Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de coci gram negativi si bacili
gram pozitivi ai cavitatii orale

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTIILOR PRODUSE DE COCI
GRAM NEGATIVI

GENUL NEISSERIA

Genul Neisseria cuprinde diplococi Gram negativi, imobili, de aspect
reniform, asezati in diplo. Sunt bacterii care produc catalaza si oxidaza.

Genul reuneste atdt specii patogene cat si specii comensale. Neisseriile
patogene sunt reprezentate prin Neisseria gonorhoeae (gonococul) si Neisseria
meningitidis (meningococul).

Neisseria_gonorhoeae determina infectii cu transmitere sexuala, care la
barbat se manifestd ca si uretritd acutd, care gresit tratatd sau netratatd devine
subacuta, si in evolutie se complica cu prostatita, epididimita si orhitd. Pe termen
lung, urmare a diseminarii hematogene se poate instala artrita. La femeie cel mai
frecvent apare cervicita si colpita fira manifestari clinice evidente. In timp, infectia
se complica cu salpingita, ovarita si sterilitate. Si la femeie se poate instala artrita
ca si complicatie tardiva.

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

Diagnosticul de laborator

Recoltarea probelor patologice:

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

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

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

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



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

Antibiograma este obligatorie pentru conturarea schemei terapeutice.

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

Meningococii patrund in organismul uman pe cale aerogena si determina
initial o rinofaringitd subclinica sau clinic manifestd. Daca depdsesc bariera
mucoasd patrund 1n sange si determind bacteriemie. Sub actiunea factorilor de
aparare nespecifica - interferonii, sau specifica - anticorpii antimeningocici infectia
se poate opri in acest stadiu. In conditii de scidere a rezistentei generale
organismului, meningococii depasesc bariera hemato-encefalica si se localizeaza la
nivelul invelisurilor meningeale, determinand meningita meningococica.

Diagnosticul de laborator se face pe baza examenului direct bacteriologic.

Recoltarea probelor patologice:

* se recolteazd LCR prin punctie lombara (inainte de instituirea tratamentului
chimioterapie),

* 1n meningitele bacteriene, in general, si in cea meningococica in special,
LCR este purulent (spre deosebire de meningitele virale in care LCR este clar si
doar usor hipertensiv - in meningita bacilara aspectul LCR este asemanator cu cel
din meningitele virale).

Examenul microscopic direct:

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

* pe LCR centrifugat se completeaza examenul citologic in frotiuri colorate
Giemsa sau in coloratie simplad cu albastru de metilen (in meningitele bacteriene
predomind polimorfonuclearele, in timp ce in meningitele virale, dar si in
meningita bacilard, predomind limfocitele). Pentru excluderea definitiva a
etiologiei bacilare se face frotiu in coloratia Ziehl-Nielsen. Informatii esentiale se
obtin in frotiul colorat Gram: in cazul infectiei meningococice frotiul pune in
evidenta diplococi reniformi Gram negativi predominent fagocitati.

Izolarea se face pe gelozda Muller-Hinton sau geloza chocolat (medii
preincélzite la 37°C), incubandu-se in atmosfera cu 10% CO2.

Identificarea se bazeaza pe cercetarea proprietatilor morfotinctoriale
(frotiul colorat Gram evidentiaza diplococii Gram negativi), cercetarea caracterelor
de cultura (colonii de tip S, nepigmentate si nehemolitice, de dimensiuni foarte




mici care se prezintd sub aspectul picaturilor de roud), pe proprietdtile biochimice
(cu producerea catalazei si a oxidazelor, metabolizarea glucozei si maltozei) si a
proprietatilor antigenice identificabile prin latex aglutinare si imunofluorescenta
(serogrupele fiind notate cu litere majuscule - A, B, C, 29E, X, Y, Z, W135), si a
proprietdtilor de patogenitate (endotoxina, capsula, proteinele de membrana
externd si pilii).

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

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTILOR PRODUSE DE
BACILII GRAM POZITIVI

BACILI GRAM POZITIVI AEROBI NESPORULATI

GENUL CORYNEBACTERIUM

Genul Corynebacterium reuneste un grup de bacterii care prezinta urmatoarele
caracteristici: sunt bacili Gram-pozitivi usor incurbatj cu una sau ambele
extremitdti maciucate, asezati in palisade, imobili,/nesporulati, necapsulati aerobi,
uneori microaerofili sau facultativ anaerobi.

Corynebacterium diphteriae, agentul cauzal al difteriei, a fost acceptat ca si specie
tip, nu numai datoritd importantei sale ca si agent patogen ala difteriei, dar si
pentru caracteristicile sale bine definite, care-i contureaza biologia.

Diagnosticul bacteriologic:

1.Recoltarea probelor patologice.

Se face cu ajutorul a trei tampoane (se recolteaza exsudatul faringian).

