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1. Organizarea si functionarea laboratorului de

microbiologie. Norme de protectie a muncii specifice
unui laborator de microbiologie

Stabilirea existentei microorganismelor patogene sau saprofite in produsele patologice,
izolarea, identificarea si studiul biologiei acestora se realizeazd 1n laboratoare de
microbiologie. Diferentierea microbiologiei in raport cu grupul microbian studiat (bacterii,
virusuri, fungi) sau in raport cu interesul urmarit a determinat profilarea laboratoarelor de
bacteriologie, virusologie, parazitologie, serologie etc.

In functie de aria de investigatii existd laboratoare de microbiologie cu profil diferit, ca de
pilda, cele de microbiologie medicald, a mediului (aer, sol, ape), microbiologie alimentara,
industriala etc.

Laboratorul de microbiologie medicala are rolul de a stabili:
» diagnosticul infectiilor (stabilirea agentului infectios care determina infectia),
» chimioterapia antiinfectioasa cea mai potrivita,
» controlul eficacitatii tratamentelor aplicate,
* depistarea purtatorilor sandtosi de germeni microbieni.

Rolul esential al unui laborator de microbiologie medicald, dintr-un spital consta in stabilirea
diagnosticului etiologic al infectiilor si controlul permanent al potentialului nosocomial in
unitatea sanitara respectiva.

Laboratorului de microbiologie al unui institut de invatamant superior i revine in plus,
sarcina de centralizare a datelor de rezistenta bacteriand din zona geografica aferentd, precum
si de efectuare a testelor de precizie referitoare la mecanismele genetice de transmitere a
rezistentei.

Existd astdzi numerosi specialisti cu o pregatire nemedicald capabili de a efectua in mod
corect diferitele teste de laborator. Medicul bacteriolog este insa cel care coreleaza
semnificatia unui izolat in raport cu datele clinice ale pacientului. El trebuie sa fie capabil sa
sugereze clinicianului cele mai eficiente teste de investigare si sa se asigure ca eforturile
laboratorului sunt canalizate in directia optima. Trebuie sa fie implicat ]n politica de
antibiotice utilizate In diversele sectoare clinice, fapt benefic atat pentru pacient, cat si pentru
prevenirea raspandirii speciilor de germeni rezistenti in spital sau in afara acestuia.

Reusita unui diagnostic microbiologic si o conduitd terapeuticd corectd necesitd o bund
colaborare intre diversele specialitati medicale (microbiologie, epidemiologie, specialitati
clinice).

Pentru ca activitatea laboratorului de microbiologie sa fie eficientd, trebuie indeplinite 4
conditii:

e competenta medicului microbiolog, care se rezuma nu numai la cunoasterea biologiei

eqe v,

fiziologie, fiziopatologie si patologie umana care sa-1 permita coroborarea constructiva
a datelor anamnestice si clinice cu cele obtinute in laborator. Medicul microbiolog
trebuie de asemenea sa aiba cunostinte in domeniul chimioterapicelor antiinfectioase,



precum si a farmacodinamicii acestora, pentru a putea recomanda o chimioterapie
antiinfectioasa eficienta si corecta in acelasi timp;

competenta medicului clinician care trebuie sa aiba cunostinte generale de
microbiologic si a interpreta corect rezultatele acestuia. De asemenea, medicul curant
trebuie sa fie perfect informat asupra probelor biologice care se recolteaza in diverse
situatii, precum si cu privire la modul de recoltare si transportul materialului biologic,

competenta personalului mediu calificat in activitatea specifica laboratorului de
microbiologie. In tirile UE existi o categorie socio-profesionald de analisti
microbiologi cu o scolarizare postliceald de 2 ani pe diversele specialitati de laborator.
In tara noastrd exista asistentii de laborator, cu studii postliceale sau universitare.
Acest personal are rolul de a efectua activitatea practica din laborator al carei rezultat
final este identificarea tuturor germenilor existenti intr-un produs. Medicului specialist
Ti revine sarcina de a interpreta rezultatele, de a implica sau nu etiologic germenii
evidentiati si de a stabili in functie de antibiograma si particularitatile fiecarui pacient
n parte, chimioterapicul cel mai potrivit.

dotarea materiald. Alegerea, exploatarea si Intretinerea corespunzatoare a aparaturii de
laborator sunt conditii esentiale in stabilirea unui diagnostic microbiologic corect §i a
efectuarii unei activitati de calitate.

1.1. Dotarea materiala

Ca orice laborator, si cel de microbiologie trebuie sa aiba un spatiu potrivit astfel Tncat
activitatea sd se poata desfasura in conditii optime de la primirea probelor pana la eliberarea
rezultatelor.

1. inciperi adecvate:

camera pentru primirea §i inregistrarea probelor,

camere de lucru (numadrul lor depinde de complexitatea laboratorului, numarul si
varietatea probelor lucrate zilnic). Tntr-una din camerele de lucru existdi o boxa.
Aceasta este un spatiu inchis, separat de restul incaperii prin pereti de sticla, sterilizat
prin ultraviolete, care asigura un plus de siguranta lucrului aseptic. Se utilizeaza, de
pilda, la repartizarea sangelui destinat prepardrii mediilor de culturd, prelucrarii
produselor patologice cu contagiozitate deosebita, a produselor ce contin spori etc.,

camera pentru prepararea mediilor de cultura (in prezent majoritatea laboratoarelor isi
comanda medii gata turnate)

camera pentru spalarea recipientelor care contin material infectios,
camera de sterilizare,

depozitul de materiale,

depozitul de reactivi si medii de cultura (sau camera frigorifica),
grup sanitar.



2. Instalatii adecvate

apa curenta rece si calda, curent electric, canalizare,
combustibil gazos,

instalatie de gaze (azot) pentru anaerobioza.

3. Mobilier necesar

mese de lucru placate cu un material lavabil, neabsorbant, rezistent la actiunea
agentilor dezinfectanti, usor de curatat si dezinfectat (care pot fi prevazute cu sertare),
cu suprafata suficient de mare pentru a se asigura spatiul necesar activitatilor specifice,

scaune,

dulapuri (pentru materialul steril, pentru reactivi si coloranti).

4. Microscoape

Laboratorul trebuie sa fie dotat cu microscoape performante deoarece microscopia este primul
pas in diagnosticul bacteriologic. Tipurile de microscoape utilizate Tn mod curent sunt cel cu
fond luminos, cu fond intunecat, cu contrast de faza si cu lumina UV.

5. Consumabile de laborator

lame pentru microscopie: obisnuite sau speciale (cu grosime sub 1 mm, cu marginile
slefuite, din sticla nefluorescenta sau speciale pentru fluorescentd), lamele;

eprubete de diferite dimensiuni;

pipete gradate, pipete de plastic de unica folosinta, pipete automate (cu volum fix sau
reglabil, cu o precizie mare §i care permit pipetarea unor cantitdfi de ordinul 5, 10, 30,
50 microlitri), la care se pot adapta distribuitoare cu mai multe varfuri prin intermediul
carora se pot pipeta cantitdti egale de reactivi simultan in mai multe godeuri ale unei
placi;

tuburi de sticld din care se confectioneaza in laborator pipete Pasteur (pipete
negradate, efilate). Aceste pipete au larga utilizare in laboratorul de microbiologie
fiind utile in efectuarea frotiurilor, insdmantarilor produselor lichide si In general
oricarei pipetari in care nu este importanta o cantitate fixa, determinata de lichid,;

baloane, flacoane,cilindri gradati, pahare specifice laboratorului de bacteriologie,
tuburi de centrifuga,
baghete de sticla,

placi petri (placute din plastic, de unica folosintd, necesare cultivarii produselor
patologice pe mediile de cultura adecvate).

6. Instrumentarul de laborator

becuri de gaz la care se executd flambarea. Tipul cel mai frecvent folosit este becul
Bunsen care utilizeaza drept combustibil metanul sau butanul. Temperatura flacarii
este n jur de 700-1000°C;



anse bacteriologice drepte, cu bucla, calibrate. Ele sunt utilizate la insamantari,
repicari si la efectuarea frotiurilor. Se folosesc anse de nichel-crom (care se flambeaza
la fiecare utilizare) sau din material plastic, de unica utilizare;

seringi din material plastic de diferite dimensiuni, de unica folosinta.

lupe simple, lupe binoculare pentru studiul caracterelor culturale si lupe ecran cu
sistem de iluminare pentru numaratoarea coloniilor bacteriene de pe medii solide;

pense, foarfece, bisturie, stative pentru eprubete de diferite dimensiuni, trepiede, site
de azbest, cosuri de sarma, tavi emailate etc.;

truse si baie de coloranti pentru colorarea frotiurilor;

recipiente si containere utilizate pentru colectarea, ambalarea, transportul, tratarea si
eliminarea finala a deseurilor infectioase sau intepatoare-tdietoare rezultate din
activitatea de laborator.

Figura 1: Recipient deseuri intepatoare-taietoare Figura 2: Cutie incinerare deseuri periculoase

7. Aparatura din laboratorul de microbiologie

autoclavul care serveste la sterilizarea prin caldurd umeda, sub presiune a diverselor
obiecte. Autoclavele sunt diferite din punct de vedere al dimensiunii si gradului de
automatizare. Manevrarea revine unei persoane calificate;

pupinelul, sau cuptorul cu aer cald, destinat sterilizarii prin caldurad uscata a sticlariei
etc.;

filtre sterilizante destinate sterilizarii lichidelor ce nu suportd temperaturi inalte;
lampi bactericide cu UV, destinate sterilizarii suprafetelor si a aerului din Incaperi;

termostate (cutii metalice cu pereti dubli in interiorul carora se mentine o temperatura
constantd). Incalzirea acestora se face electric §i asigurd mentinerea constantd a
temperaturii cu ajutorul unui dispozitiv electric cu reglare automata. Astazi majoritatea



laboratoarelor moderne utilizeazd pentru izolarea bacteriilor termostate cu CO»,
deoarece acestea se dezvolta optim n aceastd atmosfera. Exista i termostate speciale
care creeaza conditii de anaerobioza;

frigiderele sunt necesare pastrarii la 4°C a unor produse biologice destinate
examenului microbiologic, a mediilor de cultura, antibioticelor, vaccinurilor sau chiar
a culturilor microbiene;

congelatoarele cu CO; solid sau azot lichid realizeazd o temperatura de -78°C.
Conservarea tulpinilor in aceste congelatoare este cea mai elegantd metoda de pastrare
a tulpinilor in laborator. Congelatoarele obisnuite, la care temperatura nu depaseste -
12°C, pot fi utilizate pentru conservarea serurilor, dar nu a microorganismelor, care 1si
pierd viabilitatea la aceastd temperatura;

liofilizatorul este un aparat care permite conservarea tulpinilor microbiene prin
desicarea (deshidratarea) lor brusca in vid la -78°C;

baia-Marie este un vas de forma si dimensiuni variabile in care se mentine o
temperaturd constantd, pe o durata de timp, printr-un agent de incalzire lichid (apa
pana la 100°C si uleiul de parafind peste aceastd temperaturd). Este mult utilizata in
serologie deoarece majoritatea tehnicilor prevad timpi de termostatare (intre 55-65°C
in general), la prepararea vaccinurilor, unor medii de culturd sensibile la temperaturi
ridicate, la sterilizarea prin tyndalizare, pasteurizare etc.;

linie completa de analizor ELISA, care permite o varietate foarte largd de diagnostice
microbiologice si imunologice;

centrifuga este un aparat folosit pentru separarea prin sedimentare rapida a particulelor
datorita fortei centrifuge. In laboratorul de bacteriologie se utilizeazi centrifugi care
asigurd 3000 turatii/minut, viteza suficientd pentru sedimentarea bacteriilor si a
elementelor celulare dintr-un produs sau cultura;

balante de precizie diferita:
» balante tehnice la care se cantdresc cantitd{i pana la 10 kg;

» balante farmaceutice la care se cantaresc cantitéti de cel putin 0,01 g;

IR

substante pentru diverse medii de cultura, suplimente etc.;

calculatoare, necesare inregistrarii, prelucrdrii si stocdrii datelor obtinute prin
investigatiile de laborator. Pastrarea acestor rezultate intr-o baza de date le
reactualizeaza 1n orice moment, ceea ce permite urmarirea evolugiei pacientilor de-a
lungul timpului. De asemenea, este importantd inregistrarea sensibilitatii la
chimioterapice antiinfectioase a tulpinilor circulante pentru a putea urmari comparativ
(prin programe de tipul Whonet) evolutia instalarii rezistentei la antibiotice in

respectivul spital, dar si in alte unitati sau zone geografice;

creioane de scris pe sticla, hartie, detergenti, dezinfectante, sapun lichid, prosoape de
hartie).
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1.2. Norme de protectia muncii in activitatea unui laborator de
microbiologie
Activitatea laboratorului trebuie astfel dirijata incat sa se realizeze un circuit de lucru de la

primirea sau prelevarea produselor biologice pana la obtinerea rezultatelor, astfel Incat sa se
excluda erori ce deriva din neatentia sau nepregatirea personalului.

ege v,

medical care prelucreaza produsele, sau de transmitere a unei infectii la alte persoane.

1.2.1. Masuri obligatorii

1. Purtarea materialului de protectie: halat, manusi, masca.

2. Repartizarea judicioasd a aparaturii si materialelor de laborator pentru a se realiza o
economie in miscari, prin excluderea deplasarilor inutile.

3. Prevenirea defectiunilor sau accidentelor prin:
* pregatirea materialului de rezerva,

* notarea corespunzatoare a tuturor produselor, recipientelor utilizate, precum si
in caietul de lucru, etichetarea solutiilor.

4. Manipularea corecta a materialului infectant (la recoltare, examinare, insdmantare,
inoculare etc.) se asigurd prin respectarea normelor de asepsie:

» sub protectia flacarii (la care se sterilizeaza ansele §i gura recipientelor),

* sub masa de lucru se afla cutiile sau ambalajele pentru deseuri infectioase si
deseuri intepdtoare-tdietoare, in care dupd incheierea tehnicii de lucru se
depoziteazd materialul infectios,

» la sfarsitul fiecarei perioade de lucru se spala masa cu solutii dezinfectante
lasandu-le sa actioneze cel putin 30°,
* dupa incheierea lucrului se vor spala mainile insistent cu apa si sapun.

5. Se va asigura controlul zilnic al functionarii termostatului, racirea instalatiilor de gaze,
electricitate, fisa de temperatura pentru frigidere.

6. In incaperile unde se lucreaza cu produse contaminate sau culturi microbiene nu se
mananca, nu se fumeaza.

7. Este interzisa asezarea pe masa de lucru a hainelor, servietelor, cartilor.

8. Sterilizarea cu ultraviolete a suprafetelor de lucru si a aerului din incaperi se va face cu
intensitatea si pe durata de timp corespunzatoare normelor de randament optim al lampii.
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1.2.2. Protocol de urgenta in cazul imprastierii deseurilor infectioase in timpul
transportului

Procedura recomandata in caz de imprastiere:
- seizoleaza zona afectata si nu se lasa zona nesupravegheata;
- se foloseste echipament individual de protectie;

* Deseu solid infectios:

- daca este imprastiat in timpul transportului, deseul trebuie colectat in recipiente noi
pentru deseuri infectioase;

* Deseu lichid infectios:

daca este imprastiat in “zone umede” (toalete, bai) se spald zona cu apa din abundenta;

- daca este Imprastiat in “zone uscate” se limiteazd imprastierea si aerosolizarea folosind
imediat servete de hartie sau lavete absorbante pentru a acoperi si colecta lichidul,

- adaugarea unui dezinfectant concentrat dinspre margini spre centrul zonei afectate
contribuie la minimizarea aerosolizarii;

- materialele contaminate se elimina pe circuitul deseurilor infectioase;

- zona accidentului si zonele adiacente se curata si se dezinfecteaza cu o solutie concentrata
de dezinfectant, se lasa sa actioneze cca 5-10 min., apoi se spald dupd procedurile obisnuite;

NOTA:

- cand existd un risc crescut de expunere la aerosoli, se pardseste imediat aria, se izoleaza si
se interzice accesul 1n zona;

- se revine la locul accidentului pentru interventie dupa depunerea aerosolilor (minim 30
min.);

ATENTIE:

- se foloseste echipament de protectie - mdanusi de unicd utilizare, masca, ochelari de
protectie, halat - pe toatd durata procedurii;

- materialele folosite vor fi eliminate prin depozitarea in recipientul pentru deseuri
medicale periculoase si in recipientul pentru deseuri medicale intepatore-taietoare;

- este informat superiorul responsabil despre incident;
Trusa de interventie:

- recipient pentru deseuri infectioase, recipient pentru deseuri medicale iIntepatoare-
tdietoare, o cantitate suficientd de prosoape de hartie / lavete, pensa pentru colectarea
deseurilor de sticla spartd, solutie detergent-dezinfectant.

12



1.2.3. Protocol de urgenta in cazul imprastierii sangelui sau a secretiilor
Procedura recomandata in caz de imprastiere a sangelui sau a secretiilor:

*  Imprastieri mari:

se izoleazd zona afectatd pentru a preveni tranzitul persoanelor neautorizate;

- se acoperd suprafata contaminata cu lavete / prosoape de hartie;

se toarna deasupra acestora solutie dezinfectanta (timp de actiune 5-10 minute);

- se indeparteaza toate resturile, avand grija ca cioburile de sticla sa fie indepartate cu un
cleste sau pensa si plasate in recipientul special pentru deseuri taietoare-intepatoare;

- deseurile moi, inclusiv materialele folosite pentru a curdta zona, se colecteaza in recipient
pentru deseuri infectioase;

- zona contaminata si curdtatd se trateazd cu dezinfectant concentrat si apoi se spala cu apa
si detergent;

*  Imprastieri mici:
- se curdtd zona cu lavete absorbante sau cu prosoape de hartie imbibate in solutie

dezinfectanta concentrata;

- se spald cu apa si detergent;

ATENTIE:

- se foloseste echipament de protectie - manusi de unica utilizare, masca, ochelari de
protectie, halat - pe toata durata procedurii;

- toate materialele folosite vor fi eliminate prin depozitarea in recipientul pentru deseuri
medicale periculoase;

- este informat superiorul responsabil despre incident.
Trusa de interventie:

- recipient pentru deseuri infectioase, o cantitate suficienta de prosoape de hartie /
lavete, pensa pentru colectarea deseurilor de sticla sparta, solutie detergent-dezinfectant.
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2. Sterilizarea

Sterilizarea este una din marile realizari ale microbiologiei, deoarece introducerea ei in
practica medicald curentd a influentat evolutia specialitatilor cu profil chirurgical,
epidemiologia bolilor infectioase, igiena si aproape toate celelalte specialitati medicale.

Cuvantul “steril” isi are originea in limba latinad si se traduce prin “neroditor”. Sterilizarea,
care este un termen absolut, cuprinde ansamblul de tehnici fizice si chimice care elimina toti
germenii viabili (bacterii, spori, fungi, virusuri, parazifi) de pe suprafata sau interiorul unui
corp. Un obiect steril este deci lipsit de orice formd de viatd. Criteriul de verificare a
sterilitatii consta in pierderea capacitatii de multiplicare a microorganismelor atunci cand sunt
introduse ntr-un mediu favorabil. Sterilizarea nu presupune numai inlaturarea completa a
microorganismelor, ci §i prevenirea recontaminarii obiectelor sterilizate.

In alegerea metodei de sterilizare trebuie sa tinem seama de calitatile fizice si chimice ale
materialului supus sterilizarii, precum si de sensibilitatea microorganismelor, care este diferita
fata de diversii agenti sterilizanti.

Fata de actiunea caldurii umede, de pilda, microorganismele prezinta 4 grade de rezistenta :

e gradul 1 de rezistentd cuprinde : bacteriile vegetative, ciupercile si virusurile. Ele sunt
distruse, cu unele exceptii (virusul hepatitei B), in mediu apos la temperaturi in jur de
100°C in cateva minute.

e gradul 2 cuprinde sporii speciilor din genul Bacillus (B.anthracis, B.subtilis),

e gradul 3 cuprinde speciile din genul Clostridium (bacilul tetanic, botulinic si bacilii
gangrenei gazoase),

e gradului 4 i apartin sporii bacteriilor termofile ale caror forme vegetative se Inmultesc
la o temperatura de peste 50°C. Acesti spori sunt capabili de o supravietuire de chiar
30" la 134°C, dar sunt lipsifi de importantda medicala datorita temperaturii de
multiplicare.

Fata de agentii chimici, sporii sunt mult mai greu de inlaturat decat formele vegetative ale
bacteriilor. Alegerea unui antiseptic sau dezinfectant presupune cunoasterea precisa a
rezistentei microorganismelor posibil prezente, precum si a concentratiei active a substantelor
respective.

n procesul de sterilizare trebuie avute Tn vedere anumite reguli generale:

- dispozitivele si materialele de unicd folosintd nu vor fi niciodatd reprocesate in
vederea reutilizarii,

- toate dispozitivele medicale si materialele care urmeaza a fi sterilizate trebuie curatate
prin metode fizice si dezinfectate inainte de a fi supuse unui proces de sterilizare
standardizat,

- organizarea activitatilor propriu-zise de sterilizare, precum si a activitatilor conexe
(curatarea, dezinfectia si impachetarea, stocarea si livrarea) va tine cont de necesitatea
respectarii circuitelor functionale. Este interzisd realizarea acestor activitati in alte
spatii decat cele destinate acestor operatiuni.

Statia centrald de sterilizare din unitatile sanitare de orice tip trebuie sa fie amenajata intr-un
spatiu special destinat, cu separarea completa a circuitului steril de cel nesteril.
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2.1. Clasificarea metodelor de sterilizare

A. Metode fizice:

1. sterilizarea prin caldura umeda — la autoclav

2. sterilizarea prin caldura uscata — la pupinel / etuva
B. Metode fizico-chimice:

1. sterilizarea cu oxid de etilena

2. sterilizarea cu plasma.

A. Metode fizice:

1. Sterilizarea prin caldura umeda — la autoclav, cu aburi sub presiune, este metoda de
electie (daca dispozitivul medical suporta aceasta procedurd) si se realizeaza la o temperatura
de 121°C, timp de 30 min. si la 1 atm. Datele sunt doar orientative (la fixarea timpului se va
tine cont de marimea obiectelor, de grosimea peretilor lor etc.).

Existd mai multe tipuri de autoclave, dar indiferent de detaliile tehnice, ele au aproximativ
acelasi principiu de functionare.

Indicatiile sterilizarii la autoclav:
* materialul infectios din laborator (saci cu infecte),
* medii de cultura,
* tampoane de vata,
+ obiecte din cauciuc (sonde, dopuri, tuburi de dren),
* materiale din bumbac (tifon, vata, campuri operatorii, halate).

Existd si asa numitele autoclave “flash”, care se utilizeazd mai ales 1n sdlile de operatie,
deoarece sterilizarea se efectueazd la 134°C timp de 4 minute, instrumentele fiind in scurt
timp utilizabile. La aceste autoclave atat aerul precum si vaporii de apd sunt indepartati
mecanic.

Trebuie respectate instructiunile de utilizare din cartea tehnicd a aparatului, cu privire la
temperatura, presiunea si timpul de sterilizare recomandate de producator, in functie de
tipurile de materiale de sterilizat ambalate. Presiunea, temperatura si timpul de sterilizare
reprezintd valori de sigurantd pentru eficacitatea sterilizarii in functie de aparat.
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Figura 3: Tipuri de autoclave (a. Autoclav automat cu vacuum fractionat)
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2. Sterilizarea prin calduri uscata - la pupinel / etuva se face la 180°C timp de 1 ora sau la
160°C - doud ore, asigurindu-se astfel carbonizarea formelor vegetative, precum si ale
sporilor tuturor microorganismelor. Temperatura de 180°C/160°C este necesara, deoarece
caldura uscata are o putere de patrundere mai redusa. Obiectele se scot din aparat dupa racirea
aerului din interior sub 100°C.
Indicatiile sterilizarii la pupinel:

» sticlaria de laborator: eprubete, baloane, tuburi, pipete gradate, pipete Pasteur, cutii

petri, palnii, pahare Berzelius etc.,

* Obiecte din portelan: mojare, capsule,

* instrumentar chirurgical si stomatologic,

« unele pulberi: talc, uleiuri (parafina).

Nu sterilizim la pupinel: solutii apoase, obiecte din cauciuc, tesaturi si fibre din bumbac,
materialul contaminat din laborator.

Ciclul complet de sterilizare la pupinel cuprinde urmétoarele faze:

a) faza de incalzire a aparatului (intervalul de timp dintre momentul pornirii aparatului si
cel al inceperii cresterii temperaturii), durata depinde in functie de aparat;

b) faza de latenta sau omogenizare (intervalul de timp in care are loc propagarea si
cresterea temperaturii pentru atingerea temperaturii de sterilizare 1in cutiile
metalice/pachetele din cosuri), durata fiind in functie de aparat, de natura si de
cantitatea materialului de sterilizat;

c) faza de sterilizare, durata fiind in functie de temperatura: 180°C timp de 1 ora sau la
160°C - doua ore;

d) faza de racire (durata fiind in functie de aparat, natura si cantitatea materialului de
sterilizat).

Un ciclu complet de sterilizare dureaza aproximativ 4-5 ore. Timpul de sterilizare se masoara
din momentul atingerii temperaturii de sterilizare in interiorul incarcaturii.

