Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de bacilli gram negativi non
fermentativi si bacteriile anaerobe

Pseudomonas aeruginosa, cel mai reprezentativ bacil Gram-negativ non
fermentativ, cunoscut si sub denumirea de bacil piocianic este raspandit in natura,
in ape de suprafatd, pe vegetale si in alimente. A fost izolat din mediul spitalicesc
in: apa distilata, solutii saline, solutii antiseptice si dezinfectante, solutii pentru
irigatii, solutii perfuzabile, instalatii si obiecte sanitare, instrumentar medical.

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

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

Caracteristici morfologice: sunt bacili Gram negativi, subtiri, drepti cu dispozitie
pleomorfa, necapsulati, nesporulati, mobili datoritd unui cil dispuns la unul dintre
poli bacilului. Secretd pigmenti difuzibili cu ar fi: piocianind (culoare albastra),
pioverdind (galben-verde), piorubind (culoare rosie), piomelanind (brun, brun-
negru).

Diagnosticul de laborator
Diagnostic bacteriologic

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

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

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

e Identificarea se realizeaza pe baza:

» Caracterelor culturale: pe geloza sange dezvoltd colonii mari,
hemolitice cu hemoliza de tip beta, tip S, rotunde, cu producerea de
pigment- mediul devine verde sau albastru, cu reflexe metalice, care
emana un miros aromat. Uneori coloniile pot fi mucoase, cu tendinta
de confluare (izolate de la pacentii cu fibroza chistica). Pe mediul
lichid formeaza o pelicula la suprafata. Pe mediul lactozat dezvolta
colonii lactozo-negative, aderente la mediu.

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




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

Identificarea se poate realiza pe teste APl 20 NE sau API 10S. Deasemenea este
posibila si identificarea automata pe sistem Vitek 2.
pentru ca aceste bacterii dobandesc rezistentd la o mare varietate de
chimioterapice antiinfectioase.

Bacteriile anaerobe

Bacteriile strict anaerobe sunt microorganisme care nu se dezvolta decét in absenta
oxigenului, prezenta acestuia fiind foarte toxica culturii. Sunt implicate in etiologia
unor infectii severe la om, dar sunt si cele mai frecvente microorganisme care
colonizeazd organismul uman avand rol in mentinerea echilibrului ecologic al
florei normale.

Astfel, numeroase specii bacteriene anaerobe fac parte din flora normald a
tegumentului, mucoaselor oro si nazofaringiana, tractului gastro-intestinal si
tractului uro-genital (mai frecvent colonizeaza uretra si vaginul).

Cunoasterea bacteriilor anaerobe ce colonizeaza diferite zone anatomice ale
organismului este esentiala, deoarece majoritatea infectiilor anaerobe sunt
endogene, determinate de bacterii ce fac parte din flora normala.

Infectia cu anaerobi trebuie suspectata in urmatoarele conditii:

e Evolutie intr-un situs anatomic care comunica cu zone masiv colonizate cu
anaeorobi (uter post-partum si post-abortum, peritoneu dupa perforatii
intestinale sau chirurgie pe tractul gastrointestinal, pelvis, etc.),

Infectia plagilor muscate de om,

Pneumonii de aspiratie,

Infectii asociate tumorilor maligne, traumatismelor,

Endocardite cu hemoculturi aerobe negative,

Infectii aparute pe fondul administrarii de aminoglicozide sau alte antibiotice
la care anaerobii sunt rezistenti,

e Leziuni insotite de prezenta de gaz in tesuturi.