2. Examenul microscopic direct

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

3. 1zolarea

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

4. ldentificarea




4.1. Caracterele morfotinctoriale: sunt reprezentative in frotiul efectuat de pe
mediul Loffler - bacili Gram pozitivi, drepti sau usor incurbati, cu una sau ambele
extremitdti maciucate. In coloratia Neisser se evidentiazi corpusculii
metacromatici Babes-Ernst (corpusculii se coloreaza in albastru violet iar corpul
bacterian Tn galben brun).

4.2. Caractere de cultura

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

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

Pe mediul Tinsdale, diftericii formeaza colonii negre, inconjurate de un halou brun,
n timp ce pseudodiftericii formeaza tot colonii negre dar fara halou.

4.3. Caractere biochimice

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

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

4.4. Proprietati de patogenitate.

Factorul de patogenitate este reprezentat de toxina difterica, sintetizata de catre
tulpinile lizogene. Toxina difterica actioneaza prin blocarea sintezei proteice.
Testele de patogenitate pot fi realizate in vitro (testul Eleck), sau in vivo prin
inocularea la cobai. Inocularea la cobai se realizeaza prin administrarea
subcutanata a unei culturi de 48h de bacil difteric. Se folosesc animale protejate si
neprotejate. Cobaiul neprotejat (prin ser antidifteric) moare in 1-4 zile de la
inoculare prezentand ca si leziuni caracteristice : edem gelatinos la locul inocularii,
revarsate sanguinolente 1n Seroase si congestia suprarenalelor (cu aspect de
cireasd).

Inocularea toxinei la cobai a permis stabilirea unitatii de masurd in vivo pentru
toxina diftericd, care este reprezentatd de doza limitd mortala (DLM).Un DLM de
toxind difterica reprezinta acea cantitate de toxina care omoara un cobai in greutate

de 2509 in timp de 4 zile cu leziunile caracteristice descrise anterior.

Diagnosticul serologic- se realizeaza prin reactia de hemaglutinare pasiva




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

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

BACILI GRAM POZITIVI AEROBI SPORULATI
GENUL BACILLUS

Bacteriile din genul Bacillus sunt bacterii Gram pozitive, cu capetele tdiate drept,
dispuse Tn lanturi, aerobe, in general mobile (Bacillus anthracis este Tntotdeauna
mobil, sporulate (diametrul sporului, care are o localizare centrald, este mai mic
decét diametrul bacteriei, astfel ca celula bacteriana nu este deformata).
Toti reprezentantii acestui gen sunt foarte raspanditi in naturd datoritd sporului care
le confera rezistentd in mediul exterior; sunt germeni telurici gasindu-se in special
n sol, dar numeroase specii de Bacillus pot fi gasite in apa, aer sau pe materiale de
origine animala si vegetala. '
Bacillus subtilis - de regula este o specie saprofita, insa a fost izolat in
conjunctivite, iridociclite, sinuzite cronice si al infectiilor urinare.
Bacillus cereus - in cazul in care se Inmulteste excesiv in alimente se poate
constitui Tn agent etiologic al unor toxiinfectii alimentare (fosfolipaza C
hidrolizeaza lecitina din alimente si produce fosforilcolind activd). Specia a mai
fost izolata in cursul bacteriemiilor cu localizari meningeale si pulmonare.
Bacillus anthracis este agentul etiologic al antraxului- o antropozoonoza, care
poate imbraca diferite forme clinice:
- antrax cutanat - pustula maligna (96% din cazuri), cu localizare predilecta la
nivelul fetei si a membrelor; la locul de inoculare apare o veziculd cu continut
serosanguinolent, urmatd de o ulceratie-mica care se usuca si da nastere unei cruste
de culoare neagra, de unde si denumirea de carbune cutanat. Regiunea subiacenta
leziunii prezinta un edem gelatinos, nedureros.

e Edemul malign este forma cea mai grava de manifestare a carbunelui cutanat

s1 se caracterizeaza printr-un edem extins, febra ridicata si stare toxica.
- antrax visceral
» forma pulmonara,




» forma gastro-intestinala
» meningita carbunoasa

Diagnosticul este bacteriologic

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

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

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

4. ldentificarea:

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

in frotiul colorat cu safranini si verde malahit se pot pune in evidenta sporangiile
(formele vegetative) colorate in rosu precum si sporii colorati in verde.

4.2. Caractere de culturd - creste bine pe medii uzuale in conditii de aerobioza.

» agar nutritiv - colonii mari, alb-cenusii, cu suprafatd rugoasa, margini
neregulate si prezentand prelungiri laterale ca niste suvite de par care
confera coloniilor un aspect caracteristic; sunt coloniile de tip R; in culturile
atenuate la 42, 5°C pot sa apara colinii de tip S (tulpini atenuate).

> agar sange - acelasi aspect al coloniilor, nehemolitice.

> bulion nutritiv — tulpinile de tip R lasa mediul de cultura limpede si
formeaza un depozit floconos

4.3. Caractere biochimice — zaharolitic, slab proteolitic, lichefiaza gelatina.

4.4. Proprietati antigenice — prezintd un antigen capsular de naturd polipeptidica si
doua antigene de perete celular, unul de natura polipeptidica si celalalt de natura
polizaharidica.

