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1. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
coci Gram pozitivi ai cavitatii orale

1.1. Genul Staphylococcus

Genul Staphylococcus apartine familiei Staphylococcacez.

Stafilococii sunt coci Gram pozitivi, asezati n ciorchine, imobili si nesporulati.
Genul Staphylococcus are 38 de specii, dintre care 18 specii se izoleaza de la om.

Stafilococii sunt agenti etiologici Tn peste 80% din infectiile supurative
intalnite in practica medicald. Manifesta afinitate pentru tesutul dermic si pentru
anexele pielii, fapt care explica de ce stafilococii provoaca mai ales infectii la nivelul
tegumentelor si anexelor pielii, insa ei pot invada practic orice tesut sau organ.

Principalele specii ale genului sunt: Staphylococcus aureus, S. epidermidis si
S. saprophyticus.

Staphylococcus aureus sunt coci coagulazo-pozitivi, frecvent hemolitici, care
determina majoritatea infectiilor stafilococice umane.

Localizarile si manifestarile infectiei stafilococice:

1. Tegumente si tesut celular subcutanat: foliculite, furuncule, hidrosadenite,
abcese, flegmoane.

2. Tesut osos si articular: osteomielite si artrite.

3. Rinofaringe si cavitati adiacente: faringite, angine, sinuzite, otite supurate,
mastoidite.

4. Tub digestiv: toxiinfectii alimentare.

5. Aparat genital: mastite, metrite, anexite, septicemii postabortum.

6. Aparat urinar: prostatite, cistite, pielonefrite, abcese renale.

7. Aparat cardiovascular: flebite, pericardite, endocardite.

8. Sistem nervos central: meningita si abcese cerebrale.

9. Fanere: panaritii si abcese.

10. Sindromul de soc toxicoseptic (TSST), cauzat de o toxina stafilococica
particular numitd Toxic Shock Syndrome Toxin.

Infectia nosocomiald care este conditionata de existenta purtatorului de
stafilococ coagulazo-pozitiv (la nivelul rinofaringelui) Tntr-o colectivitate (spital).

Infectiile cu Staphylococcus aureus meticilino-rezistent, cu rezistenta multipla
la antibiotice (betalactamine, macrolide, aminoglicozide, cotrimoxazol), sunt greu
de controlat in conditiile evolutiei Tn mediul spitalicesc.

Unii stafilococi coagulazo-negativi se incadreaza in categoria oportunistilor.
Acest aspect s-a conturat in relatie directa cu utilizarea pe scara larga a procedurilor
medicale invazive (sonde, catetere) si a insertiilor protetice (sunturi, valve cardiace,
proteze vasculare si articulare). Staphylococcus epidermidis se constituie in cauza
majora de infectii nosocomiale n sectiile de nou-nascuti si oncologie, dar si in
serviciile cardiologice (infectii de pacemaker, endocardita asociata cu valve
protetice). Staphylococcus saprophyticus constituie un agent etiologic implicat in
infectii urinare la femei tinere, iar la barbati in uretrite nespecifice si prostatite.
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Diagnosticul de laborator foloseste metodele diagnosticului bacteriologic.
Recoltarea probelor patologice se face in functie de localizarea infectiei. Examenul
direct din produsul patologic are valoare orientativa in anumite situatii si poate
evidentia in coloratia Gram, coci Gram pozitivi, asezati mai frecvent izolat si mai rar
sub aspectul caracteristic 1n ciorchine (este utila din puroi, urind, LCR, sange).

Izolarea: se efectueaza pe geloza-sange iar in cazul probelor patologice
polimicrobiene sau pentru alimente se utilizeazd mediul Chapman (mediu
hiperclorurat cu manitol).

Identificarea :

e proprietati morfotinctoriale: in frotiul colorat Gram se pun n evidenta coci
Gram pozitivi asezati in ciorchine.

e proprietdti de culturd: pe mediul Chapman, S. aureus degradeaza manitolul
si provoaca virarea culorii mediului din roz-rosu in galben; pe geloza sange S. aureus
se dezvolta sub forma de colonii S inconjurate de un halou de liza; pe geloza sange
se pot observa colonii de tip S, frecvent pigmentate Tn galben-auriu.

e proprietati biochimice: stafilococii produc catalaza; degradeaza glucoza pe
cale oxidativa si fermentativa; Staphylococcus aureus degradeaza manitolul pe
mediul Chapman, in timp ce S. epidermidis nu utilizeaza substratul amintit.

e proprictatile de patogenitate ale S. aureus se bazeaza pe capacita- tea
acestora de a elibera enzime si toxine, a caror activitate poate fi evidentiata prin teste
de patogenitate “in vivo” sau “in vitro”.

Figura 1. Staphylococcus sp.: Examen microscopic din cultura-coloratie Gram



Figura 3. Mediu Chapman a) stafilococi coagulazo-pozitivi si b) stafilococi
coagulazo-negativi



Figura 4. Staphylococcus aureus — geloza sange: Staphylococcus epidermidis —
gelozd sange

Determinantii de patogenitate sunt enzime extracelulare si toxine stafilococice.

- Coagulaza, principalul factor de patogenitate la S.aureus, determina formarea
din plasma a unui coagul impiedicand actiunea n focarul infectios a factorilor de
aparare; la S.aureus este prezenta coagulaza libera evidentiabila prin reactia Tn tuburi
si coagulaza legata evidentiabild prin reactia pe lama.

Figura 5. Testul coagulazei — S. aureus



- Fibrinolizina sau stafilochinaza lizeazd reteaua de fibrina, permitand
progresia stafilococilor in tesuturile nvecinate; se poate pune in evidenta folosind
un mediu de cultura preparat cu plasma umana oxalatata (mediul opac se va clarifica
n jurul coloniei).

- hemolizinele cu actiune hemolitica si dermonecrotica se pun in evidenta

n culturi pe medii cu sange.

- enterotoxinele, elaborate in mai multe variante antigenice, sunt identificabile
prin reactie de imunodifuzie Tn gel.

Lizogenie si lizotipie fagica. Susceptibilitatea tulpinilor de stafilococ la
actiunea litica a bacteriofagilor este importantd pentru caracterizarea anumitor
particularitati ale diferitelor suse (bacteriile din grupul 2 fagic au afinitate pentru
tesutul dermic, cele din grupul 3 fagic sunt penicilino si meticilino rezisten- te).
Lizotipia fagica se urmareste pe agar nutritiv pe care s-a insamantat in panza tulpina
de identificat, care a fost apoi supusa actiunii diferitilor fagi.

Antibiograma - finalizeaza diagnosticul si este esentiala pentru conturarea
unei scheme terapeutice eficiente. Administrarea la intamplare a antibioticelor poate
conduce la selectarea unor tulpini multirezistente.

Tn cazul infectiilor tegumentare recidivante se poate indica prepararea si
administrarea autovaccinului.

Figura 6. Antibiograma difuzimetrica — S. aureus



1.2. Genul Streptococcus

Genul Streptococcus cuprinde coci Gram pozitivi grupati in perechi sau lanturi
de dimensiuni variabile, catalazo-negativi, imobili, nesporulati. Streptococii sunt
prezenti in apa, aer, sol sau ca si comensali la nivelul tegumentelor sau mucoaselor
la om si la animale.

Clasificarea streptococilor se poate face dupa mai multe criterii, cele mai
importante fiind: producerea sau nu a hemolizei pe gelozd sange si structura
antigenica determinata de antigenele din peretele bacterian.

Infectii streptococice
o Infectii cu streptococi de grup A (Streptococcus pyogenes):
« infectii acute: respiratorii si cutanate
e infectiile respiratorii:
v" 0 acute neeruptive = faringita si anginele
v 0 acute eruptive = scarlatina
e infectii cutanate: intertrigo (infectia unui pliu), impetigo (dermatita buloasa),
ectima (un impetigo al adultului cu localizare la membrele inferioare), erizipelul (o
dermo-hipodermita acuta localizata mai frecvent la membrele inferioare si caracte-
rizata prin febra - 39°C, frison, placarde cutanate eritematoase si adenopatie
regionald).
» complicatii precoce supurative:
e dupad infectii respiratorii pot sd apard limfadenita cervicald, pleurezii,
pneumonii, mastoidite, otite, sinuzite.
e dupa infectii cutanate - celulite, miozite, fasceite necrozante
» complicatii tardive nesupurative:
e dupd infectii respiratorii: carditd reumatismald, reumatismul articular acut,
purpura reumatoida, eritem nodos, coreea Sydenham.
o Infectii cu streptococi de grup B (Streptococcus agalactiae):
« infectii neonatale, la nou-nascutii din mame infectate sau urmare a
contamindrii nosocomiale.
* bacteriemii urmare a endometritei sau a supuratiei plagii cezariene.
* septicemia se asociaza frecvent cu avortul septic.
» alte infectii: otite, traheobronsite, infectii urinare etc.
0 Infectii cu streptococi de grup D si cu Enterococcus spp:
» infectii urinare, genitale si perineale, endocardite, supuratii ale plagilor
chirurgicale, otite si sinuzite, apendicite si peritonite, infectii biliare.
o Infectii cu streptococi de grup C si G (comensali ai faringelui):
« infectii ale tractului respirator superior, infectii cutanate, infectii genitale,
artrite purulente, meningite.
0 Infectii cu Streptococcus pneumoniae:
v' pneumonia lobara acuta,
v' alte infectii: meningite purulente, bronsite, pleurezie, pericardite,
sinovite, faringite, infectii oculare, artrite, endocardite, peritonite.
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o Infectii cu streptococi orali:
» endocardite, pneumopatii, valvulopatii (specificul infectiilor orale este tratat
separat la capitolul Microbiologia cavitatii orale).

Diagnosticul de laborator al infectiilor streptococice

Diagnosticul bacteriologic:

Recoltarea probelor patologice se face in functie de localizarea infectiei.

Examenul microscopic direct se face in frotiul colorat Gram. Uneori nu are
utilitate, alteori poate da informatii orientative, in timp ce in unele situatii poate avea
o mare valoare diagnostica (de exemplu — Tn cursul unei pneumonii, un frotiu din
sputd care pune in evidentd diplococi Gram pozitivi capsulati avand forma de varf
de lance, ne orienteaza spre diagnosticul unei pneumonii pneumococice).

Izolarea

* pe agar sange - pentru majoritatea streptococilor.

* pe agar nutritiv pentru enterococi.

* pe agar chocolat (sau agar sange), cu incubare in atmosferd cu 10% COz,
pentru pneumococi.

Identificarea

e proprietati morfotinctoriale: coci Gram pozitivi, in lanturi de lungimi
variabile; pentru Streptococcus pyogenes aspectul frotiului este caracteristic din
culturile dezvoltate Tn bulion glucozat.

e proprietiti de cultura: Streptococcus pyogenes formeaza pe agar sange
colonii de tip S, punctiforme, inconjurate de o zona de hemolizd completa (beta
hemoliza).
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Figura 7. Frotiuri - Streptococcus pyogenes
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Figura 8. Frotiu - Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae formeaza colonii de tip S (tulpinile Tncapsulate),
Tnconjurate de o zona de hemoliza o de culoare verzuie pe geloza sange si respectiv
galben-verzuie pe geloza chocolat.

Enterococii formeaza colonii de tip S nehemolitice pe geloza sange, in timp ce
pe mediul bila-esculina apar negre ca urmare a hidrolizei esculinei.

Figura 9. Streptococcus pyogenes — geloza sange (SV); diferenta intre S. pyogenes
si S. aureus (SP)

e proprietati biochimice: sunt lipsite de importanta pentru identificarea
streptococilor piogeni; sunt utile pentru identificarea enterococilor si pneumococilor.

* enterococii (si streptococ grup D) se dezvoltd la temperaturi intre 10-
40°C, in timp ce pneumococii necesita temperatura de 37°C (cu
incubare Tn atmosfera cu 10% COx).
» enterococii se dezvolta pe medii cu: 6, 5% NaCl, 40% bila si 0, 1%
albastru de metilen; pneumococii nu se dezvolta pe astfel de medii si in
plus se lizeaza in prezenta bilei.
* pneumococii sunt extrem de sensibili la actiunea optochinului.

e proprietiti antigenice:
* grupele antigenice importante pentru patologia umana sunt: A, B, C,
D,F,G.
» apartenenta la grupul antigenic se poate face prin:

12



v testul la Bacitracina care permite incadrarea in grupul
antigenic A;

Figura 10. Testul la Bacitracina

v testul CAMP pentru incadrarea in grupul antigenic B
(tulpinile streptococice din acest grup produc factorul CAMP si
maresc zona de hemolizd produsa de o tulpind de stafilococ utilizata
la realizarea testului).
v latex-aglutinarea foloseste anticorpi antigrup streptococic
fixati pe particule de latex.
* pneumococii au peste 80 de tipuri antigenice identificabile prin reactii
de aglutinare sau prin testul de umflare a capsulei.

Figura 11. STREPTIC — a) streptococ de grup D si b) streptococ de grup A
13



e proprietiti de patogenitate:
* la pneumococi: capsula si pneumolizina (o hemolizina)

Antibiograma este obligatorie pentru toti streptococii, in pofida faptului ca
streptococii de grup A sunt intotdeauna sensibili la penicilina de grup G.

Figura 12. Antibiograme Streptococcus spp. pe geloza sange

Diagnosticul serologic:

Se face prin reactia ASLO care pune in evidentd prezenta anticorpilor
antistreptolizind O. Un titru care depaseste 200 unitati ASLO se va interpreta ca
infectie streptococica recentd si va impune profilaxia complicatiilor.
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2. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
coci gram negativi si bacili gram pozitivi aerobi ai
cavitatii orale

2.1. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de coci
gram negativi

Genul Neisseria
Genul Neisseria cuprinde diplococi Gram negativi, imobili, de aspect reniform,
asezati in diplo. Sunt bacterii care produc catalaza si oxidaza.
Genul reuneste atat specii patogene cat si specii comensale. Neisseriile
patogene sunt reprezentate prin Neisseria gonorhoeae (gonococul) si Neisseria
meningitidis (meningococul).

2.1.1. Neisseria gonorhoeae determina infectii cu transmitere sexuala, care la
barbat se manifestd ca si uretritd acutd, care gresit tratatd sau netratatd devine
subacutd, si Tn evolutie se complica cu prostatitd, epididimita si orhita. Pe termen
lung, urmare a diseminarii hematogene se poate instala artrita. La femeie cel mai
frecvent apare cervicita si colpita fara manifestiri clinice evidente. In timp, infectia
se complica cu salpingita. Si la femeie se poate instala artrita ca si complicatie
tardiva.

