida a izolatelor.

c. Se efectueaza antibiograma pentru izolatele cu semnificatie.

d. Nu se efectueaza identificarea completd sau antibiograma daca izolatul este in mod clar un
contaminant. Izolatele de stafilococi coagulazo-negativi sau Corynebacterium sunt probabil
contaminanti in infectiile comunitare dar pot fi o cauza de infectie in infectiile de sunt si cele
post traumatice.

Interpretare

In general, o culturd pozitivd indica infectia cu microorganismul respectiv.

Lipsa leucocitelor in LCR nu exclude infectia, in special in rombencefalita cu Listeria
monocytogenes. Prezenta bacteriilor in numar mare in lipsa reactiei inflamatorii poate fi intalnita
la pacientii imunocompromisi.

Cultura negativa din LCR dar izolarea din hemocultura la un pacient cu meningitd confirma
diagnosticul.

Limite

Rezultate fals pozitive pot rezulta din contaminarea probei cu microbiota pielii.

Rezultatele fals negative pot fi cauzate de un prezenta unui numar redus de organisme, de
administrarea tratamentului antibiotic anterior recoltarii sau de natura fastidioasa a
microoorganismului.

I11.7. Testarea sensibilitatii 1a antibiotice

Testarea sensibilitatii la antibiotice se poate face direct din proba de LCR dacad microscopia
a fost pozitiva, dar confirmarea rezultatului prin metoda difuzimetrica sau prin determinarea CMI
trebuie facuta din inocul standardizat obtinut din cultura.

V. Raportarea rezultatelor

Se raporteaza rezultatul examenelor citologic cantitativ, citologic calitativ si bacterioscopic
(frotiul Gram) cat mai curand posibil, de obicei In termen de 1 ora de la primirea probei.

Se raporteaza imediat rezultatul testelor moleculare, dacd au fost efectuate.

Se raporteaza identitatea izolatului (genul si specia probabild de indata ce testele
preliminare sunt finalizate) sau absenta cultivarii.

.....

Se inregistreaza notificarea medicului cu privire la rezultatele pozitive.
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Investigarea bacteriologica a tractului respirator
superior si a cavitatilor conexe

l. Introducere

Infectiile de tract respirator superior (ICRS) sunt printre cele mai frecvente imbolnaviri
pentru care pacientii se adreseaza medicului.

Majoritatea ICRS sunt de origine virala si sunt autolimitate, tratamentul fiind doar
simptomatic. Solicitarile de examen bacteriologic excesive duc la supramedicalizarea cazurilor,
cresterea costurilor, dar in acelasi timp, nu ofera informatii concludente care sd contribuie la un
tratament mai bun. In cele mai multe situatii nevoia tratamentului antibiotic se decide pe criterii
clinice, iar alegerea antibioticului se face empiric pe baza recomandarilor ghidurilor clinice.
Diagnosticul bacteriologic efectuat fara indicatii reale, duce frecvent la izolarea unor colonizanti
mai multe ori, conduc la tratamente antibiotice abuzive.

Factorul limitativ cel mai insemnat al examenului bacteriologic, din aceastd sfera de
patologie, este prezenta in mod normal a unei flore bacteriene variate, inclusiv a unor potential
patogeni. De cele mai multe ori este practic imposibil de stabilit cand o bacterie izolata este intr-
adevar implicata in procesul infectios. Este de accentuat cd portajul bacteriilor cu potential patogen
nu justificd tratament antibiotic decét in situatii foarte rare. De aceea examenul bacteriologic
trebuie sa se limiteze la situatiile in care se pot genera rezultate concludente. Astfel, analizele
relevante si cu valoare informativa certa sunt:

- examenul bacteriologic al exsudatului faringian pentru stabilirea etiologiei streptococice a
anginei acute,

- examenul bacteriologic al puroiului sinusal recoltat prin aspirare sau cu tampon de la
nivelul meatului sinusal,

- examenul bacteriologic al puroiului otic aspirat,

- screeningul portajului de S. aureus (in anumite situatii, detaliate mai jos)

- examenul bacteriologic al secretiei nazofaringiene pentru detectareca Bordetella pertussis.

Flora microbiana a cailor respiratorii superioare

Ciile respiratorii superioare prezintd o flora bacteriand bogatd si variatd. Componenta
acesteia poate fi influentatd de factori multipli. Se pot observa variatii in functie de varsta, de
patologii asociate, de expunerea la antibiotice, spitalizari anterioare, statusul imun, vaccindrile
aplicate (in urma introducerii vaccinului Tmpotriva Streptococcus pneumoniae se observa o
schimbare a serotipurilor colonizante).

La persoanele sandtoase, desi exista o variatie de la persoana la persoana, flora microbiana
a orofaringelui este in general dominata de streptococi din grupul viridans, stafilococi coagulazo-
negativi, micrococi, coryneformi, neisserii nepatogene, Haemophilus spp, Moraxella catarrhalis.
Sunt prezente in numar important bacteriile strict anaerobe, dintre care cel mai bine reprezentate
sunt speciile din genul Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, speciile anaerobe streptococi,
Veillonella, Actinomyces. Specii de Candida si alte levuri pot fi, de asemenea, prezente in numar
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redus. In flora cavititii nazale predomini stafilococii coagulazo-negativi, coryneformii. Tn
regiunea subglotica si 1n sinusurile paranazale nu sunt prezente bacterii in mod normal. La pacientii
intubati si ventilati mecanic si la pacientii cu afectiuni pulmonare cronice se poate detecta o flora
colonizanta a regiunii subglotice.

Pe langa flora normala a cailor respiratorii superioare, pot fi prezente pentru o perioada
variabild de timp, specii bacteriene potential patogene, de exemplu: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, acestea colonizand
nazo- si/ sau orofaringele persoanelor sandtoase. De asemenea, la pacienti cu spitalizari recente se
poate detecta prezenta unor bacterii Gram-negative.

Spatiul sublaringeal, sinusurile, urechea medie si interna nu sunt populate, in general, de
bacterii. In mod obisnuit, virusurile nu fac parte din flora microbiana, desi uneori pot fi izolate si
de la persoane asimptomatice.

Prezenta potentialilor patogeni in flora normald a persoanelor sandtoase este un fenomen
comun. Aproximativ 10-40% a populatiei este colonizata cu S. aureus, in colectivitatile de copii
poate ajunge la rate mai inalte, pana la 50-70%. Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis sunt bacterii care, ocazional, pot fi implicate in infectii ale
tractului respirator si sunt foarte frecvent prezente la copiii asimptomatici din colectivitati.

Datorita prezentei colonizdrii bacteriene, examenul bacteriologic al secretiei nazale in
infectiile tractului respirator superior, nu este concludent din punct de vedere al diagnosticului
etiologic si, in consecintd, exista riscul unui tratament antibiotic abuziv.

De asemenea, nu este justificat screeningul acestora la persoane sanatoase — cu exceptia
screeningului portajului nazal in anumite situatii (vezi mai jos), pentru cad detectarea acestora nu
are nicio relevanta clinica, nu necesita tratament antibiotic si nu necesita masuri speciale.

I1. Examenul bacteriologic al exudatului faringian

Context clinic

Diagnosticul faringitei acute streptococice

S. pyogenes (streptococ beta-hemolitic grup A) este agentul etiologic principal al faringitei
acute bacteriene. Simptomele comune sunt febra, odinodisfagia, adenomegalia laterocervicala de
reguld dureroasa. Diferentierea clard intre faringita streptococica si cea virald nu este posibild pe
baza simptomatologiei, este nevoie de examen bacteriologic pentru confirmarea etiologiei.
Afectarea respiratorie difuza poate fi totusi un argument in favoarea etiologiei virale. Faringitele
virale fiind mult mai frecvente, se recomanda utilizarea unor scoruri clinice pentru a efectua
diagnostic bacteriologic, doar in acele cazuri in care etiologia streptococicd este probabila.
Utilizand aceste scoruri se exclud de la analize cazurile in care probabilitatea infectiei virale este
mare, evitand prelucrdrile inutile si eficientizand diagnosticul bacteriologic. Analizele
bacteriologice inutile n contextul faringitelor virale cresc riscul depistarii portajelor streptococice,
carora li se vor atribui In mod fals rol etiologic.

Cel mai cunoscut este scorul Centor modificat, prin care se atribuie cate un punct pentru:
- prezenta adenopatiei cervicale
- prezenta exsudatului pe amigdale
- lipsa tusei
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- febra (temperatura peste 38°C)

La acestea se adaugd un punct in cazul pacientilor cu varsta intre 3-14 ani si se scade un
punct la cei peste 45 de ani.

Un scor <0 reprezinta un risc de infectie cu S. pyogenes de 1-2,5%. Scorul 1 este asociat
cu un risc de 5-10%, cel de 2 cu 11-17%, cel de 3 cu 28-35%, cel de > 4 cu 51-53% risc de infectie
cu S. pyogenes.

Examenul bacteriologic se recomanda la scor de 2-3 puncte si optional la 1 punct, in cazul
in care se obtin cel putin 4 puncte tratamentul antibiotic empiric poate fi Inceput si in lipsa
diagnosticului etiologic.

Rolul altor bacterii cum ar fi streptococii grup C si G este justificat de asemenea in situatia
prezentei simptomatologiei. Nu existd date care sd sustina rolul streptococilor grup B si F in
etiologia faringitei.

Diagnosticul bacteriologic in situatii particulare

Arcanobacterium haemolyticum poate sa determine faringita insotitd de rash, sinuzita,
celulita, septicemie.

La pacientii cu transplant si/sau hematologici se impune testarea pentru Pseudomonas
aeruginosa, enterobacterii si Candida spp.

La pacientii cu fibroza chistica se urmareste portajul de P. aeruginosa si S. aureus.

Angina Plaut-Vincent sau angina ulcero-necrotica este determinata de asocierea a 2 Specii
bacteriene strict anaerobe: Fusobacterium necrophorum si Borrelia vincentii. Asocierea fuso-
spirilara este evidentiata in frotiuri colorate Gram din secretiile tonsilare.

In cazul prezentei pseudomembranelor la nivelul faringelui trebuie luati in considerare
implicarea Corynebacterium diphtheriae sau mononucleoza infectioasa, cu sau fara suprainfectie
bacteriana.

Neisseria meningitidis colonizeazi mucoasa tractului respirator superior. Rata de
colonizare creste in special in sezonul rece. Depistarea acestui germen din tractul respirator
superior nu are valoare clinica.

Neisseria gonorrhoeae poate cauza forme usoare de faringita. Urmarirea acesteia se va
face la cererea clinicianului in prezenta unor factori de risc sau anamneza sugestiva.

Mycoplasma pneumoniae se asociaza statistic cu istoric de faringita recurenta. Detectia
prin cultivare nu se efectueaza de rutina. Chlamydophila pneumoniae poate fi implicata in faringite
acute Tnsa diagnosticul de rutind nu se adreseaza acesteia.

In epiglotita agentii etiologici mai frecvent implicati sunt Haemophilus influenzae si
Haemophilus parainfluenzae urmati de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes. Recoltarea exsudatului faringian in epiglotitd poate induce spasm cu
obstructia cailor respiratorii, din acest motiv trebuie evitatd. Pe de altd parte prezenta portajul
frecvent al germenilor mai sus mentionati ingreuneaza stabilirea etiologiei infectiei. Deoarece
epiglotita poate fi insotita de bacteriemie, se poate efectua hemoculturad in vederea unui diagnostic
etiologic.

La pacientii cu abces amigdalian se va avea in vedere identificarea urmdatoarelor
microorganisme: S. pyogenes, H. influenzae, S. aureus, bacterii anaerobe (Prevotella spp,
Fusobacterium necrophorum, Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas spp)
iar recoltarea nu se va face cu tamponul, ci din puroiul drenat.
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In amigdalita cronica examenul bacteriologic este neconcludent. Procesul infectios are loc
in profunzimea criptelor amigdaliene, iar flora de pe suprafata amigdalelor accesibila recoltarii
este diferita de cea din profunzime.

Portajul de Staphylococcus aureus din exudatul faringian se va urmari doar in cazul
pregatirii preoperatorii (chirurgie cardiovasculara, ortopedie), preferabil pe langa examinarea
secretiei nazale.

Indicatii

Cea mai importantd indicatiec a examenului bacteriologic al exsudatului faringian este
confirmarea etiologiei streptococice a faringitei acute. In anumite situatii clinice particulare pot fi
urmarite si alte bacterii, conform tabelului nr. 1.

Persoanele asimptomatice nu trebuie testate prin teste rapide sau culturd deoarece un
anumit procent din populatie sunt purtatori faringieni persistenti de streptococi fara efecte negative
pentru sanatate.

Screeningul portajului asimptomatic de S. pyogenes nu se recomanda nici in cazul aparitiei
faringitei streptococice sau a scarlatinei in colectivitati de copii. Se va testa portajul asimptomatic
doar in cazul contactilor unor pacienti cu istoric de febra reumatismald. De asemenea, poate fi
luata in considerare testarea membrilor de familie a copiilor care au faringita streptococica
recurentd de cel putin 3 ori in decurs de 3 luni.

Recoltare si transport

Proba trebuie recoltatd inaintea inceperii terapiei antibiotice locale sau generale. Pentru
recoltare se utilizeaza tampoane poliester Dacron sau alginat de calciu; se apasa limba iar cu
tamponul se sterge bine aria amigdaliana si peretele posterior al faringelui. Se va evita atingerea
limbii si a uvulei. O sensibilitate mai mare pentru detectia streptococilor beta-hemolitici s-a
observat utilizdnd tampoane de nylon “flocked”. Exista cateva recomandari speciale pentru
recoltare:

- In prezenta ulceratiilor sau a exudatului recoltarea se va face de la acel nivel.

- Tn cazul suspiciunii de difterie recoltarea se va face de la periferia pseudomembranelor sau de
sub acestea.

- Pentru N. gonorrhoeae este recomandata utilizarea unui mediu de transport adecvat.

- Pentru Candida spp proba se recolteaza de pe limba, palat, partea interna a obrajilor.

- Tn cazul abcesului tonsilar se va recolta puroi prin aspirare.

Proba recoltata se transporta in maxim 2 ore la laborator. Daca intervalul de timp pentru
transport se prelungeste atunci se va utiliza mediu de transport Amies si proba poate fi pastrata
pana la 24 h la frigider sau la temperatura camerei.

Prelucrare bacteriologica

Examen microscopic

Examenul microscopic se efectueaza si are semnificatie doar in cazul anginei Vincent
pentru evidentierea asocierii fuzo- spirilare. Frotiul colorat Gram din secretiile recoltate cu
tampoanele faringiene nu are valoare diagnostica pentru faringita streptococica, datorita prezentei
streptococilor comensali.
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Cultivare

Tamponul se ruleaza pe cca 1/6 din suprafata placii cu mediul de culturd apoi cu ajutorul
ansei se face dispersia 1n 4 cadrane. Se fac cateva intepaturi cu ansa in mediul de culturd, intr-0
arie nelnsamantatd, pentru evidentierea hemolizei complete beta, in cazul tulpinilor de
Streptococcus pyogenes, producatoare de hemolizind oxigen-labild. Pentru obtinerea coloniilor
izolate este importanti diseminarea pe o placi intreagd a produsului. Insimantarea a doud sau mai
multe probe pe aceeasi placa este inacceptabila.

In functie de solicitarea primiti la laborator si de datele clinice se utilizeazd mediile de
cultura prezentate in tabelul 1.

Identificare

Atentie! — se vor lua in considerare doar coloniile ,,mari” beta-hemolitice (> 0,5 mm);
pentru coloniile mici betahemolitice care aglutineaza cu grupul A, C sau G (si care pot fi bacterii
comensale de tip streptococi din grupul anginosus) se vor efectua obligatoriu teste de confirmare:
PYR (care este pozitiv pentru S. pyogenes, S. porcinus, S. iniae, enterococi) si VP (care este negativ
pentru S. dysgalactiae subsp. equisimilis si S. equi subsp. zooepidemicus), sisteme comerciale de
identificare. MALDI-TOF ofera o identificare rapida si precisa.

Streptococii de grup A sunt sensibili la bacitracina in procent de 95% iar unele tulpini de
streptococi grup B, C si G pot sa fie si ele sensibile la bacitracina. Streptococii grup C si G sunt
sensibili la trimethoprim-sulfamethoxazol (SXT) iar streptococii grup A si B sunt rezistenti.

Atentie! Testarea sensibilitatii la bacitracind si SXT trebuie efectuate pe subculturi pure si
nu pe insdmantarea primara. Continutul discului de bacitracina trebuie sd fie de 0,04 Ul, in cazul
utilizarii unor discuri cu continut de bacitracind mai mare se obtine sensibilitate la mai multi
streptococi grup non-A.

In cazul in care pe frotiul Gram se evidentiazi bacili Gram-pozitivi se va efectua testul
catalazei si testul CAMP. A. haemolyticum este catalaza negativ si revers CAMP pozitiv cu tulpina
de referinta S. aureus ATCC 25923. Atentie: A. haemolyticum poate aglutina cu seruri anti-
streptococ de grup A, B, C, G, F, examenul microscopic fiind esential pentru stabilirea morfologiei
bacteriene.

Pentru prelucrarea streptococilor B-hemolitici si identificarea Arcanobacterium
haemolyticum se vor urma algoritmii din figurile 1 si 2.

In cazul izoldrii Corynebacterium diphteriae (de la persoane care cilitoresc sau provin
din zone endemice de difterie, simptomatici sau purtatori) se impune identificarea tulpinilor
toxinogene (cel mai rapid, prin metode PCR). Necesita confirmare intr-un laborator de referinta.
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Tabelul 1. Mediile de culturi, conditiile de incubare si microorganismele urmarite din secretia faringiana si alte produse
biologice relevante in functie de situatia clinica

Context clinic/ Proba biologici | Mediu  de | Conditii de incubare Microorganisme
solicitare cultura Temperatura | Atmosfera Timp tinta
Faringita amigdalita Exsudat faringian | Agar sange 35-37°C Aeroba 18 —48 h | Streptococi beta-
berbec hemolitici grup
5-10% CO2 Lancefield A, C, G
Sau anaerobioza
(creste detectia
beta- hemolizei)
Prezenta de false Exsudat faringian | Agar sange 35-37°C Aeroba 18 -48h | Corynebacterium
membrane, calatorie in si nazal de berbec diphteriae
zone Cu risc sau contact sau si de dorit (cazurile suspecte se
cu persoane confirmate Exsudat medii trimit la spitalele de
cu infectie nazofaringian speciale: boli infectioase unde
OST, se realizeaza si
Agar examenul
Loeffler, microbiologic)
Mediu
Tinsdale
modificat
Portaj S. aureus Exsudat nazal Agar sange 35-37°C Aeroba 18 — 24 h | Staphylococcus
Pregatire preoperatorie Exsudat faringian | berbec aureus
Sau agar
cromogen /
selectiv
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Context clinic/

Proba biologica

Mediu de

Conditii de incubare

Microorganisme

solicitare cultura Temperatura | Atmosfera Timp tinta
Gonoree Exsudat faringian | Agar 35-37°C 5-10% CO- 40 — 48-72 | Neisseria

chocolat si h gonorrhoeae

Agar selectiv

GC,

Sau Agar

Thayer-

Martin, Agar

Martin-Lewis
Esecul tratamentului sau | Exsudat faringian | Agar sange 35-37°C 5-10% CO: 48-96 h Arcanobacterium
amigdalita recurenta berbec haemolyticum
Diabet, Exsudat faringian | Agar 35-37°C Aeroba 40-48 h Fungi
imunodeprimaticandidoz | sau orofaringian | Sabouraud
a orala Raclat lingual sau agar

cromogen

pentru fungi
Durere sau amigdalita Aspirat din Agar 35-37°C Anaeroba 5-7zile | Fusobacterium
persistenta colectie purulenta | anaerobi necrophorum
Boala Lemierre Fragment tesut cu acid

necrotic nalidixic
s
vancomicina
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Figura 1. Algoritm de diagnostic in faringita acuta (coci Gram-pozitivi)
Colonii B-hemolitice (>0,5 mm)

Morfologic: coci Gram-pozitivi

Catalaza negativ

T

S la bacitracina (0,04 UI) si S la bacitracina (0,04 UI) si Rezistent la bacitracina (0,04 UI)
R la SXT S la SXT w

Aglutinare pentru

Aglutinare pentru Aglutinare cu seruri Aglutinare cu seruri
grup A - .
grup A+ anti grup C sau G + anti grup C sau G -
Prezent Streptococ Prezent streptococ grup C sau G Streptococ grup C sau G
streptococ grup A grup A nedetectat nedetectat
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Figura 2. Algoritm de diagnostic in faringita acuta (bacili Gram-pozitivi)

Colonii B-hemolitice

Morfologic: bacili Gram-pozitivi

i

Arcanobacterium haemolyticum

Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

Nu se va efectua de rutind, toate tulpinile de S. pyogenes si streptococii de grup C, G sunt
sensibile la penicilind. Se va testa sensibilitatea la antibiotice alternative (macrolide, clindamicina)
in cazul alergiei la penicilina. Antibiogramele se vor efectua conform recomandarilor standardului
EUCAST.

Teste rapide de diagnostic

Testele rapide imunocromatografice de detectie a antigenului Streptococcus pyogenes,
direct din exsudatul faringian, sunt teste de screening, ,point-of-care”. Sunt recomandate
paciendilor cu scor Centor 3-4. Ele prezintd avantajul scurtarii intervalului de timp pana la
diagnosticul etiologic, dar trebuie tinut cont de posibilele rezultate fals-negative (in situatia unei
cantitdti mici de bacterii, posibil ca urmare a unei recoltari neadecvate) sau fals-pozitive (prezenta
S. anginosus). Testele rapide nu evidentiaza streptococii beta-hemolitici de grup C si G. Testele
rapide au o sensibilitate de 70-90% si o specificitate de 98% fata de cultura. Un test rapid negativ
la un pacient adult nu justifica cultura de control decat in cazul in care sensibilitatea testului este
sub 80%. Se recomanda confirmarea prin cultura a testelor rapide negative la pacientii pediatrici.
Nu se vor confirma rezultatele pozitive indiferent de varsta pacientului. Clinicianul este cel care
alege daca apeleaza la test rapid sau la culturd in functie de datele clinice si de ghidurile de
diagnostic si tratament.

Teste serologice

Titrul ASLO creste dupa 4-5 sdptdmani de la infectie astfel testarea nu are rost in
diagnosticul faringitei.

Important! Trebuie descurajata efectuarea testului ASLO in faringita acutd deoarece
rezultatele obtinute in acest context pot fi derutante, au valoare informativa clinicd limitata si pot
genera utilizarea excesiva a antibioticelor.

Raportarea rezultatului

Examenul microscopic

Se raporteaza prezenta fuzospirililor (angina Vincent).
Timp de raportare — cat de repede posibil, pana la maxim 24 h de la primirea solicitarii.
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Cultivare:

Negativa: ,streptococ beta-hemolitic grup A, C sau G nedetectat”; in cazul solicitarilor
speciale (suspiciune difterie, gonoree, etc.) se va comunica ,,nu s-a izolat Corynebacterium
diphtheriae sau Neisseria gonorrhoeae etc.”

Pozitiva: se raporteaza specia bacteriana izolata Insotita de o apreciere a cantitatii (prezenta
culturii In primul cadran = cultura saraca, sau pana in al patrulea cadran = cultura bogata)

Observatii:

- Pentru streptococi beta-hemolitici daca sunt < 10 colonii pe aria de insamantare se adauga
comentariul: ,,prezent streptococ beta-hemolitic grup A, C sau G in cultura saraca — posibil
purtator sanatos; se va interpreta in context clinic”;

- Pentru N. gonorrhoeae se raporteaza prezenta indiferent de cantitatea izolata

- Pentru A. haemolyticum se raporteaza prezenta

- Pentru alte microorganisme izolate se adauga comentariul ,,posibil colonizare, se va interpreta
in context clinic”.

- Pentru Candida spp. se raporteaza prezenta doar daca sunt > 25 colonii pe aria de insamantare
(sub 25 colonii se considera ca face parte din flora normala)

Timp de raportare — raport preliminar la 16-24 de ore, raport scris in 48-72 ore

Limitele metodei

Un rezultat negativ pentru cultura poate fi urmarea dezvoltarii in exces a florei normale,
sau lipsa hemolizei B in culturile incubate aerob.

Rezultatele fals pozitive sunt urmarea interpretarii gresite a testelor de identificare

III. Examenul bacteriologic al secretiei nazale

Context clinic

Camera nazala anterioara este colonizata preferential de cétre S. aureus. Pe langa S. aureus
pot fi regasiti si alti potentiali patogeni, ca de exemplu S. pyogenes.

Bacteriile prezente in secretiile nazale nu reprezintd factor predictiv pentru infectii ale
sinusurilor, infectii otice, infectii de tract respirator inferior si superior. Nu se vor efectua culturi
pentru microorganisme anaerobe. Din acest motiv prelucrarea secretiei nazale in aceste situatii
duce la rezultate neconcludente.

Indicatii

Portajul MRS A se urmareste la pacientii la risc pentru infectii asociate asistentei medicale.
Fiecare unitate decide categoriile de pacienti la care sd se efectueze screeningul, in functie de
specificul unitétii si a situatiei epidemiologice locale, conform recomandarilor ghidului national
“Diagnosticul, profilaxia si tratamentul infectiilor determinate de Staphylococcus aureus
meticilino-rezistent (MRSA)”. Portajul MSSA poate fi urmarit la pacientii la risc pentru infectii
postoperatorii (chirurgie cardiovasculara, ortopedie) sau la pacienti cu patologii cutanate cronice,
furunculoze recurente.

Atentie! Solicitarea examenului bacteriologic in afara situatiilor mai sus mentionate
reprezinta cereri nejustificate din punct de vedere medical. Orice rezultat pozitiv generat in acest
context este neconcludent, contribuie la abuzul de antibiotice si in consecintd la selectarea
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rezistentei antimicrobiene. Astfel laboratorul de microbiologie are dreptul si obligatia de a refuza
examenul bacteriologic al secretiei nazale recoltate in afara indicatiilor descrise mai sus.

Recoltare si transport

Se recolteaza pe tampon alginat de calciu umectat in prealabil cu solutie salina sterild. Se
introduce tamponul in narinele anterioare si se roteste timp de 5 secunde in fiecare narind. Se
utilizeazd mediu de transport Amies si se transporta in maxim 24 h, cu pastrare la temperatura
camerei.

Sensibilitatea metodei de detectic a portajului de MRSA creste prin recoltarea
concomitenta de tampoane si din alte zone ale corpului, respectiv axila, regiunea inghinald, rect.

Prelucrare bacteriologica

Cultivare

Tamponul se ruleaza pe 1/4 din suprafata placii cu mediul de cultura dupa care se epuizeaza
cu ansa. Mediile de cultura si conditiile de cultivare sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Mediile de culturi, conditiile de incubare si microorganismele urmarite din
secretia nazala

Context Proba Mediu de culturd | Conditii de incubare Microorganisme
clinic /| biologica Temperatura | Atmosfera | Timp tinta
solicitare
Portaj Secretie Agar sange berbec | 35-37°C Aeroba 24 —48h S. aureus
S.aureus | nazald Sau agar selectiv

manitol-sare

Sau agar cromogen

MRSA

Testarea sensibilitatii la antibiotice

In cazul screeningului pentru determinarea portajului d¢ MRSA la pacientii cu risc la
infectii asociate asistentei medicale nu se va testa sensibilitatea la antibiotice.

In cazul in care screeningul se face in cadrul pregatirii preoperatorii sau la pacientii cu boli
cutanate cronice sau recurente, in urma discutiei cu medicii curanti, se pot testa antibiotice utilizate
in cadrul regimului de eradicare a colonizarii (de ex. mupirocin, acid fusidic)

Raportarea rezultatului:

Timp de raportare — raport preliminar cat de rapid posibil, raportul scris in 16-72 ore
- Rezultat pozitiv: pozitiv pentru MRSA/MSSA
- Rezultat negativ: MSSA/MRSA nedetectat
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IV. Examenul microbiologic al secretiei nazo-faringiene

Se recomanda in cazul suspiciunii de tuse convulsiva (Bordetella pertussis si Bordetella
parapertussis). Tamponul nazofaringian se recolteaza si pentru diagnosticul gripei si alte virusuri
cu tropism respirator (nu se acceptd tampon nazal).

Recoltarea tamponului nazofaringian

Metoda de recoltare trebuie sa evite contaminarea cu flora orald sau faringiana. Recoltarea
se va face cu un tampon subtire care se va introduce in nas spre nazofaringe pana la jumatatea
distantei intre ureche si baza nasului. Se roteste tamponul, se lasa 10-15 secunde pentru a absorbi
microorganismele apoi se retrage si se introduce in mediul de transport. Tamponul nu se
refrigereaza si se transporta rapid la laborator.

In cazul diagnosticului molecular in gripd tamponul recoltat se introduce in mediul de
transport lichid si se poate pastra la frigider 24 ore.

Examen microbiologic

Testele moleculare multiplex sunt utile pentru ca pot detecta simultan si rapid variate
microorganisme implicate in infectii respiratorii, in principal virusuri (gripale, v. respirator
sincitial, ~v.  paragripale,  adenovirusuri, coronavirusuri, inclusiv.  SARS-CoV2,
metapneumovirusuri, rinovirusuri) dar si unele bacterii (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis). Rapiditatea obtinerii acestor
rezultate permite adoptarea eficientd a unor decizii terapeutice (reducerea duratei de administrare
nejustificatd a antibioticelor) sau de control al infectiilor.

Teste moleculare pentru diagnosticul infectiilor respiratorii difera prin numarul de
microorganisme detectabile, durata pana la obtinerea rezultatelor, complexitatea testarii i
echipamentul necesar, performante.

V. Examenul bacteriologic al puroiului sinusal

Context clinic - rinosinuzite acute, cronice

Analizele bacteriologice nu sunt indicate in cazul unei rinosinuzite acute bacteriene
deoarece microorganismele implicate sunt bine caracterizate 1n cazul pacientilor
imunocompententi. Se recomanda prelucrarea aspiratului sinusal obtinut endoscopic de la pacientii
cu afectiuni persistente, forme supurative, pacienti imunosupresati, pacienti cu infectii asociate
asistentei medicale. Tratamentul antibiotic se recomanda agentilor patogeni cel mai frecvent izolati
atat la copii cat si la adulti H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis, S. pyogenes.
Microorganismele asociate cu sinuzita cronica sunt cele din sinuzita acutd plus anaerobi
(Peptostreptococcus spp, Fusobacterium spp, Prevotella spp), S. aureus, iar la pacienti diabetici,
imunosupresati fungii pot invada sinusurile. (Mucor spp, Aspergillus spp, etc). Tn 40% dintre
cazuri nu se cultivd niciun microorganism. Acest lucru se poate datora utilizarii de antibiotice,
deficientelor de recoltare, transport, prelucrare proba sau se poate suspiciona implicarea
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Mycoplasma pneumoniae si Chlamydophila pneumoniae. Bacili Gram-negativi (enterobacterii si
nonfermentativi) frecvent multirezistenti la antibiotice pot fi implicati in sinuzita asociata
asistentei medicale, in special la pacienti intubati, la cei cu sondad nazogastrica sau la cei cu
interventii la nivelul sinusurilor.

Recoltare si transport

Probele biologice sunt reprezentate de secretia sinusald obtinutd prin: aspirare, lavaj
sinusal, chiuretaj sau biopsie. Recoltarea se va face de catre un specialist ORL. Nu se accepta:
tampon nazal sau nazofaringian, sputa, saliva.

Prelucrare bacteriologica

Examen microscopic

Se face coloratia Gram; se urmareste prezenta leuococitelor si categoriile microscopice
bacteriene; leucocitele frecvente sau in cantitate moderatd sustin diagnosticul de sinuzita,

Cultivare

Se insamanteaza cate 1 proba pe placa, se face dispersia cu ansa pentru obtinerea de colonii
izolate (Tabelul 3.).

Interpretare

- Cultura pozitiva pentru H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis, S. pyogenes indica
infectie cu acest microorganism.

- Cultura pozitiva cu bacili Gram negativi sau S. aureus poate sa nu reprezinte infectie.

- Cultura mixta fara sa predomine un microorganism in general indica o recoltare incorecta.

- Cultura negativa nu exclude sinuzita, adesea patogenii nu se pot cultiva.
Limite:

- Rezultatele inadecvate pot fi rezultatul contaminarii probelor cu flora orald normala.

- Rezultatele fals negative sunt urmarea ntarzierii in prelucrare.

- Rezultatele fals pozitive sunt urmarea suprainterpretarii rezultatelor culturii.

Raportarea rezultatului

Timp de raportare — telefonic cat mai rapid posibil a rezultatelor preliminare, raportul scris
in 16-72 ore.

Examenul microscopic
Se raporteaza prezenta leucocitelor si a categoriilor microscopice observate cu referire la

aspectul cantitativ (rare, frecvente).

Cultura

Se raporteaza:
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- Specia bacteriana izolata, la care s-a stabilit semnificatia clinica prin asocierea semnificativa a

leucocitelor cu aceeasi categorie microscopica cu organismul izolat in cultura.

»Absenta cresterii”

Tabelul 3: Mediile de

puroiul sinusal

cultura, conditiile de incubare si microorganismele urmarite din

Context | Proba Mediu de cultura Conditii de incubare Microorganisme
clinic/ biologica Tempe | Atmosfera | Timp | tinta
solicitare ratura
Sinuzita | Puroi Agar chocolat 35- 5-10% CO, | 40-48 | H. influenzae
sinusal 37°C h M. catarrhalis
S. pneumoniae
alte
microorganisme
n
culturd pura care
pot fi
semnificative
Agar sange berbec 35- Aeroba 40 — | Streptococci beta-
37°C 48 h hemolitici grup A
S. aureus
Agar sange berbec 35- 5-10% CO, | 40— | M. catarrhalis
37°C 48 h | S. pneumoniae
Agar anaerobi 35- Anaeroba 48 h | Anaerobi
37°C
Agar CLED sau 35- Acroba 16 - Enterobacterales
MacConkey 37°C 24 h Pseudomonas
(daca se observa spp.
bacili Gram-negativi
pe frotiul direct sau
n cazul sinuzitei
nozocomiale)
agar Sabouraud 35°C Aeroba
40 — | Candida spp
25°C 48 h
Aspergillus si alti
15 fungi
zile
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,Crestere microbiand fard semnificatie patogena” cu precizarea speciilor bacteriene care au
fost cautate dar nu au fost izolate (se declard capabilitatea laboratorului pentru a izola si
identifica microorganismele tinta).

V1. Examenul bacteriologic al puroiului otic

Context clinic

Infectii ale canalului auditiv extern sunt determinate de P. aeruginosa (otita externa
malignd), S. aureus, S. pyogenes, enterobacterii, anaerobi, Candida spp, Aspergillus niger.

Microorganismele izolate de rutina in otita medie sunt S. pneumoniae, H. influenzae, M.
catarrhalis, Alloiococcus otitidis. Pot sa apara infectii localizate cu S. aureus si S. pyogenes.
Infectii cronice sunt determinate in general de fungi, micobacterii, Nocardia. Flora tegumentara
reprezentatd de stafilococi si corinebacterii nu are semnificatie clinica.