Figura 4: Pupinel (sterilizator Memmert)
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B. Metode fizico-chimice:
1. Sterilizarea cu oxid de etilena (ETO)

Oxidul de etilena este un gaz incolor, toxic, alergizant, iritant si poate forma cu aerul un
amestec exploziv, ceea ce permite utilizarea lui numai in conditii riguros controlate.

Bacteriile sunt omorate prin actiunea oxigenului din molecula oxidului de etilen (CH2OCH?2).
Oxidul de etilena are actiune sterilizanta la temperaturi relativ scazute (20-60°C) si are putere
penetranta rapida asupra diverselor materiale sintetice termoplastice.

Indicatiile sterilizarii cu ETO: obiecte din material plastic, impachetate ermetic in pungi de
plastic.

Avand in vedere riscul toxic pentru personalul statiei de sterilizare, pentru cei care
manipuleaza sau pentru pacientii la care se utilizeaza obiectele sterilizate cu oxid de etilena
(ETO este absorbit de multe materiale, din acest motiv, dupa sterilizare, elementul trebuie sa
fie aerisit pentru a elimina ETO rezidual), aceastd metoda trebuie utilizatd doar atunci cand nu
exista alte mijloace de sterilizare.

Utilizarea ETO este interzisa in urmatoarele cazuri:

- sterilizarea materialului medico-chirurgical a carui compozitie nu este cunoscuta sau
in urgenta,

- resterilizarea echipamentului medical constituit din parti de policlorura de vinil
sterilizat initial cu radiatii ionizante sau raze gamma,

- inincdperile unde se fumeaza (aceste incdperi trebuie ventilate in permanenta direct cu
aer proaspat din exterior).

2. Sterilizarea cu plasma cu gaz — utilizeaza ca agent de sterilizare in principal peroxidul de
hidrogen. Reprezintd o tehnologie noua de sterilizare care se utilizeaza pentru sterilizarea
instrumentarului care nu suportd autoclavarea.

Plasma reprezinta o a patra stare de agregare a materiei, fiind constituita din ioni, electroni si
particule neutre (atomi sau molecule), intre care se manifesta interactiuni electromagnetice si
care la nivel macroscopic este electric neutrd. Poate fi considerata ca fiind un gaz total sau
partial ionizat, per ansamblu neutru din punct de vedere electric. Totusi, este considerata ca o
stare de agregare distinctd, avand proprietdti specifice. Temperatura plasmei obtinute in
laborator poate lua valori diferite pentru fiecare tip de particuld constituentd. De asemenea,
aprinderea plasmei depinde de numerosi parametri (concentratie, camp electric extern), fiind
imposibild stabilirea unei temperaturi la care are loc trecerea materiei din stare gazoasd in
plasma. Datorita sarcinilor electrice libere, plasma conduce curentul electric si este puternic
influentata de prezenta campurilor magnetice externe.
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2.2. Pregatirea materialelor pentru sterilizare

Pregatirea materialelor, a dispozitivelor, a instrumentelor si a echipamentelor medico-
chirurgicale pentru sterilizare se face In spatii bine precizate si dotate corespunzator,
cuprinzand 6 etape distincte:

a) Decontaminarea materialelor

Se efectueazd manual, imediat dupa utilizarea acestora (la sfarsitul oricarei operatiuni sau
manevre medicale) si cat mai aproape de locul in care au fost folosite, pentru a evita pe cat
posibil contaminarea mediului de spital si uscarea resturilor proteice.

Procesul de decontaminare se realizeaza prin imersia dispozitivelor utilizate in solutie de
detergent-dezinfectant, acesta avand atat o actiune de inmuiere si detasare a murdariei, cat si o
actiune dezinfectanta.

Recomandari:

- transportul materialelor contaminate in zona de decontaminare trebuie realizat astfel
incat sa se evite contaminarea mediului de spital, iar personalul medical, pacientii si
vizitatorii s nu fie expusi la microorganismele localizate pe aceste articole,

- materialele si dispozitivele medicale care nu suportd imersare se vor sterge cu atentie,

- se utilizeaza un produs etichetat ca produs detergent-dezinfectant pentru instrumentar,
avizat de Ministerul Sanatatii,in concentratia si perioada de timp recomandatd de
producator, utilizandu-se cuve cu capac §i gratar, care sa acopere spectrul de actiune
bactericid, fungicid si viruluicid (inactivarea VHB si HIV),

- temperatura solutiei utilizate nu va depasi 55°C, deoarece depdsirea acestei
temperaturi poate produce precipitarea proteinelor si, ca urmare, fixarea lor pe
suportul tratat; Solutia decontaminanta se arunca dupa utilizare.

- etapa de clatire are loc dupa etapa de curdtare-dezinfectie, utilizandu-se un jet de apa
de retea, si presupune eliminarea materiei organice si a murdariei, precum §i
eliminarea oricaror urme de detergent-dezinfectant,

- intretinerea ustensilelor folosite la efectuarea pregatirii materialelor pentru sterilizare
se face dupa fiecare operatiune de curdtare, precum si la sfarsitul zilei de lucru,

- personalul care executa activitatea de curatare si dezinfectie:
o trebuie sa poarte echipamentul de protectie adecvat,
* 53 cunoasca riscurile la care pot fi expuse
* 53 respecte precautiunile universale

- sd cunoascd in orice moment denumirea dezinfectantului utilizat/ data prepararii
solutiei de lucru/ concentratia acesteia si timpul de actiune.

NOTA: Doar un obiect bine curatat va putea fi sterilizat corespunzitor.

b) Uscarea

Instrumentarul, dispozitivele si partile demontate ale acestora se vor aseza pentru scurgere pe
gratare din metal, lemn sau plastic, uscarea facandu-se folosind un prosop curat, fard scame.
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c) Asamblarea

Articolele care au necesitat demontarea unor componente in vederea curatarii si dezinfectarii
lor corespunzatoare, vor fi asamblate cu grija.

d) Lubrefierea

Consta in ungerea (vaselinizarea) instrumentarului sau a echipamentelor medicale, in special a
articulatiilor si a partilor mobile ale acestora.

e) Verificarea

Se verifica:

- daca procesul de curatare a fost efectuat corect,

- integritatea instrumentarului,

- etangeitatea si integritatea pieselor care au necesitat demontarea,

- casoletele si cutiile metalice pentru instrumentar, pentru a nu prezenta deformari, defectiuni
sau urme ale etichetarilor anterioare.

Se face apoi sortarea seturilor de instrumente in vederea impachetarii lor, pentru a fi
sterilizate.

f) Impachetarea

Operatiunile de Tmpachetare (ambalare), in vederea sterilizarii, a instrumentarului si a
echipamentelor medicale, dupd ce acestea au fost sortate, se vor efectua pe o suprafatd curata,
destinata special acestui scop.

Tmpachetarea se poate face in:

e hartie speciala pentru Tmpachetarea instrumentarului sau a materialului textil (pentru
sterilizarea cu abur sub presiune), obligatoriu in doua straturi, astfel incat materialul de
sterilizat sd fie bine Inchis, fard solutii de continuitate; dupa plierea celui de al doilea strat
acesta se inchide cu banda adeziva cu indicator fizico-chimic de virare a culorii;

e pungi/ role hartie plastic fabricate special se utilizeaza pentru:
- sterilizarea cu aer cald sau cu oxid de etilena, avand indicatori fizico-chimici de temperatura;
- sterilizarea cu abur sub presiune, avand indicatori fizico-chimici de temperatura.

Materialul ambalat in hartie speciald sau pungi hartie / plastic se aseaza In cosuri / navete
metalice. Dupd ce a fost incarcat cu instrumentar (truse) sau material textil (pentru o
procedurd) si indicator fizico-chimic "integrator" pungile trebuie sudate/lipite la capatul de
acces. Cosurile /navetele metalice astfel incarcate se introduc in incinta sterilizatorului.

Este interzisd reutilizarea hartiei speciale si a pungilor hartie plastic pentru ambalarea
materialelor in vederea sterilizarii.

e cutii metalice (pentru sterilizarea cu aer cald)
e cutii metalice perforate (pentru sterilizarea cu abur sub presiune)

e casolete perforate cu colier (pentru sterilizarea cu abur sub presiune)
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In cutiile metalice perforate sau cele cu colier se introduce materialul de sterilizat si
indicatorii fizico-chimici adecvati, pentru controlul eficacitatii sterilizarii, apoi se inchide
capacul. Se lipeste banda adeziva cu indicator chimic in vederea fixarii capacului.

Se vor utiliza numai cutii metalice perforate sau casolete perforate cu colier in perfectd stare
(nedeformate, capacul sia se inchida etans, colierul si se muleze perfect pe corpul
casoletei).Este interzisa utilizarea cutiilor metalice neperforate pentru sterilizarea la autoclav.

2.3. Stocarea si mentinerea sterilitatii materialelor dupa
operatiunea de sterilizare

La extragerea materialului sterilizat din sterilizatorul cu abur sub presiune se verifica vizual
integritatea pachetelor ambalate 1n hartie speciala sau in pungi hartie plastic.

Se inchide imediat colierul casoletelor si obturatoarele cutiilor pentru instrumentar, pentru a
asigura protectia sterilitdtii, astfel Tncat sa se evite orice contaminare. Stocarea va trebui sa
indeplineasca anumite criterii:

- loc uscat rezervat acestei folosiri
- gestiunea rotatiei materialelor (primul intrat - primul iesit)
- etangeitatea containerelor cu sterile si conservarea integritatii ambalajului.

Pentru mentinerea sterilitatii materialelor, a instrumentarului si a dispozitivelor medicale care
au fost supuse procesului de sterilizare, este necesar sd se asigure pastrarea acestora in
dulapuri inchise si igienizate corespunzitor. In aceste dulapuri este interzisi depozitarea sau
pastrarea altor materiale. Pentru diminuarea riscului de contaminare a materialului steril,
acesta va fi manipulat cat mai putin si intretinut in perfectd stare de curdtenie.

Durata de valabilitate a materialelor sterile, in conditiile pastrarii lor corespunzatoare, este
urmatoarea:

- cutii metalice perforate sau casolete cu colier - 24 de ore de la sterilizare, cu conditia
mentinerii cutiilor si a casoletelor inchise.

- materialele ambalate Tn pungi hartie-plastic sudate - 2 luni de la sterilizare, cu
conditia mentinerii integritdtii ambalajului (cu exceptia celor pentru care producatorul
specifica o altd perioada de valabilitate, cu conditia mentinerii conditiilor specificate
de acesta).

Dispozitivele medicale si materialele sterilizate se eticheteazd notandu-se data, ora,
sterilizatorul cu aer cald la care s-a efectuat sterilizarea si persoana care a efectuat sterilizarea.

2.4. Controlul sterilizarii

Controlul sterilizarii la autoclav se efectueaza:
1. cu testul de verificare a penetrarii aburului (testul Bowie & Dick);
2. cu indicatorii fizico-chimici;
3. cu indicatorii biologici.
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1. Testul de verificare a penetrarii aburului

Testul de verificare a penetrarii aburului, respectiv testul Bowie & Dick (de unica folosinta),
pentru autoclav este obligatoriu, alaturi de indicatorii fizico-chimici si biologici. Acesta,
numit si test dinamic de eliminare a aerului este un test foarte sensibil folosit pentru
evidentierea aerului rezidual periculos sau a gazelor inerte din camera de sterilizare. Prezenta
acestora Tmpiedica patrunderea corespunzatoare a aburului In zonele respective, ceea ce duce
la periclitarea procesului de sterilizare. Cerneala indicatoare isi schimba culoarea din albastru
in verde inchis spre negru, atunci cand este expusa anumitor parametri de sterilizare.
Schimbarea culorii este completa si uniforma.

NOTA: Evacuarea insuficientd a aerului/gazelor inerte va conduce la o schimbare neuniforma
a culorii.

Pentru documentare se pastreaza hartia folosita pentru test la loc intunecos.

Registrele de evidenta a testului Bowie & Dick si testele Bowie & Dick se pastreazd pe
fiecare sectie unde se efectueaza procedura de sterilizare la autoclav minimum 6 luni. Atat
registrele, cat si testele sunt verificate periodic de cétre serviciul de supraveghere, prevenire si
limitare a infectiilor asociate asistentei medicale (SPIAAM). Orice neconformitate a testelor
Bowie & Dick se anunta imediat.

2. Indicatori fizico-chimici

Indicatorii fizico-chimici pentru controlul sterilizarii se prezinta in mai multe forme:
bandelete, banda adeziva cu indicatori, pungi cu markeri de culoare si etichete indicatoare.

Indicatorii fizico-chimici se plaseaza in fiecare pachet / casoleta si se verifica la deschiderea
fiecarui pachet sterilizat.

Se vor verifica indicatorii de eficienta ai sterilizarii:
- virarea culorii la benzile adezive cu indicator fizico-chimic;

- virarea culorii la indicatorii fizico-chimici ,,integratori®; se poate verifica pentru
materialele ambalate in pungi hartie plastic prin transparenta plasticului. Pentru
materialele ambalate in cutii metalice, verificarea se face de catre utilizatori, la
deschiderea acestora. In situatia in care virajul nu s-a realizat, materialul se consider
nesterilizat si nu se utilizeaza.

Simpla virare a indicatorului fizico-chimic nu garanteaza o sterilizare corectd, folosirea
acestui indicator nefiind suficientd pentru un control eficient al sterilizarii.

In Registrul de evidentd a sterilizdrii se noteazi: data si numarul aparatului de sterilizare
(atunci cand sunt mai multe), continutul pachetelor din sarja si numarul lor, numarul sarjei,
temperatura si presiunea la care s-a efectuat sterilizarea, ora de incepere si de incheiere a
ciclului (durata), rezultatele indicatorilor fizico-chimici, semnatura persoanei responsabile cu
sterilizarea si care elibereaza materialul steril; in situatia in care se efectueaza inregistrarea
automata se ataseaza diagrama ciclului de sterilizare, observatii, data la care s-au efectuat
intretinerea si verificarea aparatului.

22



3. Indicatori biologici

Indicatorii biologici constau in teste biologice pentru controlul eficacitatii sterilizérii care
contin spori din familia Bacillus stearothermophilus (ATCC® 7953™) si Bacillus atrophaeus
(ATCC® 9372™), care se prezinta sub forma de:

- fiole de plastic termorezistent ce au in interior un strip impregnat cu Geobacillus
stearothermophilus (ATCC® 7953™) pentru sterilizarea la autoclav;

- fiole de plastic care au 1in interior un strip impregnat cu Geobacillus
stearothermophilus (ATCC® 7953™) pentru sterilizarea cu plasma;

- strip impregnat cu Bacillus atrophaeus (ATCC® 9372™) (denumire veche Bacillus
subtilis) pentru sterilizarea cu aer cald (etuva, pupinel).

Efectuarea controlului bacteriologic al sterilizarii la autoclav:

- se utilizeaza indicator biologic cu Geobacillus stearothermophilus (ATCC® 7953™),
Acesta indica indeplinirea tuturor conditiilor pentru efectuarea corecta a sterilizarii
(temperatura, presiune, timp). Un ciclu de sterilizare corect se efectucaza Ia
temperaturi de 121°-134° C.

- indicatorul biologic se introduce intr-un ciclu normal de sterilizare, asezandu-se in
locul cel mai greu accesibil al autoclavului.

- la terminarea procesului de sterilizare fiola se lasa 10 minute sd se raceascd, pentru a
evita riscul spargerii ei.

Efectuarea controlului bacteriologic al sterilizarii cu caldura uscati (etuva / pupinel) se
efectueaza:

- se utilizeaza indicatori biologici impregnati cu Bacillus atrophaeus (ATCC® 9372™),
preparati industrial, care contin 106 UFC,

- se plaseaza cel putin 2 indicatori biologici in fiecare sarja verificatd, cel putin o datd pe
saptamana; se realizeaza ciclul complet de sterilizare,

In cazul testelor pozitive se anunta imediat firma de service pentru revizia aparatului. Daca
revizia efectuatd de personal tehnic specializat constata probleme tehnice in functionarea
aparatului sau indicatorii biologici sunt in mod repetat neconformi, etuva/pupinelul/autoclavul
nu se mai utilizeaza pana la remedierea problemelor tehnice.

- indicatorii biologici pozitivi (cu crestere bacteriand), dupa Inregistrare vor fi sterilizati in
maximum 24 de ore de la pozitivarea lor.

Acestea sunt normele si metodele aflate in vigoare in tara noastra. in alte state se utilizeaza si
alte metode de sterilizare (sterilizarea cu radiatii gamma emise de Co radioactiv, sterilizarea
cu ozon, cu vapori de formaldehida etc.).
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3. Antiseptice si dezinfectante

3.1. Definitii

Decontaminarea reprezintd orice proces utilizat pentru indepartarea si distrugerea
microorganismelor si include: curatarea, dezinfectia si sterilizarea.

Curatarea - etapa preliminard obligatorie, permanentd si sistematicd 1n cadrul oricérei
activitati sau proceduri de indepartare a murddriei (materie organicd si anorganicd) de pe
suprafete (inclusiv tegumente) sau obiecte, prin operatiuni mecanice sau manuale, utilizandu-
se agenti fizici si/sau chimici, care se efectueaza in unitatile sanitare de orice tip, astfel Tncat
activitatea medicala sa se desfasoare n conditii optime de securitate;

De regula este urmata de dezinfectie sau dezinfectie si sterilizare

Dezinfectia - procedura de distrugere a majoritatii microorganismelor patogene sau
nepatogene de pe orice suprafete (inclusiv tegumente), utilizdndu-se agenti fizici si/sau
chimici;

In raport de actiunea substantei dezinfectante, dezinfectia poate fi:

- dezinfectie de nivel inalt - realizeazd distrugerea bacteriilor in forma vegetativa, a
fungilor, a virusurilor, a micobacteriilor si a majoritatii sporilor bacterieni; aceasta
forma de dezinfectie se poate aplica si dispozitivelor medicale reutilizabile, destinate
manevrelor invazive, si care nu suporta autoclavarea;

- dezinfectie de nivel intermediar (mediu) - realizeaza distrugerea bacteriilor in forma
vegetativa, a fungilor, a micobacteriilor si a virusurilor, farda actiune asupra sporilor
bacterieni;

- dezinfectie de nivel scidzut - realizeaza distrugerea majoritatii bacteriilor in forma
vegetativa, a unor fungi si a unor virusuri, fard actiune asupra micobacteriilor, sporilor
de orice tip, virusurilor neanvelopate si a mucegaiurilor.

Germicidele sunt substante care distrug microorganismele, dar nu neaparat si sporii
bacterieni. Efectul lor poate fi bactericid, bacteriostatic, sporicid, tuberculocid, fingicid si
virucid. Ele se impart in:

- antiseptice — utilizate pentru tesuturi vii (tegumente, mucoase, plagi), ele fiind mai
putin toxice pentru organismul uman;

- dezinfectante — substante puternic bactericide la concentratii relativ scazute, dar
datorita efectului toxic sau iritant asupra tesuturilor umane, se utilizeaza doar pentru
obiecte si suprafete. Uneori, aceeasi substanta (ex. Cloramina B) poate fi antiseptic sau
dezinfectant, in functie de concentratia utilizata.

Biofilm - un strat subtire de microorganisme care aderd puternic la suprafete organice sau
anorganice si care este foarte rezistent la unele substante biocide.

Sterilizarea - operatiunea prin care sunt distruse toate microorganismele inclusiv sporii
bacterieni (in functie de metoda de sterilizare utilizatd) de pe obiectele contaminate, rezultatul
acestei operatiuni fiind starea de sterilitate.
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3.2. Curatarea

Pentru curatare se utilizeaza numai maturatul sau periatul umed (manual sau automat). Nu se
recomanda maturatul uscat sau scuturatul in incaperi, locuri circulate sau aglomerate.

Curatarea se realizeazd cu ustensile, materiale de intretinere si produse de curatenie,
respectandu-se urmatoarele reguli:

- se aplicd instructiunile si recomandarile producatorului, cu respectarea concentratiei,
timpului de contact si a duratei de utilizare a solutiilor;

- se utilizeaza in ambalajul original;

- daca produsele dezinfectante nu se utilizeaza ca atare, ele necesitand dilutii, solutia se
face in cantitatea necesara si se utilizeaza imediat; solutiile se prepara cu ajutorul unui
sistem de dozare gradat;

- daca solutia nu se foloseste imediat, recipientul se eticheteazd cu: denumire,
concentratia de utilizare, data prepararii si data expirarii;

- este interzis amestecul mai multor produse;

- se poartd obligatoriu echipamentului de protectie si se aplicd normele specifice de
protectie a muncii;

- personalul care utilizeaza in mod curent substantele de curdtare / dezinfectie trebuie
instruit cu privire la noile proceduri sau la noile produse.

Pentru toate suprafetele (paviment, pereti, mobilier, ferestre, usi, calorifere, obiecte sanitare
etc.) se vor respecta urmatoarele etape:

- curatare
- spalare cu apa calda si detergent-dezinfectant
- clatire.

Se recomanda ca operatiunile de curitenie sa inceapa cu inciperile sau zonele mai putin
contaminate. In fiecare incipere se incepe cu curitarea obiectelor mai putin murdare si
se termina cu obiectele murdare (cosul de gunoi si vasul de toaleta).

3.3. Dezinfectia

Dezinfectia este procedura care se aplicd numai dupa curdtare si este urmatd de clatire, dupa
caz. Exceptia este reprezentata de situatia in care suportul care trebuie tratat a fost contaminat
cu produse biologice. In aceasta situatie prima etapa este de dezinfectie, apoi se realizeaza
curdtarea urmata de inca o etapd de dezinfectie si clatire, dupa caz.

In orice activitate de dezinfectie se aplici masurile de protectie a muncii, conform
prevederilor legislatiei in vigoare, pentru a preveni accidentele si intoxicatiile.

- Dezinfectia prin cidldura uscatd sau flambarea este utilizata exclusiv in laboratorul
de microbiologie (pentru flambarea anselor de nichel-crom sau a gatului flacoanelor
de sticla).

- Dezinfectia prin cildurd umeda se utilizeaza numai in cazul spalarii automatizate a
lenjeriei si a veselei, cu conditia atingerii unei temperaturi de peste 90 grade C.
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- Dezinfectia cu raze ultraviolete este indicatd in dezinfectia suprafetelor netede si a
aerului in boxe de laborator, sali de operatii, alte spatii Inchise, pentru completarea
masurilor de curatare si dezinfectie chimica.

Aparatele de dezinfectie cu raze ultraviolete, autorizate conform prevederilor legale n
vigoare, sunt insotite de documentatia tehnica, ce cuprinde toate datele privind caracteristicile
si modul de utilizare si de intretinere al aparatelor, pentru a asigura o actiune eficace si lipsita
de nocivitate. Se va Intocmi evidenta orelor de functionare pentru lampile de ultraviolete.

- Dezinfectia prin mijloace chimice se realizeaza prin utilizarea produselor biocide.

Produsele biocide utilizate pentru dezinfectie in unitatile sanitare se incadreaza in grupa
principald I, tip de produs 1 si 2, conform prevederilor Regulamentului UE.

Produsele biocide tipul 1 sunt utilizate pentru:
- dezinfectia igienica a mainilor;
- dezinfectia pielii intacte.

Produsele biocide tipul 2 sunt utilizate pentru:
- dezinfectia suprafetelor;

- dezinfectia manuald a dispozitivelor medicale, dezinfectia prin imersie, dezinfectia la
masini automate;

- dezinfectia lenjeriei / material moale.

In unitatile sanitare, in afara produselor tip 1 si 2, se mai utilizeaza si produse biocide tip 4, 14
si 18 (mentinerea igienei in zona de distributie si preparare a alimentelor sau cele utilizate in
activitatile de deratizare si pentru actiunile de dezinsectie).

In functie de eficacitate, de timpul de contact si de concentratia utilizatd, nivelurile de
dezinfectie sunt:

- dezinfectie de nivel inalt;
- dezinfectie de nivel intermediar;
- dezinfectie de nivel scazut.

Este obligatorie respectarea concentratiilor si a timpului de contact specificate in avizul
produsului.

Etapele dezinfectiei de tip inalt aplicate instrumentarului care nu suporta autoclavarea sunt:
- dezinfectie, cel putin de nivel mediu;
- curatare;
- dezinfectie de tip Tnalt prin imersie;
- clatire cu apa sterila.

Solutia chimica utilizata pentru dezinfectia inalta se va folosi maximum 48 de ore sau 30 de
cicluri de la preparare, cu conditia mentinerii in cuve cu capac.

In cazul solutiilor pentru care producitorul indici mai mult de 30 de cicluri de dezinfectie sau
un termen de valabilitate mai mare de 48 de ore, dupd expirarea termenelor de valabilitate,
este obligatorie testarea concentratiei solutiei cu benzi indicatoare speciale la Tnceputul
fiecarei proceduri.

