Diagnosticul de laborator al infectiilor produse de enterobacterii

Familia Enterobacteriaceae cuprinde bacili Gram negativi fermentativi (degradeaza glucoza pe
cale oxidativa si fermentativa) si include 44 genuri, dintre care 25 au fost implicate in patologia
umana.
Sunt bacili cu capetele rotunjite, de dimensiuni medii, cu dispozitie in general necaracteristica.
La Klebsiella bacilii sunt dispusi in diplo, in sensul lungimii. Speciile de Yersinia sunt mai
frecvent cocobacilare, colorate bipolar, E. coli sunt pleiomorfi, iar speciile de Proteus sunt
uneori extrem de polimorfe. Pot fi mobili sau imobili. Nu sporuleaza. Majoritatea
enterobacteriilor sunt necapsulate. Unele pot avea o capsula proeminenta (Klebsiella), iar altele
(Salmonella, E. coli) pot fi invelite de un material capsular.
Enterobacteriile sunt germeni aerobi, facultativ anaerobi, nepretentiosi nutritiv.
Semnificatia clinica : sunt germeni ubicuitari, iar majoritatea (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis etc.) fac parte din flora normala a organismului si pot produce
infectii oportuniste. Unele specii, ca de pilda Salmonella Typhi, Shigella spp. - au habitat
exclusiv uman.
In functie de patogenitate, enterobacteriile se impart in: inalt patogene (Salmonella, Shigella,
Yersinia), conditionat-patogene (E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Serratia,
Citrobacter) sau lipsite de importanta in patologia umana.
Enterobacteriile produc infectii intestinale si extraintestinale, sau mai rar, pot aparea infectii
generalizate pe un fond de rezistenta scazuta a organismului, reprezentand 80% din totalitatea
bacililor gram negativi izolati si peste 50% din totalul germenilor izolati. De asemenea, sunt
implicate in etiologia a 30-35% din septicemii, in peste 70% din infectiile urinare si in
majoritatea toxiinfectiilor alimentare. Sunt cauza frecventa a infectiilor nosocomiale — infectii
asociate asistentei medicale.
Recoltarea. Recoltarea probelor in infectiile extraintestinale depinde de localizarea infectiei. In
infectiile intestinale se recolteaza materii fecale. Acestea trebuie recoltate cat mai aproape de
debutul infectiei, preferabil din scaunele spontane
Examenul direct al materiilor fecale. Examenul macroscopic este important, deoarece
materiile fecale purulente si muco-sanguinolente orienteaza diagnosticul spre o infectie cu
Shigella (dizenterie). Examenul direct microscopic nu intra in rutina laboratoarelor
Izolarea. Sunt germeni nepretentioasi nutritiv, care se dezvolta cu usurinta pe mediile uzuale
(bulion, geloza, geloza-sange), dar si pe mediile selective lactozate (Mac Conkey, AABTL,
ADCL, XLD, Istrati-Meitert etc.), pe care putem diferentia enterobacteriile lactozo-pozitive de
cele lactozo-negative.
Tulburad uniform mediile lichide (bulionul). Pe medii solide se dezvoltd sub formd de colonii S
sau R. Intre cele doua tipuri pot exista si forme intermediare, sau uneori colonii mucoase de tip
M (Klebsiella, unele tulpini de E. coli). Genul Proteus prezinta fenomenul de invazie pe medii
neselective solide (geloza, geloza-sénge). Coloniile de Yersinia se dezvolta mai lent, fiind
minuscule dupa 18 ore de incubare.
Produsele extraintestinale care in mod normal sunt sterile, se insdmanteaza pe medii obisnuite
cum este geloza sange. Produsele putin contaminate, cum sunt puroiul, sputa se insamanteaza si
pe un mediu selectiv lactozat, cum este mediul MacConkey. Materiile fecale se insamanteaza in
mod obligatoriu pe mai multe medii de cultura:

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



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

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

« eventual un mediu foarte selectiv, ca de pilda, mediul Wilson-Blair pentru salmonele.
Identificarea enterobacteriilor se bazeaza pe studiul caracterelor biochimice, ele constituind
criterii importante de identificare a genului/speciei.

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

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

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

» geloza TSI-pe care se testeaza fermentarea glucozei, lactozei, precum si producerea de
H2S si gaz.

» mediul MIU pentru cercetarea mobilitatii, prezentei indolului i ureazei.

* reactia rosu metil (RM)

» utilizarea citratului de sodiu ca sursd unica de carbon

stestul fenilalanindezaminazei (FAD) —pozitiva la tulpinile de
Proteus/Providencia/Morganella spp.