Indicatii

In otita acutd medie si otita medie recurenti recoltarea se va face de citre un specialist ORL
dupd curatarea si uscarea canalului auditiv extern. Se incizeazd/ perforeaza membrana timpanica
cu seringa, se aspira cu pompa sau se recolteaza cu un tampon fin (interzis tamponul de bumbac).
In cazul copiilor in lichidul din urechea medie se pot identifica alturi de bacterii anumite virusuri
dar diagnosticul virusologic nu este recomandat deoarece nu exista terapie specifica.

Recoltare si transport

Produsul biologic este reprezentat de secretie oticd din conductul auditiv extern recoltata
pe tampon (produs calitativ inferior) sau secretie purulentd recoltatd prin aspirare sau prin
procedura chirurgicald din urechea medie. Pentru investigarea unei etiologii fungice se recolteaza
scuame din conductul auditiv extern. Probele se transporta cat mai repede posibil la laborator. Este
de preferat ca tampoanele sa fie introduse in mediu de transport Amies. Probele lichide vor fi
transferate din seringd in recipient steril. Pentru etiologia anaeroba probele vor fi transportate in
mediu de transport special pentru anaerobi.

Daca transportul probelor se intarzie peste 2 ore, probele vor fi refrigerate cu exceptia celor
pentru anaerobi care vor fi pastrate la temperatura camerei.

Prelucrare bacteriologica

Examenul microscopic

Se prepara frotiuri din exsudatul recoltat din urechea medie. In cazul recoltarii cu tamponul,
se vor recolta 2 probe, una va fi folosita la efectuarea unui frotiu, iar cealalta pentru efectuarea
insamantarilor. Frotiurile efectuate se coloreaza Gram.
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Cultivare

Se insamanteaza cate 1 proba pe placa, se face dispersia cu ansa pentru obtinerea de colonii
izolate (Tabelul 4).

Tabelul 4: Mediile de cultura, conditiile de incubare si microorganismele urmairite in otita
externa si cea medie

Context Proba Mediu de | Conditii de incubare Microorganisme
clinic/ biologica cultura Temperatura | Atmosfera | Timp | tinta
solicitare
Otita Secretii Agar 35-37°C 5-10% CO: | 40-48 | H. influenzae
externa recoltate pe | chocolat h M. catarrhalis
tampon S. pneumoniae
alte
microorganisme
n
culturd pura care
pot fi
semnificative
Agar sange | 35-37°C Aeroba 40 — | Streptococci
berbec 48 h betahemolitici
grup A
S. aureus
Otita Secretie Agar sange | 35-37°C 5-10% CO2 |40 - | M. catarrhalis
medie purulenta berbec 48 h | S. pneumoniae
recoltata
prin Agar 35-37°C Anaeroba | 48h | Anaerobi
aspirare sau | anaerobi
prin
procedura Agar CLED | 35-37°C aeroba 16 - | Enterobacterales
chirurgicala | sau 24h | Pseudomonas
din urechea | MacConkey spp.
medie.
Agar 22-30 °C aeroba Fungi
Sabouraud 15
zile

Bacterii cu rol etiologic posibil:

- Alloiococcus otitidis creste lent si dezvolta colonii punctiforme umede de culoare galbena si
nu creste pe agar chocolat. Pe frotiul Gram nu se poate diferentia de stafilococi. Testele de
identificare sunt: catalazd negativ, PYR pozitiv, LAP (leucin aminopeptidaza) pozitiv,
sensibilitate la vancomicina.

- Turicella otitidis poate fi agent etiologic al otitei medii.
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Interpretare

Cultura pozitiva pentru bacili Gram-negativi, streptococi beta-hemolitici sau S. aureus Tn
otitd externd in general indica prezenta infectiei.

Cultura pozitiva pentru S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, Alloiococcus otitidis
in otitd medie in general indica prezenta infectiei.

Cultura negativd nu poate exclude otita medie (in infectiile cronice adesea cultura este
negativa).

Limite
- Rezultatele fals negative pot fi urmarea cultivarii excesive a florei normale cutanate.

- Rezultatele fals pozitive pot fi urmarea supradiagnosticului.
- Alloiococcus otitidis este dificil de cultivat.

Raportarea rezultatului:

Timp de raportare — raport preliminar telefonic cat de rapid posibil, raportul scris in 16-72
ore.

Examenul microscopic

Se raporteaza prezenta leucocitelor si a categoriilor microscopice observate cu referire la
aspectul cantitativ (rare, frecvente).

Cultura

Se raporteaza:
- specia bacteriand izolata, la care s-a stabilit semnificatia clinica prin asocierea semnificativa a
leucocitelor cu aceeasi categorie microscopicd cu organismul izolat in cultura.
- ,,Absenta cresterii” sau ’Fara crestere bacteriana”
- ,,Crestere microbiand fard semnificatie patogend” cu precizarea speciilor bacteriene care au
fost cautate dar nu au fost izolate (se declard capabilitatea laboratorului pentru a izola si
identifica microorganismele {inta).

Multumiri

La realizarea acestui capitol a contribuit dr. Mirela Maria Magdalena Flonta de la Spitalul Clinic
de Boli Infectioase, Cluj-Napoca.
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Diagnosticul microbioloegic al infectiilor tractului
respirator inferior

l. Introducere

Acest document descrie izolarea din sputd, lavaj bronhoalveolar si alte tipuri de probe
asociate, a bacteriilor si fungilor care pot determina infectii respiratorii.

Diferentierea intre colonizarea traheobronsica si infectia pulmonard adevarata este dificila.
[zolarea si recunoasterea microorganismelor implicate in etiologia pneumoniei depinde de:
Recoltarea probei adecvate din tractul respirator inferior
Evitarea contaminarii cu flora din tractul respirator superior
Utilizarea tehnicilor microscopice si de cultivare corecte
Cunoasterea tratamentelor anterioare si curente cu antibiotic.

Pneumonia

Pneumonia poate fi clasificatd ca fiind comunitard sau asociatd asistentei medicale
(survenita la mai mult de 48 ore de la internare), respectiv primara sau secundara. Etiologia
pneumoniilor variaza in functie de aceste aspecte.

Exista mai multi factori care se asociaza cu un risc crescut de pneumonie. Cei mai frecventi
sunt: afectiuni pulmonare cronice precum BPOC, diabetul zaharat, insuficienta cardiaca sau renala
si imunosupresia (congenitala sau dobanditd). Nivelul scdzut de constientd precum si diminuarea
reflexelor faringian sau de tuse sunt factori de risc pentru pneumonia de aspiratie. Infectii recente
cu virusuri respiratorii, in particular cu virusuri gripale reprezinta de asemenea un factor de risc.

Evaluarea severitatii pneumoniei se face cu ajutorul semnelor clinice si a datelor de
laborator, prezenta unora din acestea fiind predictiva pentru riscul de deces.

Etiologia pneumoniei variaza in functie de modul de aparitie (comunitara sau de spital) si
de factorii de risc existenti. Multe din bacteriile care colonizeaza tractul respirator superior sunt
implicate in etiologia pneumoniilor. Tratamentul antibiotic si spitalizarea favorizeaza colonizarea
cu bacili Gram-negativi aerobi.

Acesti factori afecteaza sensibilitatea si specificitatea sputoculturii iar rezultatele trebuie
interpretate in baza datelor clinice. Rezultatele sputoculturii sunt frecvent inselatoare, iar
sensibilitatea culturii este micd pentru multi patogeni. Singura exceptie este reprezentatd de
probele de sputa de la pacientii cu exacerbari severe ale BPOC.

Pneumonia comunitara

Principala etiologie a pneumoniei comunitare este Streptococcus pneumoniae, responsabil
de pana la 60% din cazuri si care poate fi multirezistent. Poate afecta indivizii la orice varsta,
inclusiv cei cu factori de risc cunoscuti. In prezenta unor factori de risc cunoscuti si alti agenti
bacterieni pot determina pneumonie. Pacientii cu BPOC si cei infectati cu HIV prezinta in plus,
risc de pneumonie cu Haemophilus influenzae si Moraxella catarrhalis. Pneumonia cu
Staphylococcus aureus survine fie in contextul unei infectii virale recente, fie (mai rar) ca rezultat
alunei Tnsamantari pe cale hematogena de la un focar la distanta, BPOC sau prin aspiratie. Bacilii
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gram-negativi aerobi reprezinta o cauza rara de pneumonie comunitard. Ocazional, Klebsiella
pneumoniae determind pneumonia severa necrotizantd, (“pneumonia Friedlinder”) la pacientii
reprezentati de persoanele fard adapost si cu un istoric de abuz de alcool.

O serie de alti patogeni determina pneumonii atipice. Mycoplasma pneumoniae determina
pana la 20% din pneumoniile comunitare, pe locul 2 dupa S. pneumoniae. Infectiile cu
Mycoplasma pneumoniae au tendinta de a aparea in epidemii, la 4-5 ani si afecteaza grupele de
varsta tinere. Chlamydophila pneumoniae este un patogen exclusiv uman. Mult mai rar pneumonia
este determinatda de Chlamydophila psittaci sau Coxiella burnetii si apare la indivizi la care exista
un context relevant de contact cu pasari sau animale de ferma. Legionella pneumophila este o
cauza rara de pneumonie comunitara, asociatd cu un istoric de célatorie recentd sau alti factori
favorizanti (expunere la aerosoli generati de diverse instalatii de apa, gradinarit). Virusurile
respiratorii, precum virusul respirator sincitial (RSV), virusurile gripale si adenovirusurile pot
determina pneumonia virala.

Pneumonia de spital

Pneumonia de spital se situeaza pe primele locuri in randul infectiilor asociate asistentei
medicale (IAAM). Riscul crescut este reprezentat de afectiuni preexistente si de diferitele
interventii si proceduri. Ventilatia mecanicd este un factor de risc major. Pacientii cu afectiuni
critice, care necesita ventilatie mecanica prelungita, sunt expusi infectiilor cu Pseudomonas
aeruginosa si cu specii de Acinetobacter multirezistente (de ex. Acinetobacter baumannii). Bacilii
Gram-negativi aerobi, inclusiv membri ai ordinului Enterobacterales (precum Klebsiella si
Enterobacter spp) si P. aeruginosa sunt implicati in pana la 60% din cazuri. Prezenta cateterelor
intravasculare si a portajului nazal sunt factori de risc pentru pneumonia determinatd de S. aureus
meticilino-rezistent (MRSA). Speciile de Legionella sunt de asemeneca o cauza ocazionala de
pneumonie de spital.

Pneumonia de aspiratie

Pneumonia de aspiratie se produce atunci cand continutul orofaringian patrunde in tractul
respirator inferior. Factorii de risc sunt reprezentati de nivelul redus de constienta, de exemplu in
urma unui traumatism cranio-cerebral sau supradoza de droguri, precum si reflex diminuat de tuse
si/ sau reflex de deglutitie slab in urma unui accident vascular cerebral sau alta boala neurologica.

Abcesul pulmonar

Abcesul pulmonar se poate dezvolta secundar unei pneumonii de aspiratie, In care caz cea
mai des afectata este zona de mijloc a plamanului. Microorganisme ca: S. aureus si K. pneumoniae
pot duce la dezvoltarea unor abcese multifocale si prezenta de microabeese (<2 cm diametru) Este
prezentat uneori ca pneumonie necrotizanta. Nocardioza, aproape intotdeauna survenita pe un fond
de imunodepresie, se poate prezenta sub forma de abces pulmonar. Abcesele sunt rezultatul
diseminarii hematogene de la un focar situat la distanta, asa cum se intdmpla in cazul endocarditei
infectioase.

Burkholderia pseudomallei poate determina abces pulmonar sau pneumonie necrotizanta
la persoane care au calatorit in zone endemice (in special Asia de sud-est si Australia de nord) si
in prezenta diabetului.

Sindromul Lemierre sau necrobaciloza debuteaza ca o infectie acutd orofaringiana.
Tromboflebita infectioasd a venei jugulare poate duce la embolie septica si infectii metastatice.
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Tn mod frecvent este implicat si plimanul; se pot dezvolta abcese multifocale. La pacientii cu acest
sindrom diagnosticul etiologic se bazeaza pe hemocultura, cel mai frecvent patogen izolat fiind
Fusobacterium necrophorum.

Fibroza chistica

Monitorizarea microbiologicd a colonizarii pulmonare, in cadrul managementului
pacientilor cu fibroza chistica, este esentiala. Primele specii implicate sunt Haemophilus influenzae
si/ sau Staphylococcus aureus, care preced colonizarea cu Pseudomonas aeruginosa si alti bacili
Gram negativi nefermentativi.

Colonizarea cu Pseudomonas aeruginosa, fenotip mucos (producator de alginat, implicat
in formarea de biofilm), combinatd cu evolutia cronica a bolii, reprezintd o etapa critica in cadrul
acesteia. Pot fi izolate tulpini de P. aeruginosa cu sensibilitati diferite la antibiotic, din aceeasi
proba. Variantele de tip “colonii mici” ale speciei Staphylococcus aureus, asociate cu formele de
dezvoltare intracelulard, cu evolutia cronica a bolii si, mai rezistente la terapia cu antibiotice,
trebuie recunoscute n culturile bacteriene.

Pot fi prezenti, de asemenea, anaerobi, specii de Aspergillus si micobacterii non-
tuberculoase (MOTT - mycobacteria other than Mycobacterium tuberculosis).

Transmiterea bacteriilor din complexul Burkholderia cepacia intre pacienti poate duce la
decesul prin "sindromul B. cepacia ", care este o pneumonie fulminantd uneori insotita de
septicemie.

Micobacteriile non-tuberculoase reprezinta o problema in crestere pentru pacientii din
acest grup; M. abscessus este mai frecvent decat altii.

Rezistenta la antibiotice, in mod special pentru Burkholderia spp., Stenotrophomonas
maltophilia si P. aeruginosa, limiteaza optiunile de tratament.

Alte microorganisme precum Ralstonia, Achromobacter si Pandoraea sunt patogeni
emergenti 1n boala cronicd pulmonara. Pot fi, de asemenea, implicate si virusuri.

Pleurezia

Pleurezia este inflamatia pleurei, a membranelor seroase care acopera plamanii si fata
interioard a cavitatii toracice.

I1. Recoltarea si transportul probelor biologice

Diagnosticul microbiologic se face in caz de infectie acutd, exacerbarea unei infectii
cronice (bronsita cronica, fibroza chistica etc.) sau pneumonia de ventilatie.

Conform ghidurilor tratamentul de prima intentie al pneumoniei ingrijite la domiciliu este
empiric. Investigarea microbiologica se face doar daca dupa 72 h de tratament nu exista o evolutie
favorabila, pentru formele severe ce necesita internare la terapie intensivd sau cand existd risc
crescut pentru infectie cu germeni rezistenti (Pseudomonas aeruginosa, MRSA).

Diagnosticul infectiei pulmonare se bazeaza pe urmatoarele criterii:

- Clinice: istoric de infectie, semne fizice, generale si functionale.
- Examinari imagistice sugestive.

- Biologice: hemoleucograma, VSH, CRP, procalcitonina

- Microbiologice:
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- examenul microbiologic al secretiilor din tractul respirator, hemocultura, lichid pleural,

- detectia de anticorpi in sange,

- detectia de antigene in urina
- Histologice: biopsie pulmonara sau pleurald pentru diagnostic diferential (tuberculoza sau

cancer)

Sputa este usor de recoltat dar dificil de interpretat, secretiile bronsice recoltate prin lavaj
bronho-alveolar, aspirare bronsica sau lavaj protejat sunt mai dificil de recoltat dar mai usor de
interpretat.

Tipurile de probe recoltate: sputa, lavaj bronhoalveloar, aspirat bronsic, aspirat
transtoracic, periaj bronsic, spalaturd bronsica, secretii tub endotraheal, probe recoltate pe cateter
protejat, lichid pleural.

Este foarte importanta etichetarea corecta a tipului de proba, deoarece prelucrarea lor in
laborator este diferita.

Probe biologice recoltate in infectiile tractului respirator inferior
(TRI)

Proba de sputa expectorata

Probele de sputa au mari probleme de contaminare. Trebuie obtinutd proba de sputd de
dimineatd (devreme) deoarece contine secretiile adunate din cursul noptii, in care este o mai mare
probabilitate sa se concentreze bacteriile patogene.

Pneumonia asociata asistentei medicale implicd o mortalitate ridicata dar este dificil de
diagnosticat clinic si microbiologic. Criteriile de diagnostic microbiologic raman dificil de
interpretat. Sensibilitatea si specificitatea mica a culturii din sputd in diagnosticul pneumoniei
asociate asistentei medicale a determinat dezvoltarea unor tehnici de recoltare a secretiilor din
tractul respirator inferior, unele din ele implicand utilizarea bronhoscopului.

De regula se recolteaza numai o proba de sputa in interval de 24 de ore, aceasta fiind prima
de dimineata. Exceptie fac probele recoltate cu ajutorul bronhoscopului. Acestea din urma sunt
cele mai bune probe care pot fi obtinute prin tuse profunda.

Probele de sputa cu o cantitate mai mica de 2 ml nu trebuie procesate, cu exceptia celor
care au aspect purulent.

Probele de sputi se obtin foarte greu de la pacientii pediatrici. In plus copiii pot fi colonizati
cu H. influenzae, S. pneumoniae sau Neisseria meningitidis.

Aspiratul traheal

Aspiratul traheal se recolteaza prin tubul endotraheal cu un dispozitiv special care permite
captarea secretiilor din trahee intr-un recipient. Se recolteazd cca 10 ml de secretii. Are aceleasi
limitari ca si probele de sputa.
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Aspiratul bronsic
Aspiratele brongice sunt recoltate prin aspirarea directd a materialului din bronhii cu
ajutorul unui bronhoscop flexibil.

Lavajul bronhoalveolar

Probele de BAL se recolteaza din bronhiolele distale si alveole dupa ce bronhoscopul a
fost fixat in lumenul céilor respiratorii distale sau in unul sau mai multe segmente pulmonare, in
functie de extinderea infectiei.

(1) bronhoscopul se introduce transnazal sau transoral la pacientii neintubati sau prin tubul
endotraheal la pacientii intubati.

(2) se recolteaza probele de BAL prin fixarea cu grija a varfului bronhoscopului intr-un lumen al
cailor respiratorii si instildind un volum cat mai mare de 0,85% ser fiziologic fard actiune
antibacteriana (25 pana la 30 ml pentru adulti s1 5 pana la 10 ml pentru copii). Se pot face instilari
repetate 1n acelasi loc, pentru a spdla alveolele si pentru a colecta lichid suficient pentru toate
testele necesare.

(3) se aspira usor lichidul recuperat intr-un recipient steril inainte de administrarea urmatoarei
cantititi de lichid. In general, 50 pana la 75% din solutia salini instilata este recuperata in lichidul
de lavaj.

(4) lichidul initial se arunca, fiind contaminat, restul este trimis la laborator.

NOTA: In laborator, probele din acelasi loc pot fi combinate pentru culturi si frotiuri, dar probele
recoltate din locuri separate (de exemplu, lobul superior drept si lobul inferior drept) pot fi
combinate numai dupa consultarea medicului care a efectuat recoltarea.

Este o metoda de incredere in diagnosticul etiologic al pneumoniei si a altor infectii
pulmonare.

MiniBAL - lavajul bronhoalveolar orb

MiniBAL nu necesita bronhoscop, insa este nevoie de un dispozitiv special, mai lung decat
cel cu care se obtine aspiratul endotraheal, cu care se ajunge in partile distale ale tractului
respirator. Prin dispozitiv se introduce ser fiziologic steril, dupa care se aspira intr-o seringa.

Periajul bronsic

Tehnica periajului bronsic foloseste un cateter cu perie protejata (o perie intre doua catetere
sigilate la capat cu un dop de polietilenglicol) pentru a obtine material din cdile respiratorii
inferioare.

Se considerd ci un numir de bacterii de peste 10° UFC/ml in produsul de periaj obtinut
bronhoscopic se coreleaza cu diagnosticul histologic de pneumonie.

Spalatura bronsica

Probele de spalatura bronsica sunt colectate din bronhiile mari, inclusiv bronhia principala,
la bifurcatie si bronhiile din dreapta si din stanga 1in functie de extinderea leziunilor. Aceasta
procedurd este cel mai frecvent utilizata pentru diagnosticul cancerului la pacientii cu leziuni
bronsice. Testele de diagnostic pentru infectie pot fi facute concomitent pentru a elimina infectia,
mai ales daca exista obstructie bronsica si pneumonie secundara acestei complicatii.
(1) bronhoscopul se introduce transnazal sau transoral la pacientii neintubati sau prin sonda
endotraheald la pacientii intubati.
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(2) se injecteaza steril solutie sterila 0,85% NaCl fara actiune antibacteriand (in general 20 pana
la 30 ml la adulti si 5 ml la copii).
3) se aspira lichidul de spalare bronsica intr-un recipient steril. Deoarece volumul de solutie salina
introdus este mai mic decat in cazul lavajului bronhoalveolar, proba primita la laborator este in
cantitate mai mica comparativ cu BAL.
(4) Probe de spalatura bronsica recoltate din zone diferite din plamani (de exemplu, bronhiile din
dreapta si din stangi) nu trebuie amestecate.

Metoda are utilitate scazuta in diagnosticul pneumoniei, cu exceptia anumitor agenti
patogeni, cum ar fi M. tuberculosis, Legionella, fungi endemici.

A nu se eticheta ca BAL (lavaj bronhoalveolar), acest tip de produs nu poate fi prelucrat
pentru a obtine culturi cantitative.

Probe recoltate pe cateter protejat

Materialul este recoltat din plaméan prin bronhoscop intr-un mod similar cu periajul bronsic.
Se utilizeaza un cateter interior si exterior cu dop din polietilen glicol la capat pentru a preveni
contaminarea din nazofaringe.

Aspiratul transtoracic

Probele de aspirat toracic se obtin prin punctia peretelui toracic cu un ac introdus prin
spatiul intercostal. Aceasta procedura poate fi utilizata pentru a recolta din leziuni focale accesibile
precum aspergilomul, abcesul.

Revarsatul pleural

Revarsatul pleural este acumularea de lichid intre straturile interioare si exterioare
(viscerale si parietale) ale pleurei.

Revarsatul se produce la debutul pneumoniei, reprezentand raspunsul pleural la o reactie
inflamatorie 1n plamanul adiacent. Bacteriile ajung in spatiul pleural pe diferite cai: rdspandirea
dintr-o zona adiacentd a pneumoniei, chirurgia toracicid sau drenaj, bacteriemia, traumatismul
toracic sau prin transmiterea transdiafragmatica din infectia intraabdominala.

Revirsatul pleural tuberculos apare de obicei ca o extensie a infectiei dintr-un focar
subpleural. In revirsat se gaseste un numar mic de bacili (produs paucibacilar) si, ca rezultat,
microscopia este rareori pozitiva. Prin urmare, sunt preferate alte teste de confirmare, de exemplu:
utilizarea sistemelor automate de incubare, timp de 42 zile, metode PCR de detectic ADN
Mycobacterium tuberculosis, testele cutanate sau radiografia toracica.

Empiemul

Empiemul toracic este o colectie de puroi in cavitatea pleurald. Cel mai adesea apare ca o
complicatie a infectiei bacteriene a parenchimului pulmonar: pneumonie sau abces pulmonar.

Desi cea mai frecventa cauza este S. pneumoniae, orice microorganism poate fi izolat din
lichidul pleural, in special microorganismele asociate cu infectia tractului respirator inferior si
microorganismele dobandite prin aspirarea florei orofaringiene, inclusiv streptococii si anaerobii
orali.
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Microorganismele asociate in special cu empiemul, la pacientii cu sindromul
imunodeficientei dobandite (SIDA) includ: Cryptococcus neoformans, Mycobacterium avium-
intracellulare, M. tuberculosis si Nocardia asteroides.

Alte microorganisme care pot provoca infectii la acest grup de pacienti includ
Pneumocystis jirovecii si Rhodococcus equi.

Urina pentru detectarea antigenelor de Legionella pneumophila si
Streptococcus pneumoniae

Se recolteaza urind 1n recipient fara substante de conservare si se trimit imediat la laborator.

Recoltarea

Probele trebuie sa fie proaspete si recoltate inainte de inceperea tratamentului cu antibiotic.
Sputa presupune recoltarea secretiilor din tractul respirator inferior (subglotic), obtinute in urma
unui efort de tuse profunda. Daca tusea este neproductiva se poate stimula producerea secretiilor
prin fizioterapie, drenaj postural sau inhalarea de aerosoli (solutie hipersalind). Recoltarea de
saliva sau secretii nazale nu este acceptata.

Pentru diagnosticul infectiei cu Mycobacterium tuberculosis se recomanda recoltarea
sputei de dimineata in 3 zile consecutive.

Probe din tractul respirator

Tehnici invazive

- Lavaj bronho-alveolar — are 2 componente: fractia bronsica (50 ml) si fractia alveolara (150-
200 ml) — proba se contamineaza totusi cu flora din caile aeriene superioare.

- Recoltare distala protejata — este metoda gold standard pentru stabilirea etiologiei microbiene
pentru pneumopatii — metoda Wimberley — capatul cateterului utilizat este tdiat cu foarfeca
sterila si introdus in recipient cu 1 ml solutie salina sterila; se agita langa patul pacientului si
se trimite la laborator in maxim 2 ore.

- Lichid pleural: in mod ideal, un volum minim de 1 ml, in seringi spalate cu heparina

- Aspirat endotraheal — proba este recoltata in orb si are un risc ridicat de contaminare cu flora
salivara.

Tehnici non-invazive:

- Sputa — se evalueazd acceptabilitatea pe criterii citologice — este foarte rar de ajutor in
diagnosticul etiologic al pneumoniei comunitare; recoltarea corecta este foarte importanta.

Alte probe

- Sange pentru hemocultura (2 seturi)

- Urina pentru detectie antigene Legionella pneumophila sau Streptococcus pneumoniae

- Sange pentru detectie de anticorpi in pneumopatii atipice (Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydia psittaci, Mycoplasma pneumoniae, L. pneumophila)

- Probe de la nivelul epiteliului respirator (nas, trahee, bronhii) — se recolteaza pentru teste
virusologice cat mai devreme dupd debutul bolii, se utilizeazd mediu de transport special.
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Transportul probelor

Transportul probelor se face in maxim 2 ore de la recoltare. In situatii exceptionale daca

transportul este intarziat, proba poate fi pastrata la 4°C pana la 24 h.

Daca se suspecteaza o infectie acuta si rezultatul poate afecta managementul medical,

probele recoltate se proceseaza cat mai rapid iar rezultatul examenului microscopic se pune la
dispoitie in decurs de 2 ore de la preluarea probei.

I11. Prelucrarea produselor biologice

Produsele din tractul respirator inferior pot avea aspect macroscopic de tip salivar,

mucosalivar, mucoid, mucopurulent, purulent, hemoragic.

Pregatirea produsului

Sputa — se fluidifica si omogenizeaza cu o solutie mucolitica (N-acetilcisteina, ditiotreitol).
Aspiratul traheal este tratat la fel ca sputa. Este necesar ca pe cererea de analize sa se precizeze
scopul investigatiei: pentru screening sau pentru diagnostic, deoarece prelucrarea probei este
diferita in cele doua situatii. Pentru diagnostic este necesara interpretarea cantitativa, pentru
care se pot face dilutii.
Lavajul bronhoalveolar: se pot face culturi cantitative. Se centrifugheaza 10 min la 1200 xg,
se resuspenda sedimentul in 0,5 ml supernatant. Din probele mucoide se depune pe lama in
strat subtire o portiune purulentd sau sanguinolenta; din probele nemucoide se face un frotiu
in strat subtire din sedimentul obtinut dupd centrifugare. Se vor identifica si testa maxim 2
patogeni aerobi. Peste 3 germeni izolati implicarea etiologica este greu de realizat (cu exceptia
situatiei cand unul din cei 3 este un patogen clar, ex. Mycobacterium tuberculosis).

Lavajul bronhoalveolar este cel mai indicat pentru diagnosticul bolilor pulmonare atipice

(Nocardia, Legionella, Actinomyces) si pentru diagnosticul infectiilor la imunodeprimati
(Pneumocystis, Aspergillus).

Proba recoltatd distal cu cateter protejat — se utilizeaza 1 ml ser fiziologic steril; se prepara

frotiuri dupa centrifugare.

Toate probele din cavitatea pleurald trebuie centrifugate in recipiente ermetic inchise si

prelucrate in conditii de nivel 2+ de biosigurantd, indiferent daca este necesard sau nu

examinarea speciilor de Mycobacterium.

Lichidul pleural - pentru toate probele, cu exceptia celor coagulate sau foarte vascoase: se

centrifugheaza intr-un recipient steril, cu capac, cu fund conic, la 1200 x g pentru 5-10 minute;
Nota: Daca se solicita, de asemenea, investigatia pentru speciile Mycobacterium, timpul de

centrifugare poate fi marit la 15-20 minute; acelasi sediment poate fi utilizat pentru insamantare
Mycobacterium, precum si pentru microscopia de rutina.

Se transfera supernatantul, cu exceptia ultimilor 0,5 ml, folosind o pipeta sterila intr-un alt

recipient rezistent la scurgeri, plasat intr-o punga de plastic sigilata, pentru testare suplimentara,
daca este necesar (de exemplu, virusologie).

Cultivarea lichidului pleural pentru specii non- tuberculoase: se suspenda sedimentul in

lichidul ramas.
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Se inoculeaza fiecare placa de agar si bulionul de Imbogatire cu sediment rezultat din
centrifugarea lichidului pleural, folosind o ansa sterild. Pentru izolarea coloniilor individuale, se
disperseaza inoculul cu o ansa sterila.

In suspiciune de empiem cu etiologie multipld, pentru izolarea Mycobacterium
tuberculosis, se practicd decontaminarea lichidului de punctie (aceeasi metoda ca pentru
decontaminarea sputei).

Daca se utilizeaza flacoane pentru hemoculturd, inocularea se va face cu proba
necentrifugata, in mod ideal la ,,patul bolnavului”.

Probele coagulate:

- Daca este posibil, cheagul trebuie rupt cu o ansd sterila si o portiune folosita pentru a face un
frotiu pentru coloratia Gram.

- Se inoculeaza fragmentele de cheag pe placile de agar si bulionul de Tmbogatire.

- Daca proba contine doar un cheag mic, acesta trebuie inclus fie in bulionul de imbogatire, fie
inoculat pe placa de agar chocolat. Portiunea necoagulatd a probei trebuie cultivata in mod
normal asa cum este descris mai sus.

Examenul microscopic:

Pe frotiul Gram se poate face aprecierea calitdtii sputei si evidentierea categoriilor
microscopice pentru posibilii patogeni implicati (Tabelul 1).

Aprecierea calitatii sputei se face prin raportarea numarului de polimorfonucleare la
numarul de celule epiteliale la marire de 100x. Probele purulente vor fi prelucrate pentru
insamantare iar probele nepurulente sau contaminate cu celule epiteliale pot fi respinse.

Prezenta macrofagelor si a celulelor bronsice certifica provenienta probei din TRI. Pentru
Legionella si micobacterii criteriile calitative si cantitative nu se aplica, simpla lor prezenta
semnificd infectie (nu existd purtdtori sdndtosi). Nu se resping: probele pentru depistarea
Mycobacterium tuberculosis sau provenite de la pacienti imunodeprimati, neutropenici.

Pot fi folosite si alte scoruri care permit aprecierea calitatii probei (de ex. scorul Q).
Examinarea lamelor colorate Gram se face pentru a evidentia prezenta unei singure
categorii microscopice predominante, asociatd cu leucocitele polimorfonucleare si care nu adera
la celulele epiteliale.
Prezenta unei singure categorii microscopice in asociere cu leucocitele (categoriile D si E)
pot fi utile in prezicerea agentilor patogeni pulmonari si ar trebui raportate.
Probele acceptabile sunt observate cu marire 1.000 x I.U. Se pot intalni urmatoarele situatii:
A. Nu se observa microorganisme
B. Flora mixta; niciuna din categoriile microscopice nu depaseste 10 microorganisme / cAmp
cu l.U.
C. Flord mixtd cu doud sau mai multe categorii microscopice cu peste 10 microorganisme /
camp |.U.
D. o singura categorie microscopica cu mai putin de 10 microorganisme / camp [.U.
E. o singura categorie microscopica cu mai mult de 10 microorganisme / camp 1.U.
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Tabelul 1. Aprecierea calitatii probelor de sputa - Scorul de calitate Bartlett

Scor de calitate Numar celule pe camp
(metoda Bartlett)
Celule epiteliale Leucocite
1 > 25 <10
2 > 25 10-25
3 > 25 > 25
4 10 - 25 > 25
5 <10 > 25

Probele cu scor 1, 2 si1 3 sunt intens contaminate cu saliva si nu trebuie cultivate. Doar probele cu
scor 4 si 5 sunt acceptabile, cele cu scor 5 sunt optime. Probele cu scor 4 si 5 si cu prezenta de
microorganisme monomorfe au o valoare inalt predictiva.

La examinarea frotiului Gram se va tine cont de informatiile legate de prezenta
tratamentului cu antibiotic. In aceasta situatie microorganismele evidentiate pe frotiu pot si nu fie
viabile.

La solicitare speciala se fac coloratii specifice:

- Ziehl-Neelsen pentru micobacterii
- Giemsa pentru Pneumocystis jirovecii
Pentru fungi se examineaza preparat umed intre lama si lamela cu KOH.

Numaratoarea diferentiala a leucocitelor din lichid pleural

Se efectuecaza diferentierea dintre leucocitele polimorfonucleare si leucocitele
mononucleare.
1. Metoda camerei de numarare: recomandata pentru numarul mai scazut de leucocite.
a) Esantioane fara sange sau usor hemoragice
- colorati fluidul necentrifugat cu solutie de colorare 0,1%, cum ar fi toluidind, metilen sau
albastru de nil. Aceasta coloreaza nucleele leucocitelor, ajutand astfel diferentierea celulelor
- factorul de diluare trebuie luat in considerare la calcularea numarului final de celule
- numdrati si Inregistrati numerele fiecarui tip de leucocit
- exprima numarul de leucocite ca numar de celule pe unitatea de volum (pl, ml, mmc, etc.)
b) Probe intens hemoragice
- diluati proba cu lichid de diluare si lasati-1 timp de 5 minute inainte de a incarca camera de
numadrare. Aceasta va liza celulele rosii din sange si va colora nucleele leucocitelor pentru
diferentiere.
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- numadrati si Inregistrati numarul fiecarui tip de leucocit. Factorul de diluare trebuie luat in
considerare la calcularea numarului final de celule.
- exprima numarul de leucocite ca numar de celule pe unitatea de volum (pul, ml, mmc, etc.)
2. Metoda colorarii
Recomandata pentru valori foarte mari de globule rosii unde diferentierea in camera de
numarare este dificila:
- pregatiti o lama din sedimentul centrifugat ca pentru coloratia Gram, dar lasati sa se usuce la
aer
- se fixeaza in alcool si se coloreaza cu o coloratie potrivita pentru morfologia leucocitelor
Nota: Fixarea la cdldura distorsioneazd morfologia celulara
- numdarati si inregistrati numarul fiecarui tip de leucocit ca procent din total.
3. Metoda automata - pe analizor de hematologie cu modul special pentru lichide de
punctie;

Cultivarea

Sputa: se inoculeaza cate 10 pul din proba omogenizata pe fiecare mediu de cultura.
Lavaj bronhoalveolar:

- Metoda calitativa: se inoculeaza cu ansa din sedimentul obtinut dupa centrifugare pe fiecare
mediu de cultura.