Procedurile de dezinfectie inalta sunt inregistrate in Registrul de dezinfectie inalta.
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Criteriile de alegere corecta a dezinfectantelor sunt urmatoarele:

- spectrul de activitate adaptat obiectivelor fixate;

- timpul de actiune;

- 1in functie de sectia in care sunt utilizate, dezinfectantele trebuie sa aiba eficienta si in
prezenta substantelor interferente: sange, puroi, voma, diaree, apd dura, materii

organice;

- sa aiba remanenta cat mai mare pe suprafete;

- sa fie compatibile cu materialele pe care se vor utiliza;

- gradul de periculozitate (foarte toxic, toxic, nociv, coroziv, iritant, oxidant, foarte
inflamabil si inflamabil) pentru personal si pacienti;

- sa fie usor de utilizat;

- sa fie stabile in timp;

- natura suportului care urmeaza sa fie tratat;

- riscul de a fi inactivat de diferite substante sau conditii de mediu, asa cum este
prevazut in fisa tehnica produsului;

- sa fie biodegradabile 1n acord cu cerintele de mediu.

Tabelul nr. 1: Clasificarea si proprietatile unor substante dezinfectante (dupa C H.
Collins si colab., 1989)

Activa fata de Inactivate de Toxicitate
Substante _ [Bacterii Mico- . . Alte Apa Deter-|. . Cai
Fungi ..|Spori [Proteinesubstante < . |Piele|Ochi ) ..
G +| G- [Pacterii ~ldura| genti respiratorii
- arganice
Fenoli +++ [ 4+ - + ++ + C + + -
Hipocloriti + +++ [+ ++ +++ + + C + + +
Alcooli - Rl o o I S S B + + + - + +
Formaldehida +++ [ A [ + + + - + + +
Glutaraldehida +++ [+ 4+ H++** NP + + - + + +
lodofori ++H+ A + +++ + + A + +
Compusi cuat_ernarl + I ) ) et ot el A N . )
de amoniu

* = peste +0°C
** = peste 20°C

+++ = bun

++ = mediu

NP = neprecizat

G =Gram
C = cationic
A = anionic
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Figura 5: flacoane cu diverse dezinfectante: a. HMI Scrub NP — Antiseptic igienic, chirurgical prin
frecare, b. Anios Oxy'Floor — dezinfectant detergent de nivel inalt pentru suprafete, c. Desderman Pure
Gel — solutie cu alcool pentru dezinfectia igienica si chirurgicala a mainilor

Reguli generale de practica ale dezinfectiei:

dezinfectia completeaza curdtarea, dar nu o suplineste si nu poate inlocui sterilizarea
sau dezinfectia de tip Tnalt in cazul dispozitivelor termosensibile;

pentru dezinfectia in focar se utilizeaza dezinfectante cu actiune asupra agentului
patogen incriminat sau presupus;

utilizarea dezinfectantelor se face respectandu-se normele de protectie a muncii, care
sa previna accidentele si intoxicatiile;
personalul care utilizeaza in mod curent dezinfectantele trebuie instruit cu privire la

noile proceduri sau la noile produse dezinfectante;

in fiecare incdpere in care se efectueaza operatiuni de curatare si dezinfectie trebuie sa
existe Tn mod obligatoriu un grafic zilnic orar, in care personalul responsabil va
nregistra tipul operatiunii, ora de efectuare si semnétura;

personalul trebuie sd cunoasca denumirea dezinfectantului, data prepararii,
concentratia solutiei de lucru, precum si timpul de actiune.

Alegerea metodei de dezinfectie si/sau sterilizare pentru suprafete, instrumentar si
echipamente trebuie sa tina cont de categoria din care acestea fac parte: noncritice, semicritice
si critice.

Suprafetele, instrumentarul si echipamentele sunt clasificate dupa cum urmeaza:

Critice - cele care vin in contact cu tesuturile corpului uman sau penetreaza tesuturile,
inclusiv sistemul vascular, in mod normal sterile. Aceste dispozitive trebuie sterilizate.

e Exemple: instrumentarul chirurgical, inclusiv instrumentarul stomatologic,
materialul utilizat pentru suturi, echipamentul personalului din salile de operatii,
campuri operatorii, mesele si tampoanele, tuburile de dren, implanturile, acele si
seringile, cateterele cardiace si urinare, toate dispozitivele intravasculare,
endoscoapele flexibile sau rigide utilizate in proceduri invazive, echipamentul pentru
biopsie asociat endoscoapelor, acele utilizate in neurologie;
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Semicritice - care vin in contact cu mucoase intacte si nu penetreaza bariera
tegumentard, cu exceptia mucoasei periodontale sau pielea avand solutii de
continuitate. Acestea ar trebui sa beneficieze de cel putin dezinfectie la nivel mediu.

o Exemple: endoscoapele flexibile si rigide utilizate exclusiv ca dispozitive
pentru imagistica, laringoscoapele, tuburile endotraheale, echipamentul de anestezie si
respiratie asistatd, diafragmele, termometrele de sticla, termometrele electronice,
ventuzele, varfurile de la seringile auriculare, specul nazal, specul vaginal,
instrumentele utilizate pentru montarea dispozitivelor anticonceptionale; suprafetele
inerte din sectii si laboratoare, stropite cu sange, fecale sau cu alte secretii si/sau
excretii potential patogene.

Noncritice - care nu vin frecvent in contact cu pacientul sau care vin in contact numai
cu pielea intacta a acestuia. Aceste dispozitive trebuie sa fie curatate si trebuie aplicata
o dezinfectie scazuta.

e Exemple: stetoscoape, plosti, urinare, manseta de la tensiometru, specul
auricular, cadrele pentru invalizi, suprafetele dispozitivelor medicale care sunt atinse
si de personalul medical Tn timpul procedurii, orice alte tipuri de suporturi.

Suprafetele inerte, cum sunt pavimentele, peretii, mobilierul de spital, obiectele
sanitare s.a., se incadreaza 1n categoria noncritice.

Rezistenta germenilor la substantele germicide, in ordine descrescdtoare, este urmatoarea:

spori bacterieni

micobacterii

virusuri neanvelopate si mici
fungi

forme vegetative ale bacteriilor

virusuri anvelopate sau de marime medie.

3.3.1. Dezinfectia aerului

Se utilizeaza:

a)

b)

mijloace fizice — lampi cu radiatii UV — nepenetrante - se utilizeaza ca un mijloc de
completare a masurilor de curatenie si dezinfectie, avand o actiune limitata.

mijloace chimice - aplicarea dezinfectantelor se va face prin aerosolizare (nebulizare),
conform indicatiilor producatorului.

3.3.2. Dezinfectia mainilor

Spalarea mainilor face parte din Precautiile Standard si se aplica pentru tot personalul
medico-sanitar, administrativ, pacienti, vizitatori, studenti, elevi, voluntari in vederea
diminudrii riscului de aparitie a infectiilor asociate asistentei medicale.

Mainile constituie principala cale de transmitere pentru numerosi agenti patogeni de la un
pacient la altul, de la personalul de ingrijire la pacient, cat si de la pacient la personalul de
ingrijire. Igiena mainilor trebuie consideratd a fi cea mai importanta procedura de reducere a
transmiterii microorganismelor.
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Mainile detin atat o flord microbiana rezidenta, cat si una tranzitorie.

- Flora microbiand rezidentd, reprezentatd de microorganisme saprofite, nepatogene, ce
constituie flora normald a tegumentului, fiind protectivd si mai putin incriminata in infectiile
asociate asistentei medicale, Tnsd poate contamina cavitdtile sterile (ochiul si tegumentele
lezate).

- Flora microbiand tranzitorie rezultd prin contaminarea ocazionald a mainilor cu
microorganisme, n special din mediul spitalicesc, ce pot coloniza epiderma o perioada
limitatd de timp. Cauzeaza frecvent patologie nosocomiald datorita transmiterii accidentale,
prin contact direct cu pacientul sau indirect, prin intermediul unor mijloace diverse: suprafete,
obiecte, materiale, instrumentar, dispozitive si aparatura medicala, fluide, alimente etc.

Procedurile recomandate pentru dezinfectia mainilor, in functie de nivelul de risc cerut de
activitatea sau operatiunea ce urmeaza a fi efectuata (conform Ordinului M.S. nr. 961/2016):

Tabelul nr. 2: Tipuri de proceduri si indicatii pentru dezinfectia mainilor

Nivelul de

. Proceduri aplicate Indicatii
risc
- cand mainile sunt vizibil murdare
- la inceputul si la sfarsitul programului de lucru
- spalarea simpla igienica a |- Tnainte si dupa utilizarea manusilor (sterile sau
Minim mainilor cu apa si sdpun  |nesterile)

lichid - inainte si dupa activitatile de curatare
- inainte si dupa contactul cu pacientii
- dupa utilizarea grupului sanitar (WC)

- dupd contactul cu un pacient septic izolat

- Tnainte de realizarea unei proceduri invazive

- dupd orice contact accidental cu sangele sau cu alte
lichide biologice

- spalare cu apa si sapun
lichid, urmata de
dezinfectia igienica a

Imainilor prin frecare cu un 3 o .
o y - dupd contactul cu un pacient infectat si/sau cu
antiseptic, de regula pe

y . obiectele din salonul acestuia
. |baza de alcooli - . .
Intermediar - dupa toate manevrele potential contaminante
- Tnainte de contactul cu un pacient izolat profilactic
- inaintea manipuldrii dispozitivelor intravasculare,
tuburilor de dren pleurale sau similare
- intre manevrele efectuate succesiv la acelasi
pacient
- inainte si dupa ingrijirea plagilor

SAU

- dezinfectia igienica a
mainilor prin spalare cu apa
si sdpun antiseptic

- dezinfectia chirurgicala a

Iméinilor prin frecare cu - inainte de toate interventiile chirurgicale,
Tnalt antiseptic pe baza de obstetricale
alcooli, dupa spélarea - inaintea tuturor manevrelor care necesitd o asepsie

prealabilad cu apa sterila si |de tip chirurgical
sdpun antiseptic
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Igiena méinilor este un indicator de siguranti si de calitate a ingrijirilor medicale !!!

OMS recomanda curatirea mainilor personalului medical in urmatoarele circumstante:
1. Tnainte de a atinge pacientul,

Tnaintea procedurilor curate/aseptice,

dupa expunerea la fluide ale pacientului,

dupa atingerea pacientului,

a > WD

dupa atingerea suprafetelor adiacente pacientului. (Fig. 6)

-------------‘

- -

Figura 6: Cele 5 momente ale igienei mainilor
(http://wvww.who.int/gpsc/Smay/background/5moments/en/)
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4. Medii de cultura

Majoritatea bacteriilor si ciupercilor pot fi cultivate in laborator pe medii inerte, acelulare, iar
restul microorganismelor, cum sunt bacteriile cu habitat obligatoriu intracelular (rickettsii,
chlamydii) si virusurile, pe culturi de celule, oua embrionate si animale de experienta.

Cunoasterea necesitatilor nutritive ale bacteriilor este foarte importanta in bacteriologie,
deoarece sta la baza prepararii mediilor de culturd destinate izolarii §i cultivarii
microorganismelor in laborator fie in scop diagnostic, fie ih scop productiv. S-au realizat
medii adecvate pentru aproape toate bacteriile de interes medical, speciile bacteriene
necultivabile fiind foarte putine, ca, de pilda, Mycobacterium leprae si unele spirochete
printre care Treponema pallidum.

Mediile de culturd sunt amestecuri de substraturi nutritive, folosite pentru mentinerea
viabilitatii, cresterii si multiplicarii microorganismelor in conditii artificiale. Utilizarea
mediilor de culturd permite izolarea microorganismelor in cultura purd, facilitand astfel
chimioterapicele antiinfectioase permitand alegerea unei medicatii tintite, in industria
farmaceutica pentru producerea unor preparate (vaccinuri si la alte produse biologice) si
pentru controlul incarcaturii microbiene a suprafetelor, aerului, alimentelor, apei etc.

Mediile de cultura trebuie sa indeplineasca anumite conditii:
e in primul rand sa fie sterile,

e sa asigure substantele nutritive necesare cresterii si multiplicarii microbilor
(apa, sursa de carbon si azot, factori de crestere, vitamine, minerale),

e sdaiba un pH optim; cei mai multi germeni se dezvolta la un pH de 7,2-7,4 dar
sunt si exceptii ca, de pilda, germenii din genul Brucella care se dezvolta la un
pH de 6,8 sau vibrionul holeric la un pH de 9,

e sd fie clare pentru a permite sesizarea oricarei modificari produse de microbi in
mediul de cultura,

e si asigure conditii de aerobioza sau anaerobioza

4.1. Compozitia mediilor de cultura

n scop diagnostic sau productiv, mediile de culturd se prepara dintr-0 serie de substraturi
biologice, mai mult sau mai putin bine definite chimic si care se regisesc in aproape toate
mediile de cultura.

In cercetare, cand se studiaza performantele metabolice ale bacteriilor, sunt necesare medii cu
o compozitie foarte riguros definitd. Aceste medii se prepara din fiecare substantd in parte si
se numesc medii sintetice.

Substraturile biologice ntalnite la majoritatea mediilor sunt peptonele, extractul de carne,
extractul de drojdie, la care se adauga unele substante cum sunt clorura de sodiu, mono si/sau
polizaharide, vitamine etc.

Peptonele sunt amestecuri de substante care se obtin prin hidroliza enzimatica sau acida a
proteinelor de origine animald (de exemplu, faind de oase). Ele nu au o compozitie chimica
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foarte bine definita dar, prin continutul in peptide si aminoacizi, constituie o sursa universala
de azot, pentru toate bacteriile cultivabile. Ele sunt folosite practic in prepararea tuturor
mediilor de cultura. Retetele de preparare a peptonelor sunt secrete de firma (Peptona Difco,
Merck Oxoid etc.);

Extractul de carne se obtine prin deshidratarea decoctului de carne de vitd. Acesta contine
cantitati importante de creatind, xantina, hipoxantina, acid uric, acid adenilic, glicocol, uree,
glutaminad ca sursa de azot, precum si glicogen, hexozofosfati, acid lactic ca sursa de carbon
etc. Se poate prepara n orice laborator.

Extractul de drojdie se obtine prin cultivarea controlatd a drojdiilor si contine numeroase
vitamine, mai ales cele din grupul B.

Clorura de sodiu se adaugad la toate mediile uzuale intr-o concentratie de 0,9%. Pentru
cultivarea bacteriilor halofile (care cresc la o osmolaritate mare) concentratia poate creste
pana la 10%.

Mono sau polizaharidele, unii alcooli (glicerina, manitol) imbogatesc mediile deoarece
constituie surse de carbon usor accesibile multor bacterii.

Uneori se mai adauga la medii indicatori colorimetrici de pH, agenti selectivi etc.

O importanta deosebitd in prepararea mediilor solide il au agenti de solidificare care sunt
agar-agarul si gelatina. Gelatina se foloseste destul de rar deoarece, pe de o parte, unele
bacterii o hidrolizeaza, iar pe de alta parte se lichefiaza la 37°C, temperatura la care se
dezvolta majoritatea bacteriilor de interes medical.

4.2. Clasificarea mediilor de cultura

Mediile se clasifica dupa diverse criterii, dintre care noi ne vom referi la starea fizica,
complexitatea si scopul in care sunt utilizate.

in functie de provenienti, mediile sunt naturale (bulionul, mediul Tarozzi cu albus de ou,
Loeffler cu ser de bou si ou), si sintetice sau artificiale (mediul Thayer-Martin, MacConkey).

in functie de starea fizici, mediile sunt lichide (bulion, apa peptonata), semisolide (gelificate
cu 5% agar) si solide.

Mediile lichide. Bacteriile au fost cultivate initial pe medii lichide, cele solide fiind
necunoscute la inceputul dezvoltarii microbiologiei.

In laboratorul de microbiologie medicala, mediile lichide au o larga utilizare. Astfel, unele
produse biologice, cum este séngele destinat hemoculturii, se insamanteaza pe medii lichide.
De asemenea, tulpinile microbiene izolate in culturi pure sunt supuse, in vederea identificarii,
unor teste biochimice. Majoritatea acestora se efectueaza pe medii lichide (fermentarea de
zaharuri).

Mediile lichide ofera, fara indoiald, conditiile cele mai bune de crestere si multiplicare a
bacteriilor, dar ele nu se pot utiliza, in general, la izolarea unui microb dintr-un produs
biologic care nu este in mod natural steril decat daca se adauga la mediu un agent selectiv.

In laboratoarele de microbiologie industriald, al ciror scop este obtinerea unor produsi ai
metabolismului microbian (toxine, antibiotice, vitamine, alcooli, hormoni), imposibil sau
foarte costisitor de obtinut pe cale sintetica, cultivarea se face pe medii lichide. Rezultatul este
0 masa microbianad mare, intr-un timp foarte scurt. Cel mai simplu si utilizat mediu de cultura
lichid este bulionul.
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Bulionul se obtine din decoct de carne la care se adauga peptona si NaCl (decoct de carne +
1% peptona + 0,5% NaCl).

Bulionul sta la baza prepararii multor medii de cultura lichide:

e bulion Mueller-Hinton, bulion-sange, bulion selenit, bulion tioglicolat,
bulion cu infuzie de cord-creier etc.

Mediile pentru cultivarea bacteriilor din sdnge (hemocultura) au toate in componenta lor
bulionul, la care este addugat: tioglicolat, infuzia de cord creier, factorii X si V, vit. B6, K3,
factori care previn coagularea sangelui si efectul bactericid al serului etc., in functie de
germenii izolati (aerobi, anaerobi, microaerofili, fungi).

Figura 7: Medii lichide. a .Mediu lichid simplu - Bulion, b. Mediu lichid de stocare - Microbank™, c.
Mediu lichid - flacoane BD BACTEC

Mediile solide se obtin din medii lichide gelificate cu agar-agar (1,5-2%). Agar-agarul este un
gel extras dintr-o alga marina rosie, cu originea in estul Asiei. Din punct de vedere chimic
este un polimer al unui ester sulfuric al galactozei. Dupa purificare este inodor, incolor, fara
gust si netoxic pentru microorganisme. Este insolubil in apa rece dar solubil in apa la
temperatura de fierbere. Dupa racire produce gelificarea mediului in concentratie de 0,5-1%.
Agar-agarul se poate retopi la temperaturi intre 80-100°C.

Agarul nu are valoare nutritivd si spre deosebire de gelatind nu este atacat enzimatic de
bacterii decat Tn cazuri cu totul deosebite.

Mediile de culturd solide se pot utiliza in placi Petri, in tuburi (coloand inclinatd sau coloand
dreapta) sau pe dispozitive din plastic (introduse in tuburi transparente).

Cultivarea bacteriilor pe medii solide a constituit un pas hotdrator in dezvoltarea
microbiologiei in general si a diagnosticului bacteriologic in special. Avantajul cultivarii pe
medii solide consta in faptul ca microbii nu se dezvoltd in amestec ci in colonii izolate daca
sunt Tnsamantati printr-o tehnicd corespunzatoare. Tehnicile de insdmantare in vederea
obtinerii coloniilor izolate permit cultivarea microbilor in cultura pura.

Colonia microbiana este o entitate macroscopica (vizibild deci cu ochiul liber) care rezulta
din inmultirea unui singur microb.
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Caracterele culturale au o importantd deosebita in identificarea microbilor. Ele dau informatii
despre forma, dimensiunea, consistenta, activitatea hemoliticd si unele modificari pe care
microbii le produc in mediul respectiv. De asemenca, cultivarea pe medii solide da
posibilitatea de numarare a germenilor microbieni dintr-un produs biologic, aspect important,
mai ales atunci cand criteriul de implicatie etiologica este cel numeric (de pilda in infectii
urinare). Cel mai simplu mediu solid este geloza.

Geloza simpld. Geloza se prepara din bulion la care se adauga agar-agar (1000 ml bulion
incalzit + 25-30 g agar-agar).

O multitudine de medii solide au la baza geloza (agarul):

e Mueller-Hinton, Chapman, Thayer-Martin, AABTL (agar-albastru de brom
thimol, lactoza), ADCL (agar-desoxycholat-citrat lactoza), Mac Conkey,
Hektoen, Sabouraud, Schaedler etc.

Mediile semisolide sunt medii cu 0,2 — 0,5 % agar-agar. Se utilizeaza pentru mentinerea
viabilitatii germenilor, studierea activitatii biochimice sau a mobilitatii bacteriilor:

e Cary-Blair (mediu de transport pentru bacterii gram-negative aerobe si
facultativ anaerobe si anaerobe), Stuart (mediu de transport pentru
microorganisme pretentioase), mediu politrop MIU (pentru evidentierea
mobilitatii, producerea de indol si ureaza la enterobacterii) etc.

Dupi complexitate distingem medii simple si medii imbogdtite. Ele pot fi lichide si solide.

Medii simple cum sunt bulionul simplu sau geloza simpla sunt medii uzuale, pe care se
dezvoltda majoritatea microorganismelor, avand in compozitie extract de carne, peptona si
clorurd de sodiu. Apa peptonati (apa + 1% peptond + 0,5% NaCl) este mediu de imbogatire
pentru vibrioni.

Necesarul de substante nutritive este foarte diferit de la o specie bacteriand la alta. Astfel,
existd bacterii ca, de pilda, cele din familia Enterobacteriaceae, cu pretentii foarte reduse si
care cultiva foarte bine pe geloza simpla si altele care au nevoie de substante ca: primidine,
purine, aminoacizi, factori de crestere etc., deoarece nu sunt capabile sa le sintetizeze ele
nsele.

Cel mai utilizat mediu de cultura imbogatit este geloza sdnge 5% care se prepard prin
adaugarea a 5 ml de sange la agarul topit si racit la 45°C. Mai frecvent se utilizeaza sange de
oaie sau sange de cal si mai rar sange de iepure sau alt animal. Pe geloza sange se observa
daca bacteriile insamantate au sau nu activitate hemolitica. Mentionam insa ca atat activitatea
hemoliticd precum i caracterele culturale diferd in functie de specia animald de la care
provine sangele.

Este contraindicatd prepararea gelozei sange cu sange de om, procedeu practicat din pacate de
unele laboratoare din lipsd de sange de oaie. Sangele uman contine o serie de substante
antibacteriene care impiedica dezvoltarea corespunzatoare a germenilor.

Geloza chocolat se obtine prin adaugarea a 10% sange de oaie in geloza simpla incalzita la
60-80°C.

Mediile de culturd mai pot fi imbogatite prin adausul de zaharuri, ascita, selenit, tioglicolat
(bulion glucozat, bulion ascita, bulion selenit, bulion tioglicolat, geloza ascita), ser (bulion
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ser - mediul Loffler pentru Corynebacterium) extract de drojdie, ou, carne sau ficat
(mediipentru anaerobi),factori de crestere X sau/si V (pentru Haemophilus) etc.

Dupa scopul in care se utilizeazi, mediile de cultura sunt: de transport, selective,
diferentiale si speciale.

Mediile de transport asigura conditii optime pentru mentinerea viabilitatii microorganismelor,
din momentul recoltarii pana la insamantare, atunci cand aceste etape se realizeaza in locatii
diferite. Ca exemple, mediile:

e Stuart §si Amies (pentru izolarea germenilor din secretii nazo-faringiene, uro-
genitale si din plagi), Cary Blair (pentru izolarea enterobacteriilor din materii
fecale), apa peptonati alcalind (pentru germeni nepretentiosi), Mycoline
(pentru fungi), Portagerm (mentine viabilitatea aerobilor si anaerobilor si
fungilor 24-48 h la 20-25°C) etc.
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Figura 8: Exemple de medii de transport; Sistemul de colectare si transport ESwab ™: a. Sisteme de
recoltare si transport (mediu Amies lichid) multifunctional, b. Sistem de recoltare si transport (mediu
Carry Blair), c. UTM (mediu universal de transport)

Mediile selective sunt acele medii care favorizeaza inmultirea unei Specii bacteriene in
defavoarea altor specii. Mediile selective lichide se numesc medii de imbogatire. Aceste
medii se utilizeaza atunci cand un produs biologic este polimicrobian si se urmareste izolarea
primard a unei singure specii sau chiar mai multor specii in culturd purd. Dacad se
insamanteaza un asemenea produs, speciile care se multiplica mai repede vor concura nutritiv
speciile cu dezvoltare mai lenta pe care le vor inldtura si prin produsii toxici de metabolism.

Cunoscand particularitatile metabolice ale speciilor de izolat se poate favoriza orice specie
dintr-un amestec de microbi in asa fel incat sa se multiplice satisfacator. Astfel se poate
interveni prin factori de selectie chimici, prin modificarea pH-ului, a presiunii osmotice, a
temperaturii de cultivare etc.

Medii de Tmbogatire prin inhibitori chimici sunt, de pilda, bulionul cu tetrationat (Mueller-
Kauffman) sau cu selenit acid de sodiu in care se dezvolta preferential salmonelele. Materiile
fecale se insamanteaza pentru izolarea vibrionului holeric pe apd peptonata, factorul de
inhibitie fiind pH-ul de 9, pH la care restul florei nu se multiplica. Izolarea listeriilor se face la
+4°C, temperaturd la care cresterea majoritatii microbilor este oprita. Stafilococii se izoleaza
pe medii hiperosmolare ce contin 12% NaCl. Un mediu obisnuit contine 0,9% NaCl.
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Pentru mediile selective solide criteriile de inhibitie sunt aceleasi. Ca inhibitori chimici se
utilizeaza tot mai frecvent antibioticele tindnd cont de rezistenta naturald a diverselor specii
microbiene. Atunci cand vrem sa izoldm un microb, vom adauga la compozitia mediului unul,
sau mai multe antibiotice si/sau sulfamide la care microbul respectiv este In mod natural
rezistent (bacitracind, colistin, vancomicina, novobiocind, gentamicina, cloramfenicol,
cefsulodin, cicloserind, cefoxitin, nistatin, amfotericind etc.). De exemplu, dacd vrem sa
izolam bacterii anaerobe gram negative addugam la mediu vancomicina la care bacteriile
gram pozitive anaerobe sunt sensibile.