La nou-nascut existd posibilitatea instalarii infectiei consecutiv strabaterii
filierei pelvi-genitale materne, fapt care conduce la instalarea unei oftalmii purulente,
care are ca si consecinta cecitatea.

Diagnosticul de laborator

Recoltarea probelor patologice:

* la barbat se recolteaza secretie uretrala dimineata, inainte de mictiune,
folosind fie ansa bacteriologica, fie tamponul uretral.

* la femeie recoltarea se face la nivelul colului uterin, din fundul de sac vaginal
posterior si de la nivelul orificiului de deschidere al glandelor Bartholin.

Examenul microscopic direct este util numai din secretia uretrald. Se poate
face fie In coloratia simpla cu albastru de metilen, fie in coloratia Gram. Se pun in
evidentd diplococi reniformi, Gram negativi (in coloratia Gram) si numeroase
polimorfonucleare. Tn infectiile subacute diplococii apar fagocitati, iar in infectiile
cronice lipsesc polinuclearele, si cu destuld dificultate se pot pune in evidenta
diplococii care colonizeaza celule sau fragmente de celule epiteliale.

15



Figura 13. Frotiu din produs patologic — Neisseria gonorhoeae

Izolarea se realizeaza pe geloza chocolat, se incubeaza in atmosfera cu 10%
CO:..

Figura 14. Neisseria gonorhoeae pe geloza chocolat

Identificarea se bazeaza pe proprietatile morfotinctoriale (diplococi reniformi
Gram negativi), caracterele de culturda (colonii mici, de tip S, gri, transparente),
proprietatile biochimice (produce oxidaza, catalaza, degradeaza glucoza dar nu si
maltoza), proprietatile de patogenitate (cu prezenta endotoxinei, a pililor care asigura
colonizarea mucoaselor, a capsulei polizaharidice).

Antibiograma este obligatorie pentru conturarea schemei terapeutice.

2.1.2. Neisseria meningitidis este un agent etiologic specific uman, izolabil
din rinofaringele purtatorilor sanatosi, iar in cazul bolii clinic manifeste de la nivelul
lichidului cefalorahidian.

Meningococii patrund in organismul uman pe cale aecrogena si determina initial
o rinofaringitd subclinicd sau clinic manifestd. Dacd depasesc bariera mucoasa
patrund in sénge si determina bacteriemie. Sub actiunea factorilor de aparare
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nespecifica - interferonii, sau specifica - anticorpii antimeningocici infectia se poate
opri in acest stadiu. In conditii de scidere a rezistentei generale a organismului,
meningococii depasesc bariera hemato-encefalica si se localizeaza la nivelul
Tnvelisurilor meningeale, determindnd meningita meningococica.

Diagnosticul de laborator se face pe baza examenului direct bacteriologic.

Recoltarea probelor patologice:

* se recolteaza LCR prin punctie lombara (inainte de instituirea tratamentului
chimioterapic),

* ITn meningitele bacteriene, in general, si in cea meningococica in special, LCR
este purulent (spre deosebire de meningitele virale in care LCR este clar si doar usor
hipertensiv - in meningita bacilara aspectul LCR este asemandtor cu cel din
meningitele virale).

Examenul microscopic direct:

» citologic preliminar realizeaza numaratoarea celulelor si foloseste camere de
numarare care se folosesc si pentru leucocite (se face pe LCR necentrifugat).

» pe LCR centrifugat se completeaza examenul citologic n frotiuri colorate
Giemsa sau in coloratie simpla cu albastru de metilen (in meningitele bacteriene
predomina polimorfonuclearele, in timp ce in meningitele virale, dar si in meningita
bacilard, predomina limfocitele). Pentru exclude- rea definitiva a etiologiei bacilare
se face frotiu Tn coloratia Ziehl-Nielsen.

Informatii esentiale se obtin in frotiul colorat Gram: in cazul infectiei
meningococice frotiul pune n evidenta diplococi reniformi Gram negativi
predominant fagocitati.
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Figura 15. Frotiu — cultura Neisseria gonorhoeae

Izolarea se face pe geloza Muller-Hinton sau geloza chocolat (medii
preincalzite la 37°C), incubandu-se in atmosfera cu 10% COs-.
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Figura 16. Neisseria gonorhoeae pe geloza sange

Identificarea se bazeaza pe cercetarea proprietatilor morfotinctoriale (frotiul
colorat Gram evidentiaza diplococii Gram negativi), cercetarea caracterelor de
cultura (colonii de tip S, nepigmentate si nehemolitice, de dimensiuni foarte mici
care se prezintd sub aspectul picaturilor de roud), pe proprietatile biochimice (cu
producerea catalazei si a oxidazei, metabolizarea glucozei si maltozei) si a
proprietatilor antigenice identificabile prin latex aglutinare si imunofluorescenta
(serogrupele fiind notate cu litere majuscule - A, B, C, 29E, X, Y, Z, W135), si a
proprietatilor de patogenitate (endotoxina, capsula, proteinele de membrana externa
si pilii).

Antibiograma se realizeaza prin metoda difuzimetrica pe Muller Hinton cu
sénge.

2.2. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de bacili
gram pozitivi aerobi

2.2.1. Bacili gram pozitivi aerobi nesporulati

Genul Corynebacterium

Genul Corynebacterium reuneste un grup de bacterii care prezinta urmatoarele
caracteristici sunt bacili Gram-pozitivi usor Tncurbati cu una sau ambele extremitati
madciucate, asezati In palisade, imobili, nesporulati, necapsulati aerobi, uneori
microaerofili sau facultativ anaerobi.

Corynebacterium diphteriae, agentul cauzal al difteriei, a fost acceptat ca si
specie tip, nu numai datorita importantei sale ca si agent patogen al difteriei, dar

si pentru caracteristicile sale bine definite, care-i contureaza biologia.

Diagnosticul bacteriologic:
1. Recoltarea probelor patologice.
Se face cu ajutorul a trei tampoane (se recolteaza exsudatul faringian).

18



2. Examenul microscopic direct

Din primul tampon faringian se fac doua frotiuri, unul fiind colorat Gram, iar
celalalt in coloratia speciala Neisser. Frotiul colorat Gram evidentiaza bacili Gram
pozitivi, asezati in palisade. Frotiul colorat Neisser serveste la evidentierea
corpusculilor metacromatici Babes-Ernst.

3. lzolarea

Produsul patologic se Tnsamanteaza pe mediul Loffler, pe mediu cu telurit de
potasiu Tinsdale pe care bacilul difteric se dezvolta sub forma de colonii mici, brune,
inconjurate de un halou negru. Pe mediul Loffler coloniile sunt de tip R cu contur
neregulat si au aspect de floare de margareta (pentru tipul gravis).

4. ldentificarea
4.1. Caracterele morfotinctoriale: sunt reprezentative in frotiul efectuat de pe
mediul Loffler - bacili Gram pozitivi, drepti sau usor Tncurbati, cu una sau ambele
extremitati maciucate. In coloratia Neisser se evidentiaza corpusculii metacromatici
Babes-Ernst (corpusculii se coloreaza in albastru violet iar corpul bacterian in galben
brun).
Tt g
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Figura 17. Frotiuri Corynebacterium diphteriae

4.2. Caractere de cultura

Tn medii lichide tipul gravis lasi mediul limpede si formeaza peliculd, tipul
mittis tulbura uniform mediul, iar tipul intermedius formeaza un inel aderent si
sediment granular.

Pe mediul Gundel-Tietz: tipul gravis formeaza colonii de 1-2 nun cu marginea
crenelata cu suprafata neregulata si de consistenta friabila, care dau aspectul de floare
de margareta; tipul mittis formeaza colonii de marimi variabile cu suprafata convexa
si lucioasa, conturul regulat si de consistenta cremoasa; tipul intermedius formeaza
colonii de talie variabila, ce prezinta o suprafata usor acu- minata, marginile circulare
si de consistenta semicremoasa.

Pe mediul Tinsdale, diftericii formeaza colonii negre, inconjurate de un halou
brun, in timp ce pseudodiftericii formeaza tot colonii negre dar fara halou.
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Figura 18. Corynebacterium diphteriae pe mediu Tinsdale

4.3. Caractere biochimice

Sunt utile pentru diferentierea diftericului de pseudodifterici dar si pentru
identificarea tipurilor de difterici (se urmareste fermentarea amidonului,
glicogenului si a dextrinei).

Bacilul difteric (toate tipurile) produce hidrogen sulfurat si nu scindeaza ureea.
Pseudodiftericii scindeaza ureea, in schimb nu produc hidrogen sulfurat.

4.4. Proprietati de patogenitate.

Factorul de patogenitate este reprezentat de toxina difterica. Toxina difterica
actioneaza prin blocarea sintezei proteice.

Testele de patogenitate pot fi realizate in vitro (testul Elek), sau in vivo prin
inocularea la cobai. Inocularea la cobai se realizeaza prin administrarea subcutanata
a unei culturi de 48 h de bacil difteric. Se folosesc animale protejate si neprotejate.
Cobaiul neprotejat (prin ser antidifteric) moare in 1-4 zile de la inoculare prezentand
ca si leziuni caracteristice : edem gelatinos la locul inoculdrii, revarsate
sanguinolente Tn seroase si congestia suprarenalelor (cu aspect de cireasa).

20



linie de
precipitare

ser antidifteric

tulpina

tulpina cercetata
toxigena

tulpina cercetata
netoxigena

Figura 19. Testul Elek

Inocularea toxinei la cobai a permis stabilirea unitatii de masura in vivo pentru
toxina difterica, care este reprezentata de doza limitd mortald (DLM). Un DLM de
toxind difterica reprezintd acea cantitate de toxina care omoara un cobai in greutate
de 250 g in timp de 4 zile cu leziunile caracteristice descrise anterior.

Diagnosticul serologic- se realizeaza prin reactia de hemaglutinare pasiva.

Biologic- este utilizat pentru testarea stérii de imunitate in colectivitati. Consta
in IDR Shick: se inoculeaza intradermic toxina si se Citeste reactia dupa 24 de ore.
Aparitia unui eritem la locul inocularii este o reactie pozitiva care dovedeste lipsa
anticorpilor antitoxici si deci susceptibilitatea persoanei respective la infectie; aceste
persoane se vaccineaza cu anatoxina diftericd. Lipsa eritemului (reactie negativa)
este datorata neutralizarii toxinei de catre anticorpi specifici, fapt ce indica prezenta
imunitatil.

Profilaxia in difterie se bazeaza pe administrarea vaccinului antidifteric
(anatoxina difterica - in trivaccinul DTP, sau in bivaccinul DT).

2.2.2. Bacili gram pozitivi aerobi sporulati

Genul Bacillus
Bacteriile din genul Bacillus sunt bacterii Gram pozitive, cu capetele taiate
drept, dispuse in lanturi, aerobe, in general mobile (Bacillus anthracis este
Intotdeauna mobil, sporulate (diametrul sporului, care are o localizare centrala, este
mai mic decat diametrul bacteriei, astfel ca celula bacteriana nu este deformata).
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Toti reprezentantii acestui gen sunt foarte raspanditi in natura datorita sporului
care le conferd rezistentd in mediul exterior; sunt germeni telurici gasindu-se in
special in sol, dar numeroase specii de Bacillus pot fi gasite in apa, aer sau pe
materiale de origine animala si vegetala.

Bacillus subtilis - de regula este o specie saprofita, insa a fost izolat in
conjunctivite, iridociclite, sinuzite cronice si al infectiilor urinare.

Bacillus cereus - in cazul in care se inmulteste excesiv in alimente se poate
constitui in agent etiologic al unor toxiinfectii alimentare (fosfolipaza C hidrolizeaza
lecitina din alimente si produce fosforilcolind activd). Specia a mai fost izolata in
cursul bacteriemiilor cu localizari meningeale si pulmonare.

Bacillus anthracis este agentul etiologic al antraxului- o antropozoonoza, care
poate Tmbraca diferite forme clinice:

— antrax cutanat - pustula maligna (96% din cazuri), cu localizare predilecta la
nivelul fetei si a membrelor; la locul de inoculare apare o vezicula cu continut
serosanguinolent, urmata de o ulceratie-mica care se usuca si da nastere unei cruste
de culoare neagra, de unde si denumirea de carbune cutanat. Regiunea subiacenta
leziunii prezinta un edem gelatinos, nedureros.

v" Edemul malign este forma cea mai grava de manifestare a carbunelui
cutanat si se caracterizeaza printr-un edem extins, febra ridicata si stare
toxica.

— antrax visceral
» forma pulmonara,
» forma gastro-intestinala
» meningita carbunoasa

Diagnosticul este bacteriologic

1. Recoltarea: in formele cutanate se recolteaza serozitate din vezicule; in
infectia pulmonard se recolteaza sputd; in infectiile digestive se recolteaza materii
fecale si in meningitd- LCR. De la animalele moarte, suspecte de infectie carbunoasa,
se recolteaza tesuturi.

2. Examenul microscopic direct: evidentiaza bacili Gram pozitivi, mari,
capsulati, izolati sau dispusi sub forma de lanturi scurte.

3. lzolarea. Bacteria este putin pretentioasa, dezvoltandu-se usor pe medii
uzuale. Probele patologice se insamanteazd pe geloza sange pe care Bacillus
anthracis se dezvolta sub forma de colonii rugoase (de tip R) cu margini neregulate,
care au aspect de cap de meduza sau coama de leu (pe mediile cu sange coloniile
sunt nehemolitice).

4. Identificarea:
4.1. Proprietati morfotinctoriale: in frotiu colorat Gram se evidentiaza bacili
Gram pozitivi cu capetele tdiate drept, prezentand aspectul betelor de bambus.
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Dispozitia sporului este centrald, iar diametrul mai mic decét al celulei vegetative
face ca aceasta sa nu fie deformata.

Figura 20. Frotiu colorat Gram - Bacillus anthracis

In colorat cu safranind si verde malachit se pot pune in evidenta sporangiile
(formele vegetative) colorate Tn rosu precum si sporii colorati in verde.