- Metoda semicantitativa: se inoculeaza 10 pl cu ansa calibrata sau 100 pl cu o pipeta Pasteur.
In final numarul de colonii obtinute se vor inmulti cu inversul dilutiei pentru a calcula numarul
de UFC/ml. Pentru diagnostic se utilizeaza pragul de 10° UFC/ml pentru probe obtinute prin
periaj protejat, si 10* UFC/ml pentru lavaj bronhoalveolar (Tabelul 2).

Aspirat traheal

- Pentru diagnostic se utilizeaza pragul de 10 UFC/ml

Limita pentru diagnostic poate sd nu fie atinsd in caz de: infectie recenta, bronsiolita,

tratament cu antibiotic. Pragurile de semnificatie clinica se aplicd in cazurile fard tratament
antibiotic prealabil.

Tabelul 2. Dilutiile recomandate pentru o apreciere cantitativia in functie de tipul probei

Tipul de proba Dilutia Pragul de semnificatie
clinica (UFC/ml)

Lavaj bronhoalveolar si| 1072 10 >10*

bronsic

Recoltare prin periaj protejat | 10 >103

Aspirat endotraheal 103, 10° >10°-106
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Principalele microorganisme implicate in etiologia infectiilor de tract respirator inferior
sunt:
- Streptococcus pneumoniae
- Staphylococcus aureus
- Pseudomonas aeruginosa
- Enterobacterales
- Haemophilus sp.
- Moraxella catarrhalis
- Neisseria meningitidis
Izolarea S. pneumoniae, H. influenzae sau S. aureus necesitd o evaluare atenta deoarece ei
pot fi comensali Tn orofaringe.

In cazul suspiciunii de infectie cu fungi filamentosi:

- Pacientii fara fibroza chisticd, imunodeprimati si altii: dupa tratare cu un agent mucolitic, daca
este necesar, se centrifugheaza proba. Se examineaza o parte din sediment cu KOH si coloratie
cu calcofluor iar restul se Insdmanteaza.

- Pacientii cu fibroza chistica: dupa tratarea cu un agent mucolitic se Insdmanteazad pe cate o
placd cu mediu de cultura un esantion de 10 pL si un esantion de 100 pL cu dispersie pe
suprafata intregii placi. Produsul rdmas se centrifugheaza si se examineaza o parte din sediment
cu KOH si coloratie cu calcofluor iar restul se Insdmanteaza.

Medii de cultura utilizate si conditii de incubare

Mediile de cultura utilizate sunt in functie de categoria microscopicd observatd sau in
functie de contextul clinic, cu incubare 24 — 48 h la 35°C cu si fara CO2 sau cu incubare pana la
20 zile pentru Nocardia spp., Actinomyces spp. (tabelele 3-5).

Tabelul 3. Mediile de cultura folosite, conditiile de incubare recomandate si
microorganismele urmarite in cazul lavajului bronhoalveolar

Detalii clinice Medii de cultura | Conditii de incubare Microorganism
tinta
Temperatura Atmosfera | Timp
°C
Agar sange 35-37 5-10% CO, |40-48 | H. influenzae
Exacerbari Agar chocolat ore M. catarrhalis
BPOC simplu, optional S. aureus
cu disc de S. pneumoniae
Pneumonie bacitracina ~ sau
comunitara bacitracina Sau alte
incorporata in microorganism
Pneumonie de mediul de cultura izolate in cultura
spital purd
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Agar Sabouraud | 35 Aer 5zile | Fungi
Agar CLED sau |35 Aer 40 - 48 | Enterobacterales
MacConkey ore Pseudomonade

Acinetobacter spp.

Pentru urmatoarele situatii se adauga:

Detalii Medii de Conditii de incubare Microorganism
clinice cultura tinta
Temperatura | Atmosfera | Timp
°C
Brongiectaz | Agar  manitol | 35-37 aer 40-48 | S. aureus
ie (Chapman) ore
Fibroza
chistica
Fibroza MacConkey sau | 35 aer 48 ore | Burkholderia
chistica mediu  special cepacia complex
pentru
Burkholderia
cepacia
Pneumonie | Agar selectiv | 35 Aer Pana | Legionella specie
sugestiva si/sau atmosfera la 10
pentru neselectiv.  de umeda zile
legioneloza | Legionella
cu test de
antigene
urinare de
Legionella
negative
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Tabelul 4.

Mediile de cultura folosite,
microorganismele urmarite in cazul sputei

conditiile de incubare recomandate si

Detalii Medii de Conditii de incubare Microorganisme
clinice cultura tinta
Temperatura | Atmosfera | Timp
Exacerbari Agar sange 35-37°C 5-10% CO2 | 40-48 ore | H. influenzae
BPOC Agar  chocolat M. catarrhalis
simplu, optional S. aureus
Pneumonie cu disc de S. pneumoniae
bacitracind  sau
bacitracina Sau alte
incorporatd  in microorganisme
mediul de cultura izolate in cultura
pura
Pentru urmatoarele situatii se adauga
Detalii Medii de Conditii de incubare Microorganism
clinice cultura tinta
Temperatura | Atmosfera | Timp
°C
Bronsiectazie | Agar manitol | 35-37 Aer 40-48 ore | S. aureus
(Chapman)
Fibroza
chistica
Pacienti | Agar CLED sau | 35 Aer 40-48 ore | Enterobacterales
imunodeprim | MacConkey
ati sau din Pseudomonade
ATI
Agar Sabouraud | 35 Aer 40-48 ore | Fungi

145




Fibroza MacConkey sau | 35 Aer 48 ore Burkholderia
chistica mediu  selectiv cepacia complex
pentru
Burkholderia
cepacia
Pneumonie Agar selectiv | 35 Aer Pana la | Legionella spp.
sau simptome | Legionella atmosfera 10 zile
de gripa umeda
Tabelul 5. Mediile de cultura folosite, conditiile de incubare recomandate si
microorganismele urmarite in cazul lichidului pleural
Medii de cultura Conditii de incubare Citirea Microorganisme
culturilor | tinta
Temperatu | Atmosfera | Timp
ra °C
Agar sénge 35-37 5-10% CO. |40-48 | zilnic toate
h* microorganismele
Agar anaerobi 35-37 anaerobioza |40-48 |>40h Anaerobi
h*
Agar chocolat 35-37 5-10% 40- zilnic toate
CO2 48h* microorganismele
Daca se utilizeaza toate
flacoane de | 35-37 aerob Monitor | N/A microorganismele
hemocultura, atunci izare
acestea pot Tnlocui continu
necesitatea placilor a
prezentate mai sus, pe
baza evaluarii locale a
riscurilor.
Sau bulion anaerob
apoi subcultivat pe
placile de mai sus.
Daca se suspecteaza o infectie fungica:
Agar Sabouraud 35-37 aerob 21zile |10 si 21 | Fungi
zile

* placile pot fi incubate pani la 5-7 zile, daci este necesar, de exemplu daca se suspecteaza Nocardia sau Actinomyces
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Teste moleculare

Diagnosticul etiologic al infectiilor respiratorii trebuie sa cuprindd un numar relativ extins
de microorganisme, deoarece manifestarile clinice sunt adesea nespecifice. Utilizarea testelor
moleculare de tip multiplex, care detecteaza si identifica simultan mai multi patogeni respiratori
(bacterii, virusuri), furnizeaza rapid informatii utile pentru adoptarea unor decizii terapeutice.
Aceste teste difera prin numarul de tinte incluse (intre 3 si 20 tinte), tipul de proba (de exemplu
exsudat nazo-faringian, sputa, aspirat bronsic), durata pana la obtinerea rezultatelor, complexitatea
testarii si echipamentul necesar.

Interpretarea rezultatelor:

- Este important sa se compare rezultatele examindrii microscopice cu rezultatele culturii
cantitative.

- Sensibilitatea si specificitatea examenului sputei sunt reduse datoritd contaminarii cu flora
orald — valoarea sa depinde de calitatea recoltdrii, prelucrdrii si existenta unui morfotip
bacterian predominant la examenul microscopic.

- Unele microorganisme sunt comensale (S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus), de aceea este
important sa se tind cont de datele calitative si cantitative: numar de celule epiteliale, numar
de leucocite, prezenta/absenta florei monomorfe, pragul de semnificatie.

V. Raportarea rezultatelor:

Examenul microscopic:

Daca pacientul este imunocompetent, se raporteaza calitatea produsului si in caz de produs
nesatisfacator se solicita o noua recoltare dacd existd indicatie clinica.
- Se raporteaza prezenta leucocitelor, a celulelor epiteliale si a microorganismelor
- Numirul de celule (daci este solicitat) - Raportati numirul de leucocite x 10° pe litru
- De asemenea, raportati PMN si leucocite mononucleare ca procent din totalul leucocitelor,

daca vi se solicita.

- Se raporteaza prezenta elementelor fungice (levuri, spori, filamente)
- Se raporteaza prezenta chistilor de Pneumocystis jirovecii (coloratie specifica)

Timpul de raportare a rezultatului examinarii microscopice: cat mai curand posibil sau in
functie de reglementarile locale. Rezultatele urgente vor fi comunicate telefonic sau electronic in
maxim 2 ore.

Cultura

Se raporteaza microorganismele izolate si semnificative clinic, se raporteaza cantitativ daca
au fost izolate din lavaj bronho-alveolar sau altd metoda semicantitativa.

Tn cazul izolatelor de Pseudomonas aeruginosa provenite de la pacienti cu fibroza chistica
se va specifica pe rezultat dacd tulpina are fenotip mucos.

Se raporteaza alta crestere, de ex: “flora mixta din tractul respirator superior”, sau “fara
crestere microbiana”.

Pentru lichidul pleural: raportati organismele izolate sau raportati absenta cresterii.
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Se raporteaza eventualele investigatii suplimentare.

Timpul de raportare a culturii: In cazul detectiei de izolate potential semnificative clinic se
vor elibera rapoarte intermediare/preliminare imediat ce s-a observat cresterea.

Rezultatele urgente se vor transmite telefonic sau electronic in functie de protocolul de
raportare stabilit.

Teste moleculare:

- Se elibereaza imediat ce sunt disponibile,

- Tn cazul testelor multiplex se mentioneaza agentii inclusi in panelul de testare.
Raportul final scris se va elibera imediat ce este disponibil.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor cutanate si ale
partilor moi

I. Introducere

Tn acest capitol se descriu:
- Prelucrarea produselor recoltate din diverse leziuni superficiale, inclusiv din plagi traumatice,
chirurgicale sau de altd naturd, care sunt accesibile fard interventie,
- Prelucrarea probelor de puroi aspirate din abcese, a probelor recoltate din colectii profunde,
- Prelucrarea probelor de fragmente tisulare,
- Diagnosticul microbiologic al infectiilor arsurilor.

Infectiile cutanate pot fi:
- Primare - apar pe tegumente intacte (impetigo, furuncul, carbuncul, foliculita).
- Secundare - apar pe fondul unor leziuni tegumentare preexistente (traumatice, afectiuni
cronice).
In functie de profunzimea lor, infectiile cutanate si de parti moi pot fi:
- Profunde si inchise,
- Profunde si inchise, dar care comunicd cu un lumen ce contine flord comensald sau sunt
fistulizate spre tegumente,
- Superficiale, deschise, avand flora bacteriana colonizanta bogata.

I1. Infectii cutanate si de parti moi

Tipuri de infectii - recoltarea probelor biologice

Eritrasma

Eritrasma este o infectie superficiala a pielii ce afecteaza stratul cornos si este cauzatd de
Corynebacterium minutissimum. Apare de obicei Tn zonele intertriginoase ale pielii. Diagnosticul
este clinic, Tnsd daca se doreste verificarea etiologiei, pentru examen microbiologic se recolteaza
doua probe de pe suprafata zonei afectate, cu tampoane umectate in ser fiziologic steril.

Panaritiu

Cel mai frecvent este determinat de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
levuri, germeni anaerobi. Colectia purulenta se aspira.
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Infectii superficiale ale tegumentelor (impetigo, foliculita, furuncul,
antrax)

Daca exista pustule intacte sau colectii purulente inchise, suprafata acestora se curata cu
solutie alcoolicd. Se deschide leziunea si In functie de cantitatea colectiei purulente, se aspira intr-
0 seringa sau se sterge cu un tampon.

Daci leziunea este acoperitd cu crustd, aceasta se indeparteaza si se recolteaza de sub ea.
Daci leziunea este uscatd, se foloseste tampon umectat cu ser fiziologic steril.

Erizipel

Erizipelul este o infectie superficiald a tegumentelor, caracterizata de eritem cu linie de
demarcatie clara si edem.

Agentul etiologic principal este Streptococcus pyogenes. Examenul bacteriologic din aria
afectatd nu este indicat. In prezenta semnelor sistemice se recomandi efectuarea de hemoculturi,
insd acestea au rata de pozitivare redusa.

Plagi muscate

Daca exista lichid in leziune, acesta se aspira. Alternativ, dupa dezinfectia zonelor
adiacente, se recolteaza cu un tampon din adancimea muscaturii. Acesta se transporta in mediu de
transport, in vederea protejarii bacteriilor anaerobe.

Ulcere gambiere, escare, picior diabetic

Examenul microbiologic este indicat doar in cazul in care existd semne locale de infectie
(durere, inflamatie) sau generale (febra, adenopatii).

Din escare se recolteaza doar daca leziunea este profunda, strabate fascia.

Vecindtatea leziunilor trebuie dezinfectatd. Leziunile trebuie debridate, curatate de secretii
stagnante, spalate cu ser fiziologic steril. Se recomanda recoltarea unui fragment de tesut sau
chiuretarea zonei active a leziunii. Produsul recoltat se plaseaza in recipient steril. Alternativ, dupa
curdtarea leziunii se recolteazd energic cu tamponul (se sterge leziunea rotind tamponul pana la
expresia de fluide; dacd este o zond mai mare se recolteaza de pe o suprafatd de 1xlcm). In
principiu, recoltarea cu tamponul nu este acceptabild, deoarece tamponul poate absorbi in vata o
cantitate semnificativa de material biologic si se poate contamina cu flora cutanata de vecinatate.

Fasceita necrozanta

Fasceita necrozanta este o inflamatie, cu progresie rapidd a fasciei, asociatd cu necroza
tesuturilor subcutanate. Reprezinta o urgenta medico-chirurgicala ce impune debridarea leziunilor.
In functie de agentii etiologici implicati, fasceita necrozanta poate fi de patru tipuri:

- Tipul I este polimicrobian, fiind implicati patogeni strict sau facultativ anaerobi (2-4
specii). Apare de obicei in prezenta unor comorbiditati (de ex. diabet zaharat), cel mai
frecvent pe trunchi sau perineu.

- Tipul 11 (monomicrobian) este cauzat de Streptococcus pyogenes si se localizeaza pe
membre.
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- Tipul III are ca si etiologie specii de Clostridium, bacterii Gram-negative, vibrioni sau
Aeromonas hydrophila. Se localizeaza pe membre, trunchi sau perineu.
- Tipul 1V este cauzat de zygomycete, Candida spp. si apare la pacientii imunosupresati,
fiind localizat pe membre, trunchi sau perineu.
Pentru diagnosticul microbiologic probele recoltate pe tampon sunt inacceptabile, este
nevoie de fragmente de tesut si hemoculturi.

Plagi chirurgicale

In cazul infectiilor superficiale de plaga chirurgicald se recomandi recoltarea secretiei
aparute la nivelul plagii, preferabil prin aspirare, folosind o seringad. Alternativ se recolteaza
biopsie in cursul toaletei/ reinterventiei chirurgicale. Recoltarea cu tamponul trebuie evitata,
deoarece calitatea acestor produse este nesatisfacatoare.

Arsuri

Arsurile initial sterile se colonizeaza rapid cu coci Gram-pozitivi de pe tegumentele
invecinate, dupa aceea cu flora orofaringiana sau gastrointestinald a pacientului i cu germenii din
mediul exterior.

Se disting patru situatii:

- Colonizarea - bacteriile sunt prezente pe suprafata arsurii in cantitate redusa (<10° UFC/g
tesut).

- Infectia plagii - un microorganism este prezent in cantitate mare; sunt prezente semne de
infectie locald, dar nu si semne de infectie invaziva (>10° UFC/g tesut).

- Celulita - prezenta in cantitate mare a unei specii bacteriene, insotita de eritem, induratie,
sensibilitate sicdldura in zonele invecinate + sepsis.

- Fasceita/infectia necrozanta caracterizata de infectia agresiva a tesuturilor, cu necroza in
tesuturile subcutanate.

Un aspect important in aceasta patologie este ca bacteriile sunt intotdeauna detectabile.
Interactiunile dintre bacterii si pacient sunt esentiale si din acest punct de vedere este importanta
urmarirea cu atentie a plagilor arse. De ex. Pseudomonas aeruginosa este un colonizant frecvent
al plagilor arse, care produce un exsudat verzui. Spre deosebire de simpla colonizare, infectiile
invazive cu acest germen reprezinta urgente chirurgicale.

Dintr-un set initial de probe recoltate din jurul arsurilor si din ariile arse se urmaresc
patogenii potentiali. Ulterior se recolteaza probe in contextul unor modificari survenite in aspectul
leziunilor (aparitia puroiului, exsudat in cantitate crescutd, schimbarea culorii plagii, inflamatia
zonelor nearse), in cazul lizei graftului sau aparitiei semnelor de infectie sistemica.

Probele recoltate cu ajutorul tamponului permit analiza calitativd sau semicantitativd a
colonizdrii, iar in prezenta semnelor unei infectii, permite stabilirea agentului cauzal si a
sensibilitatii acesteia fata de antibiotice.

Fragmentele de tesut permit analiza cantitativd a bacteriilor/gram tesut. Fiind metode
invazive sunt mai rar folosite. Se vor exciza doua bucati de 1,5x1-2 cm (20-50 mg) din marginea
leziunii, care sa contind si tesut sandtos. Un fragment se trimite la examindri histopatologice,
celdlalt la examen microbiologic. Fragmentele de tesut sunt adecvate si pentru identificarea
infectiilor fungice.

Pentru recoltarile efectuate cu tamponul, intai se indeparteaza agentii topici aplicati cu
ajutorul unei comprese sterile imbibate cu ser fiziologic. Din zona astfel curatata se recolteaza
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proba cu doud tampoane: se sterge o suprafati de 2-4 cm? in zig-zag sau se apasi tamponul pe o
arie a plagii rotind-o de cateva ori (se apasa energic, dar fira a cauza sangerare).

Abcese, furuncule, carbuncule

Abcesele reprezinta colectii purulente inchise ce pot avea diferite localizari (subcutanate
sau in diverse organe).

Carbunculii sunt abcese subcutanate profunde si extinse care implicd mai multi foliculi
pilosi si glande sebacee.

Abcesele cutanate pot fi cauzate de bacterii diverse. Cele localizate pe trunchi, axila si
membre sunt cauzate cel mai frecvent de S. aureus. Cele situate in vecinatatea organelor genito-
urinare si perianal se datoreaza in principal florei genito-urinare si intestinale.

Diagnosticul microbiologic este recomandat in situatiile in care rezultatul obtinut
influenteaza atitudinea terapeutica.

Pentru diagnostic se recolteaza puroiul din abces prin punctie si aspirare (daca abcesul este
accesibil punctiei) dupa antisepsie locala sau in cursul unei interventii chirurgicale.

Daca volumul este mare, se aspird cca 5-10 ml si se transferd in recipiente sterile pentru
transport. Daca se transportad in seringi, acestea trebuie inchise. Cantitatea minima recomandata
este 1 mL. In puroaiele voluminoase anaerobii isi pastreazi viabilitatea mai bine. Probele din care
se cultiva anaerobi nu se refrigereaza, trebuie prelucrate cat mai repede.

Micoze superficiale

Micozele superficiale sunt infectii fungice ce afecteaza stratul cornos al tegumentelor,
firele de par si unghiile. Pot fi cauzate de dermatofiti, specii de Candida si levuri lipofile (de ex.
Malassezia spp.). Pentru diagnostic se obtin scuame, fir de par, raclat unghial.

Infectii cutanate produse de bacterii specifice

Antrax

Antraxul cutanat apare in urma contactului cu animale infectate sau produse (piele, blana,
etc.) provenite de la aceste animale. Este caracterizat de dezvoltarea unei leziuni caracteristice,
pustula maligna: ulceratie cu escara neagra, edem periulcerativ.

Suspiciunea clinica de antrax trebuie mentionata la solicitarea examenului microbiologic.

n cazul formelor de prezentare veziculare, se recolteaza lichid vezicular pe tampon. in
cazul prezentei crustei, se recolteaza proba de sub crusti pe tampon umectat. in cazul prezentei
ulcerului, se recolteazad proba de la baza leziunii cu un tampon umectat cu ser fiziologic steril.

Infectii produse de Aeromonas spp. si specii de Vibrio non-holerice

Aceste specii produc suprainfectia plagilor traumatice asociate mediului acvatic (plagi
contaminate cu apa dulce sau sarata).
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Erizipeloid

Este o boala ocupationala, determinata de Erysipelothrix rhusiopathiae, ce se manifesta in
urma contactului cu animale infectate (porcine, bovine, cai, pasari, pesti, etc.). Cel mai frecvent
sunt afectati lucratorii din abatoare, fermieri, veterinari, pescari.

Obisnuit, se dezvoltd o infectie localizata a partilor moi, ocazional insd pot aparea si infectii
sistemice, inclusiv endocarditd. Bacteria este un bacil Gram-pozitiv pleomorf. Are rezistenta
naturala fatd de vancomicina.

Actinomicoza

Actinomicoza este o infectie supurativd cronica determinata de Actinomyces spp.,
caracterizata prin formare de fistule si eliminarea unei secretii purulente ce contine granule de sulf.
Aparitia acestor infectii, de obicei este legata de traumatisme ce implica mucoasa cavitatii bucale.
Infectiile pot avea si localizari toracice, abdominale sau pelvine. Se recomanda drenarea puroiului,
colectarea granulatiilor de sulf si/sau obtinerea de material biopsic in vederea diagnosticului
bacteriologic.

Nocardioza

Nocardioza cutanata poate fi determinata de diseminarea microorganismului in urma unei
infectii pulmonare. De obicei apare la persoane imunodeprimate.

Nocardioza cutanata primara afecteazd persoanele imunocompetente si, cel mai adesea,
apare in urma unei leziuni cutanate. Se prezintd intr-una din cele trei forme: infectie cutanata
superficiald, infectie limfocutanata sau micetoame.

Tabelul 1. Microorganismele cu importanta clinica in functie de localizarea infectiei si
contextul clinic

Tipul leziunii Contextul clinic Microorganismele cu
importanta clinica

Actinomycetoma, Nocardia spp.
nocardioza
Actinomicoza Granule de sulf (sunt Actinomyces israelii

frecvente localizarile
cervicofaciale), leziuni
supurative cu tendinta la
cronicizare

Angiomatoza bacilara Imunosupresie (SIDA, Bartonella henselae,
cancer, transplant medular) | Bartonella quintana

Antrax Bacillus anthracis

Arsuri Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacterales,
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Streptococcus pyogenes

Celulita/fasceita

Staphylococcus aureus,
Streptococi beta-hemolitici
degrup A, B,C, G
Enterobacterales
Pseudomonas aeruginosa
Anaerobi

Celulita cu leziuni buloase,
hemoragice

Contact cu fructe de mare
crude, leziuni contaminate
cu apad marind

Vibrio vulnificus si alti
vibrioni

Erizipel Streptococi beta-hemolitici
degrup A, B,C, G
Eritrasma Corynebacterium
minutissimum
Foliculita Asociata cu activitati de Pseudomonas aeruginosa
recreere acvatica
Furunculoza Staphylococcus aureus

Hidrosadenita supurativa

Staphylococcus aureus,
streptococi,
Enterobacterales,
Pseudomonas aeruginosa,
anaerobi

Impetigo

Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes
Pseudomonas aeruginosa

Muscétura (umana, de porc)

Streptococi de grup viridans
Anaerobi,

Staphylococcus aureus,
Eikenella corrodens,
stafilococi coagulaza
negativi,

Corynebacterium spp.,
Streptococcus pyogenes.
Infectiile sunt frecvent
polimicrobiene.

Muscétura de cdine, pisica,
liliac, etc.

Virus rabic, streptococi beta-
hemolitici si de grup
viridans, Staphylococcus
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aureus, stafilococi
coagulazo-negativi,
Pasteurella spp., anaerobi,
coryneformi

Muscatura de sobolan

Streptobacillus moniliformis,
Spirillum minus

Panaritiu

Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes
Pseudomonas aeruginosa

Plaga traumatica, Clostridii
contaminata cu sol
Plaga traumatica Polimicrobian:

suprainfectata (fara contact
cu mediu acvatic)

Staphylococcus aureus,
streptococi beta-hemolitici
de grup A, B, C, G,
enterobacterii, clostridii

Plaga traumatica
suprainfectatd (contaminata
cu apa dulce)

Pseudomonas aeruginosa,
Aeromonas hydrophila,
Burkholderia pseudomallei

Plaga traumatica
suprainfectatd (contaminata
cu apa marind)

Vibrio vulnificus

Plaga chirurgicala

Staphylococcus aureus,
streptococi beta-hemolitici
de grup A,

Enterobacterii,
Pseudomonas aeruginosa

Plaga chirurgicala
(interventie pe tractul
gastrointestinal, tractul
genital feminin)

Staphylococcus aureus,
streptococi beta-hemolitici
degrup A, B,C, G
Enterobacterii,
Pseudomonas aeruginosa
Anaerobi

Enterococi




I11. Recoltarea si transportul probelor

Deoarece existd o varietate mare a infectiilor cutanate, este important s se descrie exact
leziunea din care provine proba recoltatd, inclusiv localizarea acesteia. Adancimea leziunii este de
asemenea important de cunoscut, deoarece doar din cele adanci este indicata cultivarea
anaerobilor. Pentru cultivarea anaerobilor se prefera probele aspirate fatd de probele recoltate pe
tampoane.

Modul de recoltarea se va mentiona de asemenea (intraoperator, punctie-aspiratie).

Ca principiu de baza, probele recoltate prin aspirare sau probele biopsice (fragmente de
tesut) sunt superioare calitativ probelor recoltate pe tampon. Fragmentele de tesut se transporta in
recipiente sterile acoperite de ser fiziologic steril pentru a evita deshidratarea.

In cazul in care se recolteazi cu tampon de pe suprafata unei leziuni deschise, inainte de
recoltare, zona din care urmeaza sa se recolteze se curata cu ser fiziologic steril, iar zona adiacenta
leziunii se dezinfecteazi. Tamponul se risuceste energic pe o suprafatd de cca 1 ¢cm? pani la
provocarea unei usoare sangerari.

Examenul microscopic al acestor probe este important, de aceea in cazul probelor recoltate
pe tampon, fie se va recolta si un al doilea tampon pentru efectuarea frotiului, fie se efectueaza
frotiu din acelasi tampon dupa descarcarea pe mediile de cultura.

In cazul infectiilor bacteriene intotdeauna sunt prezente leucocite. Celulele epiteliale
scuamoase indicd probe superficiale si o posibild contaminare.

Probele trebuie sa ajunga la laborator in 2 ore. Depasirea acestei durate impune folosirea
unui mediu de transport.

V. Prelucrarea probelor

Pregatirea probelor

Probele se prelucreaza in hote de siguranta de clasa 2.
Fragmentele tisulare trebuie mojarate, cu exceptia situatiilor in care se suspicioneaza
infectie micotica, deoarece strivirea zigomicetelor duce la pierderea viabilitatii.

Examenul microscopic al frotiurilor colorate Gram

Se efectueaza in cazul infectiilor profunde, din probe de puroi aspirate sau din probele
recoltate pe tampon.

In cazul fragmentelor tisulare, frotiul se efectueaza din produsul omogenizat prin mojarare,
alternativ se fac amprente pe lama atingand fragmentul de mai multe ori de suprafata lamei.
Fragmentul astfel utilizat pentru efectuarea frotiului nu se foloseste pentru cultivare.

Daca recoltarea s-a facut cu doua tampoane, dintr-unul se efectueaza frotiuri, iar celalalt se
insamanteaza.

Daci s-a trimis un singur tampon, din acesta se efectueaza frotiuri dupa insamantarea pe
mediile de cultura.

Se noteaza prezenta leucocitelor, a celulelor epiteliale si se urmareste prezenta bacteriilor,
cantitatea acestora si caracterele lor morfotinctoriale.
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Cultivare

insdmanta de asemenea medii de imbogatire.

Tabelul 2. Prelucrarea probelor recoltate pe tampon

Tampoanele se descarca pe mediile de cultura prin rotire in primul cadran. Se disemineaza
cu ansa sterila.
Probele de puroi aspirate se depun cu pipeta sterila si se disemineaza cu ansa. Se vor

Mojaratul obtinut din fragmentele de tesut se insdmanteaza cu ansa de 10 pl sau se depune
o0 picatura cu pipeta.
Se Insdmanteaza maxim doud probe pe o placa.
Daca se suspicioneazd antrax, cultivarea se face doar in laboratoarele de nivel 3 de
biosiguranta.

Entitati Medii de Conditii de incubare Citire | Microorganisme tinti
clinice cultura a
standard Temperatu | Atmosfer | Timp cy_ltu
o g rii
ra°C a h
Probe Agar sange 35-37 5% CO2 48 Zilnic | Streptococi piogeni
recoltate  pe Staphylococcus aureus
tampon Si alti germeni in
+/- functie de tipul
leziunilor
Staphylococcus aureus
Mediu selectiv | 35-37 Aeroba 48 Zilnic
pentru
stafilococi
(MSA - Enterobacterii
mannitol Salt Pseudomonade
Agar) 35-37 Aeroba 18-24 | >18 (Semnificatia clinica
+ trebuie determinata in
CLED/ functie de patologie)
MacConkey
In urmitoarele situatii se adauga:
Tampoane Agar sange 35-37 Anaerob 5zile | La2- | Anaerobi
recoltate din | pentru anaerobi 5 zile
plagi
profunde
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Tampoane Mediu 35-37 Aerob 5 zile Orice microorganism
recoltate din | tioglicolat
abcese 35-37 Aerob/ 40-48 |>40h
Subculturi pe CO2/
agar sange in Anaerob | 5zile |La2-
cazul evidentei 5 zile
cresterii
Sau la 5 zile
Celulite la | Agar chocolat | 35-37 5-10% 40-48 | Zilnic | Bacterii pretentioase,
copii (poate fi CO2 Haemophilus influenzae
Muscaturi selectiv, cu
umane continut de
bacitracind)
Arsuri Agar 28-30 Aerob Pana la | Zilnic | Levuri
Imunosupresi | Sabouraud 14 Fungi filamentosi
e
Diabetici
Panaritiu
(daca se
observa fungi
pe frotiu)

Tabelul 3. Prelucrarea probelor de puroi aspirat si a fragmentelor biopsice

Entitati clinice Medii de culturd | Conditii de incubare Citirea Microorganisme
standard culturii tinta
Temp °C | Atmosfera | Timp
h
Probe de puroi | Agar sange 35-37 CO2 40-48 | Zilnic Orice bacterie
recoltate prin
aspirare CLED sau | 35-37 Aerob 18-24 | >18
Fragmente de | MacConkey Agar
tesut
Agar sange pentru | 35-37 Anaerob 5zile | La2-5 zile Bacterii strict
anaerobi anaerobe
Bulion tioglicolat | 35-37 Aerob 5zile | NA Orice
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microorganism

Daca se observa | 35-37 Aerob/CO, | 40-48 | >40

tulburare se fac

treceri pe mediile Anaerob La 2-5 zile

mai sus

mentionate

(exceptie:

MacConkey/

CLED)
in situatiile urmatoare adauga:
Abces Agar chocolat 35-37 5-10% CO> | 40-48 | Zilnic Bacterii
submandibular pretentioase
Abces pulmonar
Abces cerebral
Abces spinal
Abces psoas
Abces hepatic
Pacient Agar Sabouraud | 28-30 Aerob 14z Zilnic Fungi
imunosupresat cu cloramfenicol
sau se observa
fungi pe frotiu
Puroi recoltat in | Agar chocolat | 35-37 5-10% CO, | 40-48 | >40 Neisseria
cazul peritonitei | selectiv gonorrhoeae
primare la femei,
Abces prostatic
Optional in cazul | Medii  selective | 35-37 Aerob 40-48 | Zilnic Staphylococcus
unor infectii | pentru stafilococi/ aureus
mixte (pe baza | streptococi Streptococcus spp.

frotiului)
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Identificarea microorganismelor izolate

Tabelul 4. Nivelul de identificare a izolatelor din infectii ale partilor moi

Bacterii izolate

Nivelul minim de identificare

alti germeni

Infectii superficiale Infectii profunde | Fragmente de tesut
(probe recoltate pe (puroi aspirat sau
tampon) recoltat pe

tampon)

Anaerobi - Mentionarea Mentionarea
prezentei prezentei anaerobilor
anaerobilor

Actinomycete Gen Gen

Bacillus spp Specie* - -

Streptococi B- | Grup Lancefield Specie Specie

hemolitici

Staphylococcus Specie Specie Specie

aureus

Stafilococi coagulaza | Coagulazo-negativ Coagulazo- Coagulazo-negativ

negativi negativ

Enterobacterii Coliformi Specie Specie

Specie (plagi
chirurgicale)

Corynebacterium In functie de situatia - -

spp. clinica:
la nivel de specie
n suspiciunea de
difterie cutanata
Eritrasma

Haemophilus spp. Specie Specie Specie

Lewvuri Gen Specie Specie

Mucegaiuri Gen Specie Specie

Streptococcus Grup Grup Grup

anginosus grup

Pasteurella spp. si| Specie Specie Specie
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zoonotici*

Pseudomonade Pseudomonade (la nivel | Specie Specie
de specie: foliculita
recreationald, fasceita
necrozanta, arsuri)

Vibrioni Specie - -

*aceste culturi se manipuleaza doar in laboratoare de biosiguranta de nivel 3

Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

.....

face selectiv.

V. Raportarea rezultatelor

Examenul microscopic:

Se descrie prezenta leucocitelor si a bacteriilor vizualizate. Rezultatul examenului
microscopic se introduce in fisa electronica si se valideazd imediat ce este disponibil.

Cultivare:

Se mentioneaza:
- Microorganismul semnificativ cu cuantificare (crestere saraca - crestere doar in primul cadran de
insamantare, moderata sau bogata - crestere pand in ultimul cadran al insamantare)
- Alte cresteri (ex. flord comensala fara semnificatie patogena)
- Absenta cresterii.
Se comunica rezultatele pe masura ce sunt disponibile: prezenta culturii cu germeni semnificativi,
eventuale teste rapide de rezistentd bacteriana efectuate direct din cultura.

Teste moleculare

Se mentioneaza microorganismul/ microorganismele detectate. In cazul testelor multiplex
se include lista agentilor potential detectabili.

Eliberarea rezultatelor

Se elibereaza rezultate partiale in cazul in care se izoleaza germeni semnificativi. Rezultatele
urgente se comunica si telefonic. Raportul final se elibereaza atunci cand sunt disponibile
rezultatele tuturor testarilor efectuate.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor de tract
urinar

l. Introducere

Protectia impotriva infectiei urinare este in mod normal datd de fluxul urinar constant si
unidirectional prin uretere si de golirea regulata a vezicii urinare. Urina este un mediu nefavorabil
de cultura, sdrac pentru multe bacterii datoritd aciditatii sale, concentratiei ridicate de uree si
osmolalitate variabila si, la barbati, posibil partial ca urmare a activitatii antibacteriene a secretiilor
prostatice. Alterarea acestor factori protectori permite colonizarea cdilor urinare, adica persistenta
st multiplicarea anumitor microorganisme care se pot adapta conditiilor de la acest nivel.