Alti agentii selectivi care intrd in compozitia mediilor de culturd pot fi amintiti:

- coloranti (cristal violet, albastru de metilen, eozind, verde briliant), derivati de bild (saruri
biliare, bila uscata, dezoxicolat de Na), saruri anorganice (citrat de Na, azid de Na, citrat de
Bi, tiosulfat de Fe),

In functie de puterea de selectie, aceste medii pot fi:

e inalt selective: Wilson-Blair (pentru izolarea Salmonella sp. — agent inhibitor
verde Driliant), Lowenstein-Jensen (pentru izolarea Mycobacterium
tuberculosis, contine verde malachit care inhiba flora de asociatie), Thayer-
Martin (pentru izolarea gonococilor si meningococilor, contine antibiotice si
antimicotice care inhiba flora de asociatie din secretiile uro-genitale),

e moderat selective: ADCL, Istrati-Meitert (pentru izolarea enterobacteriilor,
inhiba flora de asociatie prin saruri biliare si verde briliant), SS (pentru izolarea
Salmonella sp., Shigella sp.), XLD, Hectoen etc.,

e slab selective: MacConkey si EMB (Levin) (pentru izolarea enterobacteriilor).

Mediile de imbogatire si selective sunt utilizate in scopul izolarii primare, deci direct din
probele recoltate.

Alte medii de imbogatire si selective utilizate in laboratorul de microbiologie:
¢ mediul hiperclorurat Chapman (pentru izolarea stafilococilor),

e bulion Pike (bulion glucozat cu cristal violet si azid de sodiu) — mediu de
imbogatire pentru streptococi (necesita supliment sange defibrinat),

e Dbulion Todd-Hewitt — mediu utilizat pentru cultivarea streptococilor beta
hemolitici,

e agar Thayer-Martin mediu selectiv pentru detectia speciilor de Neisseria,
e mediul OCST (ou, cistina, ser, telurit de potasiu) pentru bacil difteric,
e Dbullion / agar Schaedler — mediu pentru cultivarea bacteriilor anaerobe,

e bulion Brucella, mediul Preston sau mediul Park-Sanders medii de
imbogatire pentru izolarea Campylobacter sp.

o Pylori agar sau alte medii selective pentru izolarea Helicobacter pylori:
Wilkins Chalgren (suplimentat cu sange uman 10% si adaos de antibiotice si
amphotericind) sau mediul Marshal (cu infuzie de cord-creier, adaos de sange
de cal si o asociatie de antibiotice si amphotericina);

e Clostridium difficile agar — mediu selectiv pentru anaerobi,

e agar Sabouraud cu adaos de cloramfenicol / gentamicina / cicloheximidind
mediu selectiv pentru izolarea levurilor, fungilor filamentosi si dermatofitilor.
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Figura 9: Medii selective: a. Mediu solid selectiv — SS, b. Mediu solid selectiv - Sabouraud cu
cloramfenicol, ¢. Mediu solid selectiv - agar Schaedler, d. Mediu solid selectiv - Mueller Hinton cu
supliment

Mediile cromogene sunt medii selective, ce contin substraturi artificiale (cromogene) care
dupd ce sunt hidrolizate de enzimele bacteriene produc compusi colorati. Primul mediu
cromogen utilizat la identificarea E. coli din urina a fost Color Plates 6-5E. Tn prezent exista
pe piatd o varietate de medii cromogene care pot identifica pe langa enterobacterii (E. coli,
Proteus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Serratia sp.), Pseudomonas sp., Enterococcus
sp., Streptococcus agalactiae, stafilococi si Candida sp.

Astfel de medii sunt: CPS (permite izolarea enterobacteriilor, Pseudomonas sp., enterococi,
stafilococi), CHROMagar (gama larga de medii pentru izolarea si diferentierea speciilor de
Candida sp., enterobacterii, vibrioni, stafilococi etc.), Rainbow UTI si Chromogenic UTI
(pentru izolarea uropatogenilor).

O serie de medii cromogene cu necesitati speciale se utilizeaza in practica de laborator pentru
izolarea tulpinilor cu potential nosocomial de tipul:

e chrom ID MRSA- pentru detectia Staphylococus aureus meticilino-rezistent),

e chrom ID ESBL - pentru screening-ul tulpinilor secretoare de beta-lactamaze
Cu spectru extins,

e chrom ID VRE - pentru screening-ul tulpinilor de Enterococcus faecalis si
Enterococcus faecium rezistente la vancomicina,

e chromatic CRE pentru detectia bacteriilor rezistente la carbapeneme.
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Figura 10: Medii speciale: a. Mediu solid cromogen - Brilliance CRE, b. Mediu solid cromogen -
Brilliance MRSA, c. Mediu solid cromogen - Brilliance VRE

Mediile diferentiale contin substraturi pentru anumite enzime sau citotoxine bacteriene si
sisteme indicatoare ce conferd coloniilor particularitati distinctive usor de recunoscut. Astfel
pe baza unor caractere de metabolism sau de patogenitate aceste medii permit diferentierea
unor specii in cadrul aceluiasi gen sau chiar intre genuri diferite.

Astfel geloza sange este un mediu care diferentiaza bacteriile hemolitice de cele nehemolitice:

e pentru studierea proprietatilor hemolitice, in scop diagnostic se foloseste
geloza sénge 5%, in vederea evidentierii producerii de hemolizine:

- arhemolizina: hemoliza de culoare verzuie din jurul coloniilor datorita
degradarii partiale a hematiilor (Streptococcus pneumoniae, streptococi
viridans),

- p-hemolizina: zona clara de hemoliza in jurul coloniilor, datorita lizei
complete a hematiilor (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes),

- yhemolizina: absenta hemolizei (streptococii nehemolitici).
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Medii diferentiale foarte utilizate sunt cele pe care se evidentiazd capacitatea microbilor de a
fermenta diverse zaharuri. Aceste medii contin, pe langa principii nutritivi, un zahar si un
indicator de pH care 1si va schimba culoarea in prezenta unui produs acid de fermentare.

Punerea in evidenta a unor caractere biochimice (de metabolism) se realizeaza in practica, pe
medii diferentiale solide sau lichide:

mediile politrope permit identificarea concomitent a mai multor caractere
biochimice: TSI (fermentarea glucozei, lactozei, mobilitate), MIU (mobilitate,
producerea ureazei si indolului), MILF (mobilitate, producerea ureazei,
indolului  si  fenil-alanin-dezaminazei si  lizindecarboxilazei) pentru
enterobacterii,

mediul Simons (contine citrat si permite identificarea utilizarii citratului ca
unica sursa de carbon) pentru enterobacterii,

mediul cu esculina, (azid, agar pentru enterococi), cu lizind Ssau cu
fenilalanina (pentru evidentierea producerii de lizin decardoxilazd si
fenilalanin-dezaminaza la enterobacterii),

In practica, proprietatile nutritive, selective si diferentiale se pot intilni frecvent la acelasi
mediu ca, de pilda:

mediul Wilson Blair pentru salmonele, contine ca factor selectiv verdele
briliant, factorul de diferential fiind producerea de H,S. Reactia indicatoare
este formarea sulfurii de bismut negru cu luciu metalic, prin reducerea
sulfitului (proprietate de oxido-reducere).

mediul Chapman este selectiv pentru stafilococi datorita continutului de sare,
insa este diferential pentru acestia, permitand identificarea speciilor pe baza
fermentarii manitolului din mediu: S. aureus (fermenteaza manitolul), iar
S.epidermidis (nu fermenteaza manitolul),

Mac Conkey agar este un mediu selectiv pentru enterobacterii (deoarece
sarurile biliare din mediu inhiba flora gram pozitivad), dar si diferential, prin
fermentarea lactozei din mediu, ce permite identificarea si diferentierea
speciilor E. coli, Klebsiella (fermenteaza lactoza) de Salmonella, Proteus (nu
fermenteaza lactoza).

toate mediile cromogene permit pe baza unor caractere de metabolism datorate
descompunerii substraturilor cromogene continute, diferentierea speciilor in
cadrul aceluiasi gen, a genurilor in cadrul aceleiasi familii, si a familiilor intre
ele.
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Figura 11: Medii diferentiale a. Mediu solid selectiv-diferential - MacConkey, b. Mediu solid selectiv
diferential - Chapman (manitol-salt-agar), c. Mediu solid diferential - CHROMagar UTI, d. Mediu
solid compus - Geloza sange (blood-agar)

In scop diagnostic se utilizeazi medii de culturd deshidratate cu o compozitie chimica bine
definita, incorporate in minigodeuri din plastic. Galeriile sunt formate din 10, 20, 32 etc.
godeuri. Cu ajutorul acestor teste se detecteaza activitatea enzimatica, rezultatul fermentarii
zaharurilor, al catabolismului proteic sau al aminoacizilor, permitand prin intermediul
Substraturilor specifice si al unui indicator pH, virarea culorii, facilitind astfel identificarea
germenului. Se utilizeaza asemenea galerii API cu diferite destinatii:

e API Staph permite identificarea speciilor din genul Staphylococcus,
e API 20 Strep sau 32 Strep identifica speciile de streptococi,

e API 10S sau 20E sistem de identificare al bacililor gram negativi de tipul
enterobacteriilor si non-enterobacterii,

e API 20NH sistem de identificare a bacteriilor gram negative din genurile
Neisseria si Haemophilus,

e APl 20A si rapid 32A pentru identificarea anaerobilor din genurile:
Bacteroides, Fusobacterium si Prevotella,

e API Candida si C AUX pentru identificarea speciilor de Candida si
dermatofiti etc.
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Figura 12: Exemple de galerii API: a. APl 20NH, b. API 10S

Mediile speciale sunt acele medii pe care se cultiva numai anumite bacterii sau medii cu
indicatii speciale, ca de exemplu:

mediu Lowenstein Jensen pentru izolarea baciul Koch,

mediul Tynsdale si Gundel Tietz pentru izolarea bacilul difteric,
mediul Bordet-Gengou pentru cultivarea bacilul tusei convulsive,
mediul Sabouraud pentru cultivarea fungilor,

mediul Mycoline pentru cultivarea dermatofitilor,

agar Mueller-Hinton simplu, agar Mueller-Hinton sange, agar Mueller-
Hinton chocolat sau agar HTM (Haemophylus Test Medium) pentru testarea

[P EPRCPRE]

.....

antiinfectioase prin metoda dilutiilor,

bulion tioglicolat sau bulion Shaedler creier pentru izolarea anaerobilor din
sange (hemocultura).
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4.3. Sursele de eroare in prepararea mediilor

Bacteriile sunt extrem de sensibile la modificari discrete ale mediilor de culturd. Din acest
motiv trebuie sa existe o preocupare permanentd pentru prepararea unor medii constante din
punct de vedere al compozitiei lor. Se intdmpld uneori ca dezvoltarea microbilor sd nu se
produca, sa nu fie satisfacatoare sau sa modifice mediul de culturd in mod diferit. Sursele
posibile de eroare sunt:

alegerea unui mediu nepotrivit;

eroare in masurarea cantitatii de apa adaugata;
cantarirea inexacta a materialului uscat;

pH necorespunzator;

distribuirea imprecisa si aseptica in recipiente;
nerespectarea parametrilor obligatorii pentru sterilizare;

sticlaria insuficient curatatd, unele reziduuri fiind inhibitorii pentru
microorganisme;

intreruperea energiei electrice in timpul noptii cu scdderea consecutivd a
temperaturii in termostat si nu in ultimul rand;

recoltarea incorecta a probelor destinate diagnosticului microbiologic, care este
una din cele mai frecvente cauze de eroare.

Mediile de culturd care se prepard in laborator se verifica in mod obligatoriu. Astfel, fiecare
sarjd de mediu trebuie sa fie testata prin Tnsdmantarea unei tulpini martor in conditii standard.

In prezent mediile de culturd de bazi, precum si reactivii suplimentari ce se adaugi, sunt
produse de firme specializate, existdnd o adevaratd industrie producatoare de medii in toatad
lumea. Firmele straine cu traditie in prepararea mediilor de culturd sunt DIFCO in SUA,
Merck in Germania, Unipath In Anglia, Biomerieux si Sanofi in Franta etc.
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5. Principii generale de diagnostic de laborator al

infectiilor

Laboratorul de Microbiologie medicala are rolul de a preciza:

diagnosticul etiologic al unei infectii,

sensibilitatea bacteriilor identificate la antimicrobiene, in vederea alegerii preparatului
cel mai performant pentru tratament

evolutia speciilor si a rezistentei la antimicrobiene intr-un spital, regiune.

Etapele diagnosticului de laborator al unei infectii pot fi reprezentate prin urmatoarea
schema generala:

Diagnosticul bacteriologic
urmareste identificarea bacteriilor dintr-un produs biologic

se desfasoara intr-un interval de 24-72 h (in cazul infectiilor monomicrobiene),
putandu-se prelungi in cazul hemoculturilor sau al culturilor cu M.tuberculosis.

ZIUA 1
1. Recoltarea probelor biologice trebuie sa indeplineasca anumite conditii:

sa se realizeze cat mai aproape de debutul bolii,
Tnainte de administrarea antibioticelor,
respectarea regulilor stricte de asepsie,

prin tehnici de recoltare corecte,

alegerea produsului in functie de manifestarea clinica a infectiei

2. Transportul probelor biologice

3. Examenul macroscopic reprezinta o etapa utila pentru orientarea diagnosticului:

Exemple:

materii fecale de consistentd redusda, apoase, cu mucus, striuri de sange sau
sangvinolernte, cu resturi alimentare insuficient digerate, paraziti vizibili cu ochiul
liber,

urina tulbure, cu sediment, cu sange (hematurie),
LCR opalescent, purulent, galben-verzui («in zeama de varza») sau sangvinolent,
lichid de punctie pleurald: opalescent, purulent, hemoragic,

sputd purulenta, hemoptoica (cu sange),
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- secretii, colectii purulente de culoare galben-verzuie, albastrui (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa etc.).

4. Examenul microscopic direct din produs: este o etapa esentiala care orienteaza pasii
urmatori de diagnostic.

Se efectueaza frotiu direct din produs biologic (LCR, sputd, secretii otice, plagi colectii
purulente, secretii vaginale, urind) examinat In preparat nativ sau colorat (cel mai frecvent
Gram). Tn unele cazuri diagnosticul bacteriologic se poate pune exclusiv pe baza examenului
microscopic, fara etapele de izolare — identificare:

- asocierea fuso-spirilarare: angina ulcero-necrotica (flora bacteriand anaeroba) in
angina Plaut-Vincent,

- vaginita parazitara cu Trichomonas vaginalis
- uretrita cu gonococ la barbati
Avantajele examenului microscopic:
- rapid (5- 20 min), ieftin,
- ofera suficiente date pentru orientarea diagnosticului,

- util in urgente: meningite, infectii tract respirator inferior, tuberculoza, infectii urinare,
boala diareica acuta etc.

5. insémﬁntarea pe medii de cultura (cultivarea)

Se utilizeazd medii de cultura sintetice lichide, solide. Insaméantarea se face cu ansa
bacteriologica (descarcare, dispersie) pentru obtinerea de colonii izolate.

Conditii de incubare:
- temperaturi diferite: 37°C, 42 °C, 56 °C, 35 °C, 22 °C,
- atmosfera: aerob (O, + 5% CO,), microaerofila (N,, CO,, H,), anaerob (absenta Oy),
- umiditate,
- timp de incubare: 18- 24 ore, 48 ore, 5 zile, 7 zile, 60 zile,

- colonii izolate, culturd pura

ZIUA 2
6. Identificarea pe baza urmatoarelor caractere:
a. morfo-tinctoriale (frotiu Gram/ albastru metilen/ Ziehl-Nielsen din colonie),

b. culturale: colonii S/smooth (cremoase), R/rought (rugoase), M (mucoase, capsulate),
hemoliza, pigment, invazie etc.

c. teste biochimice: diferentiazd pe baza proprietdtilor enzimatice (vizualizate pe un
substrat colorat, prin modificarea de pH, virare de culoare) specii bacteriene, Tn cadrul
genului, familiei etc.

d. teste antigenice: se utilizeaza anticorpi cunoscuti, pentru decelarea antigenelor
necunoscute complementare.
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Exemple:

- reactia de aglutinare pentru identificarea unor Enterobacteriaceae (E. coli,
Salmonella, Shigella etc.),

- reactia latex aglutinare pentru identificarea grupelor streptococice,
- coaglutinare pentru identificarea S.aureus etc.,
e. teste de patogenitate: identificarea factorilor de patogenitate
Exemple:
- coagulaza libera la Staphylococcus aureus
- prezenta hemolizinelor la stafilococi, streptococi

f. metode moleculare (extractie de acizi nucleici, amplificare, detectie)

7. Testarea sensibilitatii la chimioterapice antiinfectioase (efectuarea antibiogramei)

ZIUA 3

8. Finalizarea identificarii cu stabilirea agentului etiologic al infectiei
9. Interpretarea antibiogramelor si incadrarea in fenotipuri de rezistenta

10. Editarea, stocarea si interpretarea rezultatelor se face in prezent in format electronic in
majoritatea laboratoarelor, prezentand avantajul:

- stocarii unui numar nelimitat de informatii,
- al redactarii unitare si rapide a rezultatelor,
- al efectuarii interpretdrii statistice a trendurilor de rezistenta bacteriana,

- precum si al colaborarii rapide cu alte laboratoare de specialitate etc.

In cazul aspiratelor bronsice sau a altor produse polimicrobiene (cand este necesara izolarea
bacteriilor in cultura purd), precum si in cazul hemoculturilor (cand incubarea dureaza intre
48 h si 7-10 zile) diagnosticul este de durata.

Il. Diagnostic serologic:

Urmadreste evidentierea raspunsului imun umoral, adica titrarea anticorpilor specifici din serul
pacientilor(producerea de Ac/Ig de catre LB/plasmocite are loc dupa ntalnirea cu un antigen
specific), prin reactii de aglutinare, fixarea complementului (RFC), Elisa, RIA etc.
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6. Recoltarea si transportul probelor

In alegerea metodelor de recoltare, conservare si transport a produselor biologice, a tehnicilor
de prelucrare bacteriologica, cat si pentru interpretarea rezultatelor privind implicarea
etiologica a bacteriei/bacteriilor izolate, este necesar sd se tind seama de natura produsului in
momentul prelevarii sale. Din acest punct de vedere se diferentiaza:

e probe in mod normal, sterile (sdnge, L.C.R., exudate din seroase, urind)

e probe care se contamineaza in cursul elimindrii din organism, cu flora normala
a traiectelor de eliminare (urina, sputd);

e probe contaminate (materii fecale, exudat nazo-faringian, puroi din plagi,
arsuri, secretii vaginale) si care provin din zone normal colonizate cu microbi
ale organismului.

Recoltarea este unul din punctele de intdlnire dintre clinica si laboratorul de microbiologie.

Daca recoltarea nu este corectd, nici o tehnica de laborator nu va putea indrepta aceasta
eroare.

Greselile de recoltare sunt cele mai frecvente cauze ale nereusitei diagnosticului
microbiologic sau, mai grav, ale unui diagnostic eronat.

De aceea trebuie sa se cunoasca:

e care este produsul biologic in care se pot gasi bacteriile suspecte in functie de
etapa clinica de evolutie a bolii;

e care este momentul optim de recoltare in timpul zilei;
e daca proba este in mod normal sterila sau prezinta flora normala;

e care este procedeul cel mai corect de recoltare pentru a se evita contaminarea
probei cu germeni din mediul extern. Instrumentele cu care se face recoltarea si
recipientele in care se introduce proba trebuie sa fie sterile;

e care este cantitatea necesara din fiecare proba;

e cum trebuie ambalat acel produs pentru a-i feri de contaminare pe cei care 1l
manipuleaza;

e care este timpul optim de transport la laborator pentru a fi prelucrat;

e care sunt procedeele de conservare a probelor cand acestea nu pot fi trimise
imediat la laborator;

Produsele biologice vor fi insotite de buletinul de analizd in care trebuie inscrise: numele si
prenumele pacientului, varsta, domiciliul, numarul foii de observatie, sectia in care este
internat, data internarii, data si ora recoltarii, diagnosticul de prezumtie, felul si provenienta
probei, indicatii asupra tratamentului cu antibiotice urmat.

Laboratorul trebuie sa insiste ca medicii practicieni sd trimitd, impreund cu proba, date
anamnestice si orice alte date care sa ajute laboratorul in alegerea celei mai rapide si
performante metode de diagnostic. Nu este permis ca laboratorul sa fie punctul de tranzit al
unor probe fara nume si istoric.
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Probele pentru care este solicitat laboratorul sunt, in general:

e secretii, excretii, umori, tesuturi ale organismului provenite de la bolnavi,
convalescenti, purtatori sanatosi;

e fragmente de tesuturi obtinute prin autopsie sau biopsie;
e produse alimentare;

e produse farmaceutice;

e apa, aer.

In toate aceste produse se pot gasi microorganisme ce pot produce imbolnaviri.

1. Secretia nazala (exudatul nazal)

La adulti, recoltarea se face cu tamponul nazal steril (cate un tampon pentru fiecare cavitate in
parte), care poate sa contind mediu de transport.

Tehnica de recoltare: capul pacientului este imobilizat in extensie, tamponul este introdus
per-nazal cu blandete de-a lungul planseului nazal pana atinge peretele posterior al nazo-
faringelui. Este lasat local cateva secunde, apoi rotit usor pentru a fi incarcat cu exudat, dupa
care se retrage usor. Cantitatea de prelevat creste daca tamponul se retrage si se reinsera in
aceeasi pozitie, prima tamponare stimuland secretia mucusului nazo-faringian. Tamponul este
reintrodus in tubul protector si se trimite imediat la laborator sau se introduce in geluri/lichide
conservante (mediu Amies, Stuart) pana la prelucrare.

2. Secretia faringiana (exudatul faringian)

Recoltarea se face cu tamponul faringian steril. Timpul optim de recoltare este fie dimineata
pe nemancate, inainte de toaleta cavitatii bucale, pentru a nu diminua flora bacteriana prin
actiunea de curatire mecanicd a mucoaselor prin toaleta cavitdtii bucale sau in timpul
alimentatiei, fie la 3-4 ore dupa toaleta cavitatii bucale, gargarisme cu antiseptice sau ingestia
de alimente.

Tehnica de recoltare: pacientul este asezat cu gatul in usoard extensie, cavitatea bucalad
deschisa la maximum, faringele bine expus prin iluminare, baza limbii (fata dorsald)
deprimatd cu o spatuld (apasator de limbd) sterild. Bolnavul este invitat sd pronunte tare
vocala A. Tamponul se introduce fara a atinge limba si palatul (pentru a nu contamina proba
cu flora bucald) si mai ales lueta (pentru a nu declansa reflexul de voma). Se tamponeaza
ferm, printr-o miscare circulara si se sterge suprafata amigdalelor, peretele posterior al
faringelui precum si orice zona inflamata, ulceratd sau cu depozite purulente. Tamponul este
scos cu precautie, se reintroduce in tubul protector si se trimite imediat la laborator sau se
introduce in mediu de transport pana la prelucrare.

3. Sputa

Recoltarea corecta este dificila deoarece trebuie obtinut un produs reprezentativ care sa
contind microorganisme din sputd, nu din saliva si din caile respiratorii superioare.

La adult recoltarea se face dimineata, deoarece in cursul noptii se aduna secretii mai
abundente.

Se pot face doua tipuri de recoltari:
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e indirecta: pacientul este invitat sa efectueze o clatire energica a cavitati bucale
cu ser fiziologic (nu se folosesc solutii antiseptice)si un periaj simplu al
dintilor apoi sa tuseascd si sa expectoreze intr-un recipient steril (cutie Petri
sau alt recipient steril de unica folosintd), 2 ml in infectiile acute, intreaga
expectoratie matinala sau cea eliminatd intr-un interval de 1-2 h la tusitorii
cronici, la pacientii neintubati, cooperanti.

e directa: prin bronhoscopie sau prin punctie traheala.

La copii recoltarea se face prin spalatura gastrica sau sondaj gastric deoarece acestia isi Inghit
sputa.