4.2. Caractere de cultura - creste bine pe medii uzuale in conditii de aerobioza.
» agar nutritiv - colonii mari, alb-cenusii, cu suprafata rugoasa, margini
neregulate si prezentand prelungiri laterale ca niste suvite de pér care
conferd coloniilor un aspect caracteristic; sunt coloniile de tip R; in
culturile atenuate la 42, 5°C pot sa apard colonii de tip S (tulpini
atenuate).
» agar sange - acelasi aspect al coloniilor, nehemolitice.

» bulion nutritiv — tulpinile de tip R lasd mediul de cultura limpede si
formeaza un depozit floconos.
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4.3. Caractere biochimice — zaharolitic, slab proteolitic, lichefiaza gelatina.

4.4. Proprietati antigenice — prezintda un antigen capsular de natura
polipeptidica si doua antigene de perete celular.

4.5. Caractere de patogenitate

Toxina este formata din antigenul protectiv (PA) si din: fie factorul letal LF fie
factorul edematiant (EF); antigenul protectiv se leaga de receptori si transloca in
citosol LF sau EF.

In vitro demonstrarea patogenitatii unei suse de Bacillus anthracis se poate
realiza prin teste imunocromatografice.

5. Profilaxia foloseste vaccinarea anticarbunoasa

6. Tratamentul chimioterapie foloseste betalactamine si quinolone.
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3. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
enterobacterii

Familia Enterobacteriaceae cuprinde bacili Gram negativi fermentativi
(degradeaza glucoza pe cale oxidativa si fermentativa) si include 44 genuri, dintre
care 25 au fost implicate in patologia umana.

Sunt bacili cu capetele rotunjite, de dimensiuni medii, cu dispozitie in general
necaracteristica. La Klebsiella bacilii sunt dispusi in diplo, in sensul lungimii.
Speciile de Yersinia sunt mai frecvent cocobacilare, colorate bipolar, E. coli sunt
pleiomorfi, iar speciile de Proteus sunt uneori extrem de polimorfe. Pot fi mobili sau
imobili. Nu sporuleaza. Majoritatea enterobacteriilor sunt necapsulate. Unele pot
avea o capsula proeminenta (Klebsiella), iar altele (Salmonella, E. coli) pot fi invelite
de un material capsular.

Enterobacteriile sunt germeni aerobi, facultativ anaerobi, nepretentiosi
nutritiv.

Semnificatia clinica: sunt germeni ubicuitari, iar majoritatea (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis etc.) fac parte din flora normala a
organismului si pot produce infectii oportuniste. Unele specii, ca de pilda Salmonella
Typhi, Shigella spp. - au habitat exclusiv uman.

In functie de patogenitate, enterobacteriile se Tmpart in: Tnalt patogene
(Salmonella, Shigella, Yersinia), conditionat-patogene (E. coli, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Serratia, Citrobacter) sau lipsite de importanta in patologia
umana.

Enterobacteriile produc infectii intestinale si extraintestinale, sau mai rar,
pot aparea infectii generalizate pe un fond de rezistentd scazuta a organismului,
reprezentand 80% din totalitatea bacililor gram negativi izolati si peste 50% din
totalul germenilor izolati. De asemenea, sunt implicate in etiologia a 30-35% din
septicemii, n peste 70% din infectiile urinare si Tn majoritatea toxiinfectiilor
alimentare. Sunt cauzd frecventa a infectiilor nosocomiale — infectii asociate
asistentei medicale.

Recoltarea. Recoltarea probelor in infecriile extraintestinale depinde de
localizarea infectiei. In infecriile intestinale se recolteazi materii fecale. Acestea
trebuie recoltate cat mai aproape de debutul infectiei, preferabil din scaunele
spontane

Examenul direct al materiilor fecale. Examenul macroscopic este important,
deoarece materiile fecale purulente si muco-sanguinolente orienteaza diagnosticul
spre o infectie cu Shigella (dizenterie). Examenul direct microscopic nu intra in
rutina laboratoarelor.

Izolarea. Sunt germeni nepretentioasi nutritiv, care se dezvolta cu usurinta pe
mediile uzuale (bulion, geloza, geloza-sange), dar si pe mediile selective lactozate
(Mac Conkey, AABTL, ADCL, XLD, Istrati-Meitert), pe care putem diferentia
enterobacteriile lactozo-pozitive de cele lactozo-negative.
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Tulburd uniform mediile lichide (bulionul). Pe medii solide se dezvoltd sub
forma de colonii S sau R. Intre cele doua tipuri pot exista si forme intermediare, sau
uneori colonii mucoase de tip M (Klebsiella, unele tulpini de E. coli). Genul Proteus
prezinta fenomenul de invazie pe medii neselective solide (geloza, geloza-sange).
Coloniile de Yersinia se dezvolta mai lent, fiind minuscule dupa 18 ore de incubare.

Produsele extraintestinale care in mod normal sunt sterile, se Thsdmanteaza pe
medii obisnuite cum este geloza sdnge. Produsele putin contaminate, cum sunt puroiul,
sputa se insdmanteaza si pe un mediu selectiv lactozat, cum este mediul MacConkey.
Materiile fecale se insamanteaza in mod obligatoriu pe mai multe medii de cultura:

e un mediu de imbogatire - bulion cu selenit acid de sodiu (Leifson),
bulion cu tetrationat (Muller-Kauffmann),

e un mediu slab selectiv - MacConkey, agar EMB (Levin),

e un mediu moderat selectiv — ADCL (Leifson), agar Hectoen, agar
XLD, agar SS (Salmonella—Shigella agar),

e eventual un mediu foarte selectiv, ca de pildd, mediul Wilson-Blair
pentru salmonele.

Identificarea enterobacteriilor se bazeaza pe studiul caracterelor biochimice,
ele constituind criterii importante de identificare a genului/speciei.

Enterobacteriile prezinta unele caractere biochimice comune, care le permit
incadrarea in familia Enterobacteriaceae: fermenteaza glucoza, reduc nitratii la
nitriti, sunt catalazo-pozitivi si oxidazo-negativi.

Unele enterobacterii fermenteaza lactoza, altele nu, fermentarea lactozei fiind
un criteriu practic de diferentiere preliminara a lor. Astfel, utilizarea mediilor
selective lactozate permite diferentierea enterobacteriilor lactozo-pozitive (E. coli,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia) de cele lactozo-negative
(Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia).

Bacilii din genul Salmonella prezinta:

- caractere morfologice. se evidentiaza bacili gram-negativi, cu dimensiuni de
2-3 um, cu dispozitie necaracteristica.

- caractere culturale: colonii S lactozo-negative

- caractere biochimice: fermenteaza glucoza (G+), nu fermenteaza lactoza (L),
produce H.S, citrat +,
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Figura 22. Frotiu Salmonella spp.

a)

Figura 23. Salmonella spp. pe a) geloza sange si b) mediu cromogenic UTI

Figura 24. Salmonella spp. pe mediu SS
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Figura 25. Salmonella spp. pe mediu MacConkey

iar cei din genul Shigella :

- caractere morfotinctoriale : bacili G-, imobili

- caractere culturale. colonii S lactozo-negative

- caractere biochimice: coloniile lactozo-negative vor fi identificate pe baza
testelor biochimice, care permit incadrarea lor in genul Shigella: G+, L-, H2S-, citrat-
etc.

Testele biochimice se efectueaza pe medii turnate in eprubete mici, care dupa
insamantare se termostateaza 24 de ore. Exista si produse comerciale gata preparate
ca, de pilda, sistemele microtest — APl 10E, sistem automat Vitek, MicroScan sau
spectrometria de masa MALDI-TOF. Mediile minimale pentru identificarea
biochimica a enterobacteriilor sunt:

* geloza TSI-pe care se testeaza fermentarea glucozei, lactozei, precum si

producerea de H:S si gaz. - N o _
» mediul MIU pentru cercetarea mobilitatii, prezentei indolului si ureazei.

* reactia rosu metil (RM)

* utilizarea citratului de sodiu ca sursa unica de carbon

otestul fenilalanindezaminazei (FAD) — pozitiv la tulpinile de Proteus/
Providencia/Morganella spp.
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a) b)
Figura 26. Shigella spp. a) mediu XLD si b) MacConkey

obligatorie, deoarece enterobacteriile au dobandit, relativ repede, rezistenta la o serie
de antibiotice, cel mai frecvent prin transfer de plasmide. Daca nu este posibila
antibiograma, medicul care prescrie antibioticul trebuie sa cunoasca rezistenta
naturald, genetica a enterobacteriilor si sa fie orientat asupra rezistentei dobandite la
tulpinile circulante in acea zona.

Dintre enterobacteriile frecvent intalnite in practica medicala studiem mai in
detaliu urmatoarele :
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3.1. Genul Escherichia

Genul Escherichia include mai multe specii, dintre care, singura de interes
medical este Escherichia coli.

E. coli este un bacil gram negativ, scurt, cu capetele rotunjite, nesporulat,
necapsulat, in general mobil (cu cili peritrichi). Este aerob, facultativ anaerob. Face
parte din flora normala a intestinului la om si animale, reprezentand aproximativ
80% din flora rezidenta, aeroba, a colonului. Are un cu rol important Tn sinteza unor
vitamine din grupul B si K si in mentinerea unui echilibru in biocenoza intestinului.

Semnificatia clinica. Sunt germeni conditionat-patogeni, fiind cei mai izolati
microbi in laboratorul de bacteriologie. Tn anumite conditii, mai ales cand scade
rezistenta locald sau generala a organismului, produc infectii cu localizare si
gravitate diferita, grupate in:

a. infectii enterale

b. infectii extraenterale.

a. Infectiile enterale - se realizeaza prin consumul unor alimente in care E.
coli s-a multiplicat (toxiinfectii alimentare) sau prin consum de apa cu contaminare
fecald intensa (infectii hidrice).

Sunt produse de 6 patotipuri diareigene de E. coli: enterotoxigen (ETEC),
enteroinvaziv (EIEC), enteropatogen (EPEC), enterohemoragic (EHEC)
enteroagregativ (EAQQEC) si enteroaderent difuz (DAEC).

Recoltarea. Se recolteaza materiile fecale si se trimit imediat la laborator
pentru a fi prelucrate.

Izolarea. Materiile fecale se insamanteaza pe cel putin 2 medii selective: un
mediu slab selectiv — MacConkey si un mediu moderat selectiv - ADCL sau XLD.
Pe aceste medii, care toate contin lactoza si un indicator de pH, bacilul coli dezvolta
colonii lactozo pozitive, a caror culoare este in functie de pH.

Astfel:

* pe mediul MacConkey, pe mediul ADCL - E. coli da colonii rotunde, lucioase

de tip S, de culoare rosie, cu un diametru de 2-3 mm,

* pe mediul AABTL, pe mediul Istrati-Meitert, bacilul coli dezvolta colonii cu

aceleasi caractere, dar de culoare galbena.

Este de retinut faptul ca din 100 de tulpini de E. coli, 95 fermenteaza lactoza,
dar 5 nu.
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Figura 28. E. coli pe a) geloza sange, b) UTI, ¢) MacConkey
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Figura 29. Test API 10S

Identificarea speciei se face pe baza caracterelor biochimice: G+, L+, H2S —,
citrat —, Bacilii coli care apartin grupelor cu patogenitate intestinald nu se deosebesc
din punct de vedere cultural si biochimic de tulpinile care se gasesc in mod normal
in flora intestinala, de aceea trebuie urmarita structura antigenica.

b. Infectiile extraenterale produse de E.coli sunt numeroase :infectii ale
tractului urinar, infectii biliare, infectii respiratorii, infectii ORL, suprainfectii ale
plagilor si arsurilor, septicemii, meningite, mai ales la nou-ndscuti etc. Unele din
infectiile enumerate - urinare, ale plagilor chirurgicale - pot lua caracter nosocomial
(infectii asociate asistentei medicale).

Ne vom referi in continuare la diagnesticul infectiilor urinare, al caror
principal agent etiologic este E. coli.

Urocultura cantitativa este singura metoda care stabileste cu certitudine
diagnosticul de infectie a tractului urinar.

Recoltarea: urina

Examenul direct. Urina se centrifugheaza 10 minute la 3000 turatii/minut.
Din sediment se face un frotiu colorat Gram pe care, intr-o infectie urinara, se vad in
mod obligatoriu PMN si bacili gram negativi.

insimantarea:

Tehnica anselor calibrate. Se utilizeaza doua anse calibrate (una cu diametrul
interior de 5 mm si cealaltd de 2,5 mm) astfel incat volumul incércat de urina
omogenizatd (nediluatd) sa reprezinte 0,01 ml, respectiv 0,001 ml. Cu ansa mica
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urina se insdmanteaza pe geloza sange si cu cea mare pe mediu Mac Conkey. Placile
se incubeaza la termostat la 37°C pana a doua zi. Numarul de germeni/ ml urina se
obtine prin inmultirea numarului de colonii cu 100 (respectiv 1000) si apoi se face
media aritmetica.

Interpretarea rezultatelor:

« < 103 UFC/ml (< 1.000 germeni/ml urind) este o bacteriurie
nesemnificativa

* 104 (10.000 germeni/ml urind) posibil contaminare din cdile urinare
inferioare, se recomanda repetarea uroculturii,

* 104 — 105 UFC/mlI (intre 10.000 - 100.000 germeni/ml urina), suspiciune
de ITU, rezultatul este discutabil in functie de context si germeni
identificati, urocultura se poate repeta

* (> 105 UFC/ml (= 100.000 germeni/ml urind), infectia urinara este certa,
daca se izoleaza o singura specie microbiana.

NOTA: Pragul semnificativ pentru o ITU este pentru enterobacterii,
Pseudomonas, enterococi, de 105 UFC/mlI, pentru stafilococi de 5 x 104 UFC/ ml,
iar pentru Candida de 104 UFC/ml. Identificarea mai multor specii microbiene
presupune contaminarea probei si se indica repetarea uroculturii.

Sensibilitatea la antibiotice. E. coli este sensibil, in mod natural, la
majoritatea antibioticelor, dar foarte multe tulpini au dobandit rezistenta la
chimioterapice antiinfectioase prin transferul de plasmide. Antibiograma este, deci,
obligatorie pentru toate tulpinile izolate.

3.2. Genul Klebsiella

Genul Klebsiella cuprinde bacili gram negativi, scurti, cu capete rotunjite,
imobili, capsulati, dispusi in diplo in sensul lungimii.