Infectia tractului urinar (ITU) reprezinta una dintre cele mai frecvente infectii comunitare
si este rezultatul inflamatiei determinate de prezenta si multiplicarea microorganismelor, in una
sau mai multe structuri ale tractului urinar. Acest lucru poate da nastere la o mare varietate de
sindroame clinice. Acestea includ:

- pielonefrita acuta si cronica
- cistita
- uretrita

Infectia se poate extinde la tesuturile Inconjuratoare (de exemplu, abcesul perinefretic) sau

in circulatia sanguina.

Termeni folositi:

Bacteriuria - implica prezenta bacteriilor in urina. Pacientul poate fi sau nu simptomatic.

Bacteriuria asimptomatica - reprezinta prezenta bacteriilor in urind 1n lipsa
simptomatologiei sugestive pentru ITU. Corespunde colonizarii cdilor urinare, conditie ce necesita
investigare microbiologica doar in sarcind sau nainte de interventii urologice. Screeningul si
tratamentul bacteriuriei asimptomatice nu sunt recomandate in alte situatii.

Piuria este definita ca prezenta intr-o proba de urind a 10 sau mai multe leucocite pe
milimetru cub, a 3 sau mai multe leucocite pe cAmp de mare putere de marire, sau a unui test
pozitiv pentru esteraza leucocitelor. Este cel mai frecvent asociata cu infectie bacteriand a tractului
urinar superior sau inferior.

Alte afectiuni care ar putea provoca piuria sunt infectiile genitale (cum ar fi cea cauzata de
C. trachomatis, N. gonorrhoeae sau virusul herpes simplex si ocazional la femei infectii vaginale
cu Trichomonas vaginalis sau Candida), necroza papilara, diabet, calculi renali, boala Kawasaki
si cancer al vezicii urinare.

Piuria “sterila” (adica fara crestere pe mediile de cultura de rutina si prezenta persistenta
a leucocitelor 1n urind) poate fi rezultatul multor factori printre care:

- Tratament anterior cu agenti antimicrobieni;

- Cateterizare la nivelul cailor urinare;

- Litiazd sau neoplasm al vezicii urinare;

- Infectii ale tractului genital;

- Boli cu transmitere sexuala, de exemplu Chlamydia trachomatis sau o infectie cu organism
fastidios,
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- Infectii urinare cu adenovirusuri
- Tuberculoza renald poate fi, de asemenea, implicatd in piuria sterild, dar este mai putin
frecventd, desi trebuie luatd in considerare daca este suspiciune clinica.

Hematuria - Gasirea 1-2 eritrocite/camp la marire de 400x este considerata normala.
Hematuria poate sa apara in stari patologice neinfectioase ale tractului urinar sau in infectii urinare,
infectii cu micobacterii. Hematuria macroscopica poate fi si rezultatul menstruatiei (pentru
evitarea acestei situatii se recomanda folosirea tamponului intravaginal n cazul recoltérii in timpul
menstruatiei). Eritrocitele pot fi lizate in urina hipertona sau hipotona, devenind nedetectabile prin
microscopie.

Pacientii simptomatici pot avea bacteriurie sau nu. La copii si persoanele in varsta,
simptomele, atunci cand sunt prezente, pot fi nespecifice si dificil de interpretat.

I1. Manifestari clinice ale ITU

Sindrom uretral acut

Sindromul uretral acut apare la femei si constd In simptome acute ale tractului urinar
inferior in absenta infectiei urinare (fie cu un numar de bacterii ce nu indeplineste criteriile de
semnificatie, fie fara bacteriurie) sau asociat cu o infectie vulvovaginala.

ITU necomplicata

Infectie sporadica sau recurentd acutd, joasa (cistita necomplicatd) sau Tnaltd (pielonefrita
necomplicatd) la femei in afara sarcinii, aflate in pre-menopauza, fara anomalii anatomice/
functionale ale tractului urinar, fara comorbiditati.

Se considerd ca au infectii urinare recidivante persoanele care au minim trei episoade anual
(minim doua episoade 1n sase luni).

ITU complicata

Apare la pacientii la care exista leziuni inflamatorii secundare unei infectii anterioare sau
post explorari instrumentale, obstructiei, calculilor, anomaliilor anatomice sau functionale ale
tractului urinar. Acestea interfera cu drenarea urinei si favorizeaza colonizarea prelungita. Pot
aparea recidive cu acelasi microorganism. Exemple de ITU complicata:

- Pielonefrita acuta complicata
- Pielonefrita cronica (nefrita interstitiala cronica sau nefropatie de reflux)
- ITU la barbati
- ITU asociat sondei
- urosepsis
Abces perinefretic
Pionefroza
Abces renal.

Spectrul etiologic al ITU complicate este mai larg comparativ cu cel al ITU necomplicate,
iar bacteriile izolate sunt mai frecvent rezistente, in consecinta evolutia infectiilor poate fi mai
severa.
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I11. Aspecte clinice particulare

Incidenta ITU este influentatd de varsta, sex sau de factorii predispozanti care afecteaza o
mare varietate de mecanisme normale de aparare a gazdei.

ITU la copii

Confirmarea ITU la copii depinde de calitatea probei, care este adesea dificil de obtinut
curata.

Probele recoltate in pungi sterile speciale aplicate pe organele genitale externe sunt
frecvent contaminate cu flora perineald. Rezultatele obtinute prin aceastd metoda au valoare doar
pentru excluderea unei infectii (in lipsa cresterii microbiene). Probabilitatea ITU este crescuta prin
izolarea aceluiasi organism din doud probe de urina.

La copiii care nu coopereaza la recoltare este de preferat obtinerea probei de urina prin
cateter ’in and out” sau punctie suprapubiana.

Adulti femeli

Incidenta ITU este cea mai mare la femeile tinere. Aproximativ 10-20% dintre femei vor
face ITU simptomaticad la un moment dat. La femeile cu simptome acute, ITU poate sa fie asociata
cu prezenta unui singur izolat uropatogen chiar si la un nivel redus cantitativ. Cu toate acestea,
interpretarea rezultatelor culturii trebuie facuta cu grija, luand in considerare factori precum varsta
si conditiile de pastrare a probei, nivelul de contaminare indicat de prezenta celulelor epiteliale
scuamoase si sensibilitatea metodei.

Cresterile de <10° UFC/mL la femeile asimptomatice, care nu sunt insircinate, sunt rareori
persistente si reprezintd de obicei contaminare.

Urocultura nu este indicatd in cazurile de cistita acutd la femei peste 15 ani care nu au alti
factori de risc sau comorbiditati. Urocultura trebuie indicata in:

- suspiciunea de pielonefrita acuta
- 1n cazul in care simptomele de cistitd persista sau reapar in decurs de o luna de la tratament
- lagravide.

Sarcina

Bacteriuria asimptomatica (colonizarea persistentd a tractului urinar fara simptome
urinare) poate sa apara la cca. 4% dintre gravide.

La gravide ITU sunt mai frecvente comparativ cu femeile in afara sarcinii. Se considera ca
20-40% dintre femeile insarcinate cu bacteriurie netratata vor dezvolta pielonefritd. Cu exceptia
cazului in care ITU este detectatd si tratatd devreme, existd un risc crescut de nastere prematura si
pielonefritda care poate afecta atdit mama cat si fatul. La aproximativ 30% dintre paciente
pielonefrita acutd apare in special la momentul nasterii. Se considera ca 20—40% dintre femeile
insarcinate cu bacteriurie netratatd vor dezvolta pielonefrita.

Barbati

Infectiile urinare la barbatii adulti sunt complicate si de cele mai multe ori sunt legate de
anomalii ale tractului urinar. O incidenta scazuta de ITU exista si la barbatii tineri sdnatosi.
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Persoanele in varsta

Incidenta ITU creste odatd cu varsta pentru ambele sexe si este una dintre cele mai
frecvente infectii asociate cu aceastd grupa de varstd. De asemenea, se estimeaza ca 10% dintre
barbati si20% dintre femeile cu varsta peste 80 de ani au bacteriurie asimptomaticd. Nu este indicat
niciun tratament pentru pacientii asimptomatici, cu exceptia situatiilor care preced procedurile
invazive genito-urinare.

Diabet

Femeile cu diabet au o incidenta mai mare a bacteriuriei asimptomatice decat cele fara
diabet. Nu existd nicio diferentd in prevalenta bacteriuriei intre barbatii cu diabet si barbatii fara
diabet.

Boli neurologice

Pacientii cu tulburari neurologice ale vezicii urinare congenitale sau dobandite (spina
bifida, leziuni ale maduvei spindrii) prezinta un risc crescut de ITU si poate fi o cauza semnificativa
de deces.

Transplantul renal

Majoritatea infectiilor apar la scurt timp dupd transplant, de obicei ca rezultat al
cateterizdrii, prezenta unui tub de drenaj ureteral sau a unei UTI anterioare in timpul dializei. Mai
putin frecvent, infectia poate fi introdusa prin rinichiul donatorului.

Imunosupresia

In general, incidenta ITU nu este mai mare la pacientii imunocompromisi.

Cateterizare

Infectiile tractului urinar dobandite prin cateter reprezintd una dintre cele mai frecvente
infectii asociate Ingrijirilor medicale. Cu toate acestea, probele de la pacientii cu catetere pot fi
contaminate si nu reflecta cu precizie adevaratul agent patogen al vezicii urinare si contine adesea
mai multe specii bacteriene. Rezultatele culturii trebuie interpretate cu prudenta. Uroculturile pot
sa nu reflecte prezenta bacteriilor la nivelul vezicii urinare, deoarece organismele izolate din urina
pot fi din biofilme de pe suprafata interioara a cateterului.

Prezenta leucocitelor in urina la pacientii cateterizati este constanta si nu are obligatoriu
semnificatie de infectie urinara.
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IV. Recoltarea si transportul probelor

Urina recoltata prin jet mijlociu

Pacientii sunt instruiti sa recolteze singuri. Proba de urind va fi recoltata la cel putin 4 ore
de la mictiunea anterioara. Dupa o spalare atentd a mainilor si a organelor genitale externe si
meatului uretral, cu o singura miscare din fatd spre spate:

- Se elimind primul jet (o cantitate de cca 20 ml de urind), apoi se recolteaza urmatorii 10 ml
intr-un recipient steril, avand grija sa nu se atingd marginea superioara a flaconului;

- Recipientul este apoi inchis etans, suprafata exterioara este curatata si se spala mainile

- Se eticheteaza recipientul cu datele de identificare a pacientului.

Urina recoltata prin cateter ”in situ”

Se recomanda evitarea recoltarii prin cateter in situ”, se prefera recoltarea prin cateterul
nou introdus. Aceasta probd este reprezentativd pentru bacteriile prezente in vezica urinard si nu
pentru bacteriile care au aderat, eventual, la peretele intern al cateterului.

Cand exista motive obiective care impiedica schimbarea cateterului se va recolta proba de
urind prin portul cateterului destinate recoltdrii sau in lipsa acestuia prin punctionarea cateterului.
Se va dezinfecta o portiune de cateter si se va punctiona direct cateterul. Cu toate acestea, acest tip
de proba nu este reprezentativa pentru speciile bacteriene din vezica urinara, asa cum este aspiratul
suprapubian, tehnica gold-standard de recoltare pentru pacientii cateterizati.

Nu se va lua niciodata urind din punga de colectare, unde exista o multiplicare microbiana
considerabila. Nu se decupleaza cateterul de la punga de colectare in vederea recoltarii.

Urina recoltata la sugari si copiii mici

Recoltarea urinii din jet mijlociu dupd dezinfectia atentd a organelor genitale externe este
cea mai buna metoda non-invaziva la copiii care urineaza voluntar. Poate fi utilizata si la sugarii
care nu au incd controlul voluntar, deoarece, cu exceptia situatiei in care sunt deshidratati, ei
urineaza la fiecare 20-30 min.

Recoltarea cu ajutorul pungutei sterile, desi este o metoda controversata, este cea mai
utilizatd pentru copiii sub 2-3 ani. Acest dispozitiv de unica utilizare este plasat in pozitie dupa o
atentd antiseptizare a organelor genitale externe. Ea nu trebuie lasatd pe pozitie mai mult de 1 ora.

Dupa depasirea acestui interval de timp, In cazul in care copilul nu a urinat, punguta este
indepartata si este inlocuita cu una noud. Dupa ce copilul a urinat, se indeparteaza punga iar urina
este transferatd cu grija intr-un recipient steril care este trimis imediat la laborator. Pentru copiii
spitalizati, se poate face cateterizare sau punctie suprapubiand. Cateterizarea se face cu un cateter
flexibil, lubrifiat, cu diametru mic (cateterizare intermitenta ”’in and out”). Primele picaturi de urina
obtinute prin cateter se arunca.

Recoltarea din urostoma

Stoma va fi curitata cu atentie, apoi se ataseazi o pungi sterila. In continuare se va proceda
la fel ca la copii.
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Recoltarea urinii la pacientii cu incontinenta

La femei recoltarea urinii prin cateterizare intermitenta, cu un cateter cu diametru mic, este
acceptabild numai atunci cand nu este posibila recoltarea in timpul mictiunii. Chiar si la femeile
incontinente cateterizarea nu este esentiala, si poate fi acceptata si o proba recoltata dupa o toaleta
atenta a organelor genitale externe.

La barbati ,pentru a evita aparitia prostatitei post-cateterizare, se preferd recoltarea unei
probe printr-o punga sterila fixata pe penis sau chiar prin cateterizare supra-pubiand in caz de
retentie urinara.

Cantitatea adecvata si numarul adecvat de probe

La nou-ndscuti si sugari se recolteaza un volum minim de 1 ml intr-un recipient steril si
etans. Un volum de maximum 10 ml este suficient la adulti.

In recipiente cu conservant de acid boric se completeazi pani la linia marcati conform
instructiunilor producdtorului.

Pentru Mycobacterium tuberculosis se recolteaza trei probe consecutive, cantitatea totala a
primei urini de dimineata (daca nu se poate retine cantitatea totald, este acceptabil jetul mijlociu,
insd aceasta proba este de calitate inferioara).

Transportul si depozitarea probelor de urina

Probele trebuie transportate si procesate in decurs de 2 ore, daca este posibil, cu exceptia
cazului in care se foloseste conservant acid boric. In acest caz se mireste timpul maxim permis
pentru transportul la laborator pana la 48 h.

Daca procesarea este intarziata pana la 24 de ore, refrigerarea este esentiala.

Trebuie remarcat faptul cd acidul boric poate fi inhibitor pentru unele organisme si poate
inhiba reactia pentru esteraza leucocitara.

Intarzierile si depozitarea la temperatura camerei permit multiplicarea organismelor, care
genereaza rezultate care nu reflectd adevarata situatie clinica.

V. Prelucrarea probelor de urina

Cultura bacteriand si citologia sunt indicate la persoane simptomatice din urméatoarele
categorii: copii si barbati adulti tineri, pacienti cu diabet sau alta boala cronica, imunodeprimati,
sarcind, infectii urinare recurente, pacienti cu malformatii ale tractului urinar, pentru investigarea
unei pielonefrite sau in caz de esec terapeutic.

Urmatoarele informatii, necesare pentru interpretarea rezultatului culturii si citologiei,
trebuie sa fie prezente in cererea de analiza :

- varsta, sexul,

- anomalii anatomice sau functionale, afectiuni neurologice, sarcina
- Dboala renald cronica a tractului urinar

- spitalizari sau interventii chirurgicale recente

- terapie imunosupresivd, diabet

- tratament anterior cu antibiotic si cu ce antibiotic
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- semne de pielonefrita: febra, frisoane, dureri lombare

- modul de recoltarea a probei de urina (jet mijlociu sau primul jet, sonda vezicala)
Investigarea de laborator a ITU implicd in mod normal microscopie (sau o metoda

alternativa de masurare a componentelor celulare) si cultura cantitativa cu screening biochimic.

Screening cu dipstick

Poate fi utilizat pentru screeningul persoanelor asimptomatice (de ex. gravide) sau pentru
diagnosticul cistitei acute necomplicate la femei.

Testul detecteaza prezenta esterazei leucocitare si a nitritilor. Un rezultat negativ nu
exclude diagnosticul de ITU la pacienti simptomatici.

De exemplu bacteriuria de nivel scizut (10° — 10* UFC/ml) nu este evidentiati prin testul
nitritilor. Reactia la nitriti nu este pozitiva in cazul Staphylococcus saprophyticus, Pseudomonas
spp., Candida spp., Enterococcus spp., Acinetobacter spp., care nu utilizeaza nitratii.

Nu se face screening cu strip la pacientii:

- cu vezica neurogena (care au oricum leucociturie)

- cateterizati, care au uzual leucociturie si ITU cu microorganisme care nu utilizeaza nitrat
reductaza (Pseudomonas spp., Candida spp., Enterococcus spp., Acinetobacter spp.)

- tratati cu anumite medicamente care interferd cu testele de pe strip.

Examenul microscopic

Microscopia este utilizata pentru a identifica prezenta de leucocite, eritrocite, celule
epiteliale scuamoase (CES), bacterii si alte componente celulare din urina.

Microscopia (sau examinarea automata a celulelor din urind) este recomandata pentru toate
grupurile de pacienti simptomatici, pentru a ajuta in interpretarea rezultatelor culturii si
diagnosticul ITU.

Urina contine normal < 1000 leucocite/ml.

Aprecierea leucocituriei se face pe camera de numarat! Este recomandata insa numararea
automata.

La o probd atent recoltatd, piuria semnificativa se coreleazd bine cu bacteriuria si cu
prezenta simptomatologiei la majoritatea pacientilor pentru a sugera un diagnostic de ITU.

Este definitd piuria semnificativd ca mai mult 10* leucocite/ml, desi un numir mai mare de
leucocite existd adesea la femeile sindtoase asimptomatice. Un nivel > 10° leucocite/ml a fost
sugerat ca fiind mai potrivit in discriminarea infectiei.

Efectuarea frotiului Gram — din urina necentrifugata:

Ofera microbiologului o orientare rapidd asupra prezentei bacteriilor n urina, a tipului de
bacterie, prezenta celulelor epiteliale (mai ales la femei este semn de recoltare defectuoasa);
prezenta lactobacililor este semn de contaminare vaginala

Nu detecteazi bacterii sub 10° — 10* UFC/ml = sub 1 bacterie/cAmp microscopic la
examinare cu imersie.
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Cultivare

Existd mai multe metode de cultura pentru cuantificarea bacteriilor in urina. Cea mai usoara
si cea mai utilizata este tehnica ansei calibrate.

Metoda ansei calibrate

Amestecati usor urina pentru a evita spumarea.

Scufundati capatul unei anse sterile calibrate (de exemplu, 1uL sau 10uL) in urind chiar
sub suprafata si indepartati-1 vertical. Se verifica prezenta peliculei de lichid in bucla ansei.

Utilizati ansa pentru a inocula placa cu mediu CLED sau agar cromogen si dispersati in
conformitate cu numarul de specimene. Se recomanda inocularea a maximum doud esantioane pe
placa cu diametrul de 9 cm.

Daca se utilizeaza o ansa de 1uL, o colonie este egald cu 1000 UFC/mL, iar daca se
foloseste ansa de 10uL, o colonie este egald cu 100 UFC/mL.

Din probele de urind recoltate din jet mijlociu si cele care provin de la pacienti cu cateter
permanent se insdimanteaza o cantitate de 1 pL de urina.

Din probele recoltate prin cateter uretral intermitent (cateterizare in vederea recoltarii),
cistoscopie, ureterostoma, pielostoma se va insamanta o cantitate de 10 pL. Pentru aceste probe
pragul de semnificatie clinicd este de > 102 UFC/mL.

Aspiratele suprapubiene, alte probe obtinute chirurgical si probele de urind cu bacteriurie
semnificativd de pand la 103> UFC/mI necesitd un inocul mai mare: 100 uL (0,1 mL). Pentru a
obtine colonii izolate se disperseaza inoculul cu o ansa sterila pe intreaga suprafata a placii. Nu se
utilizeaza un tampon steril (va absorbi o mare parte din inocul). In acest caz numarul de germeni
va fi numarul de colonii pe placa x 10 UFC/mL.

Interpretarea culturii

Infectia urinara presupune prezenta simptomelor; absenta lor semnifica colonizare!
Se tine cont de:

- Circumstante epidemiologice (istoric, localizare, infectie de spital/comunitara)

- Factori de risc: cateter, instrumentatie pe tract urinar

- Simptome urinare sau febra

- Tratament cu antibiotic curent sau in antecedente

- Nivelul leucocituriei

- Absenta florei locale pe frotiul Gram

- Nivelul bacteriuriei si tipul de bacterie izolat

E. coli, S. saprophyticus, Salmonella — sunt semnificative la peste 103 UFC/m.

S. agalactiae poate fi patogen urinar, mai ales la diabetici. Izolarea sa are semnificatic la
femeia gravida chiar si in cazul probelor contaminate, prezenta acesteia se mentioneaza deoarece
indicd colonizare si impune aplicarea profilaxiei intrapartum in vederea prevenirii infectiei
neonatale cu S. agalactiae;

Stafilococii coagulazo-negativi altii decat S. saprophyticus sunt mai degraba contaminanti
sau colonizanti.
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Tabelul 1. Urocultura - medii de cultura si conditii de incubare

Entititi clinice Medii de cultura | Conditii de incubare Citirea | Microorganisme
standard culturii | tinta
T°C Atmo- | Timp
sfera
Agar CLED sau | 35-37 Aerob | 16-24 | >16 ore | Enterobacterales
ITU agar cromogen ore
+/- agar sange Enterococi
Screening in sarcind pt
bacteriurie streptococi Group
asimptomatica (prin B Lancefield
culturd)
Pseudomonade
S. saprophyticus
alti stafilococi
coagulaza-negativ
S. aureus
Urina pacientilor Agar CLED sau 35-37 Aerob | 40-48 | >16 ore | Enterobacterales
din terapie intensiva, | agar cromogen ore
Acinetobacter
Unitati de ingrijire spp.
speciala pentru copii,
Unitati de arsi Pseudomonas
Unitati de transplant | aeruginosa
sau dacd au fost vazuti | In plus
fungi la examenul Agar Sabouraud
microscopic Fungi
Agar anaerobi 35-37 anaerob | 40-48 | >40 ore | Anaerobi
Piurie sterila (doar Tn cazul ore
probelor recoltate Streptococi
prin punctie)
suprapubiana)
Agar chocolat 35-37 5-10% | 40-48 | >40 ore | Pretentiosi
CO2 ore
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Izolarea streptococilor alfa-hemolitici, corynebacterii altele decat C. urealyticum si C.
seminale, stafilococi coagulazo-negativ — pot fi considerati patogeni doar daca sunt izolati din
proba recoltata prin punctie suprapubiand sau confirmati prin izolare din a doua proba care sd nu
fie contaminata cu flora locala.

De asemenea, este necesara cresterea dimensiunilor inoculului la pacientii cu simptome
persistente fara bacteriurie, daca pacientul are ,,piurie sterild” recurenta sau pentru probe la care
sunt de asteptat un numar mai mic, cum ar fi aspiratul suprapubian sau alte probe de urina obtinute
chirurgical.

Infectii comunitare:

- La pacientii fara cateter o leucociturie de > 10* leucocite/ml se considera semnificativa, frecvent
asociatd cu hematuria > 10* hematii/ml.

- Leucocituria poate fi absentd in primele ore de la debutul infectiei sau la pacienti neutropenici.

- Leucocituria nu are semnificatie la pacienti cateterizati sau la cei cu vezica neurogena.

- Infectiile comunitare sunt foarte rar polimicrobiene.

- Prezenta lactobacililor la femei semnifica contaminarea probei.

- Cultura negativa in prezenta simptomelor si a bacteriilor pe frotiu Gram semnifica fie tratament
cu antibiotic fie microorganism care se cultiva greu (Corynebacterium urealyticum, Haemophilus,
Candida, E. coli dependent de CO>).

Infectiile de spital

Interpretarea se face in functie de urmatoarele criterii:
- Febra, urinare imperioasa, durere suprapubiana,
- Pacient in varstda cu deteriorarea stdrii mentale sau dependentei, aparifia sau agravarea
incontinentei fara alta cauza,

- Leucociturie >10*/ml si bacteriurie >10° UFC/mI cu cel mult 2 feluri de microorganisme
la pacient fara cateter urinar sau alta abordare a tractului urinar,

- Bacteriurie >10° UFC/ml cu cel mult 2 microorganisme diferite la pacient cu cateter urinar
sau alta abordare a tractului urinar cu pana la 7 zile nainte de recoltare.
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Tabelul 2 — Interpretarea infectiilor comunitare si infectiilor asociate asistentei medicale la

pacient

i fara cateter

Semne
clinice

Leucoci-
turie
> 10* /ml

Bacteriurie
(UFC/ml)

Numar
de specii

Comentarii

Efectuarea
antibiogramei

>10% E. coli sau S.
saprophyticus
> 10° alte specii

Infectie urinara (cistita
acuta)

Bacteriurie > 10* UFC/ml
pentru pielonefrita acuta

Da

<108

Inflamatie fard bacteriurie.
Sub tratament cu
antibiotic.

Investigare pentru bacterii
cu crestere lentd sau
pretentiosi nutritiv.
Etiologie non-infectioasa.

N/A

>10°

a.pacient

imunocompetent: se repeta
ex citologic si
bacteriologic al urinii
(posibil infectie la debut)
b.pacient imunodeprimat
(chimioterapie, transplant)

Nu

Da

Variabil

10% - 10*

Probabil contaminare la
recoltare

Nu

Variabil

> 10°

Colonizare

Nu

variabil

<108

Nu este infectie sau
colonizare

N/A
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Tabelul 3 — Interpretare in cazul infectiilor asociate asistentei medicale la pacienti fara

cateter
Semne | Leucociturie | Bacteriurie Comentarii Efectuarea
clinice |[> 10*/ml (UFC/ml), numir antibiogramei
de specii
bacteriene <2
+ + >10° Infectie urinara Da
<103 Inflamatie fara bacteriurie. N/A
Sub tratament cu antibiotic.
Investigare pentru bacterii cu
crestere lentd sau pretentiosi
nutritiv.
Etiologie non-infectioasa.
- Variabil >10° Colonizare Nu
<10® Nu este infectie urinari N/A
+ - >10° a. pacient imunocompetent: se | Nu
repeta examenul citologic si
bacteriologic al urinii (posibil
infectie la debut)
b. pacient imunodeprimat
(chimioterapie, transplant)
Da
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Tabelul 4 — Interpretarea infectiilor urinare la pacientii cu cateter

Semne Leucociturie | Bacteriurie < 2 | Comentarii Efectuarea
clinice >10*/mL microrganisme antibiogramei
diferite
+ Fara > 10° UFC/ml Infectie urinara Da
semnificatie
< 10° UFC/ml Inflamatie fard | Nu
bacteriurie.
Sub tratament cu
antibiotic.
Microorganisme cu
crestere lenta sau
pretentioase nutritiv.
Etiologie non-infectioasa.
- Fara > 10% UFC/ml Colonizare Nu
semnificatie
< 103 UFC/ml Nu este infectie urinard | NA

sau colonizare
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Tabelul 5 — Interpretarea pentru urina recoltata prin cateter ureteral, pielostoma,

ureterostoma, cistoscopie sau aspiratie suprapubiana.

Tehnica de | Simptome Leucociturie | Bacteriurie | Numar specii | Efectuarea
recoltare (> 10%/ml) (UFC/ml) bacteriene antibiogramei
Cateter uretral < 10? Nu
intermitent
+sau - + sau - 1sau 2
Cistoscopie,
ureterostoma, b
iclostoma a
P > 107
Aspiratie + sau - + sau - >10 1 (sau 2) Da
suprapubiana
Nivelul de identificare al izolatelor urinare
Tabelul 6. Nivelul de identificare al izolatelor urinare
Anaerobi “anaerobi”
Streptococi beta-hemolitici Grup Lancefield
Enterobacterales Nivel de specie
Enterococi Nivel de specie
Pseudomonas Nivel de specie ‘“aeruginosa”, “non-
aeruginosa”

Stafilococi coagulazo-negativi

“coagulazo-negativ”
Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus aureus

Nivel de specie

Salmonella Typhi / Paratyphi (screening
pentru febra tifoida)

Nivel de specie (atentie manipularea culturilor
se face in hota de siguranta nivel 3)

Fungi

Nivel de specie
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Testarea sensibilitatii la antimicrobiene

Se testeaza sensibilitatea izolatelor semnificative conform ghidului EUCAST.

V1. Raportarea rezultatelor

Examenul microscopic

Se raporteaza numarul sau tipul de leucocite si hematii pe ml.

Se raporteaza prezenta bacteriilor, celulelor epiteliale, cilindrilor, drojdiilor si Trichomonas
vaginalis.

Se raporteaza suplimentar, la solicitare, eritrocitele dismorfice.

Toate rezultatele trebuie sd fie comunicate clinicianului solicitant de indatd ce sunt
disponibile. Rezultatele urgente trebuie sa fie transmise telefonic sau electronic in conformitate cu
politicile locale.

Cultura

Se raporteaza cresterea bacteriand in unitati formatoare de colonii (UFC).
Se includ comentarii acolo unde este cazul.

Se raporteaza absenta cresterii cu precizarea pragului de detectie.

Se raporteaza cresterea fara semnificatie.

Se raporteaza rezultatele investigatiilor suplimentare.

Eliberarea rezultatelor

Rezultatele intermediare sau preliminare trebuie emise imediat, daca au semnificatie pentru decizia
terapeutica.

Rezultatele urgente trebuie sa fie transmise telefonic sau electronic.

Rapoartele finale scrise trebuie sa urmeze rezultatelor preliminare si verbale si se transmit cat mai
curand posibil.

VII. Bibliografie
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Buiuc D: Diagnosticul de laborator al infectiilor tractusului urinar. In Buiuc D, Negut M:
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Public Health England. (2019). Investigation of urine. UK Standards for Microbiology
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor
Intraabdominale

l. Introducere

Infectiile intraabdominale reprezinta o patologie frecventa asociatd cu o rata de mortalitate
importantd care necesitd stabilirea diagnosticului fard intarziere, interventii prompte pentru
controlul sursei si antibioterapie adecvata.

Infectiile intraabdominale cuprind diverse tipuri de infectii intalnite in practica clinicd si
pot fi clasificate dupd mai multe criterii: comunitare sau asociate asistentei medicale, complicate
sau necomplicate.

Infectiile necomplicate se referd la acelea care implicd un singur organ si nu se extind la
peritoneu. Cele complicate se extind la mai multe organe si in cavitatea peritoneala.

In cazul infectiilor comunitare pacientul se prezinti cu simptomatologia caracteristica sau
aceasta se dezvolta in primele 48 de ore de la internare si nu sunt prezente criteriile unei infectii
asociate asistentei medicale.

Microorganismele implicate in infectiile intraabdominale sunt variate, depinznd de sursa
infectiei si de eventualele contacte ale pacientului cu mediul de spital.

Infectiile comunitare sunt de obicei mixte, cu participarea mai multor germeni enterici, cu
predominanta tulpinilor de Escherichia coli, urmat de alti germeni din ordinul Enterobacterales
(de ex. Klebsiella pneumoniae) sau bacili Gram-negativi nefermentativi (Pseudomonas
aeruginosa). Streptococii din grupul anginosus se intdlnesc de asemenea frecvent. Mai putin
obisnuitd in infectiile comunitare este prezenta enterococilor. Dintre bacteriile strict anaerobe
predominad grupul Bacteroides fragilis. Spectrul etiologic al acestor infectii nu s-a schimbat
semnificativ In ultimii ani, insd se observa o crestere a procentului tulpinilor de enterobacterii
producatoare de -lactamaze cu spectru extins.

In cazul infectiilor asociate asistentei medicale existd o varietate mai mare a speciilor
bacteriene implicate. Enterobacteriile predomind si la aceste infectii, Insd ponderea tulpinilor de
E. coli este mai redusa, creste incidenta altor specii de enterobacterii (de ex. Enterobacter spp,
Serratia spp) si a P. aeruginosa, Acinetobacter spp. Streptococii de grup viridans se izoleaza mai
rar, in schimb creste ponderea enterococilor. Desi intalniti rar, pot fi de asemenea izolati
stafilococii coagulazo-negativi sau Staphylococcus aureus. Speciile de Candida pot fi implicate
mai ales la pacientii tratati in antecedente cu antibiotice cu spectru larg.

Germenii implicati in infectiile asociate asistentei medicale de multe ori sunt cu rezistenta
multipla fata de antibiotice, in special in cazul pacientilor care au beneficiat de multiple terapii
antibiotice n antecedente.

Infectiile comunitare la pacientii cu risc scazut pentru esec terapeutic sau deces se trateaza
empiric cu succes in majoritatea cazurilor, de aceea examenul microbiologic nu este recomandat
de rutina. La aceste infectii eventualul esec terapeutic se datoreaza implicarii unei enterobacterii
producatoare de ESBL. Documentarea cresterii incidentei acestor izolate 1n acest context clinic ar
fi un argument pentru stabilirea indicatiei efectuarii examenului microbiologic de rutind. Unde
existd resurse suficiente, se recomanda efectuarea examenului microbiologic in scop
epidemiologic, pentru evaluarea circulatiei enterobacteriilor cu fenotip rezistent in infectii
comunitare la pacientii cu risc scazut intr-o zona geografica data.
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Examenul microbiologic este recomandat de rutind in cazul infectiilor intraabdominale
comunitare la pacientii cu risc crescut, respectiv la cele asociate asistentei medicale. Deoarece
probabilitatea implicarii unui germen rezistent este mai mare in cazul acestor infectii, tratamentul
antibiotic cu spectru larg initiat empiric va putea fi ajustat conform rezultatului examenului
microbiologic.

I1. Recoltarea si transportul probelor

Sunt valoroase pentru examenul microbiologic probele de lichid peritoneal/bila/puroi
aspirate, o cantitate de minim 1 ml. Acestea se transfera intr-un recipient steril cu inchidere etansa
si se transportd cat mai repede la laborator (in maxim 2 ore) in vederea pastrarii viabilitatii
germenilor strict anaerobi.

Probele recoltate pe tampon trebuie evitate deoarece au calitate inferioara probelor aspirate.

Nu sunt acceptabile probele de puroi recoltate prin tub de dren deschis sau capatul de tub
de dren. Sunt acceptabile probele de puroi recoltate prin aspirare dintr-un sistem de drenaj Tnchis.

II1. Prelucrarea microbiologica

Examenul microscopic

Daca lichidul peritoneal este limpede, se centrifugheazd si frotiul se efectueazd din
sediment. Din probele purulente si din bila se efectueazd un frotiu direct subtire din proba
necentrifugata.

Frotiul se coloreaza Gram. Se urmareste prezenta leucocitelor si a bacteriilor.

In cazul bilei se urmireste si prezenta parazitilor.

Cultivare

Se depun 2-3 picaturi de produs (din puroi, bila sau sedimentul lichidului centrifugat) si se
disemineaza cu ansa. Se insamanteaza o proba pe placa in cazul probelor de puroi, cel mult doua
probe pe placa in cazul sedimentului lichidului centrifugat.

Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

Se efectueaza conform standardului EUCAST in vigoare.
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Tabelul 1. Prelucrarea probelor in infectii intraabdominale

Produs Medii de | Conditii de incubare Citirea | Microorganisme
prelucrat, cultura culturii | tinta
:)l::?i%:llljlar standard ;Fc(:emperaturﬁ Atmosfera I'ql'imp
Puroi/lichid Agar sange 35-37 5% CO2 48 Zilnic | Orice
peritoneal/bila | + microorganism
recoltate CLED/ 35-37 Aeroba 48 Zilnic
intraoperator | MacConkey
sau prin | + 35-37 Anaeroba 40-48 |>40 Strict anaerobe
punctie- Agar pentru
aspirare anaerobi
Bulion 35-37 Aerob 5zile | NA
tioglicolat 35-37 Aerob/ 40-48 | >40 Orice germeni
Daca mediul Anaerob
devine tulbure se
fac treceri pe
medii solide
(agar sange, agar
pentru anaerobi)
Pentru urmatoarele situatii se adauga:
Prezenta Agar Sabouraud | 28-30 Aeroba 14 z Zilnic | Fungi
levurilor  Tn | cu cloramfenicol
frotiu
Bila - | Bulion selenit 35-37 Aeroba 16-24 | NA Salmonella
depistare Subculturi pe | 35-37 Aeroba 16-24 | >16
portaj/infectie | mediul SS sau
Salmonella XLD

V. Raportarea rezultatelor

Examenul microscopic:

Se descrie prezenta leucocitelor si bacteriilor vizualizate. Rezultatul examenului

microscopic se introduce in fisa electronica si se valideaza imediat ce este disponibil.
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Rezultatul cultivarii:

Se va mentiona:
- Microorganismul semnificativ + cuantificare
- Alte cresteri
- Absenta cresterii

Eliberarea rezultatelor

Se elibereaza rezultate partiale In cazul in care se izoleazd germeni semnificativi.
Rezultatele urgente se comunica si telefonic. Raportul final se elibereaza cand se finalizeaza toate
testarile .

V. Bibliografie

Mazuski JE, Tessier JM, May AK et al: The Surgical Infection Society revised guidelines
on the management of intraabdominal infections

Public Health England. (2018). Investigation of bile. UK Standards for Microbiology
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor
osteoarticulare

l. Introducere

Acest ghid descrie investigarea microbiologica a infectiilor osului si a tesuturilor moi
asociate cu osteomielitd, a biopsiilor si aspiratelor recoltate pentru investigarea infectiilor
articulare protetice.

Infectiile osteo-articulare reprezintd o problema importantd care necesitd abordare
multidisciplinara ce include chirurg ortoped, medic infectionist si microbiolog.

Infectiile osului sunt definite ca fiind acute si cronice. Managementul celor doua tipuri de
infectii difera. In mod similar este diferita si abordarea infectiilor cu sau fira dispozitiv ortopedic
(proteza, implant, material de osteosinteza).

Osteomielita este o infectie progresiva care are ca rezultat inflamatia oaselor si provoaca
distrugerea oaselor, necroza si deformare. La copii localizarea cea mai frecventa a infectiei este la
epifizele in crestere ale oaselor lungi, in timp ce la adulti este coloana vertebrala.

Factorii de risc pentru osteomielita la adult (hematogend) includ anemia falciforma,
deficiente imune si consum de droguri intravenoase.

Microorganismele izolate cel mai frecvent din infectiile acute sunt:

- Staphylococcus aureus

- streptococi beta-hemolitici (grup A, C, G)

- streptococi grup B

- Haemophilus influenzae,

- Escherichia coli, Salmonella, alti bacili Gram-negativi din ordinul Enterobacterales, Kingella
kingae. Bacilii Gram-negativi au o importanta clinica majora datorita fenomenului de
rezistentd microbiana.

- micobacterii

- fungi.

In infectiile cronice diagnosticul microbiologic este mai dificil din urmatoarele motive:

- poate fi implicatd orice specie bacteriand care apartine florei comensale tegumentare
(stafilococi coagulazo-negativi, Cutibacterium acnes)

- prezenta biofilmului — polizaharidul secretat de bacterie favorizeaza aderenta bacteriilor la
dispozitivul ortopedic

- prezenta asa numitelor ’variante cu colonii mici”

- posibile infectii cu fungi sau micobacterii

- distributia neomogena a bacteriilor la locul infectiei — necesita recoltare din mai multe puncte
cu tesut afectat.

Diagnosticul infectiilor protetice este complex si include criterii clinice, biologice,
microbiologice, histopatologice si imagistice.

Infectiile intarziate sau de grad scdzut sunt cel mai dificil de diagnosticat, in acelasi timp
intarzierea interventiei prin tratament antibiotic corect si abordarea chirurgicald influenteaza sansa
salvarii protezei si a functiilor articulatiei.
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Tabelul 1. Clasificarea si caracteristicile infectiilor protetice

Clasificarea infectiilor Caracteristici
protetice
In functie de patogenezi
Perioperatorii Inocularea microorganismului in plaga chirurgicala in timpul
operatiei sau imediat dupa
Hematogene Prin sange sau limfa de la un focar distal
Prin contiguitate Transmisa prin traumatism penetrant sau focar adiacent de

infectie (ex osteomielita preexistenta, leziuni ale pielii si
tesuturilor moi)

In functie de aparitia simptomelor dupd implantare

Precoce (< 3 luni) Dobandita in timpul actului operator sau in urmatoarele 2-4
zile — de obicei cu organisme inalt virulente: Staphylococcus
aureus, bacili Gram-negativi

Intarziata sau grad scazut (3-24 | Dobandita in timpul interventiei dar cu organisme cu

luni) virulentd scazuta: stafilococi coagulazo-negativi,
Cutibacterium acnes

Tardiva (> 24 luni) Predominant prin insdmantare hematogena de la un focar la
distantd

Osteomielita acuta prin inoculare directid sau de vecindtate - microorganismele pot fi
inoculate Tn momentul traumatismului sau in timpul procedurilor intraoperatorii sau perioperatorii.
Alternativ, ele se pot extinde de la un focar adiacent din tesutul moale. Factorii predispozanti sunt
reprezentati de: reducerea chirurgicald si fixarea fracturilor, dispozitivele protetice, fracturi
deschise si infectii cronice ale tesuturilor moi.

Osteomielita cu focar in vecinatate fard insuficientd vasculard

Plagi localizate ale piciorului prin intermediul incdltdmintei, cum ar fi pantofii de
antrenament, se asociaza ih mod particular cu osteomielita cu Pseudomonas aeruginosa.

Osteomielita in urma muscdturilor umane si a infectiilor muschilor masticatori care
intereseaza mandibula este cauzata de anaerobi stricti, de exemplu specii Actinomyces.

La copii infectiile osoase si articulare cu germeni anaerobi sunt rare.

Osteomielita cu focar in vecinatate cu insuficientd vasculara

Majoritatea pacientilor cu osteomielita focalizatd contigud asociatd cu insuficienta
vasculard au diabet zaharat. Cel mai adesea sunt afectate oasele si articulatiile picioarelor.

Infectiile acute la pacientii care nu au primit recent antimicrobiene sunt de obicei
monomicrobiene (cel mai frecvent cu coci Gram-pozitivi aerobi precum S. aureus si streptococi
B-hemolitici), in timp ce infectiile cronice sunt adesea polimicrobiene cu cca 3-5 izolate, incluzand
aerobii Gram-pozitivi si Gram-negativi (enterococi, bacili Gram-negativi din ordinul
Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa si alti bacili Gram-negativi nefermentativi) si
anaerobi.

Spitalizarea, procedurile chirurgicale si, in special, antibioterapia prelungita sau cu spectru
larg poate predispune la colonizare si/sau infectie cu organisme rezistente la antibiotice (de
exemplu Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA) sau enterococi rezistenti la
vancomicind (VRE). Deficienta de aparare in tesutul moale sau in jurul osului necrotic poate
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permite colonizarea cu microorganisme cu virulentd scazutd, cum ar fi stafilococi coagulazo-
negativi si specii de Corynebacterium (,,difterimorfi”).

La gazda imunocompromisd sau diabeticd, ar trebui luate in considerare si speciile de
Nocardia ca o cauza rara de osteomielita.

Osteomielita acuta hematogena

Osteomielita hematogena a fost descrisa in mod clasic 1n copilarie, dar poate apare la orice
grup de varsta, mai ales atunci cand exista factori de risc, cum ar fi un dispozitiv intravascular
recent, hemodializa, consum de droguri intravenoase sau infectii recurente cu alte localizari (cum
ar fi infectii ale tractului urinar). La adulti cel mai des afectate sunt vertebrele, dar pot fi de
asemenea afectate si oasele lungi, pelvisul sau clavicula.

Microorganismul cel mai des izolat este S. aureus; mai pot fi izolati streptococi -
hemolitici si microorganisme din grupul HACEK.

Speciile bacteriene izolate in osteomielita hematogena variaza in functie de varsta
pacientului. La nou-nascuti cel mai frecvent implicati sunt streptococii beta-hemolitici din grupul
B, S. aureus si Escherichia coli. In intervalul de varsta intre unu si saisprezece ani predomina S.
aureus si Haemophilus influenzae tip b (desi acesta din urma este rar dupa varsta de cinci ani si
din ce 1n ce mai rar la copii sub cinci ani din cauza vaccinarii). Streptococcus pneumoniae este
implicat ocazional. La adulti S. aureus este cel mai comun microorganism, iar la varstnici bacilii
aerobi Gram-negativi.

Speciile de Candida pot fi izolate la pacienti cu dispozitive intravenoase.

In osteomielita acutd hematogeni este izolat de obicei un singur microorganism patogen,
dar in osteomielita cronica, in special atunci cand este asociatd cu rani si ulceratii, etiologia poate
fi polimicrobiana.

Speciile de Salmonella cauzeaza rar osteomielitd la pacientii imunocompetenti; de obicei
infectiile cu specii de Salmonella (frecvent serotipuri non-typhi) sunt asociate cu anemie
falciforma, alte hemoglobinopatii sau la pacienti imunocompromisi. Salmonella afecteaza obisnuit
diafiza oaselor lungi (de obicei femurul sau humerusul) si vertebrele.

Spondilodiscita

Termenul de spondilodiscitd se refera la osteomielitd cu evolutie verticala, discita si
spondilita.

Acestea sunt manifestdri ale osteomielitei hematogene, care pot rezulta in cadrul aceluiasi
proces patologic si pot aparea in acelasi timp. Spondilodiscita este responsabild pentru 3-5% din
toate cazurile de osteomielita si este principala cauza a osteomielitei la pacientii cu varsta peste 50
de ani.

Organisme care determind infectii ale vertebrelor sunt: S. aureus, streptococii si bacili
aerobi Gram-negativi (asociati cu infectii ale tractului urinar).

Pacientii dializati

La acesti pacienti pot aparea infectii hematogene ca urmare a utilizarii dispozitivelor de
acces intravascular. De obicei sunt implicati: S. aureus sau stafilococi coagulazo-negativi.
Infectiile cu bacterii Gram-negative sunt mai frecvente la pacientii cu hemodializa decat la
populatia generala.

Consumatorii de droguri intravenoase

Artrita septicd si osteomielita oaselor lungi sau a discurilor vertebrale sunt asociate cu
infectie hematogena la consumatorii de droguri intravenoase. Microorganismele cel mai frecvent
izolate sunt S. aureus, P. aeruginosa si speciile de Candida.
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Osteomielita cronica

Pacientii prezintd de obicei dureri cronice, secretii si pot avea antecedente de osteomielita
in acelasi loc. Tratamentul infectiei poate fi dificil deoarece tesutul si osul din jur sunt afectate ;
tratamentul singur cu antibiotice de obicei nu este suficient pentru a rezolva infectia. Factorii de
risc includ fracturi deschise, bacteriemie si ulcere ischemice asociate cu diabetul zaharat, anemia
falciforma si malnutritia.

Microorganismele frecvent implicate in etiologia osteomielitei cronice includ S. aureus,
bacili Gram-negativi si bacterii anaerobe.

Osteomielita asociata cu dispozitive ortopedice

In infectiile cronice legate de implant ortopedic, organismele pot fi prezente intr-un biofilm
asociat cu dispozitivul sau osul bolnav/necrotic.

Organismele pot fi introduse in articulatie fie in timpul interventiei chirurgicale de
implantare primara, fie pe cale hematogena sau de la contaminarea postoperatorie a plagii.

Acestea pot provoca infectii acute sau cronice.

Staphylococcus aureus (sensibil sau rezistent la meticilind) determina cel mai frecvent
infectii acute, iar in infectiile cronice pot fi izolati fie S. aureus, fie stafilococi coagulazo-negativi.
Se estimeaza ca pana la 30% din infectiile cu S. aureus pot fi asociate cu artrita septica la cei cu
proteze articulare pre-existente. Multe alte microorganisme pot fi implicate fie prin inoculare
directa, fie pe cale hematogena, inclusiv flora normala a tegumentelor, streptococi, coliformi,
enterococi $i mai rar anaerobi, micobacterii sau fungi.

Odata ce infectia incepe sd se dezvolte in jurul unei proteze articulare, microorganismele
pot forma biofilm.

In diagnosticul microbiologic al infectiei, prezenta biofilmului ingreuneazi izolarea
bacteriilor in culturd. Microorganismele pot rezista in cadrul biofilmului, ele sunt la adapost de
actiunea antibioticelor, astfel incét infectia nu poate fi eradicata fara indepartarea protezei.

Osteomielita acuta hematogena poate duce la osteomielita cronica caracterizata de aparitia
zonelor moarte ale tesutului osos si sinusal in care antibioticele nu patrund. Din acest motiv infectia
nu raspunde la tratament si persista perioade lungi de timp. De asemenea pot reaparea infectii dupa
multi ani dupa primul episod.

Abcesul lui Brodie

Abcesul lui Brodie este 0 afectiune neobisnuita, este un abces cronic localizat al osului, cel
mai frecvent in partea distald a tibiei. De obicei se datoreazd S. aureus si apare in general la
pacientii cu varsta sub 25 de ani. Debridarea chirurgicala si antibioterapia specifica orientatd in
functie de antibiograma sunt de obicei eficiente 1n rezolvarea infectiei.

Osteomielita fungica

Osteomielita fungica este rard, cu toate acestea, unele ciuperci endemice pentru anumite
zone pot fi asociate cu osteomielita: Cryptococcus, Blastomyces si Sporothrix. La pacientii
imunocompromisi sau la cei cu interventii chirurgicale multiple in antecedente speciile de Candida
sau de Aspergillus pot provoca, de asemenea, osteomielita.
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I1. Recoltarea si transportul probelor

Tipurile de probe

Este important sa fie obtinute informatii clinice detaliate precum prezenta unei proteze sau
a unui dispozitiv (in cazul in care orice organism poate fi patogen, de exemplu un stafilococ
coagulazo-negativ). De asemenea, sunt necesare informatii despre suspiciune sau factori de risc
pentru tuberculoza, bruceld, nocardie, micobacterii atipice sau ciuperci.

1. Biopsii osoase percutanate obtinute sub ghidaj imagistic — atunci cand nu se poate face
punctie — aspiratie in lipsa unei colectii lichidiene sau in cazul infectiilor vertebrale.

2. Biopsii osoase intraoperatorii — sunt recoltate fie ca o procedura de diagnostic, fie ca
prima parte a unei proceduri mai mari de debridare / rezectie. Probele multiple (minim 5) trebuie
luate din locuri diferite folosind instrumente sterile separate (schimbate) pentru fiecare proba
recoltata. In plus fatd de probele de os, se preleveazi in acelasi timp probe de tesut moale.

3. Lichid de punctie articulara - se recolteazd aseptic, ideal sub control radiologic sau
intraoperator. Ideala este recoltarea Tn tub heparinat sau citratat pentru a preveni coagularea probei
si a permite efectuarea unei examinari citologice de calitate.

In infectiile acute este utild efectuarea unei coloratii Gram din produsul biologic, desi un
rezultat negativ nu ar trebui sa excluda diagnosticul de infectie bacteriani. In infectiile cronice
sensibilitatea examinarii frotiului Gram este <10%, dar specificitatea este mare.

In toate situatiile in care la un pacient cu proteza se detecteaza valori anormale de PCR si
VSH, este utila citologia lichidului sinovial cu determinarea numarului de leucocite si a
procentului de neutrofile.

4. Implanturi ortopedice — se trimit piesele prelevate intraoperator, la laborator produsul de
insamantat se obtine prin sonicare. Probele destinate sonicarii se Insotesc de probe bioptice
periprotetice.

5. Biopsie periprotetica - se recolteaza in infectia cronica a protezei, intraoperator. Se
recolteaza minim 5 probe, din diferite locuri, in special din zonele cu aspect modificat. Pentru
fiecare proba se schimba instrumentul de recoltare pentru a preveni contaminarea de la o proba la
alta. Se numeroteaza probele si se descrie pentru fiecare locul de prelevare.

6. Proteze, dispozitive de fixare — se trimit piesele, la laborator produsul de insamantat se
obtine prin sonicare. Probele destinate sonicarii se insotesc de probe bioptice periprotetice.

7. Hemocultura

Criteriile diagnostice ale unei infectii periprotetice sau perifracturd includ izolarea

aceleeasi bacterii din cel putin 2 fragmente bioptice si lichidul obtinut prin sonicare (in situatia in
care exista acest tip de produs).
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Tabelul 2. Citologia lichidului sinovial

neutrofile

Elemente celulare Articulatie nativa Articulatie
protezata
Valori normale Artritd septica Infectia protezei
Leucocite /ul <200 >20 000 > 3000
Polimorfonucleare < 25% >90% > 70%

Recoltarea, transportul si depozitarea probelor

Reguli generale:
- Se foloseste tehnica aseptica.

- Pentru a preveni rezultatele fals-negative se recomanda respectarea intervalului de minim 15
zile fard antibioterapie (cu exceptia cazurilor de sepsis), 1 lund in caz de rifampicina sau cicline
- Pentru a preveni rezultatele fals pozitive se recomanda respectarea strictd a regulilor de asepsie

1in momentul recoltarii

- Tuburile de dren si lichidele de drenaj nu sunt recomandate pentru examinare datorita ratei

mari de contaminare cu flora comensala

- Incazul infectiei unui surub fixator extern se recolteaza cu o seringa din colectia de 1anga surub
- Microbiologul trebuie sa incurajeze recoltarea a 2 seturi de hemocultura (4 flacoane) in caz de:

- febra sau sepsis
- artrita, osteomielita, spondilodiscita primitive

- imediat postoperator, datoritd bacteriemiei care se produce frecvent dupa interventii
chirurgicale (atentie la stabilirea semnificatiei In cazul izoldrii bacteriilor din flora
tegumentara);

Recoltarea probelor

Timpul optim si metoda de recoltare

Atunci cand este posibil probele vor fi recoltate inainte de a incepe terapia antimicrobiana.
Daci este posibil, se opresc toate antibioticele cu cel putin 2 sdptamani inainte de prelevare si se
ia 1n considerare sa nu se administreze antibiotice pentru profilaxie chirurgicala de rutind pana

dupa prelevare.

Probele recoltate intraoperator vor fi plasate intr-un recipient steril etans cu solutie Ringer
sau solutie salina sterila.
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Probele recoltate pe tampon sunt de cantitate si calitate inferioard. Atunci cand se
recolteaza cu tamponul, tampoanele pentru cultura bacteriana si fungica trebuie sa fie plasate intr-
un mediu de transport adecvat (de ex. mediul Amies sau echivalent).

Cantitatea adecvata si numarul adecvat

Prelevarea de probe intra-operatorii in cazurile in care articulatia este indepartata - trebuie
recoltate probele de lichid, puroi, sinoviald, tesut de granulare, membrana (tesutul care se formeaza
la interfata os-ciment sau 0s-proteza) si orice zona cu aspect anormal. Fiecare proba trebuie
recoltatd cu un set separat de instrumente si trebuie si fie plasatd intr-un recipient separat.
Tampoanele nu sunt recomandate deoarece sunt de obicei contaminate cu flora cutanata.

Dimensiunea minima a specimenului va depinde de numarul de investigatii solicitate.

Numadrul si frecventa probelor colectate depind de starea clinica a pacientului, in mod
normal minimum 5 probe.

Probele trebuie etichetate corect: nume complet, data si ora, locul anatomic, informatii
clinice (istoric infectios, antibioterapie, corticoterapie, protezare, etc)

Trebuie mentionate pe cerere solicitdrile speciale pentru bacterii specifice — exX.
micobacterii, fungi.

Conditii optime de transport si depozitare

Esantioanele trebuie transportate si prelucrate cat mai curdnd posibil. Pentru a permite
obtinerea unui rezultat in timp util, probele trebuie prelucrate urgent.

Probele vor fi transportate la temperatura camerei si procesate in maxim 2h. Daca se
depaseste acest interval se va utiliza mediu de transport pentru pretentiosi nutritiv si anaerobi.

Daca prelucrarea este intarziata, refrigerarea este preferabila depozitarii la temperatura
ambianta.

[11. Examenul microbiologic

Pregatirea si prelucrarea probelor

Pre-tratament

Fragmentarea si omogenizarea probei favorizeaza extragerea bacteriilor aderente in
biofilm si creste sensibilitatea detectiei.

a. Se examineaza proba pentru prezenta oricdrui tesut moale. Se indeparteaza tesuturile moi
folosind un bisturiu sau foarfece sterile si se omogenizeaza utilizand un bisturiu steril sau (de
preferintd) foarfeca sterila si o placa Petri. Addugarea unui volum mic (aproximativ 0,5 ml) de
apa filtrata sterild, solutie salind sau solutie Ringer vor ajuta procesul de omogenizare. Dupa
transferul intr-un tub steril inchis etans, omogenizarea poate fi efectuata cu ajutorul unui vortex
timp de 15 minute. Recipientul se deschide in hota de biosigurantd de nivel II.

Nota: Probele obtinute chirurgical pentru cultura fungicad trebuie taiate (tdiate marunt) mai
degraba decat omogenizate.
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b. Metoda de agitare prin vortexare sau centrifugare cu margelele de sticla este relativ simpla si
prezintd un risc scdzut de contaminare, este superioard omogenizarii numai in bulion, 1n
vederea recuperarii sporilor de bacili de pe suprafetele polimerice.

c. Fragmente mici de tesut pot fi strivite 1n dispozitive speciale (tissue grinder) sau mojarate.

d. In cazul protezelor, dispozitivelor de fixare, implanturilor ortopedice indepartate, produsul de
insamantat se obtine prin sonicare, pentru a detasa bacteriile prinse in structura biofilmelor.
Imediat dupa prelevare (in sala de operatie) probeletrebuie plasate 1in recipiente sterile speciale
destinate acestui scop.

Peste produs se adauga solutie Ringer sau solutie de NaCl 0.9% sterild in containerul de transport

astfel incat implantul sa fi acoperit in proportie de cel putin 90%;

Daca prelucrarea nu se poate incepe imediat, trebuie pastrat pana la momentul procesarii, la

temperatura camerei.

Procedura de sonicare

- Containerul trebuie agitat manual sau cu ajutorul aparatului vortex timp de 30 secunde;

- Containerul cu implantul de investigat se pune in baia de ultrasunete si se expune sonicarii de
intensitate 100% timp de 1 minut;

- Containerul trebuie agitat din nou manual sau cu ajutorul aparatului vortex timp de 30 secunde.

Se inoculeaza fiecare placa de agar si se depune pe o lama pentru colorarea Gram cate o
picatura de suspensie folosind o pipeta sterila.
Pentru obtinerea coloniilor individuale, se disperseaza inoculul utilizind o ansa sterila.

Restul suspensiei si orice fragment de tesut ramas pot fi utilizate pentru a efectua culturi pe medii

lichide.

In cazul lichidelor de sonicare se va efectua cultivare cantitativa.
Lichidul supus sonicarii este inoculat pe urmatoarele medii de cultura:

- se insaminteaza cate 100 pl pe placi de gelozd (geloza sange, gelozd chocolat si optional
Brucella agar)

- 3-4 ml de lichid se insamanteaza pe bulion tioglicolat

Numarul de UFC placa se multiplica de 10 ori si se exprima ca UFC/ml lichid sonicat;
Daca se va efectua o analiza moleculara, atunci trebuie ca apa si recipientele sa fie sterile,
fara DNAze si farai RNAze (molecular biology grade). In cazul analizei moleculare volumul de

proba necesar este de cca 2 ml.

Poate fi pastrat un esantion de proba la -20°C pentru eventuale investigatii suplimentare

(micobacterii, fungi, tehnici de biologie moleculard).

Examenul microscopic

1. Frotiuri colorate Gram se efectueaza din toate probele de puroi si pot fi efectuate din
toate tipurile de esantioane acolo unde este indicat clinic.

Folosind o pipeta sterild, se pune o picatura de proba pe o lama curata de microscop.

Se etaleaza picatura cu o ansa sterild pentru a face un frotiu subtire pentru colorarea Gram.

2. Pentru numardtoarea diferentiald a polimorfonuclearelor se utilizeaza coloratia May-
Grumwald-Giemsa sau alta coloratie citologica.

Cultivare

Se inoculeaza fiecare placa de agar folosind o pipeta sterila.
Pentru izolarea coloniilor individuale, dispersati inoculul cu o ansa sterila.
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Tabelul 3. Prelucrarea probelor in infectii osteoarticulare - medii de cultura si conditii de incubare

Detalii clinice Tipul de proba | Medii de Conditii de incubare Citirea Microorganisme
cultura Temperatura | Atmosfera Timp culturilor tinta
°C
Osteomielita Os, Agar cu sange | 35-37 5-10% 40 - zilnic Staphylococcus spp.
Abcesul lui Biopsie osoasa | si CO2 48h Streptococi
Brodie, Tesut moale Agar chocolat Enterobacterales
Piciorul diabetic | Aspirat Prelungit Pseudomonade
Osteomielita Implanturi pana la 5 grup HACEK
Discita ortopedice: zile* Nocardia spp.
Probe recoltate de | Aspirat articular (necesita incubare
la implanturi protetic, biopsie prelungita pana la 3-
ortopedice periprotetica, 5 zile)
probe bulion 35-37 5 zile zilnic Staphylococcus
intraoperatorii tioglicolat Streptococi
(chirurgie de (pentru Enterobacterales
debridare si anaerobi) sau Pseudomonade
retentie sau infuzie cord- Anaerobi
revizie), creier
proteze,
dispozitive de
fixare
Lichid articular | Flacon de aerob 5 zile Toate speciile
hemocultura Tn particular pentru
pretentiosii
Tn special la copii
(Kingella kingae)
Subculturi din Din probele de | Agar pentru 35-37 anaerob 40 - >40h Anaerobi
mediile lichide de | mai sus pretentiosi 48h
mai sus, Tn cazul anaerobi
n care se Agar chocolat 35-37 5-10% 40 - zilnic Toate tipurile
modifica CO2 48h
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turbiditatea sau la
finalul perioadei

de incubare
Infectie fungica Os, Agar Sabouraud | 28-30 aerob 14 zile Zilnic Fungi
profunda Biopsie osoasa | (pantd) (Incubare pana
Tesut moale la 8 saptamani
Aspirat pentru
Cryptococcus
sau
Histoplasma)
Mycobacterium Toate tipurile Loewenstein- 35-37°C aerob 60 zile saptamanala Mycobacterium spp.

spp.

I numai n caz de
suspiciune clinica
sau in caz de
culturi negative
pe mediile uzuale
cu citologie
sugestiva si in
context clinic.

Jensen

* pentru variantele cu colonii mici, In caz de lipsa cresterii
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Variante cu colonii mici

In cazul culturilor pe agar in plici, acestea trebuie examinate sub marire pentru variantele
de colonii de stafilococi ’cu colonii mici” care pot fi izolate din probe de tesut. Coloniile mici pot
fi observate doar dupa prelungirea timpului de incubare. Aceste variante sunt dependente de
timidind, nu cresc de obicei pe agar cu sange si au aspect atipic asemanator hemofiliilor sau
streptococilor de pe agar chocolat.

Chiar si in cazul culturilor pozitive la 24-28 ore, se continua supravegherea culturilor pana
la 5 zile pentru a verifica prezenta variantelor cu colonii mici, mai ales in cazul infectiilor protetice.

Dimpotriva, in cazul culturilor pozitive pe medii lichide, se opreste supravegherea
culturilor Tn momentul pozitivarii, pentru a preveni dezvoltarea altor specii microbiene
contaminante.

Trebuie retinut faptul ca in cazul rezultatelor negative la culturd si la examinarea
microscopicad nu poate fi eliminatd posibilitatea unei infectii.

Teste moleculare

Testele moleculare pot furniza rapid informatii privind agenti etiologici variati,
complementare celorlalte rezultate.

Testarea sensibilititii la antibiotice

.....

face selectiv.

Este important sa se includa o gama larga de antibiotice care pot fi administrate pe o durata
prelungita si care sunt active la nivelul biofilmului. Pentru organismele Gram-pozitive acestea pot
include: CMI la teicoplanind, vancomicina plus antibiotice precum rifampicina, tetraciclinele,
clindamicina, chinolonele, trimetoprim/sulfametoxazolul, acidul fusidic, linezolidul sau
daptomicina.

V. Raportarea rezultatelor

Examenul microscopic

Se raporteaza categoria microscopicd a microorganismelor depistate. Are sensibilitate
scazutd (6%) dar specificitate inaltd (99%) in diagnosticul infectiilor cronice ale implanturilor
ortopedice.

Pentru lichidul articular se raporteaza:

- numarul de leucocite/puL.
- se face numaratoare diferentiala (se raporteazd leucocitele polimorfonucleare ca procent din
totalul leucocitelor).

Toate rezultatele trebuie sd fie comunicate clinicianului solicitant imediat ce sunt
disponibile.

Rezultatele urgente trebuie sa fie transmise telefonic sau electronic in conformitate cu
protocoalele locale.

192



Cultura

Se raporteaza urmatoarele rezultate:
- microorganismele semnificative clinic
- alta crestere lipsita de semnificatie clinica (flord de contaminare de origine tegumentara, etc.)
- absenta cresterii

Din lichidul de sonicare se va raporta cantitativ prezenta microorganismului (UFC/ml). Se
considera crestere semnificativd un numar de germeni de 50 UFC/ml. Rezultatele intre 10-40
UFC/ml se interpreteaza in coroborare cu datele clinice.

Daca doar culturile de pe bulion tioglicolat sunt pozitive, adicd se observa crestere numai
dupa imbogatire, rezultatul nu este de obicei relevant (probabil contaminare in timpul extragerii,
transportului sau procesarii), cu exceptia urmatoarelor situatii:

- culturi pozitive pentru anaerobi
- pacienti sub antibioticoterapie

In aceste situatii sunt necesare investigatii suplimentare precum: culturi din tesut
periprotetic, culturi din aspirat articular, examen histopatologic, date intra-operatorii, etc.

Rezultatele intermediare sau preliminare trebuie puse la dispozitia clinicianului imediat ce
este detectata cresterea pentru izolatele semnificative clinic.

Rezultatele urgente trebuie sa fie transmise telefonic sau electronic in conformitate cu
protocoalele locale.

Rapoartele finale scrise sau generate de computer trebuie sa urmeze cat mai curand posibil
dupad rapoartele preliminare si verbale.

De asemenea, raportati rezultatele investigatiilor suplimentare.

Orice intarziere in transport trebuie mentionata de catre laborator in raportul final.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor

gastrointestinale (cu exceptia celor cauzate de
Clostridioides difficile)

l. Introducere

Diareea se defineste ca si eliminarea a cel putin trei scaune de consistentd moale, apoase,
(neformate) pe zi. Consistenta moale este un criteriu mai important decat frecventa scaunelor.
Aparitia sangelui in materiile fecale, asocierea tenesmelor sunt caracteristice dizenteriei.

Infectiile gastrointestinale pot fi de origine bacteriand, virald sau parazitard. Dintre aceste
etiologii cea mai frecventd este cea virald. Infectia cu Norovirus poate afecta persoane de orice
varsta, in schimb rotavirusul, declanseazd diareea in special la copiii sub vérsta de 5 ani. Alte
virusuri frecvent implicate in diaree sunt: astrovirusurile, adenovirusurile si coronavirusurile.

Bacteriile cel mai frecvent implicate in infectiile gastrointestinale sunt Campylobacter
spp., Salmonella spp. Shigella spp, Yersinia spp. In situatii clinice particulare si in prezenta unor
date anamnestice sugestive pot fi suspicionate si alte etiologii, precum: Aeromonas spp.,
Plesiomonas shigelloides, Vibrio cholerae si alti vibrioni. Diareea asociata asistentei medicale cel
mai adesea este determinata de Clostridioides difficile, insa la pacientii spitalizati cu tratamente
antibiotice trebuie avuta in vedere si posibilitatea declansarii diareei datorita efectelor secundare
ale antibioticelor.

In cazul diareei persistente peste 14 zile trebuie efectuat un examen parazitologic si se
recomanda cdutarea unor cauze non-infectioase.

Bolile infectioase diareice sunt autolimitate si stabilirea etiologiei nu este intotdeauna
importantd. Diagnosticul microbiologic se impune la pacientii cu risc crescut pentru infectii severe
si In cazul investigdrii unor focare.

II. Indicatiile diagnosticului microbiologic

Examenul microbiologic este indicat in urmatoarele situatii:
- Boald severd insotita de febra 1nalta si persistenta
- Prezenta sangelui in materii fecale
- Scaune apoase frecvente
- Pacienti imunosupresati (HIV seropozitivi, neutropenici, etc)
- Pacienti cu varsta extrema
- In cazul persoanelor care manipuleazi alimente in scopul consumului public
- Focare de gastroenterita
- QGastroenterite asociate asistentei medicale

In cazul pacientilor spitalizati, se indicad efectuarea coproculturii pentru evidentierea
patogenilor comunitari doar daca diareea apare in primele trei zile de la internare. Dupa acest
interval de timp coprocultura pentru germeni din genurile Salmonella, Shigella, Yersinia,
Campylobacter este in marea majoritatea cazurilor nerelevanta, cu exceptia focarelor de
toxiinfectii alimentare. Se recomandd consultarea cu microbiologul in asemenea situatii.
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Cel mai adesea diareea ce debuteaza dupa trei zile de la internare este cauzata de
Clostridioides difficile, in asemenea situatii se recomanda orientarea diagnosticului catre
evidentierea acestei etiologii. (vezi Ghidul de diagnostic al infectiilor cauzate de C. difficile).

Ce patogeni se urmaresc la pacientul diareic?

La pacientul diareic febril, care prezintd scaune cu sange sau mucus insotite de crampe
abdominale intense sau care prezintd semnele unui sepsis se va efectua coprocultura pentru
evidentierea obligatorie a urmatoarelor bacterii:

- Campylobacter
- Salmonella
- Shigella

La acestea se adauga urmatoarele, in context clinic sugestiv:

- Diareea apoasa a copiilor si a contactilor acestora: depistarea norovirusului, adenovirusului,
rotavirusului

- Diareea copiilor sub 1 an: Escherichia coli enteropatogen (EPEC)

- Diaree cu sange, sindrom hemolitic uremic, pseudoapendicita: Escherichia coli
enterohemoragic (EHEC), Yersinia enterocolitica

- Diaree persistenta cu artralgii: Yersinia enterocolitica (insa artralgia apare adesea dupa remisia
episodului diareic).

- Lapacientii cu varsta de peste 2 ani cu diaree post-antibioterapie sau diaree asociata asistentei
medicale: Clostridioides difficile

- Reintoarcerea din calatorii: E. coli enterotoxigenic (diareea calatorului), Vibrio cholerae
(sindrom holeriform la o persoana care a calatorit n zona endemica), febra enterala

- La pacientii cu SIDA se va extinde examenul microbiologic la evidentierea unor
microorganisme ca Cryptosporidium, Cyclospora, Mycobacterium avium complex, s.a.