4.5. Caractere de patogenitate

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

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



Inocularea subcutanatd la soarece determind septicemie mortala in 24-48 h, iar la
necropsie se constatd prezenta unui edem gelatinos la locul inoculdrii precum si
congestia organelor interne. Splina este hipertroficd, iar amprentele din splina in
coloratia Gram pun in evidenta bacili Gram pozitivi capsulati

5. Profilaxia foloseste vaccinarea anticarbunoasa

6. Tratamentul chimioterapie foloseste betalactamine si quinolone.

BACILI GRAM POZITIVI ANAEROBI SPORULATI SI ALTE BACTERII
ANAEROBE

Bacteriile anaerobe apartin mai multor familii si genuri. Anaerobii nesporulati
domina speciile acrobe la nivelul cailor aeriene si digestive superioare, a colonululi,
vaginului si a unitdtilor pilosebacee. Anaerobii nesporulati sunt atit coci cat si
bacili, Gram pozitivi si Gram negativi:

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

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

* coci Gram pozitivi nesporulati din genurile Peptococcus, Peptostreptococcus

» coci gram negativi nesporulati din genurile Veillonella
Astfel de anaerobi nesporulati sunt implicati in general in producerea infectiilor de
vecindtate (corelate cu localizarea acestora la nivelul diferitelor cavitati ale
organismului).
Vezi Lp Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de bacilli gram negativi

non fermentativi si bacteriile anaerobe

BACILI GRAM POZITIVI ANAEROBI SPORULATI
GENUL CLOSTRIDIUM

Bacteriile din genul Clostridium sunt bacili Gram pozitivi, sporulati avand spori
ovali sau sferici, terminali sau subterminali, care deformeaza bacteria; sunt
anaerobi stricti, mobili sau imobili.

Bacteriile strict anaerobe sunt bacterii sensibile la actiunea oxigenului, acesta fiind
toxic pentru ele. Tn genul Clostridium sunt clasificate specii patogene care
sintetizeaza exotoxine care reprezinta principalii factori de patogenitate:

Clostridium tetani



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

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

Pentru diagnosticul de laborator se recolteaza puroi din plaga, care se insamanteaza
pe medii pentru anaerobi (agar sange). Frotiul colorat Gram evidentiaza bacili
Gram pozitivi cu sporul dispus terminal. Formeaza colonii galbui-cenusii care au
tendinta de confluare daci concentratia de agar a mediului este mai mica de 4%. In
mediile lichide formeaza sediment (datorat sporilor), iar culturile degaja un miros
caracteristic de corn ars. Este hemolitic si slab proteolitic si zaharolitic.
Antibiograma, efectuatd prin metoda difuzimetricdi in dublu strat de agar,
finalizeaza diagnosticul.

Clostridium botulinum

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

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

Clostridium botulinum se prezinta ca si bacili Gram pozitivi cu spori dispusi
subterminal. Pe mediile solide (pentru anaerobi) formeaza colonii neregulate cu
suprafata granulard si cu o margine in extensie continud. Exercitd hemoliza pe
mediile cu sange. De regula, insa diagnosticul intoxicatiei botulinice se face prin
evidentierea toxinei si determinarea tipului acesteia. Toxina se cauta in lichidul de
spalaturd gastricd sau de varsaturd in continutul intestinal sau in lichidul din
conserva incriminata. Pentru aceasta se procedeaza la o reactie de neutralizare in
vivo, prin inocularea la soareci de laborator. Se foloseste 10 soareci, din care 2
raman ca si martori $i nu se protejeaza cu ser antibotulinic. Ceilalti vor forma 4
perechi, fiecare dintre aceste perechi urmand a se proteja cu un alt ser antibotulinic
specific de tip (A, B, E si F). Fiecare animal se inoculeaza cu filtratul alimentului
incriminat. Animalele protejate prin serul antibotulinic specific de tip antigenic



supravietuiesc, in timp ce celelalte animale, inclusiv martorii, mor. Daca mor toate
animalele se poate exclude botulismul.

Clostridiile gangrenei gazoase

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

Diagnosticul de laborator este numai bacteriologic si de urgenta.

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

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

Izolarea se face pe medii pentru anaerobi si este necesar ca fiecare specie sa fie
1zolatd in culturd pura pentru a se putea trece la etapa urmatoare. Pentru izolare se
folosesc medii pentru anaerobi (Nagler, Willis-Hobbs).

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

Antibiograma se executd prin tehnica difuzimetrica in conditii de anaerobioza (in
dublu strat).

Tratamentul gangrenei gazoase trebuie instituit de urgentd si1 constd in
administrarea de ser antigangrenos polivalent, antibiotice si desigur, ingrijirea
chirurgicala a plagii (eliminarea tesuturilor necrozate, drenarea colectiilor inchise).

NOTE PERSONALE