Semnificatia clinica. Din cele 10 specii ale genului, 4 sunt importante in
patologia umana: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozenae si K. rhinoscleromatis.

Sunt germeni conditionat-patogeni, componenti ai florei intestinale la om si
animale, iar in numar redus se gasesc si la nivelul mucoasei tractului respirator. Se
pot izola din apa, sol, plante.

K. pneumoniae este specia cel mai frecvent izolati din cadrul genului. In cazul
scaderii rezistentei antiinfectioase a organismului (la prematuri si la varstnici).

Klebsiella poate cauza infectii grave - pneumonii, septicemii si meningite. Este
agentul etiologic important al unor infectii nosocomiale (suprainfectia plagilor
chirurgicale, infectii urinare, septicemii). K. oxytoca produce infectii similare.

Recoltarea produselor este in functie de localizarea infectiei.

Examenul direct. Prezenta PMN si a unor bacili scurti, gram negativi, colorati
bipolar, capsulati dispusi in diplo Tn sensul lungimii sau Tn lanturi scurte.
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Figura 30. Frotiu — Klebsiella pneumoniae

Izolarea. Produsele normal sterile se insamanteaza pe medii simple cum este
geloza sange.

Sangele pentru hemocultura se insdménteazd in bulion (flacoane Bactec/
Bactalert), facandu-se repicari pe geloza sange din flacoanele pozitive.

Materiile fecale se insamanteazd pe medii selective pentru enterobacterii:
MacConkey, ADCL (Leifson), XLD

Identificarea.

Caractere culturale. Pe geloza sange dezvoltd colonii mari, alb-cenusii,
mucoase (aspect de cultura ce curge pe suprafata mediului), colonii care, prin
Tnvechire, devin cafenii.

Pe mediul Istrati-Meitert se dezvolta colonii mari, mucoide, initial lactozo-
pozitive (galbene), apoi, dupa 24 de ore, “lactozo-negative” (verzi), datorita
fenomenul de “cameleona;j” prin alcalinizarea mediului.

Pe mediul Mac Conkey dezvolta colonii mari, rosii, lactozo-pozitive, cu
aparitia fenomenului de “cameleonaj”.

b) -
Figura 31. Klebsiella pneumoniae: a) pe MacConkey si b) pe UTI
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Figura 32. Klebsiella spp. — fenonemul de cameleonaj

Caracterele biochimice. Bacilii din genul Klebsiella : G+, L+, H2S -, imobili,
ureaza +, indol-, etc.

Figura 33. Test API 10S

Sensibilitatea la antibiotice: antibiograma este obligatorie pentru orice
tulpina izolata.

3.3. Genul Proteus

Genul Proteus cuprinde 8 specii, dintre care 3 se intalnesc in patologia umana:
P. vulgaris, P. mirabilis si P. penneri. Sunt bacili scurti, cu capetele rotunjite, gram
negativi, cu polimorfism accentuat, foarte mobili (cili peritrichi), nesporulati,
necapsulati, cu dispozitie necaracteristica, aerobi si facultativ anaerobi.
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Semnificatia clinicd. La om si animale bacilul proteus face parte din
microflora tubului digestiv. Sunt germeni conditionat patogeni, putand produce
diferite infectii, In conditiile scaderii rezistentei organismului.

Recoltarea se face in raport cu localizarea infectiei (urind, materii fecale,
puroi, sputd, LCR, sange).

Examenul microscopic direct. Are valoare orientativa si se aplicd doar
produselor natural sterile (LCR, de pilda). Pe frotiuri colorate Gram, se evidentiaza
bacili gram negativi cu dispozitie necaracteristica.

Izolarea si identificarea. Produsele monomicrobiene se insamanteaza pe
medii simple, cum este geloza sénge, unde, bacilul proteus este usor de recunoscut,
prin mirosul de putrefactie degajat, precum si prin producerea fenomenului de
invazie. El creste sub forma unor valuri concentrice care invadeaza toata placa. Daca
se repica pe geloza inclinatd, mobilitatea apare sub forma fenomenului de catarare.

Figura 34. Proteus spp. — pe geloza sange — prezenta fenomenului de invazie
(valuri)

Produsele patologice, in care existd si altd flord, se insdmanteaza, in mod
obligatoriu, pe mediile selective, pentru a obliga bacilul proteus sa creasca sub forma
unor colonii izolate si sa nu invadeze ceilalti microbi, care astfel nu mai pot fi
identificati.

Bacilul proteus creste sub forma unor colonii rotunde, de culoarea mediului,
transparente la periferie si negre la centru datorita H2S pe care il produce. Ele au
fost comparate cu un “ochi de pisica”.
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Figura 35. Proteus spp. — colonii negre datorita producerii de H2S

Testele biochimice definesc genul (G+, L-, H2S, Mobilitate +, Uree +, citrat+),
dar diferentiaza si speciile de Proteus intre ele. Toate speciile de Proteus sunt mobile

(fenomenul de catérare, de invazie), produc ureaza si secretd fenilalanin- dezaminaza
(FAD).

Figura 36. Test APl 10S

Sensibilitatea la antibiotice. Antibiograma este obligatorie pentru fiecare
tulpina izolatd, sunt natural rezistenti la colistin.
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4. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
bacili Gram negativi non fermentativi si bacteriile
anaerobe

4.1. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de bacili

Gram negativi non fermentativi

Pseudomonas aeruginosa, cel mai reprezentativ bacil Gram-negativ non
fermentativ, cunoscut si sub denumirea de bacil piocianic este raspandit in natura,

in ape de suprafatd, pe vegetale si in alimente. A fost izolat din mediul
spitalicesc

in: apa distilata, solutii saline, solutii antiseptice si dezinfectante, solutii pentru
irigatii, solutii perfuzabile, instalatii si obiecte sanitare, instrumentar medical.

Cel mai frecvent sunt implicati in producerea infectiilor oportuniste sau
nosocomiale, la pacienti spitalizati sau cu imunodepresie, cu arsuri extinse,
traumatisme ale pielii, catetere sau alte manevre medicale in zona aparatului genito-
urinar, fibroza chistica.

Ciile de transmitere sunt: mainile murdare, aparatele de respiratie artificiala,
fluidele intravenoase (infectii nosocomiale).

Caracteristici morfologice: sunt bacili Gram negativi, subtiri, drepti cu
dispozitie pleiomorfa, necapsulati, nesporulati, mobili datoritd unui cil dispuns la
unul dintre poli bacilului. Secreta pigmenti difuzibili cu ar fi: piocianind (culo- are
albastrd), pioverdind (galben-verde), piorubina (culoare rosie), piomelanina (brun,
brun-negru).

Diagnosticul de laborator
Diagnostic bacteriologic

e Recoltarea produselor patologice: puroi specific acestei etiologii (de
culoare verde), urind, LCR, sputa, solutie antiseptica slaba, sdpun

e Examenul microscopic: se realizeazad un frotiu colorat Gram pe care se
evidentiaza bacili Gram negativi, subtiri.

o Insimantarea pentru izolare pe gelozi- sange, mediul lactozat (cel mai
utilizat- mediul Mac Conkey). De asemenea se pot utiliza si medii
lichide simple (bulion nutritiv).

o Identificarea se realizeaza pe baza:

» Caracterelor culturale: pe gelozd sange dezvolta colonii mari,
hemolitice cu hemoliza de tip beta, tip S, rotunde, cu producerea de
pigment- mediul devine verde sau albastru, cu reflexe metalice, care
emana un miros aromat. Uneori coloniile pot fi mucoase, cu tendinta
de confluare (izolate de la pacientii cu fibroza chistica). Pe mediul
lichid formeaza o peliculd la suprafatd. Pe mediul lactozat dezvolta
colonii lactozo-negative, aderente la mediu.
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Figura 38. Pseudomonas aeruginosa — producerea pigmentului verzui

» Caractere morfo-tinctoriale: bacili Gram-negativi, subtiri, cu dispozitie
pleiomorfa.

» Caractere biochimice: lactoza-negativa, produce citocrom oxidaza si
catalaza, formeaza glucoza, reduce nitratii la nitriti, foloseste citratul
ca unica sursa de carbon.
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Figura 39. Testul oxidazei - pozitiv

Identificarea se poate realiza pe teste APl 20 NE sau API 10S. De asemenea
este posibila si identificarea automata pe sistem Vitek 2.

pentru ca aceste bacterii dobandesc rezistentd la o mare varietate de
chimioterapice antiinfectioase.

4.2. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de bacili

Gram pozitivi anaerobi sporulati si alte bacterii anaerobe

Bacteriile strict anaerobe sunt microorganisme care nu se dezvolta decat in
absenta oxigenului, prezenta acestuia fiind foarte toxica culturii, chiar la o presiune
de numai 10-5 atm. Aceste bacterii folosesc ca reactie energogenetica exclusiv
fermentatia, in conditii anaerobe, deci oxidatia de substrat. Daca fermentatia se
produce in prezenta oxigenului, se formeaza radicali de superoxid (O2) foarte toxici.
Bacteriile strict anaerobe, spre deosebire de cele aerobe, sunt lipsite de
superoxiddismutaza (care transforma radicalul superoxid in apa oxigenatd) si
catalaza (care descompune apa oxigenata - peroxidul de hidrogen=H-05).
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Bacteriile anaerobe sunt implicate 1n etiologia unor infectii umane severe dar,
in acelasi timp, sunt cele mai frecvente microorganisme care colonizeazd organismul
uman, avand un rol important in mentinerea echilibrului ecologic al florei normale.

Numeroase specii bacteriene anaerobe fac parte din flora normala a
tegumentului, mucoaselor tractului respirator superior, tractului gastro-intestinal si
tractului uro-genital (mai frecvent colonizeaza uretra si vaginul).

Cunoasterea bacteriilor anaerobe ce colonizeaza diferite situsuri ale
organismului este esentiala, deoarece majoritatea infectiilor anaerobe sunt endogene,
cu bacterii ce fac parte din flora normala.

Existd doud grupe principale de germeni anaerobi:

1. Germeni anaerobi exogeni, sporulati, toxigeni, care apartin genului
Clostridium si au ca habitat natural solul dar pot fi intdlniti si in intestinul unor
animale si chiar al omului, mai ales sub forma de spori si care in conditii favorabile
au capacitatea de a germina.

Infectiile exogene cauzate de germeni anaerobi includ infectii alimentare,
gangrena gazoasa, fasceita necrozanta, celulita crepitanta, botulismul, tetanosul,
gastroenteritd si enterita necrotica (determinata de Clostridium perfringens).

2. Germeni anaerobi endogeni, nesporulati, netoxigeni. Anaerobii
nesporulati domina speciile acrobe la nivelul cailor aeriene si digestive superioare, a
colonului, vaginului si a unitatilor pilosebacee. Anaerobii nesporulati sunt atat coci
cat si bacili, Gram pozitivi si Gram negativi:

% bacili Gram pozitivi nesporulati din genurile Actinomyces,
Bifidobacterium, Eubacterium, Propionibacterium, Lactobacillus

% bacili Gram negativi nesporulati din genurile Bacteroides,
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,

¢ coci Gram pozitivi nesporulati din genurile Peptococcus,
Peptostreptococcus

% coci gram negativi nesporulati din genurile Veillonella

Astfel de anaerobi nesporulati sunt implicati in general in producerea
infectiilor de vecinatate (corelate cu localizarea acestora la nivelul diferitelor cavitati
ale organismului).

Diagnosticul infectiilor produse de germenii anaerobi nu este usor, presupune
experientd si dotare corespunzatoare a laboratorului.

In acest capitol vom insista asupra selectiei, recoltirii si transportului
produselor patologice, deoarece acestea sunt problemele cu care se confrunta
medicul practician. Nerespectarea normelor de conduita in recoltarea produselor
patologice, destinate cultivarii anaerobe compromite, mai mult decat in orice
infectie, sansele unui diagnostic etiologic.
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Recoltarea. Germenii anaerobi pot initia infectii cu localizari foarte variate.
flora anaeroba endogeni. In aceasti categorie intri exudatul faringian, sputa
expectorata, materiile fecale (cu exceptia cazurilor cand se urmareste izolarea Cl.
difficile, Cl. perfringens sau CIl. botulinum), urina prin mictiune spontand sau
cateterism, secretii vaginale si cervicale, secretii purulente de pe suprafata pielii.
Cultivarea acestor produse va demonstra intotdeauna prezenta germenilor anaerobi
endogeni.

Transportul probelor. Oxigenul atmosferic este foarte toxic pentru bacteriile
strict anaerobe, ceea ce impune obligativitatea insdmantirii cat mai rapide a
produsului biologic. Tn cazul Tn care se recolteaza o cantitate redusa de produs, exista
posibilitatea ca germenii sa fie distrusi in contact cu aerul. De aceea se recomanda
insamantarea produsului in cel mult 10 minute. Daca produsul este in cantitate mare,
intervalul poate atinge o ora.

Pentru transport se utilizeaza, cu rezultate foarte bune, tuburi anaerobe care
contin mediu de transport (Cary - Blair modificat sau Stuart).

Examenul macroscopic direct al produselor patologice poate da informatii
cu privire la natura si calitatea produsului recoltat. Cele mai semnificative semne ale
unei infectii cu germeni anaerobi sunt mirosul fetid, aspectul purulent, tesuturi
necrozate, gaz in tesuturi, prezenta de granule sulfurate.

Examenul microscopic direct pe preparatele colorate Gram este util in
identificarea caracterelor morfologice si tinctoriale ale bacteriilor anaerobe din
produsul patologic. Acest examen este esential mai ales din punct de vedere clinic,
intrucat majoritatea bacteriilor anaerobe necesitd 48 de ore (sau mai mult) pentru
cresterea pe mediile de culturd

Izolarea germenilor anaerobi. Pentru izolarea primara a bacteriilor anaerobe
din produsele biologice pot fi utilizate medii neselective si selective. Mediile
neselective cel mai frecvent utilizate sunt medii nutritive pe baza de agar-sange,
suplimentate cu vitamina K1 si hemina. Mediile selective asigura izolarea tuturor
germenilor anaerobi cu importanta in patologia umana.

Izolarea germenilor are loc 1n anaerobioza stricta, realizata cu ajutorul Genbag
anaerobic (punga cu reactiv care elimina oxigenul).