Identificarea anaerobilor este o manopera laborioasd, care necesitd personal
medical cu experinata, aprecierea corectd din punct de vedere microscopic a
1zolatelor si medii de cultura adecvate care sa fie inoculate cu inocul suficient de
mare pentru a obtine o crestere adecvata.
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negativi de cei gram pozitivi (sen5|b|I|tate la col1st1n—>germen| gram negativi,
sensibilitate la vancomicina —germeni gram pozitivi)
Examenul macroscopic orienteaza spre o infectie cu germeni anaerobi:
Miros putrid al produsului patologic (rezultat al metabolismului bacterian)
Prezenta de fragmente de tesut necrotic de culoare neagra
Prezenta la nivelul plagii a sangelui si a puroiului
Daca agentul etiologic este Actinomyces spp. sau Propionibacterium spp. se
evidentiaza in leziuni acele granule galbene "de sulf"
Examenul microscopic direct evidentiaza prezenta de celule imflamatorii precum si
numarul si tipul de bacterii prin colorarea Gram a frotiului.
Se insdmanteaza tulpina de identificat pe :

e Dbulion VF pentru hemoculturi

e geloza sange cu 10% sange de berbec, agar Columbia, agar Schaedler sau

agar infuzie cord-creier

e mediu de cultura selectiv
Incubarea se face Tn anaerobioza, la 37°C, timp de 7 zile; se urmareste cresterca
dupa cel putin 48 de ore de incubare.
Firmele producatoare de medii de culturda comercializeaza sisteme rapide de
identificare pe baza proprietatilor biochimice.
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Identificarea anaerobi utilizand APl 32A
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Test E pentru anaerobi

Germeni anaerobi exogeni, sporulati, toxigeni

Clostridiile sunt bacili gram pozitivi, mobili cu flagelii dispusi peritrichi, sporulati,
catalazo-pozitivi, anaerobi sau aerotoleranti (doar unele specii). Cresc pe mediile
agarizate dupa 48 de ore iar pe mediile lichide chiar mai repede. Pe geloza sange
majoritatea coloniilor sunt hemolitice.

Clostridium perfringens se multiplicd mai ales in tesuturile lezate.

Reactia Nagler pentru identificarea Cl. perfringens , caracterizata prin aparitia unei
turbiditati R serului sanguin si mediului cu galbenus de ou dupa adaugarea de
toxina de Clostridium perfringens, in cazul Tn care acest microorganism este
prezent in ser. Opalescenta este determinata de actiunea lecitinazei toxinice
Clostridium perfringens de tip A alaturi de enterobacterii, enterococi, este
considerat a fi agentul etiologic principal al gangrenei gazoase, infectie invaziva
grava a tesuturilor subcutanate (celulita anaerobd) si musculare (gangrena gazoasa
propriu-zisa), cu punct de plecare de la o plagd ce oferd conditii de anaerobioza.
Infectia se generalizeaza rapid. CO2 rezultat in tesuturi in urma metabolismului
bacterian duce la aparitia crepitatiilor in timpul compresunii tesuturilor afectate.
Diagnosticul de laborator

Presupune izolarea si identificarea clostridiilor din produsele recoltate (secretii din
plagad, sange, materii fecale) in functie de tipul si localizarea infectiei.

Tipizarea (identificarea speciei) se face prin boald experimentala la soarece.
Clostridiile gangrenei gazoase sunt :

sensibile la penicilind G, eritromicina, ampicilind, metronidazol, cefoxitina

in mod natural rezistente la tetraciclina.



Tratament:

e este o urgentd chirurgicald, prognosticul bolii fiind influentat de precocitatea
instituirii sale. Posibila prezenta a unei flore de asociatie impune asocierea in
terapie a unei [1-lactamine cu un aminoglicozid si metronidazol.

e Oxigenoterapia si masurile de reanimare sunt indispensabile.

e in cazul toxiinfectiilor alimentare rchidratarea si tratamentul simptomatic
sunt suficiente.

Clostridium tetani — sunt bacili gram pozitivi anaerobi, sporulati, cu sporul dispus
terminal (are aspect de "maciuca", "racheta de tenis").

Diagnosticul in tetanos este clinic.

Diagnosticul de laborator este un diagnostic de confirmare care se solicitd numai
cand trebuie stabilitd responsabilitatea medicala pentru un caz de tetanos
(postoperator, postpartum, cu punct de plecare de la bontul ombilical ).