- Toxiinfectii alimentare - in functie de contextul clinic:

- Incubatie scurtd (1-4 ore), pacienti afebrili datorita enterotoxinelor produse de
Staphylococcus aureus sau Bacillus cereus: se urmareste prezenta bacteriilor si/sau a
toxinelor in alimente;

- Duratd lunga de incubatie (12-72 de ore): Salmonella, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter spp., Clostridium perfringens, EHEC

- Simptomatologie neurologica caracteristica botulismului: se urmareste prezenta toxinei
de Clostridium botulinum in probele alimentare.

- Toxiinfectiile mai rar intalnite asociate cu consumul de peste, fructe de mare: Vibrio
parahaemolyticus, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas spp.

Pe langa coprocultura se va efectua hemocultura la toti sugarii diareici sub varsta de 3 luni

si la toti pacientii cu semne de sepsis sau cand se suspecteaza febrd enterald, la pacientii cu
manifestari sistemice, imunosupresati.

Screening la persoane asimptomatice

Coproculturi efectuate la persoane asimptomatice pentru detectarea unor patogeni enterali
cu impact asupra sanatatii publice:
- Tn cazul persoanelor care lucreazi in industria alimentara, catering, se urmareste detectarea
urmatorilor patogeni: Salmonella, Campylobacter, Shigella.
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I11. Recoltarea si transportul probelor

Probele se recolteaza Tnaintea inceperii tratamentului antibiotic. De obicei o singura proba
este suficientd pentru diagnostic, recoltarea in 3 zile succesive creste sensibilitatea diagnosticului
bacteriologic. Pentru diagnosticul parazitologic bazat pe microscopie se recomanda recoltarea a 3
probe din doud in doua sau din trei 1n trei zile.

La recoltarea probei trebuie evitatd amestecarea probelor de scaun cu urina.

Un esantion de materii fecale (cantitate ce se colecteaza cu lingurita coprorecoltorului) de
1-2 g pand la 10 g este suficient pentru prelucrare. Acesta se introduce in recipientul
coprorecoltorului si se inchide etans. Daca scaunul contine elemente patologice, se vor recolta din
acestea. Pentru probele destinate examenului bacteriologic se folosesc medii de transport (de ex.
Cary-Blair). Materiile fecale se amesteca in acest mediu (nu se pun deasupra mediului).

Probele recoltate pe tampon trebuie evitate, deoarece se obtin cantitati reduse de materii
fecale. Sunt acceptabile doar la sugarii si copii mici pentru investigarea sindromului hemolitic
uremic post diareic si pentru diagnosticul infectiei C. difficile la pacientii cu ocluzie intestinala.

Pentru diagnosticul oxiuriazei se recomanda efectuarea amprentei anale.

Probele trebuie sd ajunga la laborator cidt mai repede, insotite de informatiile clinice
relevante. Trebuie indicate data si ora recoltarii probei.

V. Prelucrarea produselor biologice

Posibilitati diagnostice

Diagnostic rapid: identificarea direct din probele biologice a unor
- Antigene virale, bacteriene sau parazitare - prin metode imunoenzimatice.
- Factori de virulenta (de ex. verotoxine) - prin metode imunoenzimatice
- Elemente parazitare (oud, chisti) - prin examen microscopic.
- Gene specifice unui microorganism sau gene care codifica factori de virulenta - prin teste
moleculare tip PCR simplu sau multiplex
Metode bazate pe cultivare - coprocultura.

Examinarea macroscopica a probei:

Se inregistreaza consistenta produsului si prezenta elementelor patologice;

Scaunul trebuie sa fie diareic, cu exceptia probelor de screening a persoanelor care lucreaza
in industria alimentara, catering, bucatarii din unitdti de profil. Daca in cazul unui diagnostic de
diaree se primeste scaun format trebuie luata legatura cu medicul curant in vederea clarificarii
indicatiei examenului microbiologic.

Examenul microscopic

Examenul microscopic al materiilor fecale nu se recomanda.
Coprocitograma nu are sensibilitate si specificitate adecvatd, astfel efectuarea acesteia nu
se Incurajeaza.
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Cultivarea (coprocultura)

Se insdmanteaza o picatura sau o cantitate de cca 10 pl pe suprafata mediului solid. Aceasta
se Intinde pe suprafata unui cadran al mediului dupa care se disemineaza cu ansa. Se insamanteaza
o singura proba pe placa. Acest lucru este important pentru obtinerea coloniilor izolate. Alternativ
se utilizeaza un inoculator.

Mediile de imbogatire se insaimanteaza prin plasarea unei cantitati aprox cat un bob de
mazare sau cateva picaturi.

Tabelul 1. Prelucrarea materiilor fecale - mediile de cultura folosite si conditiile de cultivare

Entititi clinice Medii de | Conditii de incubare Citirea | Microorganisme
cultura culturii | tinta
standard Temperatura | Atmosfera Timp h
°C h
Diaree (in toate | Agar 39-42 Microaerofila | >48 >40 Campylobacter
situatiile) selectiv spp.
pentru
Campylob
acter
Agar Tnalt | 35-37 Aeroba 16- 24 | >16 Salmonella spp.
selectiv Shigella spp.
pentru
enterobact
erii ~ (SS,
XLD  sau
HE)
Bulion cu | 35-37 Aeroba 16- 24 | >16 Salmonella spp.
selenit,
subculturi
pe SS,
XLD  sau
HE)
Agar 35-37 Aeroba 16- 24 | >16 Screening pentru
MacConke EHEC 0157
y cu
sorbitol

In context clinic sugestiv adauga urmatoarele:
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Toxiinfectii Agar  cu | 35-37 Aeroba 40- 48 | 16-24 | Staphylococcus

alimentare (pe | sare si aureus
baza datelor clinice | manitol

s n urma

consultarii cu

microbiologul)

Suspiciune de | Apa 35-37 Aeroba 5-8 - Vibrio cholerae
holera peptonata V.

alcalind cu Aeroba 16- 24 | >16 parahaemolyticus

subculturi

pe  medii

TCBS/BS

A
Apendicita/ Agar CIN | 35-37 (sau 28- | Aeroba 16- 24 | >24 Yersinia
pseudoapendicita 30) enterocolitica
Limfadenita Yersinia spp.
mezenterica
Ileita

Artrita reactiva

Clostridioides
difficile - vezi
ghidul de
diagnostic al
infectiilor cauzate
de C. difficile

Alte teste de considerat:

In cazul diareei cu singe: determinarea prezentei verotoxinelor 1,2 prin metode imunoenzimatice,
imunocromatografice

Persoane imunosupresate: specii de Mycobacterium

In caz de diaree persistenta (>14 zile) si suspiciune de infectie parazitard: examen coproparazitologic
Suspiciunea de botulism: determinarea prezentei toxinei botulinice

Teste rapide imunocromatografice pentru etiologii virale, bacteriene, parazitare

Teste moleculare multiplex (teste ”sindromice”) pentru determinarea etiologiei

CIN - mediu cu cefsulodin, irgasan si novobiocina

BSA - mediu cu saruri biliare

HE - Agar Hektoen Enteric

SS - Agar Salmonella-Shigella

TCBS - Mediu cu tiosulfat, citrat, saruri biliare, zaharoza
XLD - Agar xiloza, lizina, dezoxicolat
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Tabelul 2. Nivelul minim de identificare a patogenilor enterali

Microorganism Nivel de identificare
Campylobacter Gen
EHEC Specie + determinarea producerii de toxina

+/- determinarea serogrupului

Salmonella Specie

Salmonella Typhi/Paratyphi Serovar (se trimit la laborator de referinta
pentru confirmare)

Shigella Specie

Staphylococcus aureus Specie

Vibrio Specie (se trimit la laborator de referinta

pentru confirmare)

Yersinia Specie

Teste moleculare

Testele moleculare au devenit indispensabile n diagnosticul unor infectii gastrointestinale.
Avand in vedere faptul cd unii factori de virulentd sunt transferabili plasmidic, caracterul de
patogen enteral al unor tulpini de Escherichia coli poate fi demonstrat prin teste moleculare,
determinarea structurii antigenice nu este acceptabild pentru identificarea acestor patotipuri.

Sunt deosebit de utile testele multiplex care permit stabilirea etiologiei diareei dintr-o gama
extinsd de patogeni enterali (bacterii, virusuri, paraziti).

Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

Se testeaza sensibilitatea izolatelor bacteriene semnificative conform standardului
EUCAST.

In cazul infectiilor cauzate de EHEC nu se va comunica rezultatul antibiogramei.
Tratamentul antibiotic in aceste infectii creste riscul declansarii sindromului hemolitic uremic.

Tn cazul izolatelor intestinale de Salmonella antibiograma se va comunica doar in cazul
pacientilor la risc pentru infectii severe (imunosupresie, varste extreme, infectii diseminate).

V. Raportarea rezultatelor

Se comunica prezenta sau absenta patogenilor enterali urmariti in cadrul examenului
microbiologic.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor cu
Helicobacter pylori

Infectia cu H. pylori este cea mai frecventa infectie bacteriand cronica, se asociaza cu ulcer
peptic, gastrita cronica si este un factor de risc pentru adenocarcinomulgastric. Semnele si
simptomele care insotesc infectia sunt: , durere epigastrica, greata, varsaturi , pirozis.

Principala indicatie de testare este stabilirea etiologiei la pacienti adulti cu simptomatologie
gastricd persistentd. Alte indicatii posibile: pacienti cu limfom al tesutului limfoid asociat
mucoasel gastrice, anterior initierii unui tratament cronic cu AINS la pacienti cu risc crescut de
ulcer, investigarea unei anemii feriprive de cauza neprecizata.

Diagnosticul infectiei cu H. pylori se poate realiza prin mai multe metode, alegerea testului
diagnostic depinde de contextul clinic, prevalenta infectiei, disponibilitatea echipamentelor si a
personalului specializat, precum si de costuri. Metodele de diagnostic sunt invazive (bazate pe
endoscopia gastricd) si non-invazive.

1. Metodele invazive sunt:

- Testul ureazei din proba de biopsie
- Examenul histologic

- Examenul microscopic bacteriologic
- Cultivarea

- PCR

Testul ureazei din fragmentele de biopsie este rapid, sensibil si cost-eficient. Se recomanda
sa fie lucrat impreuna cu cultura sau examenul histologic. Testul poate fi efectuat in cabinetul de
endoscopie. Cresterea numarului de fragmente (de la unul-doud la patru) creste sensibilitatea
testarii. Exista truse comerciale care au sensibilitate si specificitate mari.

Examenul microscopic din proba de tesut folosind coloratia Giemsa sau Gram.
Sensibilitatea este de cca 90% daca sunt examinate 2 probe. Este o metoda rapida dar necesita
experienta din partea executantului.

Cultivarea este metoda cea mai specifici si ofera posibilitatea efectuarii testarii
sensibilitatii la antibiotice. Necesita respectarea unor conditii de recoltare si transport (de exemplu
fragmentele trebuie plasate in solutie salind izotona sterild inainte ca instrumentarul sa fie
contaminat cu formol). Rezultatul testarii la antibiotice este important pentru a anticipa evolutia,
pentru a evalua eficacitatea tratamentului si pentru a identifica reinfectiile.

Examinarea histologicd permite diagnosticarea infectiei cu H. pylori si a leziunilor
asociate, este la fel de sensibila ca si cultura si are un grad mare de specificitate.

Nici cultura, nici examenul histologic nu dau rezultat rapid.

Testul PCR poate fi utilizat pentru detectarea H. pylori din diverse tipuri de probe dar rolul
sau in diagnosticul de rutind ramane sa fie evaluat. Exista truse care au sensibilititate si specificitate
bune si care pot detecta si mutatii specifice de rezistenta la claritromicina.

2. Metodele neinvazive cuprind:
a. Testul respirator cu uree (Urea Breath Test, UBT)
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b. Detectarea antigenului fecal
c. Examenul serologic

Testul respirator cu uree si detectarea antigenului in fecale detecteaza infectia activa.
Serologia nu diferentiaza intre o infectie activa si una in antecedente.

a. Testul respirator cu uree marcata cu izotopi de C14 sau C13 este considerat testul neinvaziv
“gold standard”. Testarea dureazd 15-20 minute. Utilizarea sa poate fi limitata datorita
necesitatii unui echipament specific complex si a costurilor crescute. Recoltarea probei
necesita timp si instruire. Testul permite evaluarea rapida a eradicarii infectiei.

b. Detectarea antigenului fecal este un test cu sensibilitate si specificitate bund pentru
diagnosticul infectiei cu H. pylori si are capacitatea de a confirma eradicarea infectiei.
Sensibilitatea este bund pentru testele imunoenzimatice si moderata pentru cele
imunocromatografice.

c. Detectarea anticorpilor prin ELISA este un test de diagnostic indirect ieftin si accesibil. Exista
diverse tipuri de truse, bazate in principal pe detectarea anticorpilor de tip IgG. Exista si kit-
uri care detecteaza anticorpii de tip IgA. Exista de asemenea diverse tipuri de teste de tip point-
of-care din sange integral. Proportia rezultatelor fals pozitive creste cu varsta pacientilor.
Prevalenta locala influenteaza valoarea predictiva a testarii. Acest tip de test nu este indicat
pentru a confirma eradicarea infectiei datorita prezentei prelungite a anticorpilor in sange, dupa
vindecarea microbiologica.

|. Recoltarea probelor

Performantele testelor de diagnostic direct (invazive si neinvazive) depind de prezenta H
pylori in proba analizata, de aceea este important ca testarea sd se realizeze la cel putin patru
saptamani de la oprirea tratamentului cu antibiotice sau la una-doud saptamani de la intreruperea
administrarii de inhibitori de pompa de protoni.

Metode invazive - examene microbiologice

Se recolteaza prin endoscopie probe de biopsie gastrica din zona antrumului sau din zona
corpului gastric, in functie de localizarea inflamatiei.

Marimea si numarul probelor sunt la latitudinea specialistului care efectueaza endoscopia
si In functie de extinderea inflamatiei.

Il. Transportul si conservarea probelor

Probele trebuie transportate cat mai rapid la laborator (maxim 6 ore).

Este important ca in timpul transportului sa fie mentinuta o atmosfera umeda. Proba de
biopsie va fi plasatd intr-un recipient steril, de dimensiuni mici, care contine o cantitate mica (cca
100 ul) de ser fiziologic steril.

Nota: sensibilitatea examenului microscopic poate sa scadd daca biopsia este plasata in ser
fiziologic deoarece mucusul se aglomereaza in globuli care ingreuneaza efectuarea frotiului.
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Daca transportul probelor se intarzie peste 6 ore — proba de biopsie va fi acoperita cu cca
1 ml bulion infuzie cord-creier, intr-un container steril. In acest fel poate fi pastrata la 4°C pana la
48 ore.

Poate fi utilizat mediul de transport Dent.

Se poate utiliza mediul de transport Amies care asigura viabilitatea bacteriilor dar trebuie
avut grija deoarece exista riscul de detasare a mucoasei de proba de biopsie.

Probele de biopsie pot fi pastrate pana la 6 luni la -70°C 1n bulion cu glycerol 20-25%.
Exista 1nsa riscul scaderii viabilitatii bacteriilor.

I11. Prelucrarea probelor

Protocolul de diagnostic cu referire la tipurile de teste utilizate si ordinea in care sunt
efectuate se elaboreaza de fiecare unitate medicala.

Testul ureazei

Pentru inocularea in bulion ureaza (daca nu a fost efectuat in cabinetul de endoscopie) se
zdrobeste proba de biopsie de capatul tubului cu bulion. Tamponul ar trebui sa fie lasat in bulion
pana la finalul testului. Bulionul ureaza se incubeaza la temperatura camerei pana la 24 ore. Se
verifica din ord in ord in primele 6 ore daca se produce virarea culorii care indicd o reactie pozitiva.

Teste moleculare

Daca este disponibil, testul de amplificare a acizilor nucleici (NAAT) se efectueaza direct
din proba biologica.

Examenul microscopic

- Se ia proba de biopsie cu un tampon si se aplicd cu miscari ferme pe lama de microscop curata.
Daca examenul microscopic se efectueaza inaintea culturii, se vor utiliza lame de microscop
sterile.

- Lamele vor fi colorate Gram sau Giemsa . Coloratia Gram cu utilizarea fucsinei diluate in timpul
de recolorare creste sensibilitatea examinarii.

- Colorarea si examinarea lamei este necesard numai daca testul ureazei din proba de biopsie a fost
pozitiv iar cultura negativa.

Cultivarea

Nu existd un mediu ideal. Mediile suplimentate dar fara sange nu sunt potrivite pentru
obtinerea culturii primare. Mediile de cultura pot fi suplimentate cu antibiotice pentru a inhiba
cresterea contaminantilor.

Cele mai bune rezultate se obtin prin utilizarea in paralel a unui mediu selectiv si a unui
mediu neselectiv.
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Se poate practica omogenizarea probei dar necesitd timp si tuburi Griffiths sau o
alternativa. Biopsiile pot fi taiate fin cu bisturiu steril.

Cu acelasi tampon (cu care s-a efectuat frotiul) se inoculeaza cate 1 placa cu agar selectiv
pentru H. pylori si 1 placa cu agar-sange. Pentru a obtine colonii izolate se face dispersie cu ansa.

Se recomanda utilizarea mediilor selective, de ex. “Helicobacter pylori selective medium”,
cu supliment antibiotic DENT (vancomicina, trimetoprim, cefsoludina si amfotericind B). Se pot
utiliza si medii neselective, cum ar fi: BHI agar, Brucella Agar, Wilkins-Chalgren Agar, Trypticase
Soy Agar, Agar Columbia cu 10% sange defibrinat de cal, pentru obtinerea culturii primare.

Incubarea se face in atmosfera umeda, microaerofila (86% N2, 4% O2, 5% CO: si 5% H>),
in intervalul de temperatura 35-37°C, timp de 7-10 zile. Exista kit-uri comerciale, sisteme
generatoare de gaz sau incubatoare (cu butelii de gaz) in care se genereaza atmosfera microaerofila
(controlata, monitorizata).

Dupa 48-72 de ore de incubare (prima citire) se pot vizualiza colonii mici, rotunde, tip “S”,
gri, translucide.

Identificarea microorganismului izolat se bazeaza pe:

- test oxidaza pozitiv

- test catalaza pozitiv

- test rapid ureaza pozitiv

- aspectul de “pescdrus” la examenul microscopic din cultura
- kit-uri comerciale galerii API

- MALDI-TOF.

Tn cazul in care cultura nu este pozitiva pana la ziua 10 de incubare si este raportati ca
rezultat negativ, iar criteriile clinice si testele suplimentare (non-invazive) sustin diagnosticul de
infectie cu Helicobacter pylori, este recomandat testul PCR specific de specie, din fragment de
mucoasa gastricad (fragment deja recoltat si congelat sau o noud biopsie de mucoasa gastricd).

Stocarea tulpinilor izolate se poate face in bulion Brucella cu 25% glycerol la -70°C si pe
criobile.

V. Testarea sensibilitatii la antibiotice

antibiotice cand pacientii sunt refractari la a doua linie de tratament empiric.

Metoda disc-difuziei nu este recomandatd pentru acest microorganism deoarece are
crestere lenta si rezultatele pot fi influentate. Metoda recomandata este metoda gradient, conform
instructiunilor producétorului.

Din cultura de 2-3 zile se face un inocul cu densitatea de 3 McFarland.

Cu ajutorul tamponului se inoculeaza placile cu agar Mueller-Hinton sau Wilkins-Chalgren
cu 5-10% sange de cal.
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Se incubeaza la 35°C in conditii de microaerofilie pentru 3-5 zile.

Conform recomandarilor EUCAST, antibioticele testate sunt: amoxicilina, levofloxacina,
claritromicina, tetraciclina, metronidazolul, rifampicina.

Se citeste valoarea CMI la limita de inhibitie completa a cresterii, incluzand haloul sau
coloniile izolate.

Pentru interpretarea rezultatelor se utilizeaza tabele EUCAST, versiunea actualizata.

.....

.....

este limitata. Metoda de testare in vitro nu exprima cu acuratete activitatea reala in vivo, datorita
activitdtii diferite a metronidazolului, In conditii diferite de atmosfera de incubare (microaerofilie
vs anaerobioza).

Rezistenta fatd de amoxicilind si tetraciclind este redusa in Europa.

Cresterea consumului de fluoroquinolone a fost urmata de cresterea rezistentei izolatelor
de Helicobacter pylori la levofloxacina.

Tehnicile PCR utilizate direct din fragmente de biopsie gastrica pentru detectarea
mutatiilor care determind rezistenta la claritromicind si levofloxacind pot fi alternative pentru
inlocuirea cultivarii si a testelor de sensibilitate.

V. Controlul calitatii

Tulpinile de control recomandate sunt:
- H. pylori ATCC 43504 / NCTC 11637
- H. pylori NCTC 12822 — tulpina sensibila la metronidazol
- H. pylori NCTC 12823 — tulpina rezistenta la metronidazol.

V1. Teste de confirmare a eradicarii infectiei

Eradicarea poate fi confirmata prin testul respirator cu uree, prin detectia antigenului in
fecale sau prin teste invazive. Testele de confirmare trebuie realizate la cel putin patru saptamani
de la terminarea tratamentului antibiotic. Tratamentul cu inhibitori de pompa de protoni trebuie
oprit pentru una-doua saptamani anterior testarii, pentru a reduce riscul rezultatelor fals negative.
Serologia nu trebuie folosita pentru confirmarea eradicarii deoarece anticorpii pot persista dupa
eradicare.
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VII. Raportarea rezultatelor

Testul ureazei din biopsie
- se raporteaza pozitiv / negativ

Examenul microscopic

- seraporteaza prezenta / absenta “microorganismelor de tip H. pylori”

Cultura

- se raporteaza rezultatul pozitiv — “s-a izolat H. pylori”
- se raporteaza rezultatul negativ — “nu s-a izolat H. pylori”.
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Diagnosticul microbiologic al infectiei determinate de
Clostridioides difficile

l. Introducere

Specia Clostridium difficile a fost din 2016 reincadrata taxonomic in genul Clostridioides.
Diagnosticul infectiei cu Clostridioides difficile (ICD) se bazeaza pe date clinice, epidemiologice
st microbiologice.

I1. Orientarea clinica

Orientarea clinica este esentiala pentru initierea rapida a masurilor de izolare si a terapiei
adecvate.

Simptomatologie sugestiva pentru ICD si existenta riscului de colonizare si a factorilor
favorizanti pentru aparitia ICD:
- Diaree asociatd asistentei medicale fara alte cauze sau diaree post-antibioticd cu origine

comunitara

- Mai ales la un pacient varstnic
- Mai ales daca pacientul a primit antibiotice, imunosupresoare sau antisecretorii gastrice
- Daca nu apartine unui focar de boala diareicd acuta din comunitate.

Deoarece ICD poate sa apara si la persoane fara factori de risc cunoscuti prezenta unei
simptomatologii sugestive pentru ICD trebuie s determine adoptarea masurilor adecvate cu scop
diagnostic, terapeutic si de control al infectiei.

I11. Diagnosticul etiologic

Diagnosticul etiologic aduce argumente in favoarea abordarii initiale si permite evaluarea
intensitatii fenomenului epidemiologic

Indicatii de testare

- Diaree care apare la pacienti dupa 48 de ore de la internare

- Diaree sau alte tablouri clinice sugestive la pacienti nespitalizati sau in primele 48 de ore ale
spitalizarii care au avut spitalizari recente sau tratament la domiciliu cu antibiotice,
antisecretorii gastrice, imunosupresoare.

- Diaree de etiologie neprecizata

Nu este indicata testarea pentru evidentierea C. difficile
- La persoane asimptomatice (nu se testeaza scaune de consistentd normala)

- La copiii sub 2 ani cu sindrom diareic (sugarii si copiii mici pot fi colonizati cu C. difficile
toxigen fard a dezvolta ICD)
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- Cascreening nainte de internare sau transfer.

IV. Recoltare si transport

- Cantitati de 1-2 ml de scaun diareic sunt suficiente pentru diagnostic
- Doar la pacientii cu ileus se accepta si probe recoltate pe tampon rectal.
Materiile fecale normale nu sunt acceptabile pentru prelucrare; acestea trebuie
respinse cu un comentariu adecvat.
- Prelucrarea probei se va efectua in primele 2 ore de la recoltare
- Daca proba nu se poate prelucra in maxim 2 ore se pastreazd la 4°C (toxina se degradeaza
dupa 2 ore la temperatura camerei), maxim 2 zile.
- Pastrarea probei pe o duratd mai mare de timp este posibild doar la -20°C.

V. Metode de diagnostic

Tipuri de teste

In practica se utilizeazd teste rapide, imunoenzimatice sau moleculare. Performantele
acestor teste se compard cu cele ale testelor de referinta.

Teste uzuale

Detectarea glutamat dehidrogenazei (GDH)

Glutamat dehidrogenaza, o enzimd produsa atat de tulpinile toxigene cat si cele netoxigene
de C. difficile, se poate detecta prin teste imunoenzimatice. Metoda are sensibilitate ridicata
(pentru majoritatea truselor), insa specificitate redusa; de aceea poate fi utilizata drept test
screening si necesita un test care sa confirme prezenta toxinelor.

Detectarea toxinelor A si B

Detectarea concomitenta a toxinelor A/B direct din materii fecale sau din supernatantul
culturilor 1n bulion se poate realiza prin teste imunoenzimatice. Unele teste permit diferentierea
intre cele doud toxine. Testele sunt de tip ELISA, ELFA, imunocromatografice si au performante
variabile. Se recomanda folosirea testelor care au sensibilitate si specificitate bune. Exista si truse
care detecteazd GDH si toxine, dar performantele acestora pot fi mai reduse comparativ cu cele
ale truselor cu tinte distincte.

Detectarea genelor care codificd toxine

Detectarea genelor ce codifica toxinele C. difficile se realizeaza prin metode moleculare,
in general bazate pe real-time PCR. Majoritatea testelor detecteaza gena tcdB care codifica toxina
B. Exista truse care detecteaza atat tcdB cat si genele pentru toxina binara (cdtA si cdtB) si deletia
n nucleotidul 117 al genei represor tcdC, tinte care permit identificarea prezumtiva a C. difficile
ribotip 027. Existd de asemenea truse de tip multiplex care pot detecta simultan direct din proba

209



mai multe microorganisme implicate in sindroame diareice, inclusiv C. difficile. Testele
moleculare au sensibilitate si specificitate mari si ofera un diagnostic rapid.
Limite: necesita infrastructura adecvata.

Teste de referinta

Teste de neutralizare a citotoxicitatii

Testele de neutralizare a citotoxicitdtii evidentiaza prezenta toxinei B 1n proba (toxina
produsa in vivo) prin observarea efectului acesteia asupra unei culturi de celule si neutralizarea
efectului cu ser antitoxind. Aceste teste au sensibilitatea cea mai ridicata si sunt utilizate in
laboratoare de referinta.

Limite: durata detectdrii din proba de scaun este de aproximativ 2 zile, necesitd laborator
cu dotari adecvate pentru culturi celulare si personal instruit in acest domeniu.

Cultivarea si demostrarea toxigenezei (cultura toxigena)

Consta in izolarea C. difficile si demonstrarea capacitatii de a produce toxine in vitro. Este
de asemenea o metoda de referintd, cu sensibilitate foarte bund dar cu duratd de peste 2 zile.

Pentru a favoriza izolarea C. difficile anterior insamantarii probele se pregatesc prin:

- Tratament cu alcool (se omogenizeaza proba de scaun in raport de 1:1 cu alcool etilic absolut
si se incubeaza 30 de minute la temperatura camerei)
SAU

- TIncilzire la 80°C timp de 15 minute.

Incubarea se face 48-72 ore in anaerobioza. Medii de cultura adecvate:

- CCFA - Clostridium difficile agar,

- CDSA - Clostridium difficile selective agar,

- geloza-sange Columbia cu supliment selectiv

- CMA — cefoxitin-mannitol agar-CLO agar, (incubare 48h)

- ChromiID C. difficile, (incubare 24h), ofera un rezultat mai rapid, este mai sensibil, dar mai
putin specific.

Din coloniile suspecte se efectueaza frotiuri colorate Gram, iar ulterior se continua
identificarea prin test de aglutinare sau MALDI-TOF. Tulpinile izolate se pot pastra in bulion
tioglicolat sau prin congelare pentru analize ulterioare.

Nota: izolarea unei tulpini de C. difficile nu este suficienta pentru diagnosticul cert al ICD.
Pentru a certifica diagnosticul, cultivarea trebuie intotdeauna combinata cu o metoda de detectare
a toxinogenezei.

Algoritm de diagnostic etiologic

Ghidurile actuale recomanda un diagnostic in 2 etape:

1. Efectuarea unui test de detectie rapida cu sensibilitate mare (test imunoenzimatic pentru
GDH sau test molecular):
- Rezultat negativ - diagnosticul de ICD este infirmat
- Rezultat pozitiv se trece la a doua etapa:

2. Efectuarea unui test de detectie rapida cu specificitate mare (test imunoenzimatic pentru
toxine):
- Rezultat pozitiv - se confirma diagnosticul de ICD;
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- Rezultat negativ — se evalueaza clinic: posibil ICD sau portaj de C. difficile (toxigen).
Tn cazul in care primul test efectuat a fost unul imunoenzimatic pentru GDH si tox A/B:

- Rezultat negativ pentru ambele - diagnosticul de ICD este infirmat

- Rezultat pozitiv pentru ambele - diagnosticul de ICD este confirmat

- Rezultat pozitiv pentru GDH, dar negativ pentru toxine A/B - se poate trece la a doua etapa:
test molecular sau culturd toxigena. Daca rezultatul este negativ diagnosticul de ICD este
improbabil, daca rezultatul este pozitiv se evalueaza clinic.

- Rezultat negativ pentru GDH, dar pozitiv pentru toxine A/B — rezultat invalid. Este necesara
retestarea.

In caz de probabilitate diagnosticd mare in etapa pretestare (date clinice si factori de risc
sugestivi) se accepta un test PCR pozitiv pentru a confirma diagnosticul.

In cazul diagnosticarii ICD se poate efectua culturd din proba de materii fecale, dar nu in
scop diagnostic, ci pentru a avea disponibila tulpina in scopul unor testari ulterioare (ex. ribotipare,
modificari ale caracteristicilor clinico-evolutive ale cazurilor de ICD dintr-un anumit focar
spitalicesc.

Retestare

- Nu se recomanda repetarea testarii cu aceeasi metoda dintr-o noud proba de scaun la mai putin
de 7 zile de la un prim rezultat negativ, in situatie endemica, repetarea testarii dupd un prim
test negativ poate fi utila in cazul suspiciunii clinice si unui context epidemic.

- Nu se recomanda testarea pentru evaluarea eficientei bacteriologice a terapiei ICD (C. difficile
poate persista in colon cateva luni dupa remisia simptomatologiei)

V1. Raportarea rezultatelor

Se mentioneazd metoda/metodele utilizate.
Se interpreteaza si raporteaza conform algoritmului mentionat la capitolul 3.2.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor genitale

l. Introducere

Acest ghid prezintd aspectele diagnostice ale infectiilor genitale simptomatice si
asimptomatice, cu si fara transmitere sexuala.

I1. Infectii cu transmitere sexuala

Infectiile cu transmitere sexuald (ITS) pot fi cauzate de o multitudine de microorganisme:
bacterii, virusuri si paraziti. Infectiile pot avea o perioadd asimptomatica prelungitd, depistarea
acestora fiind importantd pentru prevenirea complicatiilor tardive dar si pentru prevenirea
transmiterii.

Astfel analizele pot fi efectuate in scop de screening la persoanele asimptomatice sau in
scop diagnostic la persoanele simptomatice. Unul dintre punctele critice ale diagnosticului ITS
este sensibilitatea metodei diagnostice alese.

a. Se recomanda screeningul tuturor ITS:

- daca partenerul sexual a fost depistat cuo ITS

- dupa activitate sexuald cu risc infectios crescut (parteneri multipli, parteneri necunoscuti)

- la incetarea utilizarii prezervativului in cazul cuplurilor stabile

- pentru investigarea infertilitatii

- investigarea artritei reactive

- consultatii ginecologice la gravide sau pentru contraceptie

- la persoanele incarcerate

- screening pentru Chlamydia trachomatis la tineri sub 25 de ani

- inurma unor abuzuri sexuale.

b. Diagnosticul infectiilor simptomatice trebuie sa aiba in vedere simptomatologia urogenitala,
severitatea simptomelor si sensibilitatea metodelor de diagnostic. Acestea se manifesta sub
urmatoarele forme: uretrita, epididimitd, epididimo-orchita, proctitd, cervicitd si infectiile
tractului genital feminin superior, ulceratii genitale, faringiti, conjunctiviti. Intrucat
coinfectiile sunt frecvente, In cazul diagnosticarii unei ITS este obligatorie investigarea tuturor
etiologiilor posibile.

Cei mai frecventi agenti etiologici ai ITS

Investigatiile trebuie sa includa teste pentru Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae si eventual Mycoplasma genitalium si se recomanda efectuarea testelor pentru
depistarea infectiei cu HIV si a sifilisului.

Chlamydia trachomatis este endemica in Europa, fiind agentul etiologic cel mai frecvent
implicat In ITS, cu o medie europeand de 185/100000 (ludnd in considerare datele tarilor care au
sistem de supraveghere solid). Datele raportate din Roméania arata o incidenta foarte scazuta (0,1-
0,3/100000), care probabil reflecta subdiagnosticarea acestei infectii. C. trachomatis cauzeaza
uretritd, cervicitd, proctitd. Poate cauza boald inflamatorie pelviana, iar in caz de diseminare
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peritoneald poate conduce la perihepatitd. Se poate asocia cu artrita reactiva. Serotipurile L1-3
cauzeaza limfogranulomul venerian.

Perioada de incubatie este in jur de 2 saptamani, insd peste 50% a cazurilor rdman
asimptomatice. Se descriu portaj faringian si rectal. Poate cauza infertilitate prin stricturi ale
trompei uterine, sarcini extrauterina si dureri pelviene cronice. In cazul transmiterii verticale apare
conjunctivita neonatala sau pneumonie.

Neisseria gonorrhoeae cauzeaza uretrita si/sau cervicita dupa o perioada de incubatie de
2-10 zile. In cazul a 10% dintre barbati si pana la 50% dintre femei infectia este asimptomatica.
Pe termen lung, infectia poate cauza infertilitate, sarcind extrauterind, dureri pelviene cronice,
stricturi uretrale. In cazul transmiterii verticale se dezvolti conjunctivita neonatala.

Treponema pallidum cauzeaza o ITS care, netratata, are o evolutie cronica, in mai multe
stadii: sifilisul primar caracterizat prin prezenta sancrului dur se dezvolta la 10-90 de zile dupa
expunere, sifilisul secundar in 2-8 saptamani de la aparitia sancrului dur, dupa care urmeaza o
perioada de latenta iar peste mai multi ani se poate dezvolta sifilisul tertiar cu leziuni distructive,
afectdri cardiace, neurologice si osoase ireversibile.

Haemophilus ducreyi cauzeaza sancrul moale ce apare la 3-7 zile dupa expunere. Este o
etiologie intalnita in regiunile tropicale si mai rard in zona temperata.