Mediile neselective insaméntate vor fi incubate in anaerobiozad pentru o
perioada de cel putin 48 de ore inainte de expunerea la oxigen (se protejeaza astfel
bacteriile aflate in faza logaritmica de crestere, de actiunea toxica a oxigenului).

Identificarea. Infectiile cu germeni anaerobi sunt, Th general, polimicrobiene,
izolarea diverselor specii fiind dificila si de durata. Pentru identificare sunt utilizate
caracterele culturale, morfotinctoriale, metabolice, precum si testele de patogenitate.
Orice tulpind anaeroba izolata din produse normal sterile trebuie identificata.
Identificarea anaerobilor, la nivel de specie, se face pe baza proprietatilor
biochimice.

.....

folosirea testelor E.
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4.2.1. Bacili gram pozitivi anaerobi sporulati

Genul Clostridium
Bacteriile din genul Clostridium sunt bacili Gram pozitivi, sporulati avand
spori ovali sau sferici, terminali sau subterminali, care deformeaza bacteria; sunt
anaerobi stricti, mobili sau imobili.
Bacteriile strict anaerobe sunt bacterii sensibile la actiunea oxigenului, acesta
fiind toxic pentru ele. Tn genul Clostridium sunt clasificate specii patogene care
sintetizeaza exotoxine care reprezinta principalii factori de patogenitate:

A) Clostridium tetani

Este un bacil Gram pozitiv, sporulat, cu sporul dispus terminal, ceea ce-i
conferd un aspect de bat de chibrit. Existd mai multe tipuri antigenice, Insa toate
sintetizeaza acelasi tip de toxind. Actiunea toxinei tetanice se manifesta la nivelul
sistemului nervos central, unde blocheaza sinapsele inhibitorii $i determina
contractura musculara (tetanosul complet).

Profilaxia tetanosului se face prin vaccinare cu anatoxina tetanica (trivaccinul
DTP sau divaccinul DT, intra in schema de vacciniri obligatorii). In prezenta plagilor
cu potential tetanigen se procedeaza la toaleta chirurgicald si la rapel cu ATPA
(anatoxina tetanica purificatd si adsorbita).

Pentru diagnosticul de laborator se recolteazd puroi din plagd, care se
insamanteaza pe medii pentru anaerobi (agar singe). Frotiul colorat Gram
evidentiaza bacili Gram pozitivi cu sporul dispus terminal. Formeaza colonii galbui-
cenusii care au tendinta de confluare daca concentratia de agar a mediu- lui este mai
mica de 4%. In mediile lichide formeaza sediment (datorat sporilor), iar culturile
degajd un miros caracteristic de corn ars. Este hemolitic si slab proteolitic si
zaharolitic.

Antibiograma, efectuata prin metoda difuzimetrica in dublu strat de agar,
finalizeaza diagnosticul.

Figura 41. Frotiu - Clostridium tetani
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B) Clostridium botulinum

Este un bacii Gram pozitiv mobil datorita cililor peritrichi, cu sporul dispus
subterminal.

Este o bacterie raspandita in solul tuturor regiunilor geografice. Are mai multe
tipuri antigenice, fiecare dintre tipurile antigenice sintetizand si eliberand o toxina
proprie. Tipurile antigenice A, B, E si F produc botulismul la om. Toxina botulinica
are neurotropism, iar mecanismul sdu de actiune constd in blocarea transmiterii
nervoase, prin inhibarea secretiei de acetilcolina.
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Figura 42. Frotiu - Clostridium botulinum

Clostridium botulinum se prezinta ca si bacili Gram pozitivi cu spori dispusi
subterminal.

Pe mediile solide (pentru anaerobi) formeaza colonii neregulate cu suprafata
granulara si cu o margine in extensie continud. Exercita hemoliza pe

mediile cu sdnge. De regula, insa diagnosticul intoxicatiei botulinice se face
prin evidentierea toxinei si determinarea tipului acesteia. Toxina se cauta in lichidul
de spalaturd gastricd sau de varsaturd in continutul intestinal sau in lichidul din
conserva incriminatd. Pentru aceasta se procedeaza la o reactie de neutralizare in
Vivo, prin inocularea la soareci de laborator. Se foloseste 10 soareci, din care 2 raman
ca si martori si nu se protejeaza cu ser antibotulinic. Ceilalti vor forma 4 perechi,
fiecare dintre aceste perechi urmand a se proteja cu un alt ser anti- botulinic specific
de tip (A, B, E si F). Fiecare animal se inoculeaza cu filtratul alimentului incriminat.
Animalele protejate prin serul antibotulinic specific de tip antigenic supravietuiesc,
in timp ce celelalte animale, inclusiv martorii, mor. Daca mor toate animalele se
poate exclude botulismul.

C) Clostridiile gangrenei gazoase

Gangrena gazoasa apare ca o complicatie a plagilor contaminate cu pamant
unde se realizeaza conditii de anaerobioza necesare germindrii sporilor si se
caracterizeaza prin necroza si putrefactia tesuturilor afectate, la aceste semne locale
adaugandu-se si semne generale. Infectia este, de fapt, polimicrobiana, la producerea
ei participand specii anaerobe, aerob-anaerob facultative si chiar aerobe.
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Diagnosticul de laborator este numai bacteriologic si de urgenta.

Recoltarea intereseaza exudatele din plaga, fragmente de tesuturi necrozate,
sange, puroi.

Examenul microscopic direct din produsul patologic are o mare valoare
diagnostica. Pe frotiul colorat Gram se remarca un polimorfism bacterian accentuat,
evidentiindu-se bacili mari Gram pozitivi, izolati, in perechi sau lanturi scurte, cu
spor central, subterminal sau fara spori (Clostridium perfringens sporuleaza numai
in culturi vechi), unii dintre ei capsulati (Clostridium perfringens).

Izolarea se face pe medii pentru anaerobi si este necesar ca fiecare specie sa
fie izolata in cultura pura pentru a se putea trece la etapa urmatoare. Pentru izolare
se folosesc medii pentru anaerobi (Nagler, Willis-Hobbs).

Identificarea necesita parcurgerea tuturor etapelor (pe gelozd glucozata cu
galbenus de ou - mediul Nagler, Clostridium perfringens produce reactia Nagler,
datorita alfa toxinei, o lecitinaza, care difuzeaza in jurul coloniilor si descompune
lecitino-vitelina din ou producand un precipitat care opacifica mediul).

Antibiograma se executa prin tehnica difuzimetricd in conditii de anaerobioza
(in dublu strat).

Tratamentul gangrenei gazoase trebuie instituit de urgentd si constd in
administrarea de ser antigangrenos polivalent, antibiotice si desigur, ingrijirea
chirurgicala a plagii (eliminarea tesuturilor necrozate, drenarea colectiilor Tnchise).

4.2.2. Germeni anaerobi endogeni, nesporulati

Acestia reprezintd un al doilea grup de microorganisme, anaerobe, patogene
pentru om. Ele cuprind un ansamblu de bacterii foarte diferite din punct de vedere
morfologic s1 functional, dar care au ca trasaturi comune anaerobioza,
comensalismul cutaneomucos si potentialul patogen.

Frecventa infectiilor cu germeni anaerobi nesporulati este in continua crestere,
acestea fiind prin excelenta bacterii “oportuniste”. Cel mai frecvent dau infectii in
asociatie cu alte specii microbiene.

Nu vom insista asupra diagnosticului de laborator, care urmeaza principiile
generale de izolare si identificare a germenilor anaerobi, dar vom prezenta in linii
generale taxonomia acestor germeni, care a suferit mari modificari in ultimul deceniu
si semnificatia lor clinica.

A. Bacili gram negativi anaeorbi

Bacilii gram negativi strict anaerobi sunt cuprinsi in familia Bacteroidaceae.
Ei fac parte din flora comensala a mucoasei respiratorii, a tractului digestiv si a
tractului genital. Din cele 20 de genuri, importante in patologia umana sunt genurile
Bacteroides, Prevotella, Prophyromonas si Fusobacterium.
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Figura 44. Frotiu — Fusobacterium

Diagnosticul infectiilor produse de bacilii gram negativi anaerobi consta n
izolarea si identificarea lor din produsele biologice. Intrucat fac parte din flora
normald a organismului, produsele contaminate cu aceasta flora nu pot fi prelucrate.
Diagnosticul este foarte laborios si implicatia lor etiologicd trebuie corelatd cu
realitatile clinice. Izolarea lor din produse normal sterile are intotdeauna semnificatie
patologica.

B. Bacili gram pozitivi anaerobi

Propionibacterium acnes este agentul etiologic al acneei juvenile in asociatie
cu alte microorganisme. Are o morfologie similard corynebacteriilor.

Actinomicetele sunt bacili gram pozitivi anaerobi, nesporulati care cresc sub
forma de filamente. Ele fac parte din flora normala a cavitatii bucale de unde pot
initia, In anumite conditii infectii endogene. Specia cel mai frecvent Intalnita in
patologia umana este Actinomyces israelii, in asociatie cu alte microorganisme
anaerobe ale cavitatii bucale (Bacteroides spp). Dintre infectii mentionam
actinomicoza cervicofaciala, toracala, abdominala, parodontita etc.

Diagnosticul este bacteriologic. Examenul microscopic direct al puroiului
recoltat din abcese este de mare valoare, deoarece morfologia filamentoasa,
ramificata a actinomicetelor este caracteristica. Din puroiul recoltat, care este grunjos
se zdrobesc 2-3 grunji (formati prin agregarea filamentelor germenilor ramificati)
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intre 2 lame. Lamele se despart, si fiecare se coloreaza Gram. Cultivarea se face pe
medii complexe In conditii de anaerobioza si dureazd mult.
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Figura 45. Frotiu - Propionibacterium acnes

Figura 46. Actinomyces israelii colonii
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Figura 47. Frotiu - Actynomices israelii
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C. Cocii gram pozitivi anaerobi

Cocii gram pozitivi strict anaerobi sunt cuprinsi in genurile Peptococcus si
Peptostreptococcus. Ei fac parte din flora normala a cavitatii orale si produc infectii
numai in asociere cu alti anaerobi. Patrund prin solutii de continuitate ale pielii in
profunzime, unde produc impreuna cu alte specii, infectii purulente subacute de tipul
abceselor cerebrale, otitelor, sinuzitelor. Pot participa de asemenea in infectii ale
tractului respirator inferior si ale regiunii abdominale (peritonitd, apendicita, abces

hepatic).

Figura 48. Frotiu - Peptostreptococcus

Ca si in cazul celorlalti germeni anaerobi endogeni nesporulati, diagnosticul
este dificil si de durata.

D. Cocii gram negativi anaerobi
Sunt reprezentati de genul Veillonella care face parte din flora normala a

cavitdtii orale. Poate produce pioree alveolara.
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Figura 49. Frotiu - Veillonella
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5. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
germeni din genurile Treponema, Mycobacterium

5.1. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de
germeni din genurile Treponema

Treponema pallidum agentul etiologic al sifilisului este descris in 1905 de catre
profesorul de zoologie Schaudin si medicul dermatolog Hoffman. Treponemele (din
limba greaca Trepo = a Tnvarti, Nema = fir) sunt bacteria strict anaerobe sau
microaerofile.

» Desi sunt cunoscute gram negative, nu se coloreazd Gram, ci sunt
utilizate coloratii speciale.

» Sunt foarte pretentioase nutritiv, treponemele patogene neputand fi
cultivate pe medii de cultura.

» Sunt mentinute in viatd prin inoculare la animale susceptibile.(intra-
testicular la iepure care va dezvolta orhita sifilitica)

> 1n acest fel s-a reusit pastrarea in viata a unei tulpini de referinti de T.
pallidum, izolatd de la un pacient decedat de neurosifilis in 1912,
numitd tulpina Nichols.

» Aceasti tulpina este folosita la prepararea antigenelor de T. pallidum
necesare diagnosticului serologic.

T. pallidum are 3 tipuri de antigene:

» O haptena lipidica, comuna treponemelor nepatogene si tesuturilor ani-
male (cardiolipin). Acest antigen determind in organism formarea de
anticorpi antilipoidici (Wassermann).

» Antigenul proteic Reiter, cu specificitate de gen Treponema. El
determind aparitia de anticorpi antiproteici evidentiabili prin reactia de
fixare a complementului.

» Antigene specifice, numai pentru treponemele patogene.

Anticorpii ce se formeaza in organism fatd de aceste antigene, cum sunt
anticorpii antiproteici, antipolizaharidici si imobilizinele se evidentiaza prin mai
multe reactii serologice, strict specifice pentru Treponema pallidum. Ciile de
transmitere a agentului etiologic:

% sexuala (sancrul sifilitic genital si anal reprezinta 99% din cazurile de

sifilis primar)

transplacentara de la mama la fat (transmitere verticala)

iatrogenta (transfuzii )

supravietuirea la 4°C timp de 24 de ore a Treponemei pallidum in sange
explicd transmiterea posttransfuzionala
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METODE DE DIAGNOSTIC

Punerea in evidenta a Treponemei pallidum prin examen direct (diagnostic
bacteriologic). In functie de stadiul evolutiv al bolii se recolteaza:
in sifilisul primar: exudat din sancru, aspirat ganglionar, biopsii
n sifilisul secundar: exudat din leziuni, biopsii
in sifilisul tertiar: LCR, piese bioptice sau necroptice
n sifilisul congenital precoce: prelevate din cordon ombilical, placenta,
secretii nazale, leziuni cutanate

AN NI NN

Evidentierea microscopica a treponemelor

1. Microscopia pe fond Tntunecat
> Avantaje: rapiditate
> Dezavantaje:
e  Prelucrarea imediata a probelor
e Diferentierea de spirochetele comensale
e  Experientd
e Sensibilitate mica (50-80%)

2. Imunofluorescenta cu Ig marcate cu fluoresceina
» Avantaje:
e  Sensibilitate si specificitate mare
e Diferentierea de treponemele comensale
» Dezavantaje:
e  Echipament special si consumabile scumpe
e  Experientd
e Nu diferentiaza treponemele vii de cele moarte
Preparate fixate si colorate
» Cu tus de India
> Giemsa
» Impregnare argentica
e Fontana Tribondeau (frotiuri)
e  Levaditi (tesuturi)
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a) Izotiocianat de fluoresceina b) Rodamina
Figura 50. Imunoflorescenta cu anticorpi monoclonali marcati cu a) izotiocianat de
fluoresceina si b) rodamina.