4. Aspiratul traheobronsic
Recoltarea se poate realiza:

- In principal prin aspiratie traheald inferioara, pe sonda de intubatie, fiind cea mai
facila metoda pentru pacientii care necesita suport ventilator. Se efectueaza prin intermediul
unei sonde sterile introdusd prin sonda de intubatie. Dupa aspiratie, sonda cu secretiile
recoltate se introduce intr-un recipient steril cu bulion, sectionandu-se steril aproximativ 10
cm din ea, dupa care se transporta urgent la laborator;

- 0 altd tehnica utilizata a fost prelevarea bronhoscopica, mai usor de efectuat in cazul
pacientului din sectii de terapie intensiva, datoritd prezentei sondei de intubatie orotraheala si
a starii de constienta afectata. Tehnica implica aspiratia canalului bronhoscopului cu sau fara
irigare brongica si/sau periajul bronsic cu perie protejata in sistem de canule telescopate cu
dop distal din polietilenglicol, care permite evitarea contamindrii orofaringiene si/sau biopsia
transbronsicd. Pacientul este asezat in decubit dorsal la 45° sau decubit lateral (in cazul
intubatiei orotraheale). Bronhoscopul este directionat spre leziune, cateterul care protejeaza
peria este inserat si culisat in canalul intern pana forteazd dopul de polietilenglicol. Acesta
este netoxic si se va absorbi rapid in mucoasa. Sub control vizual peria este scoasd 1-2 cm si
introdusd direct in exudatul leziunii, apoi retrasd prin canalul intern al bronhoscopului.
Exteriorul cateterului este spalat cu alcool si uscat, iar peria, de pe care s-a retras cateterul,
este separata aseptic, plasata intr-un flacon de 1 ml solutie Ringer lactozata si transportata la
laborator pentru insamantare cantitativa, intr-un interval de maxim 2 ore.

5. Secretia otica se recolteazd cu tampon steril, si presupune pozitionarea pacientului cu
capul usor aplecat in lateral, tractionarea lobului urechii in jos si anterior (pentru a expune
orificiul auditiv extern), introducerea tamponului de-a lungul conductului auditiv si rotirea
cateva secunde pentru colectarea secretiilor existente. Dupa aceasta, se retrage usor tamponul
si se introduce in tubul protector.

6. Secretia conjunctivei oculare

Recoltarea se face cu un tampon steril, de unicd folosinta (cate un tampon pentru fiecare ochi
in parte), cu pozitionarea pacientului cu gatul in usoara extensie, cu ochiul deschis, dupa care
se sterge mucoasa de la nivelul unghiului intern al ochiului, cu colectarea secretiilor de la
nivelul sacului lacrimal, fara a atinge tegumentul. Se introduce apoi in tubul protector si se
trimite imediat la laborator. Se recomanda ca recoltarea sd o faca medicul oftalmolog care sa
efectueze in timpul recoltarii si 2-3 frotiuri. Tampoanele trebuiesc insdmantate cat mai rapid,
deoarece lacrimile contin lizozim care in timpul transportului atacd peretele celular al
bacteriilor gram pozitive.
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7. Sangele

Sangele este un produs in mod normal steril, avand la dispozitie capacitati de clearance
microbian. Ca produs patologic acesta poate fi recoltat pentru examen bacteriologic sau
pentru examen serologic.

a. Pentru examenul bacteriologic se efectueaza hemocultura, care stabileste prezenta
bacteriilor in sdnge prin insdmantarea unei probe de sange intr-un mediu de culturd adecvat.
Este indicata n cazul pacientilor cu suspiciune de septicemie/bacteriemie, cu sindrom febril
prelungit/sindrom infectios sever, afectiuni valvulare, febra de cauza neprecizata etc.

Timpul optim de recoltare este imediat ce frisonul si-a facut aparitia (adica la 1-2 ore de le
patrunderea bacteriilor In sange, dupa care acestea Incep sa se multiplice).

Presupune respectarea conditiilor:

e personal calificat (cu respectarea regulilor de igiend mainilor, utilizarea mastii,
manusilor de protectie),

e antiseptizarea tegumentelor cu o solutie de alcool si chlorhexidina,

e dupa punctia venoasa - se insamanteaza sangele imediat pe: 3 seturi de flacoane (de tip
BACTALERT® sau BACTEC®), care contin medii de culturd lichide pentru bacterii
aerobe, anaerobe si fungi,

e cu asigurarea unui raport adecvat sange/mediu (1/10-1/5), adica 5- 10 ml sange venos
la 50 ml mediu lichid de cultura (raport optim pentru diluarea sangelui si impiedicarea
activitatii factorilor antimicrobieni naturali)

inainte de initierea antibioterapiei!!!!

Tehnica de recoltare: se asaza pacientul cu bratul confortabil pentru a evidentia cat mai bine
venele de la plica cotului (la sugar se recolteaza sange prin punctia venei jugulare). Se
decontamineaza plica cotului pe o suprafatd mare, cu produse biocide care se regasesc in
registrul de biocide. Se aplica garoul deasupra plicii cotului pentru hemostaza si evidentierea
venelor. Se imobilizeaza vena cea mai accesibila cu aratatorul mainii stangi si cu dreapta se
punctioneaza, extragandu-se 5-10 ml de sénge (la sugar 1-3 ml sange). Dupa recoltare se da
drumul la garou, se retrage acul si se face hemostaza cu tampon de vata cu alcool. Apoi se
schimba acul de punctie cu acul de rezerva. Sangele se insamanteaza imediat pe medii de
culturd lichide, in cele 3 seturi de flacoane, agitand usor, pentru omogenizarea cu mediul.

In prezent exista pe piata flacoane cu medii de culturd ce contin substante cu efect neutralizant
asupra antibioticelor (utile in cazul in care pacientul a fost tratat cu antibiotice).

Dupa recoltare, flacoanele de hemocultura se vor eticheta corect si vor fi trimise catre
laboratorul de microbiologie. Mediile de culturd astfel insamantate se introduc in incubatoare
speciale de tip Bactec®sau Bactalert®, care asigura temperatura de 37°C si semnalizeaza prin
semnal luminos si sonor hemoculturile pozitive/negative. Cele pozitive vor fi ulterior insa-
mantate de catre personalul din laborator pe medii solide n vederea identificarii germenilor.

b. In cadrul examenului serologic se urmareste punerea in evidenta a anticorpilor din serul de
cercetat. In acest scop se recolteaza 10 ml de singe integral intr-un recipient steril si se lasi la
temperatura camerei timp de 1-2 ore pentru depunerea cheagului de singe deasupra ramanand
plasma. Plasma se decanteaza intr-un recipient steril si este apoi centrifugatd obtinand serul
din care se fac teste pentru diagnosticul serologic.
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8. Puroiul

Puroiul reprezintd un lichid vascos format din leucocite intregi sau alterate, microorganisme,
resturi celulare si fibrina.

- din colectii purulente inchise recoltarea se face prin aspirarea cu o seringd cu ac fin (cel mai
frecvent de catre chirurg cand acesta deschide colectia), dupd o prealabild antisepsie a
tegumentelor si transferarea produsului intr-un recipient steril cu mediu de transport (care
poate asigura si condifii de anaerobiozd); nu se recolteaza puroiul de la suprafata colectiei
deoarece acesta contine bacterii moarte. Dupa toaleta plagii se recolteaza serozitate din
profunzimea ei. Transportul catre laboratorul de specialitate trebuie realizat in intervalul
maxim de 1 ora;

- din colectii purulente deschise recoltarea (se poate efectua si in laborator). Se realizeaza prin
stergerea in prealabil a exudatului de la suprafatd cu ser fiziologic steril si introducerea
tamponului steril profund in leziune, dupa care este inserat in tubul cu mediul de transport
Amies. In cazul colectiilor purulente fistulizate se efectueazi dezinfectia tegumentului cu
tincturd de iod. Se introduce pipeta Pasteur pe traiectul fistulei si se aspira.

9. Secretia de plaga se recolteaza astfel: dupa o prealabila toaletda a plagii cu ser fiziologic
steril, se sterge plaga in profunzime cu tamponul steril, se Tnvarte varful timp de 5 secunde pe
0 arie de 1 cm?, suficient de ferm pentru a provoca o usoard sangerare; se introduce tamponul
in tubul cu mediu de transport si se trimite spre laborator in maxim 1 ora.

10. Materiile fecale

In general, se examineaza probele de scaun eliminat spontan. Pacientul este instruit si nu
contamineze scaunul cu urina, dupa care este invitat sa defecheze intr-un recipient steril cu
mediu de transport prevazut cu dop etans la care este adaptatd o linguritd (coprorecoltor).
Imediat dupa defecare se vor preleva cu lingurita sterild, montatd la dopul coprorecoltorului
(sau cu ajutorul fecal-swabului) portiuni patologice ca: fragmente mucoase, sanguinolente,
fragmente riziforme, puroi, cand acestea exista, sau fragmente de fecale recoltate din diferite
portiuni ale unui scaun omogen. Dupa recoltare se suspensioneaza 1 g de produs patologic in
mediul de transport confinut In coprorecoltor sau fecal swab. Proba astfel recoltata se trimite
imediat la laborator pentru prelucrare.

Pentru depistarea portajului de enterobacterii patogene, se examineaza probele de scaun
provocat cu ajutorul purgativelor.

In cazul in care este dificild obtinerea materiilor fecale prin eliminare spontani se pot efectua
si prelevari pe tampon rectal. Prelevarea pe tampon rectal sub control rectoscopic se
efectueaza mai ales la pacientii cu sindrom dizenteriform. Tamponul steril se trece prin
orificiul anal, se sterge cu grijd mucoasa rectald dupd care se retrage usor. Imediat dupa
prelevare se introduce tamponul in mediul de transport al coprorecoltorului si se trimite la
laborator pentru prelucrare.

11. Urina se recolteaza pentru uroculturd in vederea evidentierii microorganismelor patogene.
Recoltarea se face identic la barbati si femei.

Prelevarile uzuale constau in:
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- Proba “curatd prinsd in zbor” din jetul mijlociu, indicata pentru diagnosticul infectiilor
tractului urinar (ITU) cu bacterii conditionat patogene. In primul rind se recomanda o toaletd
locala a organelor genitale externe ce consta din spalarea cu apa si sdpun a vulvei la femei si a
glandului la barbati. Nu se recomanda stergerea ulterioara cu prosopul deoarece se poate
produce recontaminarea cu microorganismele prezente pe acesta. Momentul optim al
recoltarii 1l reprezintd prima urind de dimineatd sau dupa cel putin 3 ore de la mictiunea
anterioara. Pacientul urineaza:aproximativ. 10 ml pentru depistarea cantitativd a
microorganismelor conditionat patogene si aproximativ 30-50 ml pentru depistarea
microorganismelor patogene mai deosebite (bacil Koch).Se elimina primul jet de urina care
are rolul de a spala uretra de flora saprofitd existenta la acest nivel dupa care, fara a intrerupe
jetul de urina, se prinde intr-un recipient steril volumul necesar de urina (jetul mijlociu).
Proba recoltatd se trimite imediat la laborator sau se pastreazd la +4°C pana in momentul
prelucrarii.

- Cateterismul se practicd numai la pacientii care nu pot urina spontan si este de competenta
medicului urolog deoarece expune pacientul riscului infectiei. Pentru prevenirea infectiei se
recomanda manipularea aseptica a cateterului.

- Aspiratia suprapubianad este singura metodd de prelevare pentru depistarea bacteriilor
anaerobe in urind si este cea mai eficientd metoda de evitare a contaminarii uretrale a
probelor. Pacientul este bine hidratat si se abtine de la mictiune pana cand percutia
suprapubiand depisteazd matitatea vezicald iar palparea declanseaza necesitatea mictiunii
urgente. Regiunea suprapubiand este pregatitd prin epilare si decontaminatd cu alcool iodat,
dupa care se abordeaza vezica urinara prin punctie deasupra simfizei pubiene cu o seringd de
10 ml la care este adaptat un ac pentru punctie.

Urina se expediaza imediat la laborator dupa prelevare pentru a fi examinata la maxim o ora
de la recoltare, sau se refrigereaza la +4°C pana in momentul prelucrarii.

Prelevarea urinii de la nou-ndscuti, sugari: se decontamineaza si usucd organele genitale
externe si perineul - se fixeaza in jurul penisului sau a vulvei orificiul unei pungi din material
plastic sterile, iar urina colectatd se transfera aseptic intr-un recipient steril cu capac.
insurubabil.

12. Secretia uretrala:

- La femei recoltarea se face dimineata Tnainte de urinare. Pacienta se asaza in pozitie
ginecologica, pentru evidentierea cat mai pronuntata a meatului uretral, dupa care se practica
decontaminarea organelor genitale externe folosind apa, tampoane si pense sterile urmata de
uscare cu tampon de tifon steril. Se patrunde cu indexul inmanusat in vagin si se se retrage in
lungul uretrei, iar exudatul care ce se obtine se prelevd cu un tampon de vata de la nivelul
meatului. Prelevarea se poate face si cu ajutorul unui tampon care se insera pe o distanta mica
in lumenul uretral.

- La barbati, recoltarea se face dimineata inainte de urinare. In uretritele acute se recolteazi
scurgerea uretrald spontana. De asemenea, este obligatorie recoltarea secretiei din interiorul
uretrei. In acest scop se introduce in uretrd pe o distantd de 1-2 cm un tampon subtire care se
roteste cateva secunde prevenind bolnavul ca manevra este putin dureroasd. Prin aceastd
manevra se obtin celule epiteliale uretrale in care se multiplica chlamyiile, cauza frecventa a
uretritelor. Tamponul de prelevare poate fi inlocuit cu o ansa sterild, introdusa in uretrd
urmand aceleasi indicatii ca i in cazul tamponului. Probele astfel recoltate se prelucreaza
imediat.
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La pacientii cu uretrite cronice secretia este redusa aparand sub forma unei picaturi matinale.
Pentru a mari cantitatea de secretie se recomanda pacientului sd bea cu o seard 1nainte de
recoltare 2 pahare cu bere si s nu urineze Incepand cu ora 2 dimineata.

13. Recoltarea corecta a secretiilor genitale la femei este hotaratoare pentru diagnostic.
Astfel, unii germeni implicati in patologia vaginala cum sunt Trichomonas vaginalis,
Candida, Gardnerella, se gasesc in secretia din fundul de sac posterior al vaginului.
Gonococul, insd, precum si chlamydiile se multiplicda numai in colul uterin. De aceea este
obligatorie recoltarea simultana a celor 2 probe. Recoltarea se efectueaza in cabinetul de
ginecologie.

Secretia vaginala din fundul de sac se recolteaza cu 2-3 tampoane sterile (dupa o prealabila
toaletd a organelor genitale externe, cu o seard 1nainte de efectuarea analizei). Tamponul
destinat cultivarii se introduce in mediu de transport, iar cel destinat examenului microscopic
se Intinde pe lama in vederea colorarii.

Secretia cervicala. Dupa Indepartarea mucusului de pe colul uterin, se insera ferm tamponul
in col si se roteste 10 secunde pentru a obtine un numar cat mai mare de celule epiteliale
endocervicale. Recoltarea va fi facuta doar de medicul specialist. Recoltarea se poate face si
cu o perie citologica, ceea ce creste sensibilitatea metodelor de diagnostic. Peria citologica se
poate utiliza insa numai la femeile neinsarcinate (fiind riscanta pentru femeile gravide).

Secretia din sancru. La pacientii cu sifilis, leziunea se curdtd cu un tampon steril si ser
fiziologic, se apasd intre degete sancrul si se aspird serozitatea cu o pipeta Pasteur. Se
efectueaza un preparat nativ, intre lama si lamela, ce se va examina la microscopul cu contrast
de faza sau cu fond intunecat. Secretia se poate stimula prin acoperirea sancrului cu eter prin
evaporarea acestuia.

14. Lichidul cefalorahidian

Recoltarea LCR se efectueaza la patul bolnavului, prin punctie lombard (rahidiand) sau
occipitala, in conditii riguros aseptice folosind ace speciale cu lungimea de 6-10 cm si
diametrul de 1 mm. Volumul necesar pentru examenele bacteriologice, biochimice si
citologice este de 10-15 ml la adulti si 2-10 ml la copii, volum repartizat in mod egal in trei
eprubete diferite. Transportul la laborator se face imediat si la o temperatura cat mai apropiata
de 37°C (meningococul fiind foarte sensibil la variatiile de temperatura). Lichidul rahidian
trebuie s ajungd inca “cald” la laborator. In caz contrar, un rezultat - LCR-steril - este fara
valoare.

Transportul probelor. Modul in care sunt transportate la laborator probele este, in general,
foarte important si medicul practician trebuie sa se informeze asupra acestei probleme. De
pilda, dacad se urmareste izolarea bacilului dizenteric in materiile fecale si laboratorul este la
distanta de locul recoltarii, medicul trebuie sa stie ca bacilul dizenteric este sensibil si ca
trebuie protejat de un mediu de transport (Amies, Stuart etc.).

Secretia uretrald in care se urmareste izolarea gonococului se insamanteaza direct de catre
medicul care o recolteaza, deoarece gonococul, ca si meningococul, este sensibil la variatiile
de temperatura si nu rezista prea mult in mediul ambiant.

De asemenea, produsele in care se suspecteazd prezenta germenilor anaerobi trebuie sa se
insdmanteze cat mai curand cu putinta si sa fie ferite de contactul cu oxigenul.
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Exista in prezent pe piata tampoane sterile cu mediu de transport lichid de tip Amies (Eswab),
care prezintd mai multe avantaje:

e mentinerea viabilitatii germenilor aerobi/anaerobi peste 48 de ore atat la temperatura
frigiderului cat si temperatura camerei,

e permit insamantarea tampoanelor pe sistem automat
e dintr-un ml de mediu lichid Amies se pot face mai multe teste, inclusiv frotiuri.

Regula generala este ca probele sa ajungd in timpul cel mai scurt la laborator si mai ales in
programul de lucru al laboratorului. Dacd proba necesitd prelucrare imediatd, acest lucru
trebuie mentionat in buletinul de trimitere.

Nu trebuie sa se neglijeze faptul ca orice proba este o posibild sursa de contaminare pentru
intreg personalul care o manuieste.

c. N d.

Figura 14: Recipiente sterile pentru recoltarea de probe biologice: a.l. Sistem de recoltare i transport
probe urind, b. Recoltor universal, c. Coprocultor, d. Tampoane sterile in tuburi
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7. Examenul direct macroscopic si microscopic al

produselor recoltate.

Cand o proba ajunge in laboratorul de microbiologie se presupune ca a fost corect recoltata.
Totusi, uneori, examenul probelor poate evidentia greseli de recoltare:

- sangele pentru hemocultura este recoltat pe substante anticoagulante,

- urina sd fie adusd in laborator in recipiente “curate”, dar nu sterile, sau sd aiba o
culoare roz sau albastra datorita administrarii prealabile de urodezinfectante.

6.1. Examenul macroscopic

Are valoare importantd nu numai pentru a depista greselile de recoltare ci, uneori, chiar in
orientarea diagnosticului bacteriologic.

La lichidul cefalo-rahidian se urmareste culoarea, turbiditatea, prezenta depozitului sau a
cheagului inainte de a fi supus centrifugirii. In mod normal LCR este limpede “ca apa de
stanca”. In prezenta semnelor meningeale (febra, redoarea cefei, fotofobie) chiar si un LCR
limpede pledeaza pentru o meningitd virala sau tuberculoasa. Un LCR tulbure demonstreaza
prezenta leucocitelor si indica o infectie bacteriana.

Puroiul. Se urmareste culoarea, consistenta si mirosul. Culoarea puroiului variaza in functie
de prezenta pigmentului bacterian. Bacteria piogena cel mai frecvent intalnitd in patologia
infectioasa este Staphylococcus aureus, care produce un puroi galben cremos. Puroiul in
infectiile produse de bacilul piocianic (Pseudomonas aeruginosa), este verde albastrui cu
miros aromat. Puroiul din infectia cu actinomicete este grunjos.

La wrina se urmareste culoarea, gradul de turbiditate, prezenta si natura sedimentului (daca
acesta exista), prezenta filamentelor. Dacd urina este tulbure trebuie stabilit daca acest lucru
se datoreaza prezentei leucocitelor sau sarurilor. O incalzire usoara, la flacara, a urinii duce la
disparitia turbiditatii datorata sarurilor.

La sputd se urmareste aspectul, culoarea, aderenta, prezenta fragmentelor purulente. In
pneumonia pneumococicd sputa are o culoare ruginie patognomonica. In tratatele mai vechi
de semiologie medicala se spunea ca “bolnavul isi scuipa diagnosticul®.

La materiile fecale ciutim prezenta puroiului, a sngelui sau a excesului de mucus. Tn
dizenterie patognomonice sunt scaunele mucopurulente si sanguinolente.
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6.2. Examenul microscopic

Examenul microscopic are un rol fundamental in microbiologie, fiind o etapa importanta in
examinarea produselor biologice. Examenul microscopic direct restrange aria de investigatii,
indicand modalitatile ulterioare de diagnostic microbiologic. El se poate efectua la:

e microscopul cu camp luminos - la care se examineaza preparatele colorate sau
preparate native,

e microscopul cu fond intunecat - la care se examineaza preparatele native, intre lama si
lameld, efectuate direct dintr-un produs 1n care se cautd bacterii a caror latime nu
depaseste 0,1-0,2 um (ca, de exemplu, evidentierea treponemelor din sancrul sifilitic),

e microscopul cu contrast de faza - se foloseste la examinarea preparatelor native in
care microorganismele si celulele au aspect tridimensional,

e microscopul cu lumina UV se utilizeaza pentru examinarea preparatelor colorate cu
substante fluorescente.

Prin microscopie se examineaza:
e preparate native intre lama,
o frotiuri fixate, colorate,
e preparate colorate cu substante fluorescente la microscopul cu lumina UV.

Preparatul nativ intre lama §i lameld, in lumina directd este utilizat pentru evidentierea unor
celule (PMN, eritrocite), a germenilor mobili in probe lichide (urind, LCR sau lichidul din
chisturi), a protozoarelor din urind, materii fecale etc. Este de asemenea indicat pentru
examinarea grunjilor din puroiul leziunilor cu Actinomyces sau cu Nocardia.

Tn materiile fecale (suspensie in ser fiziologic steril sau Lugol) se pot observa de exemplu
bacterii cu mobilitate caracteristicd “in spirala”, “in tirbuson”: Campylobacter, Helicobacter,
Vibrio cholarae sau prezenta elementelor parazitare/oud, chisturi etc. In secretia vaginald se
poate vizualiza prezenta, morfologia si mobilitatea caracteristica pentru Trichomonas vaginalis.

Examenul in caAmp intunecat se utilizeaza pentru decelarea Treponemei pallidum, coroborat cu
datele clinice, poate stabili etiologia infectiei.

Frotiul colorat efectuat direct din produsul recoltat furnizeaza date care se refera la prezenta
celulelor inflamatorii (PMN, macrofage), morfologia bacteriilor (coci, bacili, vibrioni, spirili),
dispozitia lor (in ciorchine, gramezi, diplo, tetrade, lanturi, palisade, litere chinezesti sau
majuscule), relatia lor cu celulele existente in produsele biologice (intra sau extracelular).
Examenul microscopic permite §i aprecierea obiectiva a calitatii acestora. Frotiul se poate
efectua si din cultura microbiana, pentru orientarea ulterioara a testelor de identificare.

Tehnica: Pentru efectuarea unui frotiu colorat sunt necesare lame de sticla curate si degresate,
o0 ansd bacteriologica, pipete Pasteur si coloranti.

Etalarea. Din produsele patologice lichide se pot efectua frotiuri direct din produsul ca atare,
cu o pipetd Pasteur. Se depune si se Intinde o picaturd pe lama, avand grija sa lasam libere
marginile lamei. Frotiul se lasa sa se usuce la temperatura camerei.

Cand densitatea microbilor este scazuta intr-un produs biologic lichid (LCR, urind) acesta se
supune centrifugarii la 3000 de turatii/minut timp de 10 minute, iar frotiul se efectueaza din

sediment. Se incarca bucla ansei sterile cu o cantitate din sediment si se etaleazd pe mijlocul
unei lamei in strat subtire.
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Fixarea este necesard pentru aderarca produsului biologic de lama, omorarea bacteriilor si
pentru inlesnirea adsorbtiei colorantului pe suprafata acestora. Frotiurile se fixeaza inainte de
colorare, cel mai ades la flacard. Lama se trece de 3-4 ori prin flacara, incalzind-o pe fata
opusa frotiului. Fixarea cu alcool metilic sau solutie May-Grunwald-Giemsa se prefera acolo
unde se urmareste si morfologia celulelor din produs.

Coloratii de rutina in laboratorul de microbiologie. Frotiurile se pot colora simplu cu un
singur colorant, elementele preparatului avand toate aceeasi culoare, eventual intensitate
diferitd, sau diferentiat cu mai multi coloranti, bacteriile colorandu-se diferit in functie de
caracterele morfotinctoriale.

Frecvent utilizate in laborator sunt coloratia simpla cu albastru de metilen si coloratiile
diferentiale Gram si Ziehl-Neelsen. In cazul in care citologia are o valoare diagnostica
deosebita, frotiurile se pot colora May-Griinwald-Giemsa.

1. Coloratia simpla cu albastru de metilen. Frotiul fixat la flacara se acopera cu albastru de
metilen, care se lasa sa actioneze 1-2 minute, se spald apoi cu apa, se usuca si se examineaza
la microscop cu obiectivul cu imersie. Fondul preparatului apare colorat in albastru-deschis,
iar bacteriile 1n albastru-inchis. Evidentiaza citologia, prezenta leucocitelor, PMN,
limfocitelor, levuri etc.

2. Coloratia Gram reprezinta coloratia de baza in microbiologie si a fost descrisa in 1884 de
medicul danez Christian Gram. Aceastd coloratie imparte bacteriile Tn doud grupe: bacterii
Gram pozitive, colorate 1n violet si bacterii Gram negative, colorate in rosu. Diferenta de
culoare se datoreazd deosebirilor de structurd, respectiv de permeabilitate ale peretelui celular.