Mycoplasma genitalium cauzeaza uretrite acute, cronice sau recurente la barbati, cervicite,
infectii pelvine subacute la femei. Infectia este frecvent asimptomatica (>30% la barbati si >70%
la femei).

Virusurile herpes simplex 1, 2 cauzeaza infectia primara la 7 zile de la expunere, urmata
de ulceratii genitale recurente. Infectiile asimptomatice sunt frecvente. In cazul transmiterii
perinatale cauzeaza infectii herpetice neonatale de severitate variabila.

HIV (virusul imunodeficientei umane) cauzeazd sindromul de imunodeficientd
dobanditd. Manifestari clinice pot fi prezente In primoinfectie sau dupa mai multi ani de evolutie,
fiind in principal expresia infectiilor oportuniste asociate imunodepresiei. Virusul poate fi transmis
si prin sange sau secretii sau vertical, preponderent perinatal.

Virusul hepatitei B, desi transmisibil pe cale sexuala, nu duce la manifestari caracteristice
infectiilor genitale. Dupa o perioada de incubatie de 1-6 luni in aproximativ 10% din cazuri apare
hepatita acutd. Infectia acutd poate evolua la unii pacienti spre hepatita cronicd, ciroza si cancer
hepatic.

Papilomavirusul uman este responsabil pentru infectii cu diverse localizari. Genotipurile
cu risc scazut sunt responsabile de producerea vegetatiilor genitale. Infectia persistentd cu
genotipuri de risc crescut este o cauza importanti de cancer de col uterin, anal sau faringian. In
Romaénia este o infectie probabil subdiagnosticata.

Trichomonas vaginalis cauzeaza vaginita si/sau uretrita dupa o incubatie de 4-28 de zile.
Infectia ramane asimptomatica la aproximativ 25% dintre femei si peste 90% in cazul barbatilor.

Screeningul persoanelor asimptomatice pentru ITS:

- Serologie: HIV, VHB (virusul hepatitiei B), sifilis

- Teste moleculare - teste de amplificare a acizilor nucleici (NAAT): Chlamydia trachomatis
(femei sub varsta de 25 de ani si barbati sub varsta de 30 de ani sau fard limite de varsta in
cazul persoanelor la risc). La femei se recolteaza secretie cervicala iar la barbati primul jet de
urina.

- In functie de datele anamnestice si clinice:
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- depistarea N. gonorrhoeae (prin cultivare sau NAAT) si C. trachomatis (prin NAAT)
din secretii orofaringiene sau probe anorectale.

Diagnosticul infectiilor cu transmitere sexuald simptomatice in
functie de patogenul suspectat

Tabelul 1. Metode de diagnostic in infectii cu transmitere sexuali simptomatice, in functie
de patogenul suspectat

Patogenul Probele recoltate | Examen Cultivare Teste Antibiograma
suspectat microscopic moleculare
Neisseria Secretia uretralda | Frotiu colorat | Important Preferabil | Esentiald
gonorrhoeae | exteriorizata, Gram sau cu | pentru izolarea | combinat cu | pentru
probe cervicale albastru de germenului si | cultivarea | documentarea
sau uretrale, urind | metilen antibiograma sensibilitatii
- primul jet, (sensibilitate fata de
exudat faringian, redusa) antibiotice in
tampon anorectal conditiile
raspandirii
tulpinilor
rezistente
Chlamydia Secretii uretrale si | - Doar pe culturi | Diagnostic | Doar in
trachomatis cervicale, tampon celulare (in de baza laboratoare de
vaginal (in functie laboratoare de referinta
de testul folosit!), referintd)
exudat faringian
si tampon
anorectal
Mycoplasma | Secretie uretralda | - Dificil de Diagnostic | Doar in
genitalium si cervicala, cultivat de baza laboratoare de
secretie vaginala, (eventual in referinta
urina - primul jet laboratoare de
referintd)
Trichomonas | Secretie uretrald, | Preparat nativ | Sensibilitate Preferabil la | VValoare
vaginalis secretie vaginald, | proaspat sau | acceptabilala | barbati clinica limitata
urina - primul jet | frotiu colorat | femei, redusa
Giemsa la barbati
(sensibilitate
acceptabila la
femei, redusa
la barbati)
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Diagnosticul uretritei acute

- Primul jet de urina: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium (prin NAAT)
- la femei proba de urind este inferioara secretiei cervicale, chiar si in cazul prezentei
disuriei
- Probe uretrale: microscopie, cultivare si antibiograma pentru N. gonorrhoeae si alti patogeni,
microscopie pentru Trichomonas vaginalis, cultivare cantitativa pentru Ureaplasma
urealyticum (prag de semnificatie >10* UFC/mI - sub aceasti valoare semnificatia este incerti
datorita portajului frecvent)
- In functie de context: exudat faringian sau tampon anorectal pentru C. trachomatis, N.
gonorrhoeae (NAAT) si hemoculturi in cazul prezentei febrei.
In cazul in care se suspicioneazd o ITS se recomandd screening pentru toti patogenii
importanti cu transmitere sexuala (HIV, HBV, Treponema pallidum).
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Diagnosticul infectiilor genitale ulcerative in functie de patogenul

suspectat
Tabelul 2. Metode de diagnostic direct in infectii genitale ulcerative, in functie de patogenul
suspectat
Patogenul Probele recoltate | Examen Cultivare Teste Antibiograma
suspectat microscopic moleculare [ sau similar
Herpes Celule din baza - Culturi Preferabil -
simplex virus | ulceratiei celulare (permite
stabilirea
tipului)
Treponema Serozitate din Microscopie cu - Preferabil -
pallidum sancrul dur fond intunecat n (sensibilitate
cel mult 15 superioara)
minute de la
recoltare
(specificitate
redusa in cazul
sancrelor cu
localizare anala
sau orald din
cauza prezentei
treponemelor
comensale)
Chlamydia Incaz de - Laboratoare | Diagnostic | -
trachomatis suspiciune LGV: de referinta - | de baza
serotipurile Produs anal sau culturi
L1-3 biopsie rectala celulare
Haemophilus | Puroi din periferia | Frotiu colorat cu | Dificila - se | Preferabil Relevanta
ducreyi sancrului moale albastru de recomanda (sensibilitate | clinica redusa
sau puroi aspirat | metilen, MGG insdmantarea | crescuta)
sau Gram la patul
bolnavului

II1. Infectiile tractului genital feminin (altele decit cele cu

transmitere sexuala)

Microbiomul vaginal al femeii mature este dominat de specii de Lactobacili care asigura
un pH acid de 4,5. Pe langa acestea microbiomul contine specii variate de streptococi, enterococi,
stafilococi coagulazo-negativi, o multitudine de specii anaerobe si specii de Candida. Bacteriile
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prezente in cantitati mari in cazul vaginozei bacteriene, cum ar fi anaerobii, Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus spp., Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis pot fi prezente in numar redus
in conditii normale.

Vaginita candidozica apare 1n conditiile unor schimbari ale florei vaginale care
favorizeaza multiplicarea excesiva a speciilor de Candida. Factorii care favorizeaza multiplicarea
lor pot fi:

- tratamente antibiotice

- diabet zaharat

- imunosupresie

- utilizarea anticonceptionalelor orale
- obezitatea

- sarcina

Examenul microscopic este suficient de cele mai multe ori pentru stabilirea diagnosticului.
In cazul infectiilor recurente, rebele la tratament se recomandi cultivarea si identificarea speciei
de Candida si antifungigrama in cazul speciilor non-albicans.

Vaginita in prepubertate poate fi cauzata de streptococi f-hemolitici de grup A (SGA) si
de Staphylococcus aureus. Ocazional, SGA poate cauza vaginita cu leucoree purulenta si la adulti.

Vaginita atrofica se poate dezvolta in menopauza. Nivelul redus de estrogen duce la
scaderea glicogenului si implicit a producerii acidului lactic cu cresterea pH-ului vaginal. Se
caracterizeazd prin absenta lactobacililor, aparitia unei flora bacteriene mixte si prezenta
leucocitelor polimorfonucleare.

Vaginoza bacteriana (VB) reprezinta o alterare a microbiomului vaginal ce consta din
reducerea numarului sau disparitia lactobacililor, acestia fiind inlocuiti de o flord anaeroba mixta.
Reactia inflamatorie nu este caracteristica, iar pH-ul secretiei vaginale depaseste 4,5. VB este de
multe ori asimptomatici. In cazurile simptomatice apare o leucoree cu miros caracteristic de peste.
La femeile gravide poate cauza amniotita, nastere prematura, greutate scazuta a fatului la nastere,
endometritd postpartum, boala pelvina inflamatorie, infectii de tract urinar.

Suspiciunea VB se ridica in cazul prezentei unei leucoree alb-cenusie, omogena, aderenta
de peretele vaginal, cu pH>4.5 si cu un miros de peste care se intensificd la addugarea de KOH
10% (amine sniff test). Tn preparatul nativ efectuat din secretia vaginali se observa lipsa
lactobacililor, a granulocitelor si prezenta celulelor ’clue” (celule tintate).

Bacteriile asociate cu VB, cum ar fi Prevotella spp., Gardnerella vaginalis, Mobiluncus
spp. si micoplasmele urogenitale sunt dificil de cultivat. Diagnosticul se bazeaza fie pe criteriile
mai sus mentionate, fie pe scorul Nugent pe frotiul colorat Gram, descris mai jos.

Vulvovaginita se dezvolta preponderent in prepubertate, insa se poate intdlni la orice
varsta. Pe langa Candida spp. pot fi implicate in etiologie SGA, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae. Frotiul vaginal releva prezenta granulocitelor.

Semnificatia clinica a streptococilor S-hemolitici de grup B (SGB) - colonizeaza
vaginul la cca 30% dintre femei. In cursul gravidititii, SGB poate cauza amniotiti (infectia
lichidului amniotic), ruperea prematurd a membranelor si infectia nou-nascutului: sepsisul,
meningita sau pneumonia neonatala. Infectiile neonatale pot fi prevenite prin depistarea colonizarii
cu SGB si aplicarea profilaxiei intrapartum.

Infectiile cu Listeria monocytogenes pot fi grave la gravide, manifestate printr-o boala
febrild sau chiar sepsis. Transmis transplacentar afecteaza fatul si poate duce la decesul intrauterin
al acestuia. In cazul nasterilor vii de la mame infectate cu Listeria monocytogenes se dezvolta
infectii neonatale severe: sepsis, meningite neonatale, amenintatoare ale vietii.
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Avortul septic implica infectii cu o flora bacteriand mixta in care predomind anaerobii.

Bartholinita reprezinta inflamatia glandelor Bartholin, ce se poate complica cu abcedare.
Agentii etiologici pot fi variati, incluzand anaerobi, N. gonorrhoeae si alte specii de neisseria,
streptococi, enterobacterii, S. aureus, H. influenzae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
hominis.

Cervicita mucopurulenta implica inflamatia epiteliului columnar. Patogenii cu rol cert in
procesul infectios sunt cei cu transmitere sexuala: C. trachomatis, N. gonorrhoeae si herpes
simplex. Pe langa acestea, rolul micoplasmelor urogenitale este controversat. Bacteriile implicate
in cervicita pot cauza infectii ascendente.

In cazul cervicitei se evidentiazi o secretie endocervicaldi mucopurulenti gilbuie.
Examenul microscopic al acesteia releva prezenta polimorfonuclearelor.

Endometrita reprezintd inflamatia endometrului. Poate fi cauzatda de C. trachomatis, N.
gonorrhoeae, Mycobacterium tuberculosis.

Cel mai adesea, endometrita se dezvolta postpartum (endometrita puerperald). Etiologia
acesteia este de obicei mixtd si include anaerobii, streptococii fS-hemolitici, S. aureus,
enterobacteriile, G. vaginalis, M. hominis, C. trachomatis si enterococii.

In endometrite hemoculturile se pozitiveaza in 10-30% din cazuri. Valoarea culturilor
efectuate din secretiile endocervicale este incertd din cauza riscului crescut de contaminare a
probelor cu flora vaginali. In endometrita non-puerperala se recomanda diagnostic molecular
pentru C. trachomatis si N. gonorrhoeae.

Salpingita este infectia trompelor uterine. Uneori polimicrobiand, etiologia acesteia
include: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis, anaerobi, specii aerobe, facultativ anaerobe.
Produsele recoltate din cervix sunt relevante doar pentru depistarea infectiilor cauzate de C.
trachomatis si N. gonorrhoeae, restul spectrului etiologic necesitd probe recoltate intraoperator
din salpinge.

Boala inflamatorie pelvind (BIP) include endometrita, salpingita, peritonita pelvina,
caracterizate de dureri cronice, sarcini extrauterine, infertilitate, piosalpinx, abcese tubo-ovariene.
Produsele acceptabile pentru diagnostic sunt cele aspirate din trompa uterind intraoperator.
Cauzele cele mai frecvente sunt: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, anaerobii, SGB si alti
streptococi, Escherichia coli, G. vaginalis, Actinomyces israelii, H. influenzae, M. hominis. Aceste
infectii pot fi polimicrobiene.

Infectiile asociate cu utilizarea dispozitivelor intrauterine sunt cauzate cel mai frecvent
de Actinomyces israelii si de diverse bacterii Gram-pozitive si Gram-negative in flora mixta.
Examenul bacteriologic se recomanda doar in prezenta simptomatologiei sugestive pentru BIP sau
alte boli inflamatorii.

IV. Infectiile tractului genital masculin

Prostatita acutd sau cronica poate fi cauzati de enterobacterii, C. trachomatis, N.
gonorrhoeae si streptococi. Rolul patogenilor cu transmitere sexuald este insuficient demonstrat.

Epididimita si epididimo-orhita ce apare in adolescenta si la adultul tanar (pana la 40 de
ani) cel mai frecvent se datoreaza patogenilor cu transmitere sexuald, in special C. trachomatis si
M. genitalium.

Balanita este inflamatia glandului, iar balanopostita a glandului si a preputului. Pot fi
cauzate de levuri, virusul herpetic, SGA, SGB, S. aureus, anaerobi.
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V. Recoltarea probelor biologice de la nivelul tractului
genital

Tipurile de probe prelucrate: secretie vaginala din fundul de sac vaginal recoltat cu
tamponul, secretie vaginald, tampon vulvar, secretie cervicald recoltatd pe tampon, secretie
endocervicala recoltatd pe tampon, tampon uretral, tampon din santul balano-preputial, secretii din
ulcere genitale recoltate pe tampon, sperma, aspirate din abcese Bartholin, continutul trompei
uterine, puroi din abcese ovariene, dispozitiv intrauterin, lichid din sacul Douglas.

Conditiile de recoltare a probelor

In cazul suspiciunii de infectie cu N. gonorrhoeae se recomandi insaméntarea probelor
imediat dupad recoltare, la patul bolnavului. Orice intarziere in transportul probelor trebuie evitata,
durata transportului trebuie redus la minim deoarece este unul dintre cei mai importanti factori
care influenteaza succesul cultivarii.

In cazul infectiei cu Haemophilus ducreyi se recomandi de asemenea insamantarea la patul
bolnavului.

Secretia cervicala si secretia vaginala din fundul de sac vaginal trebuie recoltate cu ajutorul
valvelor sau a speculumului. Este important de evitat contaminarea cu flora vulvara.

In cazul secretiilor cervicale este important de evitat si contaminarea cu flora vaginald. In
acest scop, Tnainte de recoltarea propriu-zisa se curata suprafata externd a colului cu un tampon
diferit de cel folosit pentru recoltare.

Pentru depistarea infectiei cu Trichomonas vaginalis se recolteazd din fundul de sac
vaginal, iar in cazul suspiciunii de infectii micotice, din placardele evidente (dacd sunt prezente).
Pentru screeningul portajului de SGB se recomanda recoltarea a 2 tampoane: unul din secretia din
treimea inferioard a vaginului si un tampon anal.

Pentru diagnosticul VB se recomanda efectuarea unor frotiuri din secretia vaginalad care
vor fi uscate la aer Tnainte de trimitere in cutii de transport lame.

Pentru examen virusologic si pentru depistarea C. trachomatis se recolteaza produse
separate.

Recoltarea secretiei uretrale se face cu ajutorul unor tampoane speciale, mai subtiri decat
tamponul faringian, cel putin dupa o ora de la ultima mictiune. in cazul barbatilor, in absenta unei
secretii evidente se Incearcd presarea usoard a penisului pentru obtinerea secretiei prin uretra.
Tamponul se trece usor prin meat, se roteste pentru obtinerea produsului.

Dispozitivele intrauterine indepartate se trimit integral, plasate intr-un pahar steril cu capac
filetat.

Tampoanele rectale se recolteaza in cursul rectoscopiei.

Exudatul faringian se recolteaza de pe suprafata amigdalelor si de pe mucoasa peretelui
posterior al faringelui, dupd un repaus alimentar de cel putin trei ore.

Probele purulente recoltate intraoperator din trompele uterine sau abcesele ovariene se
transferd in recipiente sterile si se inchid ermetic. Cantitatea optima a acestora este peste 1 mL.
Avand in vedere cd aceste probe pot contine germeni anaerobi, se recomanda recipiente de
transport speciale pentru anaerobi sau In lipsa acestora probele trebuie transportate fara intarziere.
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Probele recoltate pe tampon trebuie introduse In mediu de transport cu carbune (necesar
pentru permiterea supravietuirii N. gonorrhoeae) pe durata transportului.

V1. Examenul microbiologic

Examenul microscopic

Examenul nativ (preparatul intre lama si lameld) al secretiei vaginale poate fi utilizat pentru
detectarea Trichomonas vaginalis, a prezentei levurilor si pentru diagnosticul vaginozei bacteriene
(descris mai sus). Se poate efectua imediat dupa recoltare plasind o picaturd de secretie pe lama si
acoperind-o cu o lamela. Alternativ, se poate efectua din tamponul cu care s-a efectuat recoltarea
(efectuand o suspensie in ser fiziologic).

Preparate colorate din secretii vaginale
Se intinde un frotiu din secretia vaginali, se usuci la aer si se coloreaza Gram. In cadrul
examenului microscopic se urmareste:
- flora bacteriana vaginala
- scorul Nugent, prezenta celulelor tintate
- prezenta leucocitelor si a eventualilor diplococi fagocitati;
- prezenta celulelor levurice, a pseudohifelor, a Trichomonas vaginalis
Pe preparatele colorate Giemsa sau MGG se pot urmarii leucocitele, celulele tintate,
Trichomonas vaginalis. Nedetectarea T. vaginalis la examenul microscopic nu exclude infectia!
Scorul Nugent de 7-10 confirma diagnosticul de vaginoza bacteriana.

Tabelul 3. Criteriile Nugent

Scor Morfotip de Lactobacillus | Morfotip de Morfotip Mobiluncus
Gardnerella (cocobacili | (bacili Gram-variabili
Gram-negativi) incurbati)
Nr. mediu de Nr. mediu de Nr. mediu de
bacterii/camp (x1000) bacterii/camp (x1000) [ bacterii/camp (x1000)
0 >30 0 0
1 5-30 <1 1-5
2 1-4 1-4 >5
3 <1 5-30 -
4 0 >30 -

Scorul Nugent se calculeaza adunind scorurile obtinute la cele trei categorii de morfotipuri.

In cazul vaginitelor se observa peste 10 granulocite/cAmp (cu marire x1000) si sunt
prezente mai multe granulocite decét celule epiteliale. Lactobacilii pot fi inlocuiti cu un singur
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morfotip bacterian sau se observa prezenta Trichomonas vaginalis sau a levurilor. Se recomanda
testare suplimentara pentru C. trachomatis, N. gonorrhoeae si M. genitalium prin teste moleculare.

Preparate colorate din secretia uretrald recoltati de la barbati sau secretia
endocervicala in caz de suspiciune de gonoree.

Se prepard un frotiu subtire si se coloreazd Gram. Se urmaresc granulocitele si prezenta
diplococilor Gram-negativi intra- si extracelulari.

Examenul microscopic al aspiratelor si probelor de puroi

Aspiratele se centrifugheaza la 1500 g timp de 10 minute. Supernatantul se arunca, lasand
cca 0,5 ml in care se resuspenda sedimentul. Din aceasta suspensie se prepara un frotiu, intinzand
o picatura pe suprafata lamei. Dupa uscare se coloreaza Gram. Din probele de puroi se intinde un
frotiu subtire si se coloreaza Gram.

Dispozitive intrauterine

Suprafata dispozitivului se sterge cu un tampon umectat in ser fiziologic steril. Dupa
insdmantarea mediilor de culturd, cu acest tampon se intinde un frotiu. Se coloreazad Gram. Daca
sunt prezente secretii purulente sau exudate, frotiul se prepara din acestea.

Cultivarea

Mediile de cultura si conditiile de cultivare in functie de situatiile clinice si tipul de produs
sunt descrise in tabelele 4 si1 5.
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Tabelul 4. Mediile de culturi utilizate si conditiile de cultivare in functie de situatiile clinice

Situatia clinica Produsul recoltat Medii de cultura | Conditii de incubare Citirea Microorganisme
standard culturii tinta
Temp °C Atmosfera | Timp h

Vaginita candidozica | Secretie recoltata cu Agar Sabouraud 35-37 Aecroba 40- 48 | >40 Levuri
recurenta rebela la tampon din fundul de
tratament sac vaginal
Screening portaj Secretie vaginald din Agar sange 35-37 5-10% CO | 16- 24 | 16-24

treimea inferioara a SGB

streptococi S-

hemolitici de grup B
la gravide (efectuata
intre saptamanile 35-

vaginului
Sl
tampon rectal
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37 de graviditate) Mediu de imbogatire | 35-37 aeroba 16-24 | - SGB
selectiv pentru SGB
(bulion LIM)
Treceri pe agar sange
Cervicita Secretie endocervicala | Agar sange 35-37 5-10% CO | 16- 24 | 16-24 Staphylococcus
Uretrita sau uretrald recoltata cu aureus
tampon si transportate Streptococi B-
in mediul Amies cu hemolitici de grup
carbune A, Csau G
Agar Sabouraud 35-37 aeroba 40- 48 | >40 Lewvuri
Agar selectiv GC (cu | 35-37 5-10% CO: | 40- 48 | >40 N. gonorrhoeae
substanta
antifungica)
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ITS Orice produs recoltat | Agar selectiv GC (cu | 35-37 5-10% CO | 40-48 | >40 N. gonorrhoeae
pe tampon substanta

antifungica)
Suspiciune de Secretie vaginala din | Mediu special pentru | 35-37 aeroba 40- 48 | >40 T. vaginalis
trichomoniaza fundul de sac vaginal | T. vaginalis
La gravide: Secretie canal cervical | Agar chocolat 35-37 5-10% CO2 | 40- 48 | Zilnic H. influenzae
Iminenta de nastere
prematura
Ruptura
membranelor de peste
12 ore «

Agar sange 35-37 5-10% CO. | 16- 24 | 16-24

SGB
CLED sau | 35-37 aeroba >16 >16
MacConkey E. coli

224




Decesul intrauterin al | Tesut mojarat Agar sange selectiv | 35-37 anaeroba 40- 48 | >40 Anaerobi
fatului pentru anaerobi (cu
neomicind)
Avort septic
Secretie cervicala
Agar CLED 35-37 aeroba >16 >16 Enterobacterii
Pseudomonas
Suspiciune de | Secretie vaginala din | Agar sange 35-37 Aeroba 40-48 | Zilnic Listeria
listerioza fundul de sac vaginal monocytogenes
Fete sub 10 ani Secretie vaginala Agar chocolat 35-37 5-10% CO | 40- 48 | Zilnic H. influenzae
Actinomicoza Secretie vaginala Agar sange 35-37 Anaeroba |10z >40, 7 si | Actinomyces spp.
(suspiciune clinica recoltata cu tampon din 10z
sau pe baza frotiului) | fundul de sac vaginal
Sau
Dispozitiv intrauterin
Sancru moale Secretie din sancru Agar chocolat 33-34 5-10% CO2 |5z 52 Haemophilus
ducreyi
Aspirat din bubon
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Tabelul 5. Mediile de cultura utilizate si conditiile de cultivare pentru: aspirate/puroaie sau produse recoltate pe tampon din
abcese tubo-ovariene, din trompa uterina, glanda Bartholin, probe intraoperatorii, dispozitive intrauterine

Situatia clinica Medii de | Conditii de incubare Citirea culturii Microorganisme tinta

cultura

standard Temperaturda | Atmosfera Timp h

°C

BIP Agar chocolat 35-37 5-10% CO, | 40-48 Zilnic H. influenzae
Salpingita
Abces tubo-ovarian
Abcesul glandei | Agar sange 35-37 5-10% CO, | 40-48 Zilnic S. aureus
Bartholin Streptococi
Piosalpinge Enterobacterales
Dispozitiv Agar sange 35-37 Anaeroba 10z >40, 7 si 10 z Actinomyces spp.
intrauterin (In
prezenta semnelor
de infectie)

Agar sange | 35-37 Anaeroba 5z >40si5z Anaerobi

pentru anaerobi

Agar selectiv GC | 35-37 5-10% CO. | 40- 48 Zilnic N. gonorrhoeae
Actinomicoza Agar sénge 35-37 Anaeroba 10z >40, 7 si 10 z Actinomyces spp.
(suspiciune clinica
sau pe baza frotiului)
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Nivelul minim de identificare ai patogenilor izolati

- Actinomyces: actinomycete;

- Streptococii S-hemolitici: grup Lancefield:;

- Enterobacterii: specie;

- Haemophilus: la nivel de specie;

- Listeria: la nivel de specie;

- Neisseria: la nivel de specie;

- Pseudomonade: Pseudomonas aeruginosa si pseudomonade
- S. aureus: la nivel de specie;

- Lewvuri: specie;
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Testarea sensibilitatii fata de antibiotice

Se efectueaza doar pentru germenii semnificativi, conform standardului EUCAST.

VII. Raportarea rezultatelor

Frotiurile colorate Gram

Se raporteaza:
- prezenta leucocitelor,
- prezenta levurilor,
- prezenta sau absenta diplococilor Gram-negativi,
- prezenta T. vaginalis.
- prezenta celulelor tintate pe frotiurile vaginale si daca frotiul indicd vaginoza bacteriana.
La solicitarea clinicianului se poate raporta scorul Nugent:
- Scor Nugent 0-3: aspect normal
- Scor Nugent 4-6: sugestiv pentru VB - se solicita repetarea testarii
- Scor Nugent >7: VB
Rezultatele urgente se comunica telefonic sau electronic.
Rezultatul examenului microscopic se introduce in fisa electronica si se valideaza imediat
ce este disponibil.

Cultivare

Se raporteaza izolatele clinic semnificative sau
alte cresteri (de ex. "Flora comensala™) sau
absenta unor microorganisme specifice (se denumesc cele urmarite) sau
absenta cresterii microbiene.

Rezultatele urgente se comunica telefonic sau electronic.

Rezultatul in scris se elibereaza in 16-72 de ore.
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Diagnosticul microbiologic al infectiilor oculare

l. Introducere

Infectiile oculare pot duce la pierderea unor structuri sau functionalitati, partial sau total.

Infectiile oculare pot fi determinate de o varietate de microorganisme. Tampoanele
recoltate pot fi contaminate cu flora tegumentara, 1n acelasi timp orice microorganism izolat poate
fi la un moment dat implicat etiologic.

Microorganismele pot infecta ochiul fie pe cale exogena (prin intermediul mainilor,
lentilelor de contact, traumatismelor sau postoperator), fiec pe cale hematogena.

1. Context clinic

Conjunctivita

Cea mai frecventd infectie oculard este conjunctivita, determinatd de inflamatia
conjunctivei.

Conjunctivita poate surveni in asociere cu infectia pleoapei (blefaroconjunctivitd) sau a
corneei (keratoconjunctivitd). Inflamatia pleoapelor se numeste blefarita.

Infectiile mai putin frecvente si mai severe includ cheratita (inflamatia corneei) si
endoftalmita (infectie in interiorul globului ocular). Alte infectii perioculare includ dacrioadenita
(inflamatia glandei lacrimale), dacriocistita (inflamatia sacului lacrimal), canaliculita (infectia
punctului lacrimal si a canalului lacrimal) si celulitd preseptald si orbitald. Hipopionul este o
afectiune asociatd cu un exsudat leucocitar, prezent in camera anterioard a ochiului, de obicei
insotit de hiperemia conjunctivei si a episclerei subiacente.

Conjunctivita poate fi acuta sau cronica. Bacteriile cel mai frecvent implicate in etiologia
infectiilor la adulti sunt:

- Staphylococcus aureus
- Streptococcus pneumoniae
- Haemophilus influenzae

Conjunctivita la nou-ndscuti este cauzata de microorganismele intalnite frecvent la adulti,

n plus se pot intalni:

- Neisseria gonorrhoeae

- Haemophilus parainfluenzae

- Streptococi din grupul Lancefield si enterococi

- Enterobacterales, de exemplu Klebsiella pneumoniae si Proteus mirabilis
- Pseudomonas aeruginosa.

Cheratita

Cheratita este o infectie a corneei. Aceasta este o afectiune grava care necesitd interventie
prompta si un diagnostic microbiologic meticulos. Ea poate evolua catre perforatie si orbire in
lipsa unui tratament corect. Infectia initiala cu cheratita poate evolua pana la endoftalmita daca
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este tratatd necorespunzator. Factorii predispozanti sunt: uzura lentilelor de contact urmata de
boala oculard preexistenta, inclusiv cheratitd determinata de herpes simplex, traumatism ocular,
chirurgie oculara, chirurgie cu laser si utilizarea steroizilor topici. Cheratita poate fi determinata
de o gama larga de bacterii, fungi si paraziti:

- Stafilococi

- Streptococi

- Pseudomonade

- Enterobacterales

- Corynebacterium spp.

- Moraxella spp.

- Haemophilus spp.

- Neisseria gonorrhoeae

- Acanthamoeba spp.

- Aspergillus spp.

- Candida spp.

- Fusarium spp.

- Propionibacterium spp., Cutibacterium acnes

Endoftalmita infectioasa

Endoftalmita infectioasd este relativ rar intilnita, dar infectia lichidelor si tesuturilor
intraoculare poate pune in pericol vederea. Se poate dezvolta ca urmare a unei interventii
chirurgicale, traumatism, sau prin diseminarea hematogena a microorganismelor. Cele mai
potrivite produse biologice pentru investigarea endoftalmitei sunt lichidele intraoculare (umoarea
apoasd din camera anterioard si umoarea vitroasd din cavitatea / corpul vitros). De asemenea se
pot recolta tampoane. Microorganismele cel mai frecvent implicate sunt:

- Stafilococi coagulazo-negativi
- Staphylococcus aureus

- Streptococi

- Cutibacterium acnes

- fungi

Endoftalmita acuta post-operatorie apare in decurs de 1 pana la 7 zile de la interventia
chirurgicala. Sursa infectiei este de obicei flora bacteriand prezentd pe suprafata oculara sau a
pleoapei pacientului. Acest lucru face dificila diagnosticarea prin cultura.

Desi practic orice microorganism poate provoca infectii, cel mai frecvente izolate sunt:

- Stafilococi coagulaza negativi
- Staphylococcus aureus

- Streptococi

- Enterobacterales

- Pseudomonas aeruginosa

- Cutibacterium acnes

Endoftalmita asociata chirurgiei glaucomului poate fi localizata la nivelul bulei de filtrare
(,,blebita”) sau se poate prezenta ca infectie intraoculara fulminantd. Ea poate sa apara la saptdmani
sau ani dupd operatia initiald, inclusiv dupd vitrectomie prin pars plana, keratoplastie perforanta
sau chirurgia glaucomului cu sisteme de drenaj.

Lista de microorganisme responsabile este similara cu cea enumerata mai sus.
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Endoftalmita cronicd apare dupd luni sau chiar ani de la interventia chirurgicald
intraoculara. Pacientii prezintd de obicei o uveitd persistentd usoard sau se pot prezenta ca
endoftalmita acutd. Microorganismele implicate sunt:

- Cutibacterium acnes

- Stafilococi coagulazo-negativi
- Corynebacterium spp.

- fungi

- Pseudomonas aeruginosa

- Staphylococcus aureus

- Mycobacterium spp.

Endoftalmita posttraumatica apare dupa leziuni de penetrare sau perforare oculara. Aceasta
afectiune este mult mai grava daca leziunea penetrantd confine si material organic. Poate fi
determinatd de orice microorganism, exemple mai cunoscute fiind:

- Bacillus cereus

- fungi

- Streptococi

- Clostridium spp.

- Microsporidium spp.

Endoftalmita endogena este rard si apare la pacientii cu bacteriemie sau fungemie, se
asociaza frecvent cu terapia imunosupresiva, abuz de droguri injectabile sau proceduri chirurgicale
invazive. In aceste situatii sunt indicate hemoculturile. Microorganismele implicate sunt:

- fungi

- Staphylococcus aureus
- Streptococi

- Enterobacterales

- Bacillus spp.

Uveita

Uveita poate fi parte a unei infectii sistemice de origine bacteriana (Borrelia spp.,
Treponema pallidum, micobacterii), virald sau parazitard (toxoplasmoza, toxocara). Toxoplasma
gondii este principala cauza de corioretinita.

Celulita orbitala

Celulita orbitala este infectia tesutului orbital. Se poate produce prin traumatisme,
interventii chirurgicale sau diseminarea infectiilor sinusurilor paranazale. Este o infectie grava si
poate provoca orbire, tromboza septica a sinusului cavernos sau infectii intracraniene.

Microorganismele cel mai frecvent izolate la adulti sunt S. aureus, streptococii si anaerobii.
La copii Haemophilus influenzae ramane pe primul loc, dar in urma introducerii programului de
vaccinare tulpina capsulata (tip b) este rar intalnita. Streptococii, stafilococii, peptostreptococii si
Pseudomonas aeruginosa pot cauza necroza. Fungii sunt o cauza rara, Zigomicetele pot determina
infectii la imunodeprimati, diabetici sau pacienti cu infectie posttraumaticd a sinusurilor.
Recoltarea pe tampon are o valoare limitatd in diagnosticul microbiologic al celulitei orbitale si
preseptale. Ideal trebuie recoltate aspiratele din zonele afectate.
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Canaliculita

Canaliculita este o afectiune rard. Infectiile sunt de obicei cronice si cauzate de
actinomicete anaerobe precum Actinomyces israelii sau de Propionibacterium propionicum,
Nocardia sau fungi.

Pentru diagnostic se recolteaza probe de puroi canalicular cu tamponul.

Blefarita

Blefarita este un proces inflamator acut sau cronic al pleoapelor care se poate asocia cu
conjunctivita si cu alte infectii oculare. De obicei nu se recolteaza probe, cu exceptia cazului in
care se asociaza cu alte infectii oculare. Bacteriile care pot fi implicate in aceasta infectie sunt:

- Staphylococcus aureus

- Staphylococcus epidermidis
- Specii de streptococi

- Moraxella spp.

- Corynebacterium spp.

- Cutibacterium acnes

Pe langa acestea pot fi implicati si fungi (Pityrosporum ovalae), Demodex folliculorum.

Aceste microorganisme pot fi izolate si de pe pleoapele sdnatoase, necesitand o interpretare
atenta a acestor culturi.