Pentru unele specii identificarea de gen nu este suficientd, deoarece cuprind mai multe serotipuri
(Salmonella, Shigella, E. coli enteropatogen). Identificarea serologica pe baza structurii
antigenice consta in evidentierea unei structuri antigenice si/sau grupari de structuri antigenice,
prin reactii antigen-anticorp (aglutinare, coaglutinare, latex-aglutinare). Studiul antigenic bazat
pe determinarea antigenelor somatice O, capsulare K si flagelare H permite incadrarea bacteriilor
apartinand unui gen In specii sau serotipuri.

enterobacteriile au dobandit, relativ repede, rezistentd la o serie de antibiotice, cel mai frecvent
prin transfer de plasmide. Daca nu este posibild antibiograma, medicul care prescrie antibioticul
trebuie sd cunoascd rezistenta naturald, geneticd a enterobacteriilor si sd fie orientat asupra
rezistentei dobandite la tulpinile circulante in acea zond. Testarea sensibilitatii la antibiotice se
poate face fie difuzimetric, fie prin utilizarea de sisteme automate (Vitek, Sensititre, MicroScan,
etc.) cu posibilitatea determinarii CMI. Pe masura unor noi descoperiri si a sporirii cerintelor
epidemiologice si de diagnostic, au fost dezvoltate scheme de tipizare bacteriofagica (lizotipie),
bacteriocinica (bacteriocinotipie) si ulterior antibiotica (antibiotipie). De asemenea, dezvoltarea
tehnicilor moleculare au dus la introducerea tipizarii genetice ca practicd concomitentd sau
alternativa la tipizarea fenotipica sau in vederea evidentierii genelor de rezistenta la antibiotice.
Genul Salmonella

Genul Salmonella contine peste 1500 de serotipuri a caror clasificare este in continud modificare
si completare.Prin metode moderne de taxonomie moleculard sunt recunoscute in prezent in
cadrul acestui gen 2 specii:



- Salmonella enterica cu 6 subspecii: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae si
indica;

- Salmonella bongori.

99,5% din tulpinile de Salmonella implicate in patologia umana apartin speciei S. enterica subsp.
enterica. ;(S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphy B, S. Paratyphi C)

Semnificatia clinica. Salmonelele sunt germeni inalt-patogeni. Izolarea lor de la gazda umana
are intotdeauna semnificatie clinica: bolnav sau purtator sanatos.

Poarta de intrare digestiva (epiteliul intestinului subtire) este comuna pentru toate speciile, dar
numai S. Typhi, S. Paratyphi A, B si C sunt sistemic invazive.

Din punct de vedere al patogenitatii, unele salmonele produc toxiinfectii alimentare, fard sa
depaseasca bariera intestinala, pe cand altele, infectii grave sistemice (febre enterice). Febrele
enterice sunt infectii sistemice (septicemice) cu evolutie ciclicd, caracterizate prin stare tifica,
febra in platou, eruptie tegumentara cu macule lenticulare, semne de suferintd intestinala precum
si hepato-splenomegalie.

Prototipul febrelor enterice este produs de Salmonella Typhi si poarta numele de febra tifoida.
Febrele enterice, care poarta denumirea de febre paratifoide, sunt produse de S. Paratyphi A, S.
Schottmuelleri (cunoscut sub denumirea de S. Paratyphi B), precum si de S. Hischfeldii (cunoscut
sub denumirea de S. Paratyphi C) si au o evolutie mai blanda decat febra tifoida. Diagnosticul
diferential se face pe baza examenelor de laborator.

Diagnosticul de laborator in febrele enterice este bacteriologic si serologic.

Diagnosticul bacteriologic

Recoltarea si izolarea. In cazul tuturor salmonelozelor se recolteazi materii fecale, ia in cazul
febrelor tifoparatifoide in prima sdptamina de boald se recolteaza sange( hemoculturd) si
urind(uroculturd), din saptimadna a II a materii fecale(coproculturd), iar bila(biliculturd) se
recolteaza pentru depistarea purtatorilor de bacilli tifici.

Izolarea se face pe medii de imbogatire si pe medii selective cu lactoza( Wilson- Blair, mediu Ss,
ADCL, Istrati Meitert, MacConkey)

Identificarea germenilor izolati din produsele patologice. Coloniile izolate pe mediile
selective, obtinute prin coproculturd si cele obtinute pe geloza inclinata sau geloza sange, prin
hemocultura, vor fi identificate pe baza caracterelor morfologice, culturale, biochimice si
antigenice.

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

Caractere culturale: colonii S lactozo-negative

Caractere biochimice.fermenteaza Glucoza (G+), nu fermenteaza lactoza (L-), produce HaS,
citrat +, etc.

Identificarea pe baza structurii antigenice (identificarea serologicd) se practica oricarei tulpini
de Salmonella, indiferent de produsul biologic din care a fost izolata, dupa stabilirea genului pe
baza caracterelor biochimice.

Grupul si tipul de Salmonella se pot identifica pe baza structurii antigenice dupa schema lui
Kauffman si White. Pentru identificarea unei tulpini se foloseste tehnica aglutinarii pe lama
Sensibilitatea la antibiotice. Antibioticul de electie in febrele enterice este cloramfenicolul. Tn
cazul tulpinilor rezistente la cloramfenicol se folosesc antibiotice de rezerva. Se recomanda
efectuarea antibiogramei pentru a putea urmari aparifia tulpinilor rezistente prin transfer de
plasmide.



Diagnosticul serologic al febrei tifoide. Diagnosticul