Principiul coloratiei consta in colorarea bacteriilor cu un colorant acridinic de tip cristal violet
si mordansarea cu solutie de lugol (solutie iodo-ioduratd de K). Ca urmare, se formeaza
complexe insolubile cu acidul ribonucleic celular, de culoare violet. Diferenta dintre bacteriile
Gram pozitive si Gram negative consta in diferenta de permeabilitate a peretelui celular
pentru aceste complexe (datorita structurii sale diferite la Gram pozitive/negative), dupa
decolorare cu alcool-acetona sau alcool absolut. Bacteriile Gram pozitive pastreaza
complexele violet pe cand cele Gram negative le pierd, devenind incolore. Acestea se vor
recolora in rosu fie cu fuxind, fie cu safranina. Trebuie subliniat cd bacteriile Gram pozitive
pastreazd complexele violet numai daca structura peretelui este intacta. Daca celula bacteriana
are peretele celular alterat, ea va pierde aceste complexe.

Tehnica coloratiei:
e frotiul fixat la flacara se acopera cu solutie de cristal violet timp de 1 minut,

e se spalda lama cu lugol si se acoperd cu lugol 2 minute (iodul serveste ca
mordant in coloratie);

e se indeparteaza lugolul si se decoloreaza cateva secunde cu alcool-acetond sau
2 minute cu alcool absolut;

e se spald cu apd;
e se acopera lama cu solutie de fuxina fenicatd diluata 1/10 cateva secunde;

e se spald cu apd, se usucd si se examineazd la microscop cu obiectivul cu
imersie.
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Coloratia Gram evidentiaza prezenta microorganismelor, morfologia (forma, madrime,
dispozitie caracteristicd), tinctorialitatea (Gram pozitive /Gram negative), frecventa PMN,
relatia cu PMN neutrofile (intr- / extraleucocitari).

Dupa examinarea directd microscopica a frotiurilor colorate Gram, microbiologul poate face
un raport preliminar pe care il transmite medicului practician. Acesta va putea lua o decizie
terapeutica pana la sosirea rezultatului culturii si a antibiogramei.

3. Coloratia Ziehl-Neelsen. Acido-alcoolo-rezistenta este proprietatea unor bacterii din genul
Mycobacterium (bacilul tuberculos si al leprei) si Nocardia. Aceste bacterii se coloreaza la
cald din cauza structurii peretelui celular care are in stratul superficial o ceara. Odata colorate,
ele nu mai pot fi decolorate nici cu alcool si nici cu acizi. Acest tip de coloratie se poate
efectua direct din sputa, colectie purulenta sau din sediment LCR, lichid pleural.

Tehnica:
e se fixeaza frotiul la flacara;

e se acoperd frotiul cu solutie de fuxina fenicatd Ziehl, se incélzeste pana la
aparitia vaporilor, repetindu-se aceastd incalzire de 3 ori in decurs de 10
minute (pentru incalzire se utilizeaza o tija metalica care are montat un tampon
de vata la unul din capete; tamponul se umecteaza cu alcool si se aprinde);

e se decoloreaza cu acid azotic diluat 1/3 sau acid sulfuric 1/5 pana dispare
culoarea rosie;

e sespald cuapa;
e se recoloreaza cu solutie de albastru de metilen 1-2 minute;
e se spald cu apa, se usuca si se examineaza la microscop.

Bacilii acido-alcoolo-rezistenti (BAAR) (baciul Koch si bacilul leprei) sunt colorati in rosu pe
fondul albastru al preparatului. Restul microbilor prezenti se coloreaza, de asemenea, in
albastru. Acesti bacili nu pierd colorantul la decolorarea cu alcool si acid datoritd prezentei
acidului micolic si a proprietatilor de permeabilitate selectivda a membranei celulare.

BAAR se mai pot colora si cu substante fluorescente cum este auramina sau un amestec de
auramina-rhodaminad, cu decolorare consecutiva cu un amestec de alcool si acid. BAAR retin
colorantul, ceea ce permite evidentierea lor la microscopul cu fluorescenta.

4. Coloratia Giemsa se utilizeaza pentru preparatele de sange, secretii vaginale, uretrale,
exudate din seroase, punctii medulare etc. Permite vizualizarea cu acuratete a morfologiei
celulare (anomalii, atipii, suspiciune de modificare neoplazicd), aprecierea cantitativd a
predominanter PMN, etiologia bacteriana.

Tehnica:

e frotiul se fixeaza cu alcool metilic sau alcool-eter in parti egale, timp de 2-3
minute;

e se acopera apoi cu solutie Giemsa diluata timp de 20-23 minute;

e se usuca si se examineaza la microscop cu obiectivul cu imersie.
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Exemple practice:

Examenul microscopic al LCR. Din LCR se efectueaza un preparat nativ in camera de
numarat pentru a aprecia densitatea celulara (leucocite si eritrocite).

Pentru frotiuri fixate si colorate, LCR se centrifugheaza 5 minute la 3000 de turatii/minut. Se
decanteaza supernatantul, iar din sediment se efectueaza trei frotiuri care se coloreaza Gram
sau Ziehl-Neelsen (pentru BAAR).

In situatia in care LCR este tulbure si contine numeroase PMN, agentul cauzal este probabil
N. meningitidis, Str. pneumoniae sau H. influenzae. La coloratia Gram se pot observa microbii
enumerati. Efectuarea frotiului colorat Ziehl-Neelsen are importanta deosebita in diagnosticul
tuberculozei. Tn sedimentul LCR, in meningite levurice, la bolnavii imunodeprimati/SIDA, se
mai pot observa levuri incapsulate (Cryptococcus neoformans).

Examenul microscopic al puroiului. Frotiurile efectuate direct din puroi se coloreaza Gram.
Pe aceste preparate se evidentiaza in primul rand PMN si apoi diverse bacterii (stafilococi,
streptococi etc.) sau, mai rar, fungi. Tn cazul suspiciunii unei actinomicoze, se zdrobesc
grunjii din puroi intre 2 lame care se despart si apoi se coloreazd Gram.

Un ochi experimentat poate observa pe frotiurile din puroi colorate Gram coci anaerobi
datorita formei lor neregulate si a dispozitiei.

Examenul microscopic al urinii. Urina se va centrifuga si din sediment se vor efectua
frotiuri colorate Gram si Ziehl-Neelsen (TBC renala). Intr-o infectie urinara, pe frotiul colorat
Gram se observa in afard de flora bacteriana mobild, numeroase PMN, hematii, celule
epiteliale, cristale, levuri.

Din sedimentul de urind se poate efectua si un preparat nativ intre lama si lamela. Daca urina
este proaspata se poate evidentia Trichomonas vaginalis datoritd miscarilor caracteristice.

Examenul microscopic al sputei. Pentru a efectua un frotiu din sputa, se spala sputa cu ser
fiziologic in placa Petri in care a fost recoltatd. Mucozitatile se trec in alta placd Petri i se
spald din nou. Spalarea este obligatorie pentru indepartarea microorganismelor contaminante
din faringe, care s-au atasat de sputa in timpul recoltarii. Mucozitatile se tritureaza si din
materialul rezultat se efectueaza frotiuri si culturi.

Lamele se fixeaza la flacara si se coloreaza, una Gram, una Zichl-Neelsen (M. tuberculosis) si
una Giemsa pentru evidentierea unui parazit (Pneumocystis carinii). Coloratia Gram poate
semnala prezenta streptococilor, stafilococilor, pneumococilor, H. influenzae.

Examenul microscopic al produselor obtinute prin biopsie sau autopsie. Fragmentul de
tesut obtinut prin biopsie sau autopsie se apasad pe suprafata lamei de sticld realizandu-se n
acest fel amprente. Frotiurile se fixeaza la flacara si se coloreaza Gram si Ziehl-Neelsen (daca
se suspecteaza o infectie tuberculoasd).
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Tabelul nr. 3: Exemple de bacterii Gram pozitive/negative

FORMA
TINCTORIALITATE | BACTERIILOR FAMILIA/GRUPUL | GENUL ASEZARE
COCI
Micrococaceae Staphylococcus gramezi
GRAM POZITIVI Streptococaceae Streptococcus diplo/lanturi
S.pneumoniae
Enterococcus
BACILI Sporulati | Aerobi Bacillus lanturi/diplo
Anaerobi | Clostridium sporul dispus central
sau terminal
Nesporulati Corynebacterium | litere chinezesti/
majuscule
Listeria cocobacili
COcCI Neisseriaceae Neisseria Indiplo cu
GRAM NEGATIVI concavitatile fata in
fatd
BACILI Enterobacteriaceae Escherichia neregulata
Salmonella
Shigella
Klebsiella
Enterobacter
Proteus
Morganella
Yersinia
Non-fermentativi Pseudomonas
Acinetobacter
Vibrionaceae Vibrio virgula
Spirillaceae Campylobacter spiralati
Helicobacter incurbati
Diverse Haemophilus cocobacili
Brucella
Bordetella
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8. Izolarea germenilor din probele recoltate pe medii de

cultura

Nu se pot stabili reguli rigide cu privire la izolarea si cultivarea in vitro a microorganismelor.
Calea de urmat este determinatd de produsul biologic, care este hotarator in alegerea mediului
de cultura. Medicul microbiolog trebuie sa stie ce microorganisme pot fi intalnite in diversele

eqge v,

Scopul cultivarii este obtinerea bacteriilor sub forma de colonii izolate care vor fi in
continuare identificate pe baza caracterelor culturale, de metabolism, de patogenitate si
antigenice.

Existd medii de culturd pentru aproape toate bacteriile. Totusi unele bacterii ca de pilda
Treponema pallidum si Mycobacterium leprae nu se pot cultiva. Chlamydiile si rickettsiile
necesitd, ca si virusurile de altfel, sisteme vii de cultivare (culturi de celule, oua embrionate,
animale de experientd) inaccesibile laboratoarelor de rutina.

La germenii necultivabili sau greu de cultivat in conditii de rutina, diagnosticul se va baza pe
evidentierea directa a acestora sau a antigenelor lor in produsul biologic (IF, Elisa, PCR etc.)
sau pe examene serologice.

Probele pot fi insdmantate pe medii lichide, In care germenii cresc in amestec, sau pe medii
solide unde dezvoltd colonii. Preferabile sunt mediile solide, dar sunt situatii n care
insamantarea primara se face pe un mediu lichid uzual (bulion, de pilda pentru hemocultura)
sau de Tmbogatire (izolarea salmonelelor pe mediul Mueller-Kauffmann etc.) si ulterior pe
mediu solid.

Probele biologice normal sterile (urina, LCR, lichid articular, lichid pleural, puroiul din
colectii inchise, prelevatele obtinute prin biopsie sau autopsie) se insdmanteaza in general pe
medii solide neselective (gelozd sange, gelozd/sange chocolat etc.) intr-o atmosfera de
microaerofilie.

Alegerea mediilor pentru produsele din sedii cu flori normald depinde de gradul de
contaminare a acestor probe. Astfel, exudatul faringian se poate insdmanta pe geloza sange,
pe cand materiile fecale necesitd mai multe medii de imbogatire si selective care sa permita
izolarea fiecdrei specii posibil infectante. Acelasi produs trebuie uneori insdmantat pe mai
multe medii, deoarece poate contine bacterii cu necesitdfi nutritive diferite.

Insdmintarea constd in depunerea unei probe sau a unui inocul (numar mic de bacterii) intr-
un mediu de cultura in vederea cultivarii bacteriilor.

Repicarea este reinsamantarea unei tulpini microbiene de pe un mediu de cultura pe altul.
Izolarea este procedeul prin care o bacterie este obtinuta in cultura pura.
Pentru insamantari se utilizeaza in general ansa bacteriologica.

Placa Petri pe care urmeaza sa o insdmantam se introduce in termostat la 37°C cu capacul
intredeschis pentru ca suprafata mediului sd se usuce. Dacd uscarea nu este corespunzatoare,
coloniile vor conflua si nu se vor mai dezvolta izolat. Placa se pune pe masa de lucru cu
capacul 1n jos. Se ia placa cu mana stangd. O micd portiune din produsul bacterian se
disperseaza pe un sector limitat al placii fie cu ansa, daca proba se afla intr-un recipient, fie cu
tamponul cu care s-a efectuat recoltarea. Ansa se sterilizeaza (sau se folosesc anse de unica
folosintd). Se trece cu ansa peste suprafata insamantata initial iar apoi se descriu 3-4 striuri
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paralele la o distantd de 5 mm unul de celalalt pe un alt sector al placii (vezi figura 15). Se
repetd operatia pe sectoare noi pana ce placa este epuizata, astfel incat coloniile vor fi mai rare
pe ultimul sector insdmantat.

Figura 15: Tehnica de insamantare

Incubarea consta in mentinerea mediilor de cultura insamantate in conditii optime de
temperaturd i presiune de oxigen. In general, culturile se dezvoltd la 18-24 de ore dupa
incubare. Unele specii Tnsa, necesitd un timp mai lung, ce dureaza de la zile la sdptamani.

Temperatura optimd pentru majoritatea bacteriilor este de 37°C, dar existd bacterii care
prefera temperaturi de 28°C, cum sunt leptospirele.

In raport cu necesarul de oxigen, bacteriile strict acrobe si facultativ anaerobe se cultiva in
prezenta aerului atmosferic, cele microaerofile intr-o atmosferd de microaerofilie. Astdzi se
incubeazd majoritatea izolatelor primare in atmosfera de CO, deoarece acesta favorizeaza
dezvoltarea microbiana.

8.1. Cultivarea produselor biologice normal sterile

Sangele pentru hemocultura se recolteaza in septicemii si ideal este ca insdmantarea sa se
facad la patul bolnavului pe seturile de flacoane cu bulion descrise (la capitolul Recoltare).
Coagularea sangelui trebuie impiedicatd dar nu prin anticoagulante, care au actiune
antibacteriand, ci prin dilutia sangelui in mediul de cultura (raport 1/10). Mediile de cultura
astfel insdmantate se introduc in incubatoare speciale de tip Bactec sau Bactalert, care asigura
temperatura de 37°C si semnalizeaza prin semnal luminos si sonor hemoculturile
pozitive/negative. Cele pozitive vor fi ulterior Tnsdmantate de catre personalul din laborator
pe medii solide in vederea identificarii germenilor. Din flacoanele pozitive se vor efectua
subculturi pe mediile de culturd corespunzatoare (medii solide destinate cresterii germenilor
aerobi, anaerobi sau fungi).Bacteriile care se pot multiplica in torentul sanguin apartin celor
mai diverse familii si specii bacteriene aerobe sau facultativi aerobe Gram pozitive
(Staphylococcus  aureus, Staphyococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus), Gram negative (Acinetobacter spp. Pseudomonas aeruginosa) sau fungi.
Bacterii de tipul stafilococilor coagulazo-negativi sunt considerate contaminanti.

Astazi existd o mare varietate de medii de culturd oferite de diverse firme producatoare care
asigura necesitatile nutritive ale unei game largi de bacterii, astfel incat usureaza si
imbunatatesc performantele hemoculturii.

63



Urina este un produs biologic steril si infectiile tractului urinar (ITU) sunt cel mai des
monomicrobiene. Mediile pe care se insdmanteaza urina sunt geloza sange si un mediu
lactozat semiselectiv (ca de pilda Mac Conkey) sau un mediu cromogen care evidentiaza prin
culori diferitele tipuri de bacterii implicate n etiologia ITU.

Urina se insamanteaza ca atare cu 2 anse calibrate de 1, respectiv 4 mm. Primei anse {i
corespunde o cantitate de 0,001 ml, iar celei de-a doua, 0,01 ml. Urina insamantatd este
diseminati prin tehnica coloniilor izolate. Insdmantarea unor cantitati fixe este obligatorie
pentru a putea aprecia numarul de germeni pe ml de urind, numar care este hotarator in
stabilirea unei infectii urinare (peste 100.000 germeni/ml sau peste 105 UFC/ml). Cel mai
frecvent agent etiologic al infectiilor urinare este bacilul coli (Escherichia coli).

Daca se suspecteaza o infectie cu germene pretentios (Mycobacterium tuberculosis),
sedimentul se va insamanta pe medii speciale (Lowenstein-Jensen).

LCR se centrifugheaza si insdmantarea se face din sediment cu ajutorul ansei bacteriologice.
Se utilizeaza o placa cu geloza-sange si una de geloza chocolat incubate in microaerofilie, iar
cealalta in anaerobioza. Se disemineaza in striuri dense, distantdndu-ne de zona in care s-a
facut descarcarea inoculului. Dupa incubare 24 ore la 37°C se obtin colonii izolate.

Bacteriile pe care le gasim mai frecvent sunt Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis etc.

Lichidele seroase (pleural, pericardic, ascitic, sinovial). Sedimentul obtinut dupa centrifugare
se insdmanteaza in bulion steril si pegeloza-sange si se incubeaza in microaerofilie. Pentru
bacilii anaerobi nesporulati si pentru streptococii anaerobi este necesard o incubare in
anaerobioza timp de cel putin 3 saptdmani.

Germenii mai des intdlniti sunt Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis etc.

Puroiul. Se descarca tamponul sau ansa incarcata cu o mica cantitate de puroi (daca acesta s-a
recoltat intr-un recipient) pe 2 pléci cu geloza-sange (una se incubeaza in aerobioza si una in
microaerofilie), medii selective (cu antibiotice), geloza-sange-chocolat si pe mediul
Sabouraud pentru izolarea fungilor.

Secretia conjunctivali. Insiméantarea tampoanelor conjunctivale se face pe gelozi-sange,
incubarea facandu-se Tn microaerofilie (pentru izolarea Haemophilus spp, Neisseria spp, Str.
pneumoniae). Alti germeni care pot fi izolati sunt Pseudomonas spp, enterobacterii,
streptococi hemolitici, S.aureus.

8.2. Cultivarea produselor biologice provenite din sedii populate
cu flora normala

Exudatul faringian. Germenii care dau cel mai frecvent faringite sunt Str. pyogenes si
Staphylococcus aureus. Ei se dezvolta optim pe geloza sange.

Pentru izolarea Str. pyogenes tamponul faringian se insamanteaza pe mediu de Tmbogatire Pick (cu
azid de sodiu si cristal violet) iar dupa 24 h de termostatare la 37°C, pe geloza-sange si se incubeaza
in anaerobioza cu adaos de 10% CO». Streptococii beta hemolitici grup A si Str.pneumoniae cresc
uneori mai bine 1n anaerobioza decat in aerobiozd. Este bine sa se insdmanteze exudatul si pe o
geloza chocolat pe care se dezvolta speciile de Haemophilus si Neisseria.

Daca medicul clinician are in vedere izolarea altor germeni decat cei obisnuiti el trebuie sa
specifice clar acest lucru in buletinul de analiza.

Exudatele nazale se insamanteaza pe geloza-sange si geloza chocolat, se incubeaza in
acrobioza cu adaos de 5% CO; pentru izolarea N. meningitidis, Str.pneumoniae, Haemophilus
spp. si Staphylococcus aureus.
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Exudatele otice. Se insamanteazd pe aceleasi medii ca si exudatul faringian, precum si pe
medii lactozate. Germenii pe care T1i intdlnim mai des sunt Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus spp. etc.

Aspiratele brongice. Germenii care se pot izola cel mai frecvent din aceste produse patologice
sunt: Str. pneumoniae, N. meningitidis, Haemophilus spp.etc.

Pentru izolarea N. meningitidis, Tnsamantarea se face imediat pe geloza-sange-chocolat si
incubarea are loc in aerobioza cu adaos de 10% CO».

Pentru izolarea bacililor Gram negativi (Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Acinetobacter
spp.), din aspirate ale pacientilor spitalizati si intubati, insdmantarea se face pe medii lactozate
Sau cromogene.

Produse patologice recoltate de la nivelul cavitditii bucale in caz de ulceratii, abcese dentare
urmaresc izolarea Str. pyogenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans. Pentru izolarea
stafilococilor si a streptococilor, insamantarea se face pe geloza-sange iar pentru C. albicans
se foloseste mediul Sabouraud.

Sputa. Prin insamantarea sputei se urmareste izolarea S. pneumoniae, S. pyogenes, S. aureus,
Haemophilus influenzae, M. tuberculosis si mai rar Legionella pneumophila.

Inainte de insimantare, sputa se spali de trei ori succesiv cu ser fiziologic steril sau se
lichefiaza cu o solutie de N-acetil-L-cisteina (lichefierea se produce in 30 min la temperatura
camerei). Sputa se va insdmanta pe geloza-sange pentru izolarea S. pneumoniae, S. pyogenes,
S. aureus, pe geloza sange chocolat pentru Haemophilus influenzae (incubare in aerobioza cu
5-10% CO,) si pe mediul Lowenstein-Jensen pentru M. tuberculosis (culturile se incubeaza la
37°C si se vor urmari saptamanal timp de 2-4 saptadmani).

Vomismentele se insamanteaza pe geloza-sange ce vor fi incubate in aerobioza, respectiv in
anaerobioza (pentru izolarea S. aureus) si pe medii selective pentru Salmonella si Shigella.

Materiile fecale. Pentru izolarea salmonelelor, shigelei si a altor enterobacterii, materiile
fecale se insamanteaza pe medii selective lactozate.

Pentru izolarea speciilor de Campylobacter se utilizeaza geloza-sange cu adaos de polimixina,
vancomicina si trimetoprim. Placile se incubeaza in anaerobioza la 42°C.

Pentru izolarea V. cholerae, se suspenda 2 ml materii fecale in apa peptonatd la pH 9, se
insamanteaza pe mediul TCBS (thiosulfat-citrat-bila sare-zaharoza-agar) si se incubeaza la
termostat timp de 5 ore.

Pentru izolarea patotipurilor diareigene de E.coli insamantarea se face pe medii speciale.

Secretia cervicala. Germenii mai frecvent izolati in infectii cervicale sunt: N.gonorrhoeae,
Candida albicans, Gardnerella vaginalis. Tampoanele recoltate se insamanteaza pe 2 placi cu
geloza-sange si pe medii selective (cu antibiotice). O placa cu geloza-sange si cele cu mediu
selectiv se incubeaza in aerobioza cu adaos de 5-10% CO; iar cea de-a doua placa cu geloza-
sange in anaerobioza cu adaos de 10% CO,. Se poate utiliza si geloza-sange-chocolat. Cele
mai multe tulpini cresc dupa 48 ore de incubare. Insimantarea se face si pe mediul Sabouraud
pentru izolarea C. albicans.

Secretia conjunctivali. Insimantarea tampoanelor conjunctivale se face pe gelozi-sange,
incubarea facandu-se in aerobioza cu adaos de 5-10 % CO, (pentru izolarea Haemophilus spp,
Neisseria spp, S. pneumoniae). Pentru izolarea Moraxellei se utilizeaza mediul Loeffler. Alti
germeni care pot fi izolati sunt Pseudomonas spp, enterobacterii, streptococi hemolitici, S.
aureus, Chlamydia trachomatis.
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9. Identificarea germenilor pe baza caracterelor morfo-

tinctoriale, culturale, testelor biochimice, testelor de
patogenitate

Metode de identificare a bacteriilor

Dupa izolarea bacteriilor in culturd pura (culturd cu o singurd specie microbiand), etapa
urmdtoare a diagnosticului bacteriologic este identificarea, care se face numai pe culturi

tinere.

Identificarea preliminard a bacteriilor cu importantd medicala se face pe baza catorva
caractere:

e caractere morfo-tinctoriale pe frotiuri colorate Gram
e caractere culturale
e caractere biochimice, teste de patogenitate

e reactii Antigen-Anticorp

9. 1. Metode de identificare a bacteriilor pe baza caractere morfo-
tinctoriale pe frotiuri colorate Gram

Consta in efectuarea frotiurilor din culturd si recunoasterea bacteriilor pe baza caracterelor
morfologice (coci, bacili, cocobacili, spirochete) si tictoriale (Gram pozitive/negative).
Aceasta etapd de identificare este importantd intrucat deseori caracterele culturale nu sunt
concludente (forma, dimensiunea coloniilor, pigmentogeneza, proprietdtile hemolitice pot fi
uneori modificate, in special in cazul produselor provenite de la pacienti aflati pe
antibioterapie).
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9.2.