Infectii specifice

Chlamydia trachomatis

Conjunctivita de incluziune si trahomul sunt determinate de diferite serotipuri de
Chlamydia trachomatis. Trahomul este asociat cu serotipurile A-C. Aceste serotipuri sunt asociate
cu transmiterea sexuala si pot provoca, de asemenea, infectii la nou-ndscuti

Protozoare

Speciile de Acanthamoeba pot provoca cheratita severa, de obicei la purtatorii de lentile de
contact sau dupa un traumatism ocular. Daca nu este tratatd prompt, infectia poate duce la ulceratii
corneene si chiar la orbire. Aceste protozoare pot fi izolate din tesutul corneei, precum si din
lentilele de contact. Cu toate acestea, speciile Acanthamoeba pot sa fie izolate din lichidul de
pastrare a lentilelor de contact de la persoane fara semne sau simptome de boala. Diagnosticul se
poate face prin biologie moleculara.

Scopul investigatiei microbiologice in infectiile globului ocular si ale
anexelor

Testarea pentru depistarea etiologiei se face In urmatoarele situatii:
- Infectie acutd severa a corneei sau conjunctivei sau infectie cronica rezistenta la tratamentul
empiric
- Ulcer, keratita sau abces corneean, atunci cand existd criterii de severitate sau suspiciune de
infectie fungica sau amoebiana
- Suspiciune de endoftalmitad acuta sau cronicd, uveitd sau retinitd necrozanta
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- Tratament chirurgical pentru infectii ale anexelor globului ocular
- Boald ocupationala
- Context epidemiologic

I11. Recoltarea si transportul probelor

Tipuri de probe

Se recolteazd: secretie conjunctivald, puroi canalicular, umoare apoasa si vitroasa,
fragmente de cornee, cutii pentru lentile de contact si lichid de curatare a lentilelor de contact.

Timpi optimi, metode de recoltare

Probele cele mai utile pentru diagnostic se recolteaza de cétre oftalmolog in sala de operatie
si se insamanteaza direct pe medii de cultura.

Se colecteaza probe inainte de terapia antimicrobiana, acolo unde este posibil.

Se recolteaza inainte de spdlarea fetei si fard machia;.

Raclajul corneei si lichidele intraoculare vor fi colectate de un chirurg oftalmolog.

Secretia conjunctivala se recolteaza de la unghiul intern al ochiului cu tamponul.

Raclatul conjunctival se recolteaza de pe fata interna a pleoapelor.

Trahom: se intoarce pleoapa si se identificd zonele cu foliculi, inflamatie, leziuni — se
racleazd zona cu insistenta.

Raclajul corneean se obtine de la baza si marginile abcesului, dupa debridare si
indepartarea materialului necrotic.

Endoftalmita, necroza retiniana, uveita: se recolteaza lichid vitros prin aspiratie sau tesut
vitros (in caz de endoftalmita este mai indicat decat umoarea apoasa); probele de conjunctiva,
raclajul din leziune au valoare mica in diagnosticul etiologic al endoftalmitei.

In cazul endoftalmitei endogene trebuie investigata prezenta punctului de intrare sau a unui
alt focar metastatic.

Dacriocistita — se recolteaza puroiul exprimat din canalul lacrimal.

Gene — se recolteaza 8-10 gene Tntr-un recipient steril care se trimite rapid la laborator.

Datorita cantitatilor mici de material implicat, este mai indicat ca inocularea placilor si
pregatirea frotiurilor sa se faca langa pacient. Ar trebui ca laboratoarele sa stabileasca un protocol
pentru recoltarea probelor, inocularea mediilor si transportul catre laborator cu oftalmologii si sa
furnizeze materialele necesare in acest scop.

Orice secretie purulentd disponibila ar trebui prelevatd. De asemenea, poate fi util
insdmantarea lentilei de contact in sine, precum si cutia lentilelor de contact, impreuna cu solutiile
de curdtare disponibile.

Trebuie recoltate probe separate in medii de transport adecvate pentru detectarea
virusurilor sau Chlamydia trachomatis, acolo, unde aceste investigatii sunt disponibile.

Tampoanele nu sunt preferate deoarece cantitatea de produs este foarte mica si poate fi
absorbit Th tampon.

Cantitatea adecvata si numarul adecvat de probe

Numarul si frecventa recoltarii esantioanelor depind de starea clinicd a pacientului.
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In cazul in care cantitatea de proba este insuficientd pentru a efectua atat culturi cat si
frotiuri, se prefera efectuarea culturilor.

Transportul si pastrarea probelor

Esantioanele trebuie transportate si prelucrate cat mai curand posibil. Daca procesarea este
intarziata, refrigerarea este preferabild depozitarii la temperatura ambianta.

Daca probele pentru investigarea amibelor nu pot fi procesate in decurs de 8 ore, este
preferabil sa le depozitati la temperatura ambianta.

Nu congelati probele, cu exceptia celor care se pastreazd pentru efectuarea testelor
moleculare.

V. Examenul microbiologic

Pregatirea probelor

Probele lichide se centrifugheaza, din sediment se fac frotiuri care se coloreaza Gram si
se insamanteaza pe medii de cultura si dispersate cu o ansa sterila pentru obtinerea coloniilor
izolate. Inoculati fiecare placd de agar cu tampon sau secretie purulenta.

Daca este disponibil material suficient, trebuie inoculate si medii de imbogatire.

Raclajul cornean

Placile de agar pot fi inoculate direct 1anga pacient. Apoi vor fi transportate imediat la
laborator in vederea incubdrii. In laborator se va face diseminarea cu o ansi sterild pentru obtinerea
coloniilor izolate.

Solutiile pentru lentile de contact

Se transfera fluidul din cutia de depozitare a lentilelor de contact intr-un recipient steril. Se
proceseaza la fel ca pentru produsele lichide.

Se sterge bine interiorul cutiei de depozitare cu un tampon steril cu varf de bumbac umezit
cu apa distilata sterild. Se exprima lichidul din tampon in fluidul din recipientul steril. Se
centrifugheaza la 800 x g timp de 5 minute. Folosind o pipeta sterild, se arunca supernatantul in
dezinfectant, lasand aproximativ 0,5 ml depozit centrifugat. Se resuspenda depozitul centrifugat
in lichidul ramas si se pun 2 picaturi in centrul placii cu mediu de cultura.

Un esantion poate fi pastrat congelat pentru teste moleculare.

Se recolteazd probe separat pentru detectarea virusurilor. Raclajul cornean trebuie
investigat pentru prezenta speciilor Acanthamoeba in caz de suspiciune clinica (de exemplu,
utilizarea lentilelor de contact sau ulceratii corneene).

Frotiurile si mediile pentru detectarea speciilor de Mycobacterium se proceseaza conform
procedurilor specifice pentru micobacterii.

Examenul microscopic

Se efectueaza frotiuri colorate Gram.

Cultivare
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Tabelul 1. Prelucrarea probelor - mediile de culturi si conditiile de cultivare

Detalii Tipul de Medii Conditii de incubare Citirea Microorganisme
clinice proba de T°C Atmo- | Timp culturilor | tinta
cultura sfera
Conjunctivita | Toate Agar 35-37 5-10% 40-48 h Zilnic Haemophilus
Ochi "lipiti” | tipurile sange CO2 influenzae
(cu secretii) streptococci grup
Agar 35-37 40-48 h Zilnic Lancefield A, B,
Dacd nu chocolat 5-10% CsiG
exista CO2 Moraxella spp.
detalii clinice Neisseria
disponibile, gonorrhoeae
tratati ca pe Neisseria
un ,,ochi cu meningitidis
secretii” Pseudomonas
aeruginosa
Blefarita Staphylococcus
(asociat cu aureus
alte infectii) Streptococcus
pneumoniae
alte
microorganisme
Pentru urmatoarele situatii se adauga:
Ochi "lipiti” | Tampon Agar 35-37 5-10% 40-48 h >40 h N. gonorrhoeae
(cu secretii) selectiv CO2
n cadrul gonococ
afectiunilor
genitourinare
Nou-nascuti
Imunodeprim | Tampon Agar 28-30 aerob 40-48 h >40 h Fungi
ati Saboura
ud
blefarita
cronica
Canaliculita | puroi Agar 35-37 anaerob | 40-48 h, >40 h Anaerobi
Celulita canalicular, | anaerobi poate fi
orbitala umoare fastidios prelungita
Dacriocistita | apoasa i pana la 5
Dacrioadenit | si zile
a vitroasa,
Keratita raclaj
Endoftalmita | corneean 10 zile (in | >40h, 7
Hypopyon caz de zile si 10 | Actinomicete
suspiciune | zile

clinica sau
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Dupa evidentiere

interventii a bacililor

chirurgicale Gram-

Posttraumatic pozitivi
ramificati
in frotiul
Gram)

Bacili Gram- | Toate Agar 35-37 aerob 16-24 h >16h Enterobacterales

negativi tipurile CLED

prezenti in

frotiul Gram

Diagnosticul serologic — poate fi util in cazul uveitelor pentru diagnosticarea bolii Lyme,
sifilis, rickettsioza, borrelioza.

De asemenea se pot face teste PCR pentru: virusul herpes 1 si 2, varicelo-zosterian,
citomegalovirus, adenovirus, Acanthamoeba s.a. in functie de disponibilitate.

Testarea sensibilitatii la antibiotice

Testarea sensibilitatii la antibiotice se realizeaza conform capitolului respectiv si a ghidului
EUCAST versiunea actualizata.

V. Raportarea rezultatelor

Microscopie

Se comunicd prezenta leucocitelor si categoria microscopicd a microorganismelor
detectate.

Se comunica prezenta parazitilor.

Rezultatul examenului microscopic se introduce in fisa electronica si se valideaza imediat
ce este disponibil.

Rezultatele urgente trebuie sa fie transmise telefonic sau electronic, conform protocolului
local.

Cultura

Se comunica:
- Microorganismele izolate semnificative clinic sau
- Alte cresteri, de ex. ,,fara crestere semnificativa” sau
- Absenta cresterii
Se raporteaza prezenta sau absenta speciilor Acanthamoeba, daca este cazul.
Timpul de raportare a culturii:
- Cererile urgente: telefonic, imediat ce este disponibil.
- Raportul scris: 1672 ore, precizand, in cazul rezultatelor partiale, ca va fi emis un alt raport.
- Pentru speciile Acanthamoeba, raportul scris in ziua a 4-a.
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Depistarea portajului de germeni multidrog rezistenti
(MDR)

l. Introducere

Termenul de bacterie multidrog rezistenta se referd la prezenta rezistentei dobandite la cel
putin 1 antibiotic din cel putin 3 clase de antibiotice.
Protocolul de screening este legat de epidemiologia locala si de riscul de transmitere si se
bazeaza pe incidenta fiecarui tip de bacterie MDR.
Se considera bacterii MDR:
- Staphylococcus aureus meticilino-rezistent (MRSA)
- Enterobacterii rezistente la cefalosporinele de generatia 3 (producatoare de ESBL sau AmpC),
- Enterobacterii rezistente la carbapeneme (CRE) sau producatoare de carbapenemaze (CPE)
- Pseudomonas aeruginosa multirezistent, rezistent la ceftazidim si/sau carbapeneme, in special
tulpinile producitoare de metalo-betalactamaze
- Acinetobacter baumannii multirezistent, mai rar alte specii de Acinetobacter
- Enterococi rezistenti la vancomicina, speciile Enterococcus faecalis si Enterococcus faecium
Bacteriile XDR (extensively drug-resistant) sunt bacteriile care au ramas sensibile numai
la 1-2 clase de antibiotice.
Bacteriile PDR (pandrug-resistant) sunt bacteriile la care se constata lipsa sensibilitatii la
toate clasele de antibiotice.
Scopul screening-ului este de a cunoaste statusul pacientului pentru:
- A lua masuri suplimentare fatd de cele standard
- A identifica rapid orice transmitere in cadrul unitatii medicale
- A evalua epidemiologia locala
- Aefectua decontaminarea nazala, cutanata sau intestinala pre-operatorie.
La ce pacienti este indicatd depistarea portajului: vezi ghidul de epidemiologie;

I1. Recoltarea probelor

Principiile generale de recoltare includ:

- Inainte de orice spalare sau dezinfectie (in cazul screeningului efectuat din leziuni recoltarea
se face ca 1n cazul plagilor, dupa toaleta locald a plagii);
- Cu tampoane si recipiente sterile;

Tipuri de probe:

- Tamponul nazal - se recolteaza cu un singur tampon din ambele nari. Se plaseaza tamponul in
vestibulul nazal si se roteste de 5 ori.

- Tamponul inghinal: tamponul va fi rulat de mai multe ori in pliul dintre perineu si coapsa.

- Tampon din orice orice leziune cutanata/site-uri de cateter/site-uri de drenaj.
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- Exsudat faringian, mai ales in cazul suspiciunii de portaj de lunga durata.

- Tampon rectal — tamponul se inserd 2-3 ¢cm prin anus, pe tampon trebuie s fie urme vizibile
de materii fecale. Proba poate fi recoltata personal de pacient, asistenta verifica doar prezenta
materiilor fecale pe tampon. Aceasta proba poate fi inlocuita de proba de materii fecale.

- Materii fecale; la pacientii cu stomad recoltarea se face din orificiul stomei. Daca Insamantarea
este prelungita pana la 24 ore, tampoanele vor fi plasate in mediu de transport.

Pentru depistarea MRSA este indicata recoltarea a 2 tampoane: cu un tampon secretia
nazald iar cu al doilea tampon se sterg cele 2 axile si cele 2 zone inghinale (dreapta si stanga).

Pentru ESBL probele de screening recomandate sunt tamponul rectal, perirectal sau materii
fecale (Tabelul 1)

Tabelul. 1. Tipurile de probe recoltate in functie de bacteriile MDR urmairite

Tipul de bacterie | Tipul de proba

MDR Tampon rectal | Perineal/ Exsudat Tampon Altele
/ materii fecale | inghinal faringian | nazal

MRSA + +++ +++ ++++ ++/+++b

VRE ++++ ++++ (+) - ++

Enterobacterii ++++ ++++ + - ++

MR

Acinetobacter +++ ++(++) ++++4C (+) +++d

baumannii

MDR

Pseudomonas ++ +++ ++++C - +++d

aeruginosa

MDR

a — utilitate Indoielnica

b — aspirat traheal de la pacienti ventilati, probe din ulcere cronice, urind de la pacienti cu sonda
urinard, tampon axilar

C — sputa si exsudat de la traheostoma in loc de exsudat faringian

d — in special probe de secretii din plagi.

I11. Prelucrarea probelor

Metodele utilizate au drept scop obtinerea unui rezultat rapid care sd poata ghida masurile
de control a raspandirii tulpinii identificate.

Metode de screening:

a. cultura pe medii solide turnate in placi Petri. Mediile selective cromogene ofera in acelasi
timp indicatii atat asupra speciei bacteriene cat si asupra rezistentei. Exista medii comerciale
pentru depistarea MRSA, VRE, ESBL, CRE si de asemenea pentru Acinetobacter baumannii MR.

Pentru depistarea tulpinilor producédtoare de ESBL se pot folosi si placi cu agar CLED sau
MacConkey cu disc de cefalosporina, metoda care va fi validata local.

b. prin tehnici de biologie moleculard - se depisteaza rapid gene de rezistenta
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c. prin imbogatire - se poate face o imbogatire in bulion nutritiv cu 2.5% NaCl, pentru
MRSA, in paralel cu Insdmantarea pe placa. In cazul folosirii unor concentratii de sare mai mari
(de ex. 4%) se obtine un nivel de selectivitate mai inalt insa cu riscul pierderii unor tulpini de
MRSA.

d. cultura in bulion selectiv, cu cefoxitin, pentru MRSA.

Dupa obtinerea unui prim rezultat pozitiv prin metode rapide de screening, este important
ca 1n anumite situatii sa se continue cu testarile pentru confirmarea rezultatului:
- identificarea speciei,
- determinarea mecanismului de rezistenta si
- testarea sensibilitatii la alte antibiotice.

Acest lucru este necesar in cazul unor medii care nu permit diferentierea Enterococcus
gallinarum care contine gena vanC de un E. faecalis sau E. faecium; de asemenea, o enterobacterie

.....

fatd de antibiotice este importantd in cazul in care se impune tratament pentru reducerea colonizarii
MRSA.

Atentie!

Testele de latex-aglutinare efectuate din culturi pe medii cromogene pot da rezultate
eronate!

Mediile cromogene sunt afectate de expunerea la lumina, iar placile trebuie pastrate la
intuneric inainte si dupa inoculare.

IVV. Comunicarea rezultatului

Raportul laboratorului trebuie sa precizeze:
- pentru ce bacterie a fost facuta testarea
- prin ce metoda
- locul de unde a fost recoltata proba.
In cazul prezentei unei bacterii MDR se raporteaza:
- bacteria izolata
- fenotipul de rezistenta
Un rezultat negativ nu exclude prezenta unei bacterii MDR care sa fie sub limita de detectie
a metodei.
Rezultatele pozitive se anuntd catre sectie si/sau CPCIN/SPIAAM, conform protocolului
de comunicare stabilit local.
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Controlul microbiologic al mediului de spital

l. Introducere

Investigarea microbiologica a probelor de mediu din spital are importantd in anumite
situatii. Trebuie evitat controlul de rutind si extensiv al mediului. Acest proces trebuie sd includa
un protocol scris, o analiza si o interpretare a rezultatelor precum si o lista a actiunilor preconizate
pe baza rezultatelor obtinute.

Testele bacteriologice bazate pe cultivare sunt recomandate doar in situatii de focar
epidemic, pentru a stabili o eventuala sursa a focarului. Nu este recomandata investigarea mediului
din jurul pacientilor infectati/colonizati deoarece prezenta germenilor in anturajul pacientilor este
evidentd. Se impune pastrarea curdteniei si igienizarea corespunzatoare a saloanelor pacientilor
colonizati/infectati pentru a evita transmiterea intraspitaliceasca a germenilor.

1. Recoltarea

Recoltarea probelor se face conform unui plan care stabileste metodele, locurile si
momentul recoltarii. Standardizarea acestor parametri este importanta pentru a putea compara
ulterior rezultatele obtinute.

Recoltarea probelor pentru verificarea sterilitatii apei

Sterilitatea apei se verificd doar n situatia in care se suspicioneaza o deficienta in procedura
de mentenanta a sistemelor de filtrare.

Apa sterild va fi insdmantatd direct Intr-un recipient cu bulion dupd o prealabild flambare
a robinetului si lasarea apei sa curga timp de aproximativ 5 minute.

Se inscriptioneaza recipientul cu numadrul probei, locul de recoltd, apoi proba se
inregistreaza in fisa de recoltare.

Conditii de transport si timp de transport

Probele bacteriologice sunt transportate in ambalaje sterile etanse. Cu exceptia cazului in care in
standarde specifice se indica altfel si dacd durata transportului este mai mare de 8 ore, probele se
refrigereaza (5+3 °C).

Recoltarea probelor de aer

Se va determina compozitia microbiand in aer (numitd in unele documente mai vechi
microaeroflord) doar din acele incaperi unde riscurile de colonizare/infectare pentru asistati ar
putea fi mai mari: sali de operatii, sali de pansamente, sali de nasteri, saloane de prematuri etc, in
context epidemiologic justificat sau in cazul in care se suspicioneaza deficiente In mentenanta
sistemului de filtrare, precum si dupa efectuarea lucrarilor de amenajare/reamenajare.

Punctele care sunt verificate cu prioritate trebuie definite anterior printr-o analiza a
riscurilor si raportate in planul locului (plan de esantionare).
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Momentul controlului trebuie s fie compatibil cu activitatea zonei controlate si este definit
n planul de recoltare.

Metoda de recoltare activa constd in utilizarea unor echipamente care colecteaza,
analizeaza (cultiva) si cuantifica particulele continute intr-un anumit volum de aer. Particulele sunt
colectate fie intr-o solutie lichida fie pe o suprafata solida. Pot fi concentrate prin centrifugare sau
prin filtrare.

Este recomandat sa se poata masura volumul de aer recoltat. Volume de aer cuprinse intre
100 si 1000 de litri permit efectuarea numaratorii coloniilor pe placa de agar.

Metoda de recoltare pasiva (metoda sedimentirii Koch) are sensibilitate redusa,
rezultatele de multe ori sunt neconcordante, nu este adecvata determindrii incarcaturii microbiene
si nu se recomanda.

Conditii de transport si timp de pastrare

Conditiile pentru transportul probelor trebuie sa asigure supravietuirea microorganismelor
recoltate:
- nu se pun la frigider,
- timpul de transport este de maximum 24 de ore la temperatura camerei.

Recoltarea probelor de pe suprafete

In principiu recoltarea se poate face prin mai multe metode fie folosind tampoane umectate
(in special de pe suprafete care nu sunt plate, de ex. manerul usii) fie prin contactul (amprenta) cu
0 suprafata de marime cunoscutd a unui mediu de cultura agar. Metoda cu tamponul poate sa aiba
rezultate mai bune pentru suprafete intens contaminate, in timp ce metoda placii de agar contact
este mai potrivita pentru suprafete cu un numar mai mic de germeni contaminanti.

Totusi, metoda cu tamponul este dificil de standardizat si de aceea trebuie evitata, chiar
dacd usurinta sa o face frecvent utilizatd. Lipsa de reproductibilitate a rezultatelor se explica nu
numai prin diferente intre dispozitivele de recoltare utilizate, tipul de suprafatd, microorganismul
tinta, dar si prin dificultatea de standardizare a presiunii exercitate pe suprafata de recoltare,
suprafata ariei recoltate, unghiul cu care este aplicat tamponul pe suprafata, tehnica de recoltare
individuala. Acesti factori pot duce la o variatie in rata de recuperare a microorganismelor intre
22% si 58%. De pe tampoanele de tip “flocked” rata de recuperare este mai mare si nu necesita
umectare prealabila.

1. Metoda amprentei pe o suprafata agarizata

Obiectiv: metoda utilizata pentru detectarea microorganismelor viabile si aerobe pe
suprafete plane, solide, netede si uscate, mai degraba ca parte a unei activitdti legate de
managementul de calitate.

Metoda: recuperarea microorganismelor ,,detasabile” si cultivabile prin aplicarea directd a
unui mediu de agar pe suprafata de prelevat intr-un mod standardizat (timpul de contact si
presiunea exercitatd pe suprafata).

Metoda contribuie la cunoasterea ecosistemului unei anumite zone (aspect calitativ) si
permite cuantificarea numarului de microorganisme cultivabile si ,,detasabile” de pe o suprafata
prin metode testate, validate si reproductibile.

Tehnica de recoltare - conform instructiunilor producatorului.
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Conditii de transport si pastrare a probelor

Conditiile pentru transportul probelor trebuie sa asigure supravietuirea microorganismelor
recoltate:
- maxim 24 de ore la temperatura camerei,
- NU se tin la frigider.

In plus, esantioanele trebuie plasate intr-un ambalaj care si evite orice risc de contaminare
externa (cutiile colectate in aceeasi zona vor fi grupate Intr-un ,,container de transport” pe care se
mentioneaza data, ora, locul recoltarii probelor).

2. Metoda cu tamponul

Obiectiv: detectarea microorganismelor viabile (aerobe si/sau anaerobe) pe suprafete
neregulate si/sau zone dificil de accesat si/sau pentru cercetdri specifice (conditii de cultura
particulare, focar, etc.).

Evalueaza calitativ flora microbiand.

Apreciaza aproximativ numarul de microorganisme prezente (aspect semicantitativ).

Conditiile de cultivare si mediul de cultura pot fi adaptate la microorganismele tinta (de
exemplu, Clostridioides difficile etc.).

Metoda: Recupereaza microorganismele ,detasabile” si cultivabile prin tamponarea
suprafetei care trebuie prelevata.

Nota: in afard de tampoane, exista si alte suporturi de prelevare (bureti, servetele etc.) care
permit prelevarea de suprafete mari.

Echipamentul folosit :

- tampoane sterile (bumbac sau altele: Dacron, Rayon, poliester), tampoane din spuma sau mai
bine din nylon; bureti sau comprese de tifon

- diluant - neutralizator:

- este utilizat pentru umezirea tamponului si pentru a evita inhibarea cresterii
germenilor de cétre reziduurile de detergenti sau dezinfectanti care ar putea fi
prezenti pe suprafete,

- poate servi ca mijloc de transport;

Doar tampoanele special concepute pentru probe de pe suprafete de mediu

ofera un mediu de transport cu neutralizator!

- sablon (sterilizabil si/sau dezinfectabil), pentru a garanta o proba de pe o suprafatd de
dimensiuni identice de la un control la altul sau de la un punct de prelevare la altul, pentru
standardizarea tehnicii si obtinerea unui rezultat semicantitativ.

Tehnica de recoltare:

- se umezeste tamponul folosind un diluant-neutralizator sau un mediu de clatire steril (apa
distilata sterila, ser fiziologic, bulion nutritiv plus neutralizator, tioglicolat pentru detectarea
Clostridioides): acest pas imbunatateste eliberarea bacteriilor de pe tampon;

Tampoanele cu capacitate mare de absorbtie (flocked swab) nu necesitd umidificare
prealabila .

- Se trece tamponul in striuri paralele aproape unul de celdlalt pe suprafata de prelevat
(delimitata de sablonul sterilizat sau dezinfectat anterior, prin rotirea usoara a tamponului)

- Se repeta esantionarea aceleiasi zone cu striuri perpendiculare pe prima

- Se ageaza aseptic tamponul in tubul de transport;

- Se identifica esantionul;
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Atentie! Tamponul, buretele si compresa necesita extractia materialului recoltat pentru a
putea fi procesat ulterior. Solutiile de extractie pot fi: tampon fosfat salin, tampon Butterfield,
tampon Butterfield si Tween, diluent neutralizator de extractie. Alegerea solutiei de extractie are
un impact foarte mare asupra eficientei extractiei si influenteaza direct calitatea rezultatelor.

Conditii de transport si pastrare a probelor

Cand timpul dintre recoltare si analiza nu este specificat de producator, tamponul trebuie
trimis la laborator cat mai repede posibil in conditii care nu modifica viabilitatea sau numarul de
microorganisme, protejate de contaminare, de preferinta in mai putin de 4 ore. Cu toate acestea,
spre deosebire de placile de contact care nu trebuie refrigerate, tamponul va fi pastrat la 5 £ 3 °C
daca timpul de transport este mai mare de 4 ore. Timpul de transport nu va depasi niciodatd 24 de
ore.

I11. Prelucrarea probelor

Prelucrarea probelor de mediu se face in zone dedicate, separate de spatiile in care se
proceseaza probele de microbiologie clinica!

1. Probele de sterilitate

Apa sterila va fi insamantata direct intr-un recipient cu bulion nutritiv.

Temperatura, timpul de incubare si atmosfera de incubare:

Tuburile cu bulion nutritiv se incubeaza 3-5 zile la termostat la 35-37°C;
Incubarea este, In mod conventional, in atmosfera aeroba, dar pentru anumite organisme
tinta poate fi necesara fie o atmosferd anaeroba, fie o atmosferd imbogatita in COx.

Citirea culturilor si identificarea microorganismelor indicator:

Se raporteazd microorganismul/microorganismele identificate sau lipsa cresterii
microbiene.
Se considera proba conforma proba sterila, fira prezenta germenilor de orice tip.

Rezultate

Rezultatele sunt validate de un responsabil autorizat al laboratorului de microbiologie de
mediu. Acestea sunt apreciate ca fiind ,,conforme” sau ,,neconforme” cu privire la valorile tinta
definite in contract si/sau protocoalele unitatii sanitare.

2. Probele de aer

Obiective

- Cuantificarea microorganismelor florei aerobe prezente in proba de aer;
- Izolarea unui posibil microorganism patogen, identificarea acestuia si cuantificarea acestuia.
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Temperatura, timpul de incubare si atmosfera de incubare:

Medii de culturd: Alegerea mediilor de cultura si a conditiilor de incubare (temperatura,
timp, atmosfera) se face in functie de microorganismele cautate. In mod obisnuit, se foloseste un
mediu neselectiv pentru flora bacteriana totald si, daca este necesar, un mediu specific pentru o
cautare tintita a florei fungice:

- Agar R2A sau PCA (plate count agar) pentru flora aeroba
- Agar malt pentru Aspergillus spp.

Mediile selective pot fi utilizate pentru cercetari bacteriene directionate, in special in caz
de epidemie.

Incubare: se incubeaza placile de agar pentru cercetarea florei aerobe la 35 + 2 °C si cele
pentru fungi la 22 £ 2 °C timp de 5 péana la 7 zile.

Citirea culturilor:

- Prima lectura: dupa 48 pana la 72 de ore de incubare:
- Se numara flora aeroba totala numarand toate coloniile prezente pe agar,
- ldentificarea bacteriilor potential patogene utilizand tehnici bacteriologice standard,
- Daca sunt prezente drojdii si/sau ciuperci filamentoase: identificati orice colonie
suspectata de Aspergillus spp. si confirmati identificarea;
- Placile sunt reincubate (in total 5 pana la 7 zile); atentie la riscul de invazie a agarului
daca exista ciuperci;
- A doua lectura: dupa 5 pana la 7 zile de incubare:
- Se numara flora aeroba totald care ar fi putut evolua de la prima lecturd si, dacd au
aparut noi colonii de bacterii potential patogene, se identifica in mod similar,
- Se verifica din nou prezenta drojdiilor si/sau a ciupercilor filamentoase si se continud
ca la prima lectura.
Pentru fungi:
- Prima lectura: dupa 48 pana la 72 de ore de incubare:
- Se numarad coloniile de levuri si/sau ciupercile filamentoase: se identifica orice colonie
suspectata de Aspergillus si se confirma identificarea,
- Daca nu exista ciuperci, placile sunt reincubate (5-7 zile in total).
- A doua lectura: dupa 5 pana la 7 zile de incubare:
- Se verifica din nou prezenta drojdiilor si/sau a ciupercilor filamentoase si se continud
ca la prima lectura.

Rezultate

- Numirul de colonii este exprimat in UFC/m?. Se utilizeazi tabelul de conversie al dispozitivului
utilizat.
- Aspectul calitativ este evaluat in functie de prezenta sau absenta microorganismelor potential
patogene.

Rezultatele sunt validate de un responsabil autorizat al laboratorului de microbiologie de
mediu. Acestea sunt incadrate ca fiind ,,conforme” sau ,,neconforme” cu privire la valorile tinta
definite in protocoalele unitatii sanitare.
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3. Probele de suprafete

Scopul este izolarea unui posibil microorganism patogen in cadrul unei investigatii de
focar.

Calitatea rezultatelor depinde in mod categoric de calitatea recoltarii. Are legatura directa
cu tipul de material (plastic, metal, etc.), cu tipul suprafetei (neteda, rugoasad), cu forta de aplicare
pe verticala a dispozitivului de recoltare (tampon sau lama cu agar).

Insimantarea tampoanelor se efectueazi fie:

- Direct prin epuizarea tamponului pe mediul (mediile) ales (e);

- Dupa imbogatire: pentru cercetdri vizate, este posibil sd se imbogateascd cu bulion selectiv
apoi sa se inoculeze pe mediu (medii) adecvat (e). (de exemplu se cauta VRE dupa imbogatire
intr-un bulion VRE);

Temperatura, timpul de incubare si atmosfera de incubare:

- Incubare la 35 + 2 °C pentru flora aeroba, la 22 + 2 °C pentru fungi, timp de 5 pana la 7 zile;
- Medii de cultura: agar tripticaza soia sau agar pentru numararea coloniilor (plate count agar,
PCA);
- Mediile selective pot fi utilizate pentru cercetari specifice, in special in cazul unui focar.
Nota: Rezultatele obtinute pot sa difere in functie de mediul de culturd utilizat.
Tn contextul unei epidemii pot fi necesare conditii si timpi de incubare, precum si medii de
cultura specifice.

Citirea culturilor :

Prima lectura: dupa 48 pana la 72 de ore de incubare:
- Se identifica bacteriile potential patogene cu tehnicile uzuale de bacteriologie;
- Daca sunt prezente levuri si/sau a fungi filamentosi: se identifica orice colonie suspecta sa fie
Aspergillus si se confirma identificarea;
- Agarurile sunt reincubate (5-7 zile in total); atentie la riscul invaziei placii de agar, daca exista
ciuperci;
A doua lectura: dupa 5 pana la 7 zile de incubare:
- Se verificad daca au aparut colonii de bacterii potential patogene
- Se verifica din nou prezenta levurilor si/sau a fungilor filamentosi si se continua la fel ca la
prima lectura;

Rezultate

Se comunica identificarea microorganismelor potential patogene.
Rezultatele sunt validate de un responsabil autorizat al laboratorului de microbiologie de
mediu.

Cautare specifica pentru fungi filamentosi

Se indica in zonele cu risc crescut de infectie fungica (de exemplu, onco-hematologie,
pacienti cu transplant etc.) si care au un sistem de control al contaminarii microbiologice a aerului.
Se utilizeaza medii specifice, de exemplu: agar malt, agar Sabouraud etc.
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Aspergillus fumigatus se dezvolta la 42°C in 48 de ore; se dezvolta, de asemenea, foarte
bine la 36°C sau 30°C, temperaturi disponibile in general intr-un laborator, dar trebuie avut grija
sd nu se contamineze termostatul (conidii foarte "volatile").

Pentru alte ciuperci filamentoase, incubarea se face la 22 + 2°C (sau, in lipsa acesteia, la
temperatura camerei) timp de 5 pana la 7 zile;

Manipularea placilor poate duce la o dispersie a conidiilor, crednd o insdmantare secundarad a
mediilor, care distorsioneaza interpretarile ulterioare. De aceea este imperativ s se deschida
placile numai daca sunt pozitive!

V. Interpretarea rezultatelor

1. Probele de sterilitate

Se considera proba conforma (proba sterild), fara prezenta germenilor de orice tip.

2. Probele de aer

Fiecare unitate medicald trebuie sa evalueze riscurile asociate activitdtilor desfasurate si
tipurile de pacienti tratati si sa defineascd nivelul adecvat de risc pentru fiecare zona.

Prin planul de risc se incadreaza spatiile controlate ca fiind de risc scdzut sau neglijabil,
risc moderat, risc mare, risc foarte mare, iar pentru fiecare categorie se stabileste nivelul maxim
de Incarcdtura microbiana admis. Exemple de valori admise in functie de nivelul de risc se regasesc
in tabelul urmator:

Nivel de risc al | Scazut/ Moderat Mare Foarte mare
zonei de Neglijabil

recoltare

Numar maxim | - 100 10 1

de UFC/m?®

In toate cazurile prezenta fungilor este consideratd neconforma.
Daca exista o abatere de la limitele stabilite, trebuie luate masuri corective. Numarul

prudente.

3. Probele de suprafata

Din cauza rezultatelor puternic influentate de calitatea recoltarii, aceste probe nu reflectd
exact nivelul de contaminare. Depistarea unui anume patogen (ex. MRSA sau Aspergillus spp.)
poate oferi informatii importante pentru activitatea de control al infectiilor si pentru investigarea
epidemiologica in focar.

Metoda de recoltare este inseparabild de interpretarea rezultatelor, acestea sunt (pentru
punctele din planul de recoltare): absenta/ prezenta urmata de identificarea patogenilor urmariti:
S. aureus, enterobacterii, enterococi etc.
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V. Raportarea rezultatelor

Raportul trebuie sa contina:
- Datele de identificare a laboratorului
- Data, tipul probei si locul recoltarii
- Datele de identificare a persoanei care a efectuat recoltarea
- Tehnica de recoltare, inclusiv prezenta unor agenti neutralizanti sau alte substante care ar putea
sa interfere cu rezultatul analizei
- Motivul recoltarii: investigare 1n focar.
- Tehnica de lucru
- Rezultatul
- Concluzii
- Datele de identificare s1 semndtura responsabilului de analizd, a sefului de laborator.
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