Figura 51. Treponema pallidum - Microscopie cu fond intunecat

Diagnosticul serologic consta in evidentierea Ac in sange si LCR. Se realizeaza
prin teste nespecifice si teste specifice.

TESTE NESPECIFICE:
> RFC
» VDRL
> RPR

VDRL - Test screening ce are la baza o reactie de floculare care utilizeaza
antigenul cardiolipinic.
> Avantaje:
e se executa prin tehnici usor reproductibile,
e mare sensibilitate
» Dezavantaje:
e lipsa de specificitate, dand cel mai mare procent de rezultate
biologic fals pozitive, la persoane care nu aveau sifilis,

52



RPR - O reactie de floculare ca si VDRL care utilizeaza antigen cardiolopinic
la care s-au adaugat particule fine de carbune
> Avantaje:
e  Se poate utiliza plasma ca atare sau ser neinactivat
e  Se poate citi cu ochiul liber
> Dezavantaje
e  Nu poate fi folosita pentru LCR
ART (test RPR AUTOMAT) Se practica pe scara larga din 1968
TRUST (test RPR) care utilizeaza in loc de particule de carbune, rosu de
toluidina.
USR (unheated serum reagin)- Cu acelasi principiu ca si RPR dar citirea se
face la microscop
RFEC cu antigen Wassermann (1906) care astazi nu mai este utilizat.

REACTIA BORDET- WASSERMANN

Utilizeaza ca antigen un extract de ficat de fetus cu sifilis congenital.
» Avantaje: specificitate mai mare decat la reactiile de floculare
» Dezavantaje: sensibilitate mai mica, tehnica laborioasa

TESTE SPECIFICE
» Se utilizeaza pentru confirmarea testelor standard nespecifice
» Pentru diagnosticul sifilisului latent si tardiv

Teste cu specificitate de grup treponemic
» RFC cu extract din tulpina Reiter (Treponema phagedenis)
» Sensibilitate si specificitate mai mica decat a testelor specifice

Teste specifice treponemelor patogene
v" Teste de imobilizare a treponemelor (NELSON) care utilizeaza treponeme
vii tulpina Nichols.
Cu toate ca este cel mai specific test, se efectueaza rar astazi, deoarece este
nevoie de treponeme vii si de iepuri infectati si tehnica este dificila.
Daca se imobilizeazad peste 50% din treponeme reactia este pozitiva, iar daca
imobilizarea este sub 20% reactia este negativa.
v" Teste specifice cu treponeme inactive- TP-PA (Treponema pallidum particle
agglutination)
Teste de aglutinare corpusculara a Treponemei pallidum: reactie de aglutinare
pasiva care utilizeaza suspensie de treponeme inactivate cu formol si puse in contact
cu ser de pacient.
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v' Test cu treponeme inactivate FTA-ABS

—
IgG specific TP o~
cnniifihs FTA - Abs
TPHA—""
VDRL

in lipsa tratamentului

M SPCCiﬁC—TP> VDRL cu tratament

—
Sifilis primar Sifilis secundar ~_ Sifilis latent _ Sifilis tertiar
10-90 zile 6 saptamani-6 lum Fara simptome si  1(0.30 ani

semne clinice

Figura 52. Serologie sifilis

Test de referinta standard, care este o imunofluorescenta indirecta. Se foloseste
tulpina Reiter pentru a fixa anticorpii nespecfici, comuni, determinati de treponeme
atat patogene, cat si comensale.

Pe lame sunt depuse tulpini de Treponema Nichols/pallidum, pe care se fixeaza
anticorpii specifici, ramasi in serul sau plasma de bolnav, dupa indepartarea celor
nespecifici, formand complexe antigen- anticorp. Se adaugéd conjugat fluorescent
anti-Ig umane. La examinarea la microscopul cu fluorescenta, treponemele din
complexele marcate fluorescent, apar galben-verzui.

> Avantaje:
e  Specificitate si sensibilitate foarte mare
e  Valabil si pentru LCR
e  Este primul test serologic care se pozitiveaza
e Seaplica si in diagnosticul sifilisului congenital dar utilizeaza
antiimunoglobulind umana de tip IgM
» Dezavantaje:
e Foarte costisitor

v" Test cu extract treponemic - TPHA are la baza reactia de hemaglutinare care
utilizeaza pentru evidentierea macroscopica a reactiei hematii de berbec
imbracate cu extract de Treponema pallidum care se pun in contact cu ser
de pacient. Aglutinarea reactie pozitiva, iar depunerea in buton reactie
negativa.
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» Avantaje:
e Poate fi aplicatd si LCR
e Disponibilitatea kiturilor
e  Nu necesita echipament special
e  Usor de efectuat
e La fel de sensibila ca FTA-ABS in stadiile tardive ale sifilis
> Dezavantaje:
e  Mai putin sensibil decat FTA-ABS in sifilisul primar
e  Test cu extract treponemic-EIA
Reactie imunoenzimatica, utilizatd ca test screening in laborator cu o dotare
corespunzatoare, dar si in determinarea Ac de tip IgG si IgM anti-treponemici in
sifilisul congenital

INNO-LIA SYPHILIS

Test relativ nou de confirmare a AC anti-treponemici. Foloseste un polipeptid
sintetic si recombinat din proteine extrase din Treponema pallidum pentru
determinarea Ac intratecali. Se utilizeaza pentru diagnosticul neurosifilis latent.

Figura 53. Kit Inno-Lia Syphilis

CONCLUZII
» Diagnosticul de laborator al sifilisului presupune teste standard cu
specificitate mai micd dar sensibilitate mai mare, si care sunt primele
necesare atat in diagnosticul cazurilor izolate cat si in screening.
(VDRL)
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» Cazurile pozitive pentru testele standard cu specificitate redusa trebuie
confirmate cu testul FTA-ABS sau TPHA

» Pentru diagnosticul neurosifilisului latent se recomanda testul INNO-
LIA. Acest test are o specificitate si sensibilitate net superioara

celorlalte teste specifice

Algoritmul de diagnostic se va schimba curand testele nespecifice fiind
Tnlocuite cu screening imunoenzimatic de tip EIA si INNO-LIA, fapt ce va scurta
timpul de diagnostic si va imbunatatii calitativ rezultatele.

5.2. Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de

germeni din genurile Mycobacterium

Mycobacterim tuberculosis (bacilul Koch) este agentul etiologic al
tuberculozei, care este o boala infectioasa. Transmiterea infectiei se realizeaza cel
mai frecvent pe cale aeriand, dar si pe cale digestiva, cutanatd. Suspiciunea de
infectie este clinica si radiologicd iar confirmarea este bacteriologica.

Timpul de diagnostic

Test Limite de timp acceptabile
Examenul microscopic pentru
evidentierea BAAR 24 de ore

Cultura in mediul LJ

3-8 saptamani

Cultura in mediul lichid

1-3 saptamani (6 sdptamani pentru
rezultatele negative)

Identificarea culturii pozitive

Imediat dupa pozitivare

ABG mediul lichid

14 zile de la data culturii pozitive

ABG linia intai, mediul solid

30 zile de la data culturii pozitive

ABG linia a doua

4 saptamani de la data culturii pozitive

Testele de biologie moleculara pentru
diagnostic

24-48 ore

Recoltarea produselor patologice

» Sputa se recolteaza dimineata, sub supravegherea personalului instruit,
2 esantioane, la cel putin 8 ore interval intre doud esantioane. Cantitate

3-5ml.

» Aspirat bronsic: cantitate 10-15 ml
» Aspirat gastric — se recolteaza la bolnavi care nu expectoreaza, copii,
adulti >60 ani. Dezavantaj: trebuie prelucrat imediat
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» Fluide ale corpului: pleural, peritoneal, pericardic, colectii inchise,
LCR. Cantitate minim 2 ml - 50 ml. Sunt produse patologice
paucibacilare

» Urina — se recolteazd esantioane multiple (3-4). Este precedat de
urocultura pentru non-Th. Cantitatea este de 10-50 ml

» Piese de biopsie, puroi din fistuld, sange se recolteaza pe sisteme
speciale de colectare, fard conservanti. Pentru puroi nu se accepta
recoltare pe tampon faringian, totusi, acceptat pe mediul Amies

» Materiile fecale necesita prelucrare imediata. Cantitatea recoltatd
necesara este de 5-10 ml. Limite: erori la microscopie, culturi
contaminate

Examenul microscopic

* 1882: Robert Koch descopera bacilul tuberculozei

» 1883: Ziehl si Nielsen -metoda de colorare cu fuxina la cald

Continutul bogat 1n acizi micolici din structura peretelui micobacteriilor face
ca ele sa fixeze la cald compusii de anilind (fuxind), sau substante fluorescente- fara
incdlzire (auramina, auramina - rhodamina) colorantii respectivi rezistand la
decolorarea cu alcool acidulat, de aici si denumirea de bacili acido-alcoolo-rezistenti
(BAAR).

Pentru usurarea examindrii este necesard colorarea fondului preparatului
(albastru de metilen).

In cazul coloratiei fluorescente-necesara cuparea fluorescentei preparatului (cu
albastru de metilen sau permanganat de potasiu).

Microscopia cu LED UV (light-emitting diodes) a fost recomandata de OMS
n 2009. Permite citirea unui numar mai mare de frotiuri (peste 35/zi).

COLORATIA ZIEHL NIELSEN
. Se pun lamele cu frotiurile fixate pe suportul de colorare -sa nu se atinga !
. Se acoperd complet frotiurile cu solutie 0.3% de fuxina fenicata
3. Se trece pe sub frotiuri flacara unui bec de gaz pana la emiterea de vapori, fara sa
fiarba colorantul. Se repeta actiunea de 3-4 ori in primele 3 minute. Se
completeaza cu fuxina. Se lasd pana la 10 minute.
4. Se spala cu jet slab de apa de robinet si scurge apa.
. Se acopera frotiul cu alcool-acidulat 3% si lasa-l pentru decolorare maxim 3 min.
Se repeta decolorarea daca frotiul rdmane rosu.
. Se spala din nou cu jet slab de apa de robinet si se scurge apa.
. Se acopera frotiul cu albastru de metilen 0,3% timp de 30 sec- max 1 min
. Se spala bland sub jet de apa de robinet si scurge apa.
. Se sterge colorantul de pe dosul lamei cu servet imbibat in alcool medicinal.
0. Se usuca frotiurile in pozitie Inclinata in suport de lame la temperatura camerei.
Nu incdlzi lamele pentru grabirea uscarii!

N
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Se examineaza la microscop optic: ocular 10x, obiectiv cu imersie 100x
(marire 1000x), dupa uscare completa.
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Figura 54. Bacilul Koch — coloratia Ziehl — Nielsen

Cultivarea:

1932: Lowenstein Jensen- mediul solid pe baza de ou

1977: Middlebrook si col: sistem radiometric (BACTEC 460)
- sistem colorimetric (Bact-Alert/MB-BacT)

- sistem fluorimetric (Bactec MGIT 960)

- sistem bazat pe gazometrie (VersaTrek)

Figura 55. Sistem fluorimetic Bactec MGIT 960

Citirea culturilor se face diferit:
» Mediul Lowenstein Jensen (LJ) se face manual la 21, 30, 45, 60 zile.
Dacé volumul de lucru permite, se poate citi sdptamanal.
» Mediul lichid se face automat, indiferent de sistemul de cultivare, cu
raportare pozitiv (la 1-42 zile) sau negativ (la 42 zile).
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Rezultatele culturilor pe mediul L] se exprima semicantitativ iar cele ale
culturilor in mediul lichid, calitativ: pozitiv/negativ.

Identificarea:

Examen morfologic macroscopic al culturilor pe mediul LJ
» M.tuberculosis — colonii R (Rough) colorate crem-galbui
» M.bovis/M. canetti — colonii S (Smooth) alb-galbui
» NTM —colonii S sau R, albe, galbui, portocalii, gri, roz.

ot
Figura 56. Colonii de M. tuberculosis

Figura 57. Colonii de M. bovis

Examen morfologic macroscopic al culturilor pe mediul lichid Middlebrook
» Grunji resuspendati prin agitare usoara- MTB, streptococi, uneori fungi
» Tulbure uniform- NTM, coci, bacili, uneori fungi
Frotiurile din culturi se coloreaza exclusiv ZN (se coloreaza si microbii de
contaminare). Culturile pentru care frotiul indica prezenta BAAR se testeaza
obligatoriu pentru confirmarea apartenentei la complexul M. tuberculosis. Se
foloseste test rapid imunocromatografic Ag MPT64.Culturile cu rezultat negativ Ag
MPT64 se trimit pentru identificare de specie.
Antibiograma (ABG) este necesara pentru confirmarea/excluderea rezistentei.
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e ABG linia 1 - pentru toate cazurile TB cu > de 10 colonii in cultura
primara
e ABG linia 2 - pentru toate cazurile MDR > de 10 colonii in cultura
primara
ABG ]n mediu lichid in sisteme automate este standardul de aur recomandat
pentru ABG L 2 in acest moment.
Metode de biologie moleculara:
» LPA: hibridizare liniara- GenoType (HAIN-MTBDRplus, HAIN-
MTBDRsl)
» RT-PCR: amplificare AND (PCR, PCR in timp real) — GeneXpert
Aceste teste reduc timpul de confirmare a TB sau/si a TB MDR la 24-48,
respectiv 2 ore.

Complexul M tuberculosis — pozitiv NTM- negativ
Figura 58. Teste identificare Complex Mycobacterium tuberculosis
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6. Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice

Fungii sunt organisme eucariote, microscopice, uni sau pluricelulare. Tn
micologia medicala cel mai utilizat criteriu de clasificare a fungilor este cel
morfologic. Din aceste punct de vedere avem:

% Fungi filamentosi sunt microorganisme pluricelulare care prezinta
filamente tubulare septate sau neseptate denumite hife. Ansamblul de
hife este denumit miceliu care este vizibil macroscopic sub forma unor
colonii.

¢ Levuri care sunt microorganisme unicelulare, cu forma ovalara sau
rotundd, ce se multiplica in principal prin blastospor (blastoconidie),
care se poate desprinde de celula mama printr-un proces de fuziune, fie
ramane atasat de aceasta si genereaza succesiv noi indivizi, sub forma
unor agregate liniare denumite pseudohife

¢ Fungi dimorfici, care prezintd o dualitate morfologicd in functie de
conditiile de dezvoltare. Ei pot sa fie levuri in tesuturile organismelor
parazitate sau la 37°C in vitro pe mediile speciale si sub forma de
filamente cand sunt cultivati la temperatura camerei sau la 30°C, pe
mediile uzuale.