Tratament

e curativ, prin administrare de ser antitetanic si anatoxina,

e preventiv, prin vaccinare si toaleta chirurgicald a plagilor. Vaccinul DTP
(anti diftero-tetano-pertususis) face parte din vaccinarile obligatorii ale
copilului si se administreazd la scurt timp dupd nastere sub forma unor
injectii subcutanate, la o luna interval, cu rapel la 7 ani.

Clostridium botulinum

Sunt sunt bacili gram pozitivi anaerobi, mobili, cu capetele rotunjite, sporulati, cu
sporul (termorezistent 3-5 ore la 100°C) dispus subterminal.

Sintetizeaza 6 tipuri de toxine, antigenic distincte (notate de la A-F) si eliberate
prin autoliza celulei. Cel mai frecvent asociate patologiei umane sunt tipurile: A, B
si F. Sunt toxice in doza foarte redusa.

Se descriu 5 forme clinice ale bolii:

e toxiinfectia alimentara botulinica sau botulismul clasic

e Dbotulismul sugarului

e botulismul de plaga

e botulismul “ascuns” al adultului

e botulismul prin inadvertenta

Toxina, (termolabild) ingerata rezista la actiunea sucului gastric, patrunde in
intestin, de unde ajunge in circulatia generala pe cale limfatica si actioneaza asupra
sistemului nervos prin blocarea eliberarii de acetilcolind la nivelul sinapsei neuro-
musculare. Se produce paralizia flasca a musculaturii buco-faringiene (disfagie,
greturi, varsdturi), cu paralizia in final a muschilor respiratori.

Diagnosticul de laborator



Are rolul de a confirma diagnosticul clinic §i urmareste evidentierea toxinei
botulinice in ser, materii fecale, continut gastric, varsaturi si mai rar a bacilului
botulinic in materiile fecale.

Tipizarea toxinei botulinice, care are 8 tipuri antigenice (de la A la G), se poate
face prin boala experimentala la soareci.

Este o maladie cu declarare obligatorie.

Profilaxia se refera la supravegherea procesului de fabricare a conservelor.
Tratamentul se efectueaza 1in servicii de terapie intensiva si constd in seroterapie
cu ser antibotulinic polivalent A,B,E si medicatie simptomatica.

Germeni anaerobi endogeni, nesporulati

Bacili gram negativi anaerobi nesporulati

Principalele specii de interes medical sunt incadrate in genurile. Bacteroides,
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium.

Diagnosticul infectiilor produse de bacilii gram negativi anaerobi consta in izolarea
si identificarea lor din produsele patologice. Intrucat fac parte din flora normali a
organismului, produsele contaminate cu aceasta flora nu pot fi prelucrate.
Diagnosticul este foarte laborios, dureazd mult (4 saptamani) si implicatia lor
etiologicd trebuie corelatd cu realitatile clinice. Izolarea lor din produse normal
sterile are intotdeauna semnificatie patologica.

Sensibilitatea la antibiotice a bacililor gram negativi anaerobi este diferita
constituind un criteriu de identificare.

Bacili gram pozitivi anaerobi

Propionibacterium spp are o morfologie similara corynebacteriilor.

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

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

Cocii_gram pozitivi strict anaerobi sunt cuprinsi in genurile Peptococcus si
Peptostreptococcus. Ei fac parte din flora normald a cavitatii orale si produc
infectii numai in asociere cu alti anaerobi. Patrund prin solutii de continuitate ale
pielii in profunzime, unde produc impreund cu alte specii infectii purulente
subacute de tipul abceselor cerebrale, otitelor, sinuzitelor etc. Pot participa de




asemenea in infectii ale tractului respirator inferior si ale regiunii abdominale
(peritonita, apendicitd, abces hepatic etc).

Ca si in cazul celorlalti germeni anaerobi endogeni nesporulati, diagnosticul este
dificil si dureaza in timp.

Cocii gram negativi

Sunt reprezentati de genul Veillonella care face parte din flora normala a cavitatii
orale. Poate produce piorei alveolare