Metode de identificare a bacteriilor pe baza caracterelor
culturale

Dupa incubarea culturilor (majoritatea 24 h la 37°C) si identificarea pe baza caracterelor
morfo-tinctoriale pe frotiuri colorate Gram, urmeaza identificarea pe baza caracterelor

culturale:

e caractere culturale pe medii lichide: valoare diagnostica o au numai acele medii care
sunt selective pentru o specie si/sau indicd un caracter biochimic evident prin
modificari caracteristice.

e caractere culturale pe medii solide intereseaza:

dimensiunea coloniilor: mari (stafilococi, enterobacterii), mici (enterococii),
pulverulente (streptococii).

forma coloniilor: rotunde (stafilococi, streptococi, gonococi, bacilul piocianic),
ondulate (bacilul carbunos), in “floare de margareta” (bacilul difteric tipul gravis).

marginile: regulate (stafilococi, streptococi, bacilul coli, bacilul piocianic), nere-
gulate cu prelungiri (B.anthracis, M.tuberculosis, C.diphteriae cu coloniile “R”).

opacitatea (colonii mucoide de stafilococi) sau transparenta (coloniile la
streptococul beta hemolitic sau bacilul piocianic).

relieful: bombat, mamelonat, ombilicat, aplatizat

daca colonia este de tip “S” sau “R”. Aceeasi tulpind se poate prezenta sub 2
forme de colonii: “S” care sunt netede, bombate, cu margini regulate,
neemulsionabile in ser fiziologic si “R”, cu margini neregulate, suprafata rugoasa
si care aglutineaza spontan in ser fiziologic.

aspectul: mucos (colonii de Klebsiella spp), picaturd de roua (gonococ,
meningococ).

prezenta de pigment: alb (Staphylococcus epidermidis), auriu (Staphylococcus
aureus), citrin (Staphylococcus saprophyticus), verzui (Pseudomonas).

consistenta: apoasa (colonii matt i colonii glossy la streptococul beta hemolitic),
mucoasa (colonii de Klebsiella spp).

modul in care se detaseaza de pe mediu: usor (colonii de tip ,,S”), greu (colonii de
tip ,,R”)

mirosul: de flori de salcam (Pseudomonas aeruginosa), fetid (Proteus), drojdie de
bere (Candida sp.).

modificarea mediului prin: hemoliza daca mediul contine sange (colonii
hemolitice pe geloza sange: S.aureus, streptococii, bacilul piocianic); virarea
culorii mediului prin fermentarea unor zaharuri din continutul lui (colonii lactozo-
pozitive: bacilul coli, Klebsiella spp, colonii lactozo-negative: Proteus,
Salmonella, colonii manito-pozitive: S.aureus).

Identificarea pe baza caracterelor culturale este deseori orientativa si trebuie confirmata prin
alte teste mai precise.
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9.3. Metode de identificare a bacteriilor pe baza testelor
biochimicesi testelor de patogenitate

e secretia unor enzime (coagulaza, catalaza, oxidaza, lecitinaza) care pot fi
detectate prin teste simple;

e capacitatea de metabolizare a zaharurilor prin mecanism oxidativ sau
bacteriilor. Deosebirea dintre bacteriile fermentative si cele nefermentative este
importantd in identificarea bacililor gram negativi (enterobacterii care
fermenteaza glucoza, versus non-fermentativi, care nu o fermenteaza);

o utilizarea ca sursd de carbon a unui set de substraturi pentru crestere (citrat,
malonat etc.);

e producerea de hidrogen sulfurat care, in prezenta unor metale grele din
mediu, da o culoare neagra (Salmonella spp, Proteus spp. etc.)

In practica curenta se utilizeaza medii multitest, ca de pilda, galeriile API, pe care se pot
urmari concomitent mai multe reactii biochimice. Dupd Inocularea manuald cu cultura
bacteriand a acestor galerii, se incubeaza 24 h la 37°C, dupa care se citesc, interpretarea lor si
respectiv identificarea bacteriilor efectuandu-se pe baza unor coduri numerice care se
compard cu cele existente in tabelele furnizate de firma producatoare, care contin “modelele”
biochimice ale diverselor specii bacteriene.

Tn ultimul timp s-au dezvoltat analizoare automatizate si computerizate care utilizeaza
carduri de reactii miniaturizate, cititoare automate si o bazd de date care permite identificarea

corectd a bacteriilor (analizor Vitek®, Microscan® etc.) sau spectrometre de masa de tip
MALDI-TOF®.

.....

Figura 16: VITEK® 2 COMPACT - sistem automatizat de identificare si testare a sensibilitatii
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9.4. Metode de identificare a bacteriilor pe baza testelor
moleculare

Identificarea ideala este pe baza structurii ADN-ului bacterian, prin teste de biologie
moleculara (PCR) dar deocamdatd, datoritd preturilor ridicate nu intra in rutina
laboratoarelor.

Uneori este necesar sda se demonstreze prezenta unor factori de patogenitate ai bacteriilor
identificate pentru a confirma diagnosticul clinic (de pilda, secretia unor toxine).

Nu intotdeauna testele biochimice duc la o identificare satisfacatoare, diagnosticul fiind
completat prin reactii imunologice de tip antigen-anticorp (aglutinare, imunofluorescenta,
RIA, Elisa etc.). Astfel in cazul salmonelelor, de pilda, testele biochimice ne conduc pana la
nivelul de gen. Identificarea serotipului de Salmonella se face pe baza structurii antigenice
utilizdnd seruri aglutinante standard (reactii de aglutinare pe lama).La sfarsitul acestei etape
vom putea identifica bacteria la nivel de gen si specie, in unele cazuri chiar la nivel de grup
sau tip.
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10. Antibiograma, tehnica si citire interpretativa

Antibiograma este una din cele mai importante etape ale diagnosticului bacteriologic. De
corectitudinea, acuratetea si rapiditatea validarii rezultatului putdnd depinde deseori viata
pacientului aflat in stare critica. Un tratament antibiotic adecvat, mai ales in spitale, este
esential nu numai pentru sanatatea individului, ci si pentru a asigura o utilizare cat mai
indelungata a respectivului agent antimicrobian.

Alegerea agentului antimicrobian nu depinde exclusiv de rezultatul antibiogramei, problema
fiind mult mai complexa. Trebuie luati in considerare si o serie de alti factori, cum sunt sediul
infectiei, varsta pacientului, afectiunile sale intercurente, statusul imunologic si nu in ultimul
rand functia renala si hepatica.

antibiograma.
In vitro relatia antibiotic-bacterie este definita prin:

e concentratia minima inhibitorie (CMI) care reprezinta cantitatea cea mai mica
de antibiotic ce inhiba complet multiplicarea unei tulpini bacteriene si

e concentratia minima bactericidad (CMB) ce reprezintd cea mai mica cantitate de
antibiotic capabild sa omoare 99,9-100% din indivizii unei tulpini testate.

In vivo, relatia antibiotic-bacterie se exprima prin concentratia de antibiotic activ in focarul
de infectie, conditionatd de difuzia acestuia 1n focar, inactivarea suferitd de antibiotic prin
fixare pe substraturi proteice, functia de detoxifiere hepatica si renald, viteza de eliminare a
antibioticului.

Pentru necesitatile terapeutice curente definim o bacterie ca fiind:

e sensibila, daca CMI este de minimum 2-4 ori mai mica decat nivelul mediu al
antibioticului in focarul infectios (sdnge, bila, LCR etc.). Efectul terapeutic
este posibil prin utilizarea unor doze uzuale dintr-un asemenea antibiotic;

e rezistentd, atunci cand CMI este mai mare decat nivelul mediu al
antibioticului in focar. Efectul terapeutic nu se obtine. In acest caz antibioticul
determina efecte toxice pentru pacient Tnainte de a atinge CMI,

e intermediara, sau moderat sensibila, atunci cdnd CMI este apropiat de
concentratia medie a antibioticului in focar. In acest caz efectul terapeutic se
obtine doar prin administrarea unor doze mari de antibiotic, sau prin
administrare locala.

Rezistenta bacteriilor la antibiotice poate fi:
e naturali, care se referd la un caracter de specie, absolut, determinat genetic, si

o dobandita, care se manifesta doar la un numar mai mare sau mai mic de
tulpini din cadrul unei specii natural sensibile la un anumit antibiotic. Numarul
tulpinilor cu rezistentd dobandita este In continud crestere, fiind determinat de
o serie de mecanisme biochimice §i genetice.

Spectrul antimicrobian al unui antibiotic reprezinta totalitatea speciilor microbiene cu toate
sau aproape toate tulpinile sensibile la acest antibiotic.
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Spectrul natural cuprinde toate speciile bacteriene sensibile la un antibiotic in momentul
introducerii acestuia in terapie. Cunoasterea acestui spectru este deosebit de importanta pentru
cazurile In care nu existd posibilitatea efectudrii unei antibiograme, medicul practician fiind
nevoit sa aleaga un antibiotic la care respectivul germen sa fie Tn mod natural sensibil.

Spectrul actual de sensibilitate este mai restrans decat cel natural si cuprinde tulpinile
microbiene sensibile la un anumit antibiotic, la un moment dat, intr-o anumita zona limitata
(colectivitate), depinzand in mare masura de antibioticele utilizate mai frecvent in respectiva
zond sau colectivitate. Restrangerea acestui spectru este pe zi ce trece tot mai accentuata,
deoarece in timpul scurs de la introducerea antibioticului in terapie are loc aparifia de noi si
noi tulpini rezistente.

Antibiotic de rezerva este antibioticul cu utilizare in mod deliberat restransa, doar in infectii
bacteriene grave, pana la aflarea rezultatului antibiogramei (in sectiile cu risc) sau In situatia
in care bacteria infectantd este multirezistenta la antibioticele uzuale (cazul tulpinilor de
spital). Medicul bacteriolog are sarcina nu numai de a identifica si testa sensibilitatea
germenilor, dar este implicat si In comisia de antibiotice a spitalului, cu rol in supravegherea
tratamentul antiinfectios.

10.1. Tehnica antibiogramei

Antibiograma se obtine prin cultivarea germenului testat in vitro, in conditii standard, in
prezenta unei cantitati cunoscute de antibiotic. Antibioticele care fac parte din trusa cu care se
face testarea se selectioneaza in functie de spectrul natural de activitate al bacteriei testate si
de localizarea focarului infectios.

In situatii deosebite, in care viata pacientului este in pericol, se poate efectua in paralel
antibiograma primard direct pe produsul patologic, pentru a putea indica rapid un
chimioterapic eficace (dupa antibiograma efectuata pe cultura pura, tratamentul putand fi
corectat).

In Roménia, sunt utilizate doud standarde pentru antibiograma: cel european - EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) si cel american - CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute).

eqe ey

antibacteriene: metoda dilutiilor si metoda difuzimetrica.

Ca martori pentru controlul testarii se folosesc tulpini microbiene de referintd care 1isi
pastreaza nealterata sensibilitatea naturala la antibiotice (de exemplu, S. aureus ATCC 25293
atunci cand testam bacterii gram pozitive si E. coli ATCC 25922 atunci cand testam bacterii
gram negative).
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10.1.1. Metoda dilutiilor

Metoda dilutiilor are o utilizare mai restransa si este folositd mai ales in cercetare. Ea este
pretentioasa din punct de vedere tehnic si necesitd un consum mare de materiale care
depaseste necesitatile unui laborator clinic. Permite, nsa, stabilirea precisd a CMI si CMB.

Determinarea CMI
Indicatii:
e infectii grave care ameninta viata bolnavului (septicemii, endocardite subacute,
meningite),

e testarea bacteriilor cu cultivare lenta (bacilul Koch),

e testarea preliminard determinarii CMB.

Principiu: se realizeaza dilutii crescande de antibiotic in mediu lichid, care se pun in contact
cu cantitati fixe din cultura microbiand de cercetat, se incubeaza 18 ore la 37°C si se
controleaza apoi care este cea mai micd concentratie de antibiotic ce nu a permis cresterea
germenilor microbieni. Aceasta va fi CMI.

Determinarea CMB
Indicatii: infectii grave de tipul septicemiilor, endocarditelor etc.

Principiu: dupa citirca CMI-ului se trece o cantitate fixa din eprubetele in care
microorganismul nu a crescut pe un mediu de culturd solid lipsit de antibiotice. Se incubeaza
18 ore la 37°C, dupd care se noteaza care este concentrafia la care au crescut germenii,
precum si cea mai micd concentratie la care acestia nu au mai crescut (au fost iremediabil
distrusi). Aceasta din urma dilutie reprezinta CMB.

10.1.2. Metoda difuzimetrica

Aceasta se efectueaza pe mediu solid, tehnica cea mai utilizatd (adoptatd in mod oficial de
SUA din 1966) fiind tehnica Kirby-Bauer.

Indicatii: numai pentru bacterii cu crestere rapidd. Permite testarea mai multor antibiotice pe
aceeasi placa, dar gradul de corelatie reala cu CMI este de numai 70-90% .

Principiu: constd in insamantarea tulpinii de cercetat pe suprafata unui mediu solid si
aplicarea de microcomprimate de antibiotice pe suprafata mediului (acestea vor difuza in
mediu din aproape in aproape atingand concentratii tot mai mici pe masura cresterii distantei).
Bacteriile vor creste “in panza” pe suprafata mediului pand in zona unde, in momentul
multiplicarii lor antibioticele vor atinge o concentratie corespunzatoare CMI. Dupa o
termostatare de 18 ore se apreciazd sensibilitatea germenului in functie de diametrul zonei de
inhibitie care apare in jurul comprimatului de antibiotic.

Tehnica. Materiale necesare:

e mediu de cultura (Mueller Hinton sau Mueller Hinton suplimentat cu sange
pentru bacteriile pretentioase nutritiv),
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e germenul de testat, care trebuie sa fie in cultura purd de 18-24 de ore pe un
mediu neselectiv (este contraindicatd efectuarea antibiogramei dint-o cultura
microbiand mixtd). Marimea inoculului in ser fiziologic steril este
standardizata la 0,5 Mc Farland (aproximativ 108 germeni/ml).

e substantele antimicrobiene se prezintd sub forma unor microcomprimate,
avand pe ambele fete simbolul antibioticului si concentratia.

Trusele cu microcomprimatele utilizate se aleg in functie de germenul testat (Gram-pozitiv
sau Gram-negativ), de rezistenta naturala a acestuia, dar si de localizarea infectiei.

Modul de lucru: Suspensia bacteriand standardizata, obtinutd prin suspendareca in ser
fiziologic steril a 2-3 colonii din cultura de 24 ore, este depusa pe suprafata mediului cu un
tampon de vata steril (tamponul se scufunda in suspensie, se indeparteaza excesul prin presare
de peretii tubului si se trece pe suprafata mediului in trei directii pana la acoperirea intregii
suprafete, efectudndu-se si un striu marginal circular pentru a se obtine un inocul uniform).
Dupa inoculare, placile se lasa 5 minute la temperatura camerei pentru a facilita absorbtia
inoculului in mediu, dupa care se depun microcomprimatele respectandu-se distanta de minim
25 mm dintre discuri si 15 mm de marginea placii Petri. Placile astfel pregatite se incubeaza
timp de 24 de ore la 37°C.

Interpretarea rezultatelor. Dupa termostatare, citirea se efectueaza prin masurarea, cu
ajutorul unei rigle, a diametrelor zonelor de inhibitie.

Corelatia dintre diametrele zonelor de inhibitie si sensibilitatea germenului se face prin
comparare cu datele existente in tabelele standardelor EUCAST sau CLSI. Rezultatele se
exprima in sensibil, rezistent si intermediar sensibil.

10.1.3. Testul E
Este o varianta de antibiograma pe mediu solid, care permite stabilirea precisa a CMI.

Principiu: pe suprafata mediului de cultura gelificat si insdmantat de aceeasi maniera cu cea
descrisa la metoda difuzimetrica se aplica in locul microcomprimatelor de antibiotice fasii de
hartie de filtru impregnate cu antibiotic in concentratie crescanda. La un capat al fasiei
concentratia este minima, iar la celdlalt este maxima. Interpretarea zonei de inhibitie permite
aflarea CMI.

Cunoscand CMI pentru antibioticele la care un germene este sensibil, concentratia maxima in
focar care se poate realiza si capacitatea de difuzie a antibioticului in focarul infectios, se va
putea alege varianta optima de tratament.

Exista si situatii In care aceastd metoda este singura recomandatd, de CLSI sau EUCAST,

.....

e testarea sensibilitatii la Vancomicina a stafilococilor,

e testarea sensibilitatii la Ceftriaxon a pneumococilor,
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Figura 17: Test E la anaerobi

10.1.4. Teste utilizate pentru incadrarea tulpinilor in fenotipuri de rezistenta

1. Sensibilitatea stafilococului la meticilina: stafilococul meticilino-rezistent (atat S. aureus
- MRSA cit si coagulazo-negativ-MRSCN) reprezinta unul dintre cei mai importanti patogeni
nosocomiali. Rezistenta la meticilind presupune rezistentd la betalactamine (inclusiv
cefalosporine de generatia I, II, III, IV si carbapeneme). Pentru depistarea acestui fenotip se
foloseste un singur agent antimicrobian — cefoxitinul, care este mai stabil decat meticilina la
conditiile de conservare, permitand depistarea cu mai multd usurinta a speciilor rezistente.
Conform standardelor CLSI si EUCAST, rezultatul testarii la cefoxitin este raportat pentru
oxacilind. In concluzie, pentru stabilirea meticilinorezistentei stafilococilor testarea se face cu
cefoxitin, iar raportarea pentru oxacilina.
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Figura 18: Metoda difuzimetrica - Mediul Mueller-Hinton, Stafilococul meticilino-rezistent - MRSA
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2. Fenotipurile de rezistenta prin secretia beta-lactamazelor de catre bacilii Gram-
negativi:

- secretia de penicilinaza caracterizata prin rezistentd la aminopeniciline si

.....

cefalosporinele de generatia I sau II;

- secretia de cefalosporinaza presupune rezistentd la amino-, carboxi-,
ureidopeniciline (inclusiv asociate cu inhibitori de beta-lactamaze),
cefalosporine de generatia I, II si I1I;

- secretia de beta-lactamaze cu spectru extins (BLSE) determind rezistentd la
amino-, carboxi , ureidopeniciline, cefalosporine de generatia I[-IV si
monobactami.

Pentru incadrarea tulpinilor in fenotipul secretor de beta-lactamaza cu spectru extins se
efectueaza, ulterior interpretdrii rezultatelor antibiogramelor, testul de sinergie intre
amoxicilina+acid clavulanic (AMC) si ceftazidim (CAZ), cefotaxim (CTX), ceftriaxon (CRO)
si aztreonam (ATM).

CAZ

CTX AMC CRO
ATM

Figura 19: Imaginea sinergiei “in buson de sampanie” intre amoxicilind+acid clavulanic si
cefalosporinele de generatia a IlI-a si aztreonam

3. Fenotipuri de rezistentd la macrolide, lincosamide si streptogramine. Pentru
determinarea fenotipurilor se utilizeaza microcomprimate de eritromicinasi clindamicina.

Fenotipul MLSB inductibil (fenotip MLSBI): rezistenta la eritromicina si
sensibilitate aparenta la clindamicina (care se va raporta rezistent). Pentru stabilirea
acestui fenotip se urmareste imaginea de antagonism (zona D) intre eritomicina (E) si
clindamicina (DA) (Figura 20).

Fenotipul MLSB constitutiv:rezistenta la eritromicina si clindamicina.

.....

clindamicina.
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Figura 20: Fenotipul MLSB inductibil

10.1.5. Determinarea sensibilitatii la antibiotice prin metode rapide si metode
moleculare

Existd in prezent analizoare automatizate si computerizate (analizor Vitek, Sensititre,
Microscan etc.) care utilizeaza carduri de reactii miniaturizate, cititoare automate si o baza de
date care permit efectuarea testelor de sensibilitate cu stabilirea CMI si interpretare
fenotipurilor de rezistenta.

De asemenea, dezvoltarea tehnicilor moleculare (Genexpert, PCR, RT-PCR etc.) au dus la
introducerea tipizarii genetice ca practica concomitentd sau alternativa la tipizarea fenotipica
sau in vederea evidentierii genelor de rezistentda la antibiotice: carbapenemaze (blaKPC,
blaNDM, blaVIM, blaOXA-48, blaIMP-1), gene de rezistenta la vancomicina (van A, van B),
la meticilind (mec A), sau a genei (Toxin B) pentru C.difficile.

Asocieri de antibiotice. Asocierile in terapie a doua sau mai multe antibiotice au urmatoarele
indicatii:

¢ infectii care amenintd viata bolnavului, pana la venirea rezultatului antibiogramei,

¢ infectii mixte,

e pentru obtinerea unor efecte sinergice prin care se poate depasi rezistenta unei
bacterii implicate in infectii grave sau pentru reducerea dozei unui antibiotic toxic,

e pentru prevenirea selectiei de mutante rezistente pe parcursul unor infectii cronice
(tuberculoza).

Efectul antimicrobian al asociatiilor de antibiotice poate fi:

e sinergic, atunci cand efectul este semnificativ mai mare decat suma efectelor
antibioticelor asociate (imaginea BLSE pe test de sinergie),

e antagonist, atunci cand efectul asociatiei este semnificativ inferior fata de al celui
mai eficient antibiotic din asociatie (zona D la fenotipul MLSBI).

Acest efect al asocierii antibioticelor in terapie poate fi verificat prin metoda difuzimetrica.
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Se retin urmatoarele reguli generale:

este contraindicata asocierea aminoglicozidelor intre ele sau cu polimixinele,
datorita insumarii efectelor toxice,

este contraindicatd asocierea antibioticelor bacteriostatice (tetracicline,
macrolide) cu cele bactericide (peniciline, aminoglicozide) din cauza efectului
antagonic,

efecte sinergice au in general urmatoarele asocieri: trimetoprim + sulfamide
(blocheaza secvential o cale metabolica), penicilina + aminoglicozide
(penicilina faciliteaza patrunderea aminoglicozidelor la nivelul enterococilor,
streptococilor de grup B), beta lactamine + aminoglicozide (primele
permeabilizeazd membrana bacililor gram negativi pentru aminoglicozide),
polimixine + trimetoprim (primele faciliteaza permeabilizarea tulpinilor de
Serratia pentru sulfamide).
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11. Reactii imunologice in diagnosticul de laborator al

infectiilor

Imunologia ofera laboratorului de microbiologie mijloace complexe de diagnostic care au la
baza specificitatea dintre antigen (Ag) si anticorp (Ac).

Reactiile antigen-anticorp. Cuplarea antigenului cu anticorpul omolog duce la formarea
complexului ag-ac. Legarea efectiva dintre cei doi reactanti constituie reactia primard si este,
de regula, neobservabila. Intr-o fazd urmitoare are loc reactia secundard care face vizibila
macroscopic reactia ag-ac prin fenomene fizice (aglutinarea complexelor imune, precipitarea
lor) sau biologice (neutralizare, fixare a complementului). Starea fizicd a antigenului este
responsabila de natura reactiei secundare precum si de denumirea anticorpului corespunzator.
Aceeasi molecula de anticorp poate fi descrisa, de fapt, prin fiecare din urmatorii termeni:

e aglutinine - produc agregarea antigenelor celulare de suprafata,

e lizinele - favorizeaza distrugerea membranelor celulare (cu participarea
complementului),

e precipitinele - formeaza precipitate cu antigene solubile (de obicei proteine),
e antitoxinele - neutralizeaza exotoxinele bacteriene.
Aplicatiile practice ale reactiei Ag-Ac se bazeaza pe specificitatea cuplarii celor doi reactanti.

Reactiile Ag - Ac sunt utilizate in diagnosticul de laborator al infectiilor, atat ca metode
directe de recunoastere a microbilor sau a antigenelor lor in probele clinice sau in culturile
izolate, precum si ca metode indirecte de evidentiere si titrare a anticorpilor specifici in serul
pacientilor.

Reactiile ag-ac pot fi calitative (simpla detectare a ag sau ac) si cantitative. In reactiile
cantitative se determina titrul reactivului (ag-ului sau ac-ului). Acesta se exprima printr-0
fractie ordinara cu numaratorul 1 si reprezinta cantitatea reactivului cercetat.

Titrul este dilutia maxima a unuia dintre reactivi la care mai este vizibila reactia cu cantitati
constante si definite ale reactivului omolog.

11.1. Reactia de aglutinare

Reactia de aglutinare este o reactic ag-ac foarte sensibila in care antigenul este corpuscular
(bacterii, eritrocite sau particule de latex pe care s-au adsorbit antigene specifice). Anticorpii
(aglutininele) reactioneaza cu antigenele de suprafata ale particulelor si determind intr-o faza
urmatoare aglutinarea lor, in gramezi vizibile cu ochiul liber.

11.1.1. Reactia de aglutinare directa, activa

Se petrece prin cuplarea unui ag. corpuscular aflat in suspensie cu ac. omolog. Aglutinatele
formate se depun si lasd supernatantul limpede. Ag poate fi reprezentat de o suspensie
bacteriana, respectiv de “corpi bacterieni® intregi, vii sau omorati, precum si de hematii,
leucocite etc.
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Daca antigenul este o bacterie ciliata, aglutinarea poate avea aspect macroscopic diferit, In
functie de sediul antigenelor implicate in reactie. Astfel, dacd antigenele sunt situate pe corpul
bacterian, vorbim de aglutinare somatica “0O”, care este grunjoasa, ferma si rezista la
agitare. Daca antigenele se afla pe flageli, are loc aglutinarea flagelara “H’ cu aspectul unor
fulgi de zapada care se desfac cu usurinta.

11.1.2. Reactia de aglutinare pasiva (indirecta)

Este o variantd a reactiei de aglutinare care a aparut ca urmare a necesitatii de a evidentia
antigene necorpusculare, care nu produc in mod normal o aglutinare macroscopic vizibila.
Aceste ag devin corpusculare prin adsorbtia lor pe suprafata unor particule care joaca rolul
unui suport material, inert din punct de vedere imunologic:

- latexul 1n latex aglutinare pasiva inversa,
- suspensia de hematii in hemaglutinarea pasiva inversa

- sau S.aureus in reactia de coaglutinare.

11.1.3. Tehnica reactiilor de aglutinare

In functie de complexul ag-ac studiat, reactiile de aglutinare se pot efectua fie in tuburi,
(tehnica mai laborioasd, dar care permite cuantificarea reactiei), fie pe lama (reactic mai
rapida, dar mai putin sensibila, care ofera doar relatii calitative).