Diagnosticul de laborator parcurge urmatoarele etape: de la prelevarea si
transportul probelor, examen microscopic direct sau in functie de caz examen
histopatologic, cultivarea in vederea izolarii agentului etiologic, identificarea pana

Recoltarea sa fie realizata de catre personal medical instruit in acest scop.
Cantitatea de prelevat trebuie sa fie suficient de mare pentru a permite efectuarea
examenului microscopic direct, cultivarea si eventual examenul histopatologic.
Prelucrarea probelor va Tncepe cat mai curand posibil dupa recoltare, fara a depasi
timpul maxim de asteptare (2 ore la temperatura camerei).

Produsele patologice de la nivelul mucoasei orale se recolteaza cu un tampon
steril, prin trecerea repetati a acestuia de cel putin 10 ori, peste zonele cu leziuni. In
cazul leziunilor ulcerate sau pseudo-membranoase, se poate recurge la raclarea
usoard a acestora cu ajutorul unei chiurete sterile sau a unei lame de sticla pentru
microscopie. In cazul aparatelor protetice, prelevarea probelor se realizeaza de pe
fata mucozald a acestora, zona predilectd a acestora pentru aparitia biofilmelor
levurice. Din pungile parodontale, prelevarea probelor se realizeaza cu sonda
parodontala, in zonele vestibulara, orala, vestibulo-distala, vestibulo-meziala, oro-
distald si oro-meziala. In endodontite prelevarea probelor se realizeazi cu ajutorul
conurilor de hartie sterile, de dimensiuni diferite in functie de dimensiunea canalelor
radiculare.

Conurile de hartie si produsul patologic din pungile parodontale sa se trimita
in laborator, pentru evitarea desicarii pe medii de transport.
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Examenul microscopic direct orienteaza uneori diagnosticul catre o infectie
levurica si uneori poate oferi indicii privind etiologia acesteia.

Produsele patologice pentru care exista suspiciunea ca ar contine levuri se pot
examina microscopic prin:

7
L X4

Frotiu colorat cu o substantd fluorescenta (Calcofluor, Blankophor).
Este metoda optimd de detectie a fungilor in prelevate datorita
lumina ultravioleta;

Frotiu colorat Gram pe care se evidentiazd cu usurintd filamentele,
pseudohifele, blastosporii insa este inadecvata pentru evidentierea
celulelor levurice de dimensiuni mici (ex. Candida glabrata);

Frotiu colorat May-Griinwald-Giemsa este coloratia de rutind pentru
evidentierea levurilor intracelulare (ex. Histoplasma) dar si pentru
microscopie directa.

Pe parcursul examenului microscopic se urmareste cu atentie prezenta, forma
si dimensiunile formatiunilor caracteristice levurilor: blastospor, pseudo-hife, hife

(filamente).

Figura 59. Frotiu - Candida albicans albastru de metilen

r

-

Figura 60. Frotiu - Candida albicans Gram
62



Insamantarea se face prin epuizare pe medii solide fie in plici Petri fie n
tuburi. Se asigurd astfel separarea fungilor cu semnificatie clinicd de cei
contaminanti si se inhiba prin diluare eventualele substante antimicrobiene cu rol
antifungic.

Mediul utilizat este agar Sabouraud aditivat cu cloramfenicol. Acest mediu
permite 0 buna dezvoltare si supreseaza multiplicarea eventualelor bacterii
contaminante. Dezavantajul acestui mediu este ca nu reuseste discriminarea culturi-
lor mixte. De aceea, ideal ar fi ca insdmantarea produselor patologice sd se faca pe
un mediu cromogen, care pe langa discriminarea intre speciile levurice, poate aduce
informatii esentiale in identificarea agentului etiologic. Astfel intr-o singura etapa se
poate face atat izolarea cat si identificarea levurilor incriminate.

Numarul speciilor identificabile prin cultivarea pe medii cromogene este
variabil 1n functie de compozitia mediului.

Figura 62. Specii diferite de Candida pe mediu cromogen
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Dupa izolarea tulpinilor fungice si precizarea semnificatiei clinice (peste 50
colonii/tampon si prezenta reactiei inflamatorii), se trece la identificarea specie
folosind teste de rutind. Se vor utiliza doar tulpini purificate, oricare contaminare
bacteriana sau fungica anuland rezultatul identificarii.

Testele biochimice sunt utilizate pentru identificarea levurilor de interes
medical, in laboratorul clinic. Aceste teste nu reusesc sa elucideze de fiecare data
apartenenta taxonomica a unei tulpini si sunt necesare teste suplimentare, in principal
de biologie moleculara, pentru identificarea acesteia.

Deoarece testele de biologie moleculara bazate pe analiza ADN-ului sunt
accesibile doar unor laboratoare, utilizarea testelor biochimice si a caracterelor
morfologice este solutia acceptabila pentru laboratoarele clinice.

Aceste teste pot identifica un numar diferit de specii, cum ar fi:

¢ O singura specie: Candida albicans Screen (Remel), RTT Glabrata

< (Fumouze);

+» Cateva specii: CandiSelect (Bio-Rad), CHROMagar Candida (BD
Sciences), Candida ID2 (bioMerieux), Chromogenic Candida Agar
(OXOID);

«» Specii multiple: ID 32C (bioMerieux), RapIlD Yeast Plus Panel
(Remel)

Figura 63. API candida albicans

Figura 64. API candida tropicalis
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Figura 65. Candifast
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7. Diagnosticul de laborator al infectiilor virale

Diagnosticul de laborator al infectiilor virale se poate efectua prin numeroase
metode, cele mai utilizate fiind izolarea si identificarea agentului viral (metode
directe), fie prin teste serologice (diagnostic serologic).

Diagnosticul direct

Virusurile datorita dimensiunilor foarte mici (20-300 nm) nu pot fi observate
la microscopul optic, ci doar la microscopul electronic.

Infectiile virale pot fi diagnosticate ocazional utilizand microscopia electronica
prin vizualizarea directa a particulelor virale. Metoda prezinta avantajul de a putea fi
vizualizate mai multe tipuri de particule virale. Dezavantajele includ costul si
complexitatea Intretinerii microscopului electronic.

Anumite tehnici asociate microscopiei pot evidentia virusurile in tesuturile
obtinute prin biopsie sau necropsie.

Prin imunofluorescenta se utilizeaza anticorpi marcati fluorescent care
detecteaza antigenele virale la nivelul tesuturilor (virus herpes simplex 1 si 2, virusul
varicella-zoster). Este aplicabila ca metoda de diagnostic in laboratoare care dispun
de microscop cu fluorescenta.

De obicei in laboratoarele de cercetare virusologica se face examinarea
electronomicroscopicd, deoarece aceste laboratoare au in dotare microscop
electronic. Se face de obicei examinarea lichidelor veziculare.

Recoltarea probelor biologice in scopul diagnosticului direct virusologic se
face pe medii aseptice tamponate care vor fi decontaminate bacterian fie prin
adaugare de antibiotice, fie prin centrifugare sau filtrare.

Virusurile supravietuiesc, traiesc si se multiplica doar in interiorul unei celule
vii (culturi de celule, animale de experientd, ouda embrionate). Prezenta virusurilor in
structurile vii, utilizate pentru izolare, este pusd in evidentd prin modificari
histologice caracteristice sau prin evidentierea unor agenti virali hemaglutinanti.

Identificarea virusurilor odatd cultivate se face prin RFC (reactie de fixare a
complementului) sau HAI (reactie de hemaglutinoinhibare)

% Inocularea pe animale de experienta se face subcutan, intavenos,
intraperitoneal, intranazal, intracerebral, prin scarificare corneeana sau
cutanatd. Dupa inoculare, animalul prezinta semne de boala, iar virusul
replicat va fi identificat in sange si tesuturi.

% Inocularea pe oud embrionate a suspensiilor virale se face pe oud de
gdina, la care se verifica prin transluminare la ovoscop viabilitatea si
dezvoltarea embrionului. Se poate face inoculare intravitelin,
intraalantoidian sau intraamniotic. Cu acelasi produs patologic se
inoculeaza intotdeauna 2-3 oua, care se incubeaza la temperatura de 34-
35°C, timp de 2-3 zile. Dupa incubare se sacrifica embrionul si se

66



examineazd lichidele si tesuturile care pot prezenta modificari
macroscopice si/sau microscopice. Lichidele embrionare pot prezenta
proprietati caracteristice virusului replicat (capacitate hemaglutinanta).
Reactia HAI permite evidentierea virusurilor hemaglutinante.
Inocularea in culturi celulare a suspensiilor virale. Liniile celulare pot
fi de provenientd umana (HeLa) sau animala (Vero). In diagnosticul
virusologic pe linii celulare, se introduce suspensia virala obtinuta din
produsul patologic impreund cu mediul de intretinere. Se incubeaza la
37°C iar replicarea viralda este demonstratd prin ECP (efect
citopatogen). Culturile virale prezinta atat avantaje cat si dezavantaje,
comparativ cu alte metode de diagnostic. Culturile virale sunt singurele
dintre metodele diagnostice care izoleaza virusuri viabile ce pot fi
pastrate pentru studii viitoare. Dezavantajele metodei ar fi: costul
ridicat, timpul relativ prelungit de determinare virala, dar si varietatea
virusurilor.

X/
°

Diagnosticul serologic al infectiilor virale

Imunodiagnosticul reprezintd metoda cea mai accesibilda de diagnostic in
infectiile virale si consta in identificarea anticorpilor antivirali in serul bolnavilor.

Se pot realiza 2 tipuri de investigatii:

% Detectia de anticorpi antivirali de tip IgM (care apar in raspunsul imun
primar). Semnificad o infectie acuta, au viata scurtd deoarece dispar in
cateva saptamani. De obicei se utilizeaza testul ELISA

% Anticorpi antivirali de tip IgG care apar in rdspunsul imun secundar
(apar dupa o perioada de cel putin 2-3 saptamani de la o infectie virala
si care persista mai multi ani, uneori chiar toata viata.

% Se poate determina seroconversia. Se recolteaza doud probe de sange.
In proba I nu exista anticorpi, apoi in proba a II a apar anticorpi
specifici virusului de detectat sau se determind cresterea semnificativa
a titrului de anticorpi intre cele doud probe (de cel putin patru ori).

Testele enzimatice sunt cele mai des utilizate n diagnosticul infectiilor virale.
Testul ELISA (enzime-linked-immunosorbant-assay) pune in evidenta anticorpii
antivirali prin tehnica indirecta.

Metodele moleculare de diagnostic sunt cele mai folosite Tn determinarea

si identificarea agentilor patogeni pentru care culturile si serologia sunt greu
de realizat. Reactia de polimerizare in lant (PCR) prezinta sensibilitate si specificitate
inalta si de aceea reprezintd o metoda de electie pentru identificarea directa a acidului
nucleic. Metoda se bazeaza pe abilitatea ADN sau ARN polimerazei de a copia
secvente a unor gene tinta folosind nucleotide complementare. PCR este o metoda
eficientd deoarece permite detectarea prin intermediul aceleasi reactii, a mai multor
agenti ce pot produce acelasi sindrom clinic.
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8. Diagnosticul de laborator in hepatite si SIDA

O intelegere clara a hepatitei virale este esentiald pentru toti medicii
stomatologi, n special 1n ceea ce priveste sechelele grave ale bolii si potentialul de
transmitere a infectiei 1n clinica dentara.

Infectiile virale sunt de departe cel mai important agent al hepatitei. Marea
majoritate a bolilor hepatice virale sunt una dintre urmatoarele:
hepatita A (hepatita infectioasa, hepatita cu perioada de incubatie scurtd)
hepatita B (hepatita serica)
hepatita C
hepatita D (hepatita delta)
hepatita E (hepatita transmisa enteric)
hepatita G

VVVVVYY

Acestea pot fi clasificate Tn doua grupuri, in functie de calea de transmitere
virala:
% calea fecal-orala: hepatita A si hepatita E (foarte putin probabil sa fie
transmise in stomatologie)
% calea parenterala: hepatita B, C, D si posibil hepatita G (pot fi transmise
n stomatologie)

Virusurile hepatitelor B, C si D se pot transmite trasplacentar (de la mama la
fat), posttransfuzional, pe cale sexuald. O cale importanta de transmitere este
reprezentatd de manoperele invazive medicale (prin ace de seringd, manopere
chirurgicale, endoscopii, cateterisme, dializa, extractii dentare si alte manopere
chirurgicale sangerande)

8.1. Hepatita B

Virusul hepatitei B este un virus ADN, anvelopat ce apartine familiei
Hepadnaviridae. Perioada de incubatie este de 4-26 saptamani.
Virusul in general poate prezenta doua forme diferite:
% particula completa (particula Dane - formata din nucleocapsida si
anvelopa)
e Capsida prezinta doi constuienti antigenici: AgHBe si AgHBc.
AgHBc poate fi identificat prin tehnici imunohistochimice, in
urma punctiei biopsie hepaticd. AgHBc este clivat intrahepatocitar
rezultaind AgHBe.
% particula incompleta, lipsita de acid nucleic, format exclusiv din
AgHBs. La nivelul anvelopei se gaseste cel de-al treilea antigen, cel de
suprafata (AgHBs).
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Figura 66. Virusul hepatic B

Prezenta virusului in organism determind un raspuns imun de tip umoral
caracterizat prin sinteza de anticorpi impotriva tuturor celor trei antigene:Ac anti-
HBs, Ac anti-HBc, Ac anti-HBe.

Primele semne ale unei infectii cu virus hepatitic sunt modificarile unor
parametri biochimici: cresterea marcata a enzimelor hepatice (GOT si GPT), dar si
cresterea markerilor colestazei (fosfataza alcalinda si GGT-gama glutamil
transpeptidaza). Electroforeza arata cresterea fractiunilor gama si beta-globulinica si
scade fractiunea albuminicd. De asemenea se evidentiaza tulburari ale
metabolismului pigmentilor biliari (urobilinogen urinar).

Diagnosticul direct

Evidentierea virusului in.

eSectiuni hepatice se evidentiaza prin ME particolele virale si prin IF
antigenele virale

eSange se evidentiaza prin ME, IEM particolele Dane, antigenul de suprafata

Diagnosticul serologic

e AgHBs se poate evidentia prin: hemaglutinarea pasiva inversd, RIA
(radioimmunoassay), testul imunoenzimatic ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay)

e AgHBe prin reactia ELISA

o AC anti HBe- IgM anti-HBe depistare prin ELISA si confirmare prin RIA

o AC anti HBc- IgM anti-HBc depistare prin ELISA si confirmare prin RIA

o AC anti HBs depistare prin imunodifuzie in gel, contrimunoelectroforeza,
hemaglutinare pasiva indirect
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Tabel nr. 1. Semnificatia markerilor infectiei cu VHB

Markerul infectiei Semnificatie diagnostica

cu VHB
AgHBs Purtator VHB, nu este de fiecare data infectiv
AgHBe VHB 1n stare replicativa, infectivitate
AgHBc n tesuturi VHB in stare replicativa, infectivitate
Ac anti-HBc IgM Infectie activi sau reinfectie. Infectia cu VHB se poate croniciza

) Persistenta infectiei daca titrul este mare
Ac anti-HBc 1gG Vindecarea (instalarea imunitatii) daca titrul este mic si este
asociat cu Ac anti-HBs

Ac anti-HBs Vindecarea (imunitate)

Ac anti-HBe Disparitia infectivitatii
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INFECTIE ACUTA VINDECARE, IMUNITATE

INFECTIE ACUTA VINDECARE, TMLINITATE

INFECTIE ACUTA VINDECARE, TMUNITATE

IsM Anti-HBo
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INFECTIE ACUTA DECARE, TMUINITATE

INFECTIE ACUTA VINDECARE, IMLINITATE
ADN HBY

AgHBs

18M Anti-HBc
Anti-HBc total
Anti-HBe

Anti-Hbs

INFECTIE ACUTA VINDECARE, TMUNITATE
AN Hev

Anti HB:

Figura 67. Evolutia serologiei in hepatita B
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8.2. Hepatita C

Virusul hepatitei C este un virus ARN, anvelopat cu o perioada de incubatie de
2-20 saptamani. Apartine familiei Flaviviridae. Majoritatea hepatitelor post-
transfuzionale

Figura 68. Virusul hepatic C

Testele ELISA au o sensibilitate si specificitate crescutd, ele evidentiaza
anticorpii Tn raport cu proteinele structurale sau nonstructurale ale virusului.

Tehnica RIBA (recombinant immunobloting assay) sau tehnica
imunoamprentelor se foloseste pentru evitarea reactiilor fals pozitive.

Confirmarea infectivitatii se face prin amplificare genica si decelarea ARN/
HCV 1in plasma.

Tabel nr. 2. VHC-markerii infectiei

Detectarea Ac anti VHC- test screening

Detectarea ARN VHC — teste de confirmare

Genotiparea VHC utilad pentru a aprecia prognosticul si raspunsul la tratament

8.3. Hepatita D

Virusul hepatitei D este un virus ARN anvelopat. Nu se poate multiplica decat
in prezenta virusului hepatitei B deoarece este un virus incomplet. Perioada de
incubatie este de 2-12 sdptdmani. Se poate transmite concomitent cu VHB
(coinfectie) sau se poate transmite la o persoand infectatd anterior cu HBV
(suprainfectie).

Se datoreaza VHC, ELISA, RIA.
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Figura 69. Virusul hepatic D

Tabel nr. 3. VHD-markerii infectiei

AgHBs prezent

AgHD prezent
Ac anti-HD totali
Ac anti-HD de tip Ig M —infectie acuta cu VHD

Ac anti-HD de tip Ig G — infectie cronica cu VHD
Detectare ARN-VHD prin PCR

Metodele de diagnostic utilizate pentru evidentierea markerilor specifici VHD
sunt ELISA, RIA.

8.4. Hepatita A

Virusul hepatitei A este un virus ARN, neanvelopat ce apartine familiei
Picornaviridae. Se transmite pe cale fecal-orala si se elimind prin materiile fecale.
Perioada de incubatie este de 2-7 saptamani (media 30 zile).
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Figura 70. Virusul hepatic A
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Diagnosticul consta in evidentierea virusului in filtratul de materii fecale prin
ME. Diagnosticul serologic evidentiazd Ac anti-VHA de clasa IgM care semnifica o
infectie acuta si cei de clasa IgG care apar In convalescenta si care confera protectie.
Metodele de diagnostic utilizate sunt ELISA, RIA.

8.5. Hepatita E

Virusul hepatitei E este un virus ARN neanvelopat, apartindnd familiei
Caliciviridae. Se transmite pe cale fecal-orala prin consum de apa contaminata.

Figura 71. Virusul hepatic E

Evidentierea virionilor in filtratul de materii fecale prin ME si identificarea
prin I[EM. Evidentierea anticorpilor anti-VHE se face pentru detectare prin ELISA
iar pentru confirmare RIA. Deasemenea poate fi diagnosticata infectia prin Western
blot s1 PCR assay.

8.6. Infectia HIV

Virusul imunodeficientei umane dobandite (HIV) este un retrovirus cu
perioada de incubatie lungd. Este un virus ARN, a carui capsida inveleste cele doua
catene identice de ARN si subunitatile reverstranscriptazei. Aici sunt prezenti cei doi
determinanti antigenici majori (p24 si p25) utili in diagnosticul de laborator.

La nivelul anvelopei sunt mai multi determinanti antigenici majori, cu structura
proteica (gp120, gp41, p18). Aceste structuri proteice prezintda o mare variabilitate
care permite aparitia de subtipuri cu noi proprietati antigenice nu- mite mutante.
Structurile tinta primare ale virusului sunt monocitele si limfocitele T helper (Th).
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Figura 72. Virusul HIV

Infectia parcurge urmatoarele etape:

+ Infectia acuta este frecvent asimptomatica sau simptomele pot mima o

mononucleoza  infectioasd  (hepatosplenomegalie,  adenopatie
generalizatd) sau o infectie cu citomegalovirus (encefalopatii,
neuropatii, eruptii cutanate)

Stadiul cronic poate fi si el uneori asimptomatic. in acest stadiu apar
semnele si simptomele patognomonice (limfadenopatie generalizata,
diaree apoasa care treneaza mai mult de o luna, febra (>38 °C), scadere
in greutate). In aceasti etapa a bolii sunt frecvente infectiile cu germeni
oportunisti (Candida spp.) si leucoplakia paroasa a limbii

ARC (AIDS Related Complex) este a treia etapa a bolii in care se
evidentiaza cel putin doua semne patognomonice descrise in etapa de
infectie cronica

Sindromul imunodeficientei dobandite (SIDA) se caracterizeaza prin
cresterea frecventei infectiillor cu germeni oportunisti cu risc vital
(Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii, Strong yloides
stercoralis, Mycobacterium spp.), aparitia starilor precanceroase
(leucoplakia paroasa a limbii), a leucemiilor si tumorilor solide (sarcom
Kaposi, limfoame maligne). Sunt descrise cu frecventa mare cariile si
abcesele dentare.
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Examenele de laborator pun 1in evidentd modificiri nespecifice.
Hemoleucograma evidentiazd pancitopenie, uneori severd (leucopenie cu
limfopenie, anemie, trombocitopenie). In context clinic sugestiv se completeaza
diagnosticul de laborator cu teste serologice specifice, care pun in evidenta
antigenele si anticorpii virali.

Primul pas in serodiagnostic este testul ELISA sau teste screening de aglutinare
pentru anticorpii serici. Pana la aproximativ 2% din testele ELISA sunt fie fals
pozitive, fie fals negative: prin urmare, un ELISA pozitiv trebuie testat in esantioane
duplicat. Dacd doua sau mai multe din ultimele trei rezultate ELISA sunt pozitive,
testarea confirmatorie trebuie facuta printr-un test Western blot.

Principiile si etica diagnosticului sunt:
» Aplicati minimum doua metode de diagnostic diferite
» Repetati testul 2-3 luni mai tarziu, deoarece exista o perioada de timp
(numita fereastra serologica) intre dobandirea infectiei si dezvoltarea
anticorpilor
» Nu divulgati rezultatele pozitive pana la confirmarea cu o altd metoda
de diagnostic. Mentineti confidentialitatea rezultatelor in permanenta

Alte metode de diagnostic de laborator includ:

» izolarea virusului in limfocite din sangele periferic: o0 metoda limitata
la laboratoarele de cercetare, datorita faptului cd este laborioasa si
necesitd un timp indelungat

» detectarea acizilor nucleici virali sau a antigenelor prin reactia de
polimerizare in lant -PCR (foarte utila pentru detectarea HIV la nou-
ndscuti, deoarece plasma lor este contaminatd cu anticorpi HIV de la
mama). O incarcaturd virald ridicatd in plasma persoanelor infectate
determind o evolutie mai rapida la SIDA decat o incarcatura virald
scazuta.
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9. Diagnosticul de laborator al infectiilor parazitare

Parazitii sunt organisme vii care traiesc si se hranesc pe seama altor organisme
vii considerate gazde.
Ei sunt clasificati in:
¢ Ectoparaziti - care traiesc pe suprafata corpului uman.
» Exemple: Sarcoptes scabie, speciile genului Pediculus.
Determina asupra gazdei umane un complex de fenomene
cunoscute ca infestatie.
¢ Endoparaziti — care traiesc in interiorul organismului uman.
» Exemple: celule - Toxoplasma gondii; tesuturi - Trichinella
spiralis; cavitdti - Ascaris lumbricoides. Complexul de fenomene
declangate gazdei de catre acesti paraziti se numeste infectie.

Cea mai mare parte din parazitii implicati in patologia umana au ca habitat
diferite segmente ale tubului digestiv, materiile fecale reprezinta produsul patologic
examinat n vederea punerii in evidenta a diferitelor forme de existenta a parazitilor.

Tn materiile fecale parazitii pot fi vazuti cu ochiul liber (Ascaris lumbricoides)
sau la microscop (oua, larve, chisti).
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Figura 73. Examen coproparazitologic (oua Giardia lamblia)
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Figura 75. Toxoplasma gondii
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Figura 77. Oua de Ascaris lumbricoides

Examenul coproparazitologic

Examenul de rutind coproparazitologic se efectueaza pentru 3 probe, care sa
fie recoltate la un interval de 3-4 zile.

Recoltarea materiilor fecale se face din scaunul emis spontan (aprox. 2-3 Q)
din mai multe locuri ale bolului fecal. In cazul unor afectiuni cronice recoltarea se
face dupa administrarea unui purgativ salin (pentru mobilizarea formelor vegetative
de la nivelul ulceratiilor intestinale). Recoltarea materiilor fecale se poate face prin
rectoscopie, de la nivelul leziunilor intestinale.

Recoltarea si transportul se face in recipient de plastic prevazut la capac cu o
lopatica denumit coprorecoltor.
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Figura 78. Coprorecoltor

Transportul in laborator in vederea examinarii se face cat mai repede deoarece
examenul materiilor fecale trebuie efectuat la cel mult o ora de la eliminarea acestora.

Examenul macroscopic constd in examinarea cu ochiul liber urmarind:
culoarea, consistenta (scaun format, scaun semiformat, scaun moale si diareic),
prezenta de fragmente sau paraziti intregi (Ascaris lumbricoides) dar si prezenta de
puroi, striuri de sdnge, mucus.

Examenul microscopic se face prin metode directe (examen intre lama si
lameld) si prin metode de concentrare.

[0 0 Examenul direct Intre lama si lamela se poate face cu ser fiziologic, cu
solutie Lugol sau cu albastru de metilen. Prin acest examen direct se pot vizualiza:
hematii (semnificative pentru ulceratii si hemoragii), PMN- uri care semnificd un
proces inflamator, macrofage prezente in infestari parazitare sau in infectii
bacteriene, fungi (specii de Candida), oua si larve de helminti, chisti si trofozoiti de
protozoare intestinale.

Metode de concentrare
Este o etapd a examindrii complete a prezentei parazitilor si permite detectarea
acestora cand sunt eliminati in numar mic.
> Metoda de concentrare hidrostatici Willis-Hung se bazeaza pe
fenomenul de flotatie a elementelor parazitare 1intr-o solutie
suprasaturata de clorura de sodiu.
Rezultatul examenului coproparazitologic mentioneaza absenta sau prezenta
parazitului gasit precum si abundenta lui.
La protozoare, examenului coproparazitologic precizeaza genul si Specia
agentului parazitar gasit precum si stadiul evolutiv (formad vegetativa sau forma
chistica).
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Diagnosticul in enterobioza (Enterobius vermicularis)

Ciclul biologic al oxiurilor are ca si particularitate procesul de migrare a
femelei 1n pliurile perianale, unde va depune oudle. Deci oudle nu sunt prezente decat
in mod exceptional in materiile fecale si nu pot fi evidentiate in examenul
coproparazitologic. Se practicad metoda NIH sau metoda baghetelor colodionate.

Examenul séngelui periferic pentru diagnosticul malariei

Pentru evidentierea parazitilor din genul Plasmodium se examineaza sangele
in picatura groasa. Lama se coloreazd cu solutie Giemsa si se examineaza la
microscop cu obiectivul de imersie si ulei de cedru.

Avantajul examindrii in picaturd groasd este cd permite examinarea unei
cantitati mari de sdnge concentrate intr-o suprafata restransa.

Imunodiagnosticul reprezinta un diagnostic de prezumtie al infectiei
parazitare, testele serologice utilizate avand diferite grade de sensibilitate si
specificitate. Aceste teste constau in punerea Tn evidenta a anticorpilor sau/si
antigenelor specifice (Echinoccocus granulosus - anticorpi IgG, Taenia solium -
anticorpi 1gG, Toxoplasma gondii — anti ToxolgG si IgM). Testele serologice numai
n cazuri exceptionale sunt atat de sensibile si specifice Tncat pot fi considerate dovezi
suficiente pentru prezenta infectiei parazitare (test pentru detectia anticorpilor
antitoxoplasma). In alte infectii parazitare detectia anticorpilor nu este suficient, ci
este doar un indicator pentru prezenta unei infectii specifice. Tn aceste situatii trebuie
urmarita identificarea directd a parazitului, cu confirmarea prin teste serologice
repetate si prin asocierea caracteristicilor clinice si epidemiologice.
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