11.1.4. Aplicatiile practice

Reactiile de aglutinare sunt utilizate atat in diagnosticul serologic pentru evidentierea
anticorpilor necunoscuti in serurile de cercetat, prin intermediul antigenelor cunoscute,
precum si in cel bacteriologic pentru identificarea bacteriilor cu ajutorul anticorpilor
cunoscuti.

1. Reactiile de serodiagnostic se efectueazd in tuburi si se utilizeazd pentru titrarea
anticorpilor din serul bolnavilor. Ele se aplica in infectiile in care diagnosticul bacteriologic
nu este intotdeauna concludent sau germenii sunt greu de cultivat, ca, de pilda, in
serodiagnosticul febrei tifoide (analiza serica calitativa), al brucelozei (reactia Wright), al
tifosului exantematic(reactia Weil-Felix) etc.

2. Reactiile de diagnostic bacteriologic se efectueaza pe lama (exceptional in tuburi).

a. Reactiile de aglutinare directe sunt rapide, mai putin costisitoare si la Tndemana tuturor
laboratoarelor si utilizeaza seruri imune ce contin anticorpi. In diagnosticul microbiologic
aceste reactii se folosesc la identificarea unor enterobacterii pe baza structurii antigenice
(Salmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatogen). In principiu se pun in contact pe lama
seruri imune cunoscute cu tulpina de identificat. Pe baza serului cu care tulpina va aglutina se
poate stabili cu usurinta identitatea tulpinii de cercetat.

b. Reactiile de aglutinare pasiva

Latexaglutinarea pasiva este utilizata in diagnosticul serologic al unor infectii bacteriene
(streptococice, cu treponema etc.), parazitare (cu toxoplasma etc.) si mai ales in numeroase
infectii virale, datorita dificultatii de cultivare a virusurilor.
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Latexaglutinarea pasiva inversa: Existd numeroase kit-uri comerciale, pe care laboratorul
de microbiologie le utilizeaza in identificarea diversilor agenti patogeni pe baza structurii lor
antigenice ca, de pilda, a grupului de streptococi, a tulpinilor de Streptococcus pneumoniae,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Escherichia coli etc.

Coaglutinarea este tot o aglutinare pasiva inversa bazata pe proprietatea proteinei A a S.
aureus de a reactiona spontan cu fragmentul Fc al imunoglobulinelor si de a-1 fixa la suprafata
corpului bacterian. Se utilizeaza frecvent in identificarea diversilor agenti infectiosi.

In rutind a intrat determinarea grupelor de streptococi. Dacd anticorpii antistreptococici
cunoscuti, specifici de grup se pun in contact cu proteina A a stafilococilor ei se vor lega in
mod nespecific prin fragmentul Fc ocupat de proteina A. Fragmentele Fab ramase libere
reactioneaza Tn mod specific cu streptococii din cultura microbiana cercetatd, permitand astfel
identificarea grupului in raport cu serul care produce aglutinarea.

Prin latexaglutinare si coaglutinare se poate pune un diagnostic rapid prin identificarea
bacteriilor direct din produsul biologic recoltat de la pacient. Acest aspect este important in
meningite care pun in pericol viata pacientului.

Reactia de hemaglutinare pasiva. Are numeroase aplicatii in virusologie si bacteriologie

In diagnosticul serologic al sifilisului, antigene extrase din tulpina de referintd Nichols de
Treponema pallidum sunt adsorbite pe suportul reprezentat de suspensia de hematii de berbec
sau curcan §i puse apoi in contact cu serul de cercetat. Prezenta in ser a anticorpilor
antitreponema duce la pozitivarea reactiei.

11.2. Reactia de precipitare

Este o reactie antigen-anticorp care apare n urma punerii in contact a unui antigen solubil sau
in stare coloidala cu anticorpul omolog. Complexul insolubil care se formeaza devine vizibil
sub forma de precipitat.

Reactiile de precipitare se utilizeaza in practica curentd pentru identificarea antigenelor
necunoscute cu ajutorul anticorpilor omologi prezenti n seruri imune de referintd, preparate
pe iepure sau alt animal si mai rar in scop invers, pentru identificarea anticorpilor.

Antigenele din reactie (extracte bacteriene, filtrate de culturi microbiene sau oricare alta
proteind) se numesc precipitinogene, iar anticorpii de care se leaga, precipitine.

Reactia de precipitare este deosebit de sensibild (cantitati infime de reactanti pot fi
identificate) si are aplicatii In diverse domenii: microbiologie, imunologie, imunochimie,
medicina judiciara etc.

Reactiile de precipitare se petrec in mediu lichid sau semisolid (gel).

11.2.1. Reactii de precipitare in gel

Se bazeaza pe proprietatea solutiilor de antigen si anticorp de a difuza lent Tn mediu semisolid
(gel de agar, agaroza, amidon, gelatind) si de a precipita vizibil sub forma de linii, arcuri sau
inele Tn zonele 1n care se intalnesc in proportie optima (zone de echivalentad).

Imunodifuzia dubla si bidimensionala. Atat antigenii cat si anticorpii se depun la suprafata
mediului in godeuri (Ouchterlony) sau difuzeaza unul spre celalalt din doud benzi de hartie
imbibate cu ac respectiv ag, asezate pe suprafata gelozei la distantd una de cealalta (Elek).
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Reactantii difuzeaza unul spre celalalt in mediu si precipita in locul de echivalenta sub forma
de linii sau arcuri. Este o metoda calitativd utilizatd pentru caracterizarea antigenelor in
amestec.

Prin tehnica Outcherlony se evidentia in trecut antigenul HBs in serul pacientilor suspecti de
infectie cu virusul hepatitei B. Testul Elek se utilizeaza si astazi la evidentierea toxinei
bacilului difteric.

Figura 21: Testul Elek

11.3. Reactia de fixare a complementului (RFC)

RFC este o reactie ag-ac utilizatd in diagnosticul serologic al multor infectii (bruceloza,
leptospiroza, listerioza, sifilis) si se bazeaza pe proprietatea complexelor ag-ac de a fixa
complementul, care nu va mai fi disponibil unui al doilea sistem ag-ac, sistemul indicator,
format din hematii de oaie si ser antioaie.

RFC este utilizatd pentru a detecta prezenta de ac specifici in serul pacientului. Testul se
bazeaza pe utilizarea complementului, un factor seric labil, care determina citoliza imuna
(adica liza celulelor pe suprafata carora sunt fixati anticorpi).

Testul se bazeaza pe capacitatea complementului de a se activa in prezenfa complexelor
antigen-anticorp si include urmatoarele etape:

- Se incalzeste serul de testat la 56°C pentru a distruge complementul pacientului

- Se adauga cantitafi cunoscute de complement si de antigen (antigenul care trebuie
depistat prin detectia anticorpilor impotriva sa)

o Daca serul contine anticorpi specifici impotriva antigenului respectiv, acestia
se vor lega la antigenul addugat in etapa precedenta si vor forma un complex
Ag-Ac a carui prezenta va activa complementul (de asemenea addugat in etapa
precedenta); se formeaza un complex Ag-Ac-complement (deci, complementul
este fixat de complexul ag-ac)

o Daca serul pacientului nu contine anticorpi specifici impotriva antigenului de
cercetat, complementul ramane liber (deoarece nu se formeaza complexul Ag-
Ac)
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- Pentru a evidentia una sau alta dintre cele doud posibilitati descrise mai sus (fixarea
sau non-fixarea complementului), se adaugd un amestec de hematii de oaie plus
anticorpi specifici anti-hematii de oaie

- In cazul unui test POZITIV (cand serul pacientului contine ac impotriva ag de testat):
complementul este fixat de complexul ag (microbian)-ac si nu va actiona impotriva
complexului format de hematiile de oaie si ac impotriva acestora; ca urmare nu se va
produce hemoliza (distrugerea hematiilor)

- 1Tn cazul unui test NEGATIV (cand serul pacientului nu contine ac impotriva ag
microbian de cercetat), nu are loc nicio reactie ag-ac si complementul ramane liber
(nefixat). Ca urmare, la adaugarea amestecului hematii de oaie plus ac anti-hematii de
oaie, complementul liber se va fixa pe complexele ag-ac (hematii-anticorpi anti-
hematii) si va determina liza hematiilor ilustrata de coloratia roz a tubului de reactie.

11.4. Reactii cu anticorpi marcati

Reactiile cu ac marcati au fost introduse in scopul de a mari sensibilitatea si specificitatea
reactiilor ag-ac. Moleculele de ac pot fi marcate cu substante radioactive, fluorescente sau cu
enzime si se utilizeaza in radioimunodozari, in imunofluorescenta si respectiv in testele Elisa.

11.4.1. Imunofluorescenta

Imunofluorescenta (IF) se bazeazd pe folosirea ac conjugati chimic cu o substanta
fluorescentd (fluorofor sau fluorocrom) cum ar fi izotiocianatul de fluoresceina (FITC —
fluorescein isothiocyanate) pentru a evidentia un anumit ag (ag tintd). La examinarea cu
microscopul cu fluorescenta, fluoroforul permite vizualizarea ag tintdin proba biologica, sub
forma de particule fluorescente.

IF directa foloseste un singur ac anti-ag tinta (anticorp primar). Ac primar este conjugat
direct cu un fluorofor, iar prezenta ag tintd in proba de testat se va evidentia prin vizualizarea
fluorescentei, ca urmare a fixarii ac marcat cu fluorofor la antigenul tinta.

La ora actuala sunt disponibile seruri imune pentru identificarea multor microorganisme, ca
de pilda: Bordetella pertussis si parapertussis, Escherichia coli enteropatogen, Haemophilus
influenzae, Klebsiella spp., Legionella spp., leptospire, listerii, Neisseria gonorrhoeae si
meningitidis, Pseudomonas pseudomallei, salmonele, shigele, stafilococi, pneumococi,
streptococi de diverse grupe, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Chlamydia
pneumoniae, Candida albicans etc. De asemenea se identifica §i virusuri, cum sunt:
Adenovirusuri, Herpesvirusuri, virusurile gripale, virusul rabic etc.

IF indirecta utilizeaza doi ac (primar = orientat impotriva ag tintd; secundar = orientat
impotriva ac primar si marcat cu fluorofor). In cazul in care ag tintd este prezent in proba de
testat, ac primar se va lega de acesta, iar ac secundar marcat cu fluorofor se va fixa la randul
lui de ac primar.

Aceasta varianta a IF este utilizata in general pentru evidentierea anticorpilor intr-un mediu
biologic, ca de pilda ac anti-Treponema pallidum din ser, sau diagnosticul sediului unei
infectii urinare (prin evidentierea complexelor ag-ac in urind, marker al infectiilor urinare
Tnalte).
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11.4.2. Reactii imunologice cu anticorpi marcati cu enzime - Elisa (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay)

Testele ELISA se bazeaza reactii ag-ac legate (conjugate) cu reactii enzimi-substrat,
efectuate pe un suport solid (nitroceluloza).

Tehnologia ELISA utilizeaza doud tipuri de substante de sintezd: CONJUGATUL (ac
conjugati cu o enzimd) si SUBSTRATUL (substratul enzimei din conjugat).
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Figura 22: Suport solid pentru ELISA: placa din nitroceluloza cu 96 godeuri
[https://www.thermofisher.com/Overview of ELISA]

Tipuri de ELISA: Direct; Indirect;”Sandwich”
ELISA direct — Etape:

De regula analitul este un ag (viral, bacterian etc.). Se adauga serurile de testat pe suportul
solid (in godeurile placii). Se adaugd CONJUGATUL (anticorpi specifici conjugati cu 0
enzima - Tmpotriva antigenului tintd); daca serul contine antigenul tinta, anticorpii specifici
din CONJUGAT se vor lega la acesta; daca serul nu contine antigenul {intd nu se vor forma
aceste legaturi si conjugatul adaugat va fi eliminat din godeu prin spalare;

Se adaugd SUBSTRATUL enzimei continute In conjugat; in eventualitatea In care
CONJUGATUL a ramas legat prin intermediul reactiei ag-ac, atunci se va produce si reactia
enzima-substrat care se vizualizeaza printr-o reactie de culoare; aparitia culorii releva deci
prezenta complexului “antigen tinta + anticorp conjugat cu enzima + substrat al enzimei” =
test POZITIV; in cazul in care serul nu contine ag tintd, la addugarea conjugatului ac nu se
vor lega si spalarea va indeparta conjugatul din godeu iar substratul nu va intra Tn contact cu
enzima $i nu se va dezvolta reactia de culoare.
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Figura 23: ELISA — test direct [https://www.thermofisher.com/ Overview of ELISA]

ELISA indirect
De regula analitul este un anticorp (anti-viral, anti-bacterian etc.).

Godeurile placii sunt tapetate (acoperite) din fabricatie cu un antigen corespunzator
anticorpilor de testat.

La adaugarea serului de testat, daca acesta contine ac respectivi, acestia vor reactiona cu ag
care tapeteaza godeul si se vor forma complexe ag-ac; in cazul in care serul nu confine ac
respectivi, nu se formeaza complexe ag-ac.

Se adaugd CONJUGATUL care contine ac anti-imunoglobulind umana (anticorpi “anti-
anticorpi”) conjugati cu o enzima; daca serul a continut ac de testat si s-au format complexele
ag-ac,in etapa anterioara, adaugarea conjugatului va determina legarea ac anti-imunoglobulina
umand la ac de testat (care au rdmas in godeu legati de ag cu care este tapetat acesta din
fabricatie). Rezultatul este formarea unui complex “ag + ac seric + ac anti-imunoglobulina
umand conjugat cu enzima”

Acest complex este evidentiat la adaugarea substratului enzimei prin dezvoltarea reactiei de
culoare ceea ce releva prezenta anticorpilor de testat in serul pacientului.
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Figura 24: ELISA test indirect [https://www.thermofisher.com/ Overview of ELISA]

ELISA tip “sandwich”

Analitul poate fi un ag sau un ac.

Daca analitul este un antigen (viral, bacterian etc.) godeurile sunt pre-tapetate cu anticorpi “de
capturd” (specifici antigenului {inta).

La adaugarea serului, daca acesta contine ag {intd, anticorpii “de captura” care tapeteaza
godeul vor lega acest antigen. Se adaugd apoi anticorpi “de detectie” care se vor lega la
antigenul deja fixat (“capturat”) de anticorpii care tapeteazi godeul. In aceasti etapa,
antigenul tinta este legat intre cei doi anticorpi, ca intr-un sandwich.

Se adaugd CONJUGATUL care contine anticorpi anti-anticorpi de detectie conjugati cu o
enzima. La adaugarea substratului enzimei are loc reactia de culoare.

Daca analitul este un anticorp, godeurile sunt pre-tapetate cu antigenul corespunzitor, iar
etapele se vor derula in mod similar. “Sandwich”-ul in acest caz este de tip “antigen-anticorp-
antigen”.

Substrate >

Capture
antibody

Capture Assay
“Sandwich”

Figura 25: ELISA “sandwich” [https://www.thermofisher.com/ Overview of ELISA]
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Testele Elisa au usurat si imbunatagit enorm diagnosticul de laborator al infectiilor, atat a celor
bacteriene si micotice, dar mai ales virale (hepatitele virale sau infectia HIV).

11.4.3. Teste RIA (radioimmunoassay)

Testele radioimune utilizeazd antigene marcate radioactiv pentru a detecta prezenta de
anticorpi specifici. Nivelul de anticorpi se determina prin masurarea radioactivitatii probei. in
prezent, utilizarea acestor teste in diagnosticul infectiilor virale a cedat teren in fata testelor de
tip ELISA si WB, precum si a celor de biologie moleculara.

11.4.4. Teste “Western blot”

Aceste teste sunt, de obicei, utilizate pentru a confirma prezenta de ac serici detectati prin
ELISA. Tehnologia este similara celei utilizate de testele ELISA, implicand reactii ag-ac
legate de reactii enzima-substrat.

Proteinele din celule infectate cu agenti patogeni cunoscuti sunt separate prin electroforeza si
fixate pe un suport solid (strip de nitroceluloza).

Serul de testat este pus in contact cu stripul si incubat. Daca ac specifici sunt prezenti in ser, ei
se vor lega la stripul de nitroceluloza la nivelul fractiunilor proteice separate electroforetic. Se
adauga CONJUGATUL (ac anti-imunoglobuld umana conjugati cu o enzimad), iar dupa
incubare se adaugd SUBSTRATUL enzimei. Benzile colorate care apar pe suprafata stripului
de nitroceluloza indica prezenta ac legati specific la fractiunile proteice ale antigenului tinta.
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Figura 26: Western blot: stripuri de nitroceluloza cu benzi indicand prezenta anticorpilor
specifici impotriva fractiunilor antigenice HIV (strip 1 = Control Negativ; strip 2 = Control
Pozitiv; Stripurile 3-10 = probe de testat) [https://microbeonline.com/laboratory-diagnosis-of-
hiv-virus/]

Aplicabilitatea testelor imunoenzimatice este foarte largd, incluzdnd o gama variatd de infectii
bacteriene, virale, fungice etc. Determinarea de ag si/sau ac specifici impotriva agentilor
infectiosi, cu posibilitatea aplicarii de teste diferentiate pentru clase de anticorpi specifici
(IgM/IgG/IgE) reprezinta baza realizarii profilurilor serologice sugestive atat pentru
diagnosticul etiologic cat si pentru stadializare, evaluarea raspunsului imun sau a eficacitatii
terapiei sau vaccinarii.
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12. Metode rapide de diagnostic in laboratorul de

microbiologie.

12.1. Metode de diagnostic bazate pe identificarea acizilor
nucleici

Metodele de diagnostic molecular sunt aplicabile pentru o gama extrem de larga de infectii
virale, dar si bacteriene, fungice etc. Fatd de multe dintre tehnicile imunoenzimatice care
detecteaza prezenta de ac specifici (diagnostic indirect), biologia moleculard ofera
posibilitatea diagnosticului direct: detectia si identificarea de material genetic (ADN sau
ARN) al agentului patogen.

Definitii relevante

1. Acizi nucleici: macromolecule lungi, liniare (polimeri) purtatoare de informatie genetica,
sunt compusi din nucleotide (monomeri) legate intre ele. Fiecare nucleotid are 3 componente:

- un glucid cu 5 atomi de carbon (pentoza): dezoxiriboza in AND, riboza in ARN;
- un grup fosfat;

- 0 baza azotata (nucleobaza).

2. Nucleobaze: Compusi biologici azotati prezenti in structura nucleotidelor.

Baze azotate primare:
» Citozina (C); Guanina (G); Adenina (A) (prezente atat in ADN cat si in ARN);
= Timina (T) (doar in ADN);
= Uracil (U) (doar in ARN).

3. “Base pairing”: Perechile de baze se formeaza datoritd complementaritatii i.e. A cuT; C
cu G; acest fenomen sta la baza aspectului de dublu helix al ADN; structura ADN a fiecarei
specii depinde de secventa nucleotiodelor (succesiunea acestora in lantul ADN reprezinta
baza codului genetic)
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Figura 27: ARN si ADN: formarea legaturilor intre bazele azotate, conform complementaritatii
[https://www.thoughtco.com/dna-vs-rna-1224518 DNA vs. RNA. The Carriers of Genetic Information
in Cell Reproduction, Heather Scoville, Updated July 24, 2017]

4. Polimeraze: enzime care catalizeaza reactiile de polimerizare (ADN-, ARN-polimeraze)

5. Revers-transcriptaze: enzime care catalizeaza formarea ADN sau ARN utilizdnd drept
tipar (matrita) un lanf de ADN / ARN preexistent

6. Replicarea semiconservativa a ADN: tip de replicare care implicd urmatoarea succesiune
de etape:

a. Denaturarea: Separarea celor 2 lanturi (catene) de ADN;

b. Sinteza de noi catene ADN complementare prin procesul de “base pairing” (legarea
bazelor azotate unele de altele pe baza complementaritatii)

c. Ca rezultat apar 2 copii identice care contin toatda informatia biologica din ADN-ul
“parental”; moleculele ADN “fiice” sunt “jumatate vechi” si “jumatate noi” adica
jumatate din ADN parental este salvatd (conservatd) in fiecare moleculd ADN
“fiica”, ceea ce reprezinta replicarea semiconservativa a ADN
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Figura 28: Replicarea semiconservativa a ADN
[https://microbeonline.com/polymerase-chain-reaction-pcr-steps-types-applications/]

7. Primer (amorsa): lant de acid nucleic care serveste ca punct de pornire pentru sinteza ADN
sub actiunea unei polimeraze

8. Sonda: segment ADN sau ARN marcat, folosit pentru a detecta o anumita secventa de
nucleotide dintr-o molecula ADN; sondele se sintetizeazd cu anumite secvente
complementare cu secvente cunoscute din ADN-ul tinta (de exemplu al virusului de detectat)

Etapele PCR:
1. Extractia acidului nucleic (AN) din proba biologica; include etapele de:
a. liza celulara pentru eliberarea AN viral/bacterian;

b. elutie - procedeu chimic de dizolvare a substantelor fixate pe un mediu
absorbant, prin spdlarea cu un amestec de solventi adecvati

c. filtrare.
2. Prepararea “amestecului de reactie™:

a. primeri specifici sintetizati astfel incat secventele sd fie complementare cu
sectiuni din AN al virusului {inta;

b. polimeraza care va cataliza polimerizarea;
c. alte componente care vor facilita etapele urméatoare.
3. Adaugarea AN extras in “amestecul de reactie”

4. Ciclurile de amplificare: efectuate in asa-numite “thermal cyclers” (masini PCR) =
instrumente care realizeaza un control extrem de strict al temperaturii corelat cu schimbari
foarte rapide de temperaturd, in conformitate cu un profil termic predefinit (numar de cicluri
de amplificare, temperatura si durata fiecarui ciclu).
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Figura 29: Strip cu tuburi de reactie PCR (stg.); Masina PCR (thermocycler) (dr.)
[https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction]

Ciclurile de reactii (in jur de 30-40 cicluri)

1. Denaturarea (la aproximativ 94 C): cele doua lanturi ADN se separd si rezulta 2 catene
(lanturi) de ADN monocatenar

2. Etapa de “annealing” — refacerea unor portiuni de ADN dublu catenar pe baza
complementaritatii bazelor azotate (intre 54 - 64 C): Primerii din amestecul de reactie gasesc
sectiunile cu secvente de baze azotate complementare pe fiecare dintre catenele ADN care au
rezultat in urma denaturarii si se leagd in pozitiile respective (Adenina la Timina; Citozina la
Guanina)

3. Extensia (la aproximativ 72 C): Polimeraza din amestecul de reactie catalizeazd sinteza
celor 2 noi catene ADN pornind de la nivelul primerilor fixati la cele doua catene ADN
initiale, care s-au separat in etapa de denaturare.

Prin reluarea de 30-40 de ori a etapelor de mai sus rezultd o amplificare exponentiala cu
obtinerea a milioane de copii ale AN extras In etapa inifiala.

Forward primer
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Figura 30: PCR — annealing si extensia [https://microbeonline.com/
polymerase-chain-reaction-pcr-steps-types-applications/]
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C

Step 2 : annealing
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstracie 1999)

Figura 31: PCR: amplificarea exponentiala [https://microbeonline.com/polymerase-chain-reaction-pcr-
steps-types-applications/]; [https://www.quora.com/Why-does-the-target-PCR-product-first-appear-in-

the-third-cycle]

Detectia si identificarea produsului amplificat se poate face prin:

a. PCR conventional de tip “end-point”: identificarea produsului amplificat prin
electroforeza in gel cu vizualizarea migrarii probei sub lumina UV; interpretarea rezultatelor

se face prin compararea cu profilul electroforetic al unui control pozitiv.
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Figura 32: PCR tip “end-point” [http://www.accuris-usa.com/Products/accuris-tag-plus/]
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b. Real time PCR: detectia amplificarii se face in timp real si se bazeaza pe masurarea
fluorescentei care creste exponential si proportional cu numarul de copii de acid nucleic
generate la fiecare ciclu de reactie; interpretarea se face vizualiznd si analizdnd curbele de
amplificare ale probelor in comparatie cu cele ale unor controale negative si pozitive.
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Figura 33: Real-time PCR: curbele redau amplificarea exponentiald in timp real a materialului genetic
initial (amplificarea acizilor nucleici extrasi din probele de testat); rezultatul pozitiv/negativ se
interpreteaza in functie de numarul ciclului in care curba de amplificare intersecteaza o valoare-prag a
fluorescentei (Ct = cycle threshold)

[http://biowithdylanatclark.blogspot.com/2012/01/designing-better-rt-pcr-primers.htmi]

Aplicatii. PCR este folosit din ce Tn ce mai mult in domeniul stiintelor biologice si medicale.
Reprezinta o metoda de diagnostic precisa si extrem de sensibila care poate evidentia cantitati
foarte mici de ADN infectios bacterian, viral sau parazitar (Helicobacter pylori, E. coli
enterotoxigen, chlamydii, leptospire, HIV, virusul hepatitei B, citomegalovirus,
papilomavirusuri umane, Toxoplasma gondii, Pneumocistis carinii etc.). Tn biologia
moleculara este o tehnica de electie, printre altele reprezentand o etapa intermediara pentru
determinarea secventei nucleotidice a ADN-ului diverselor specii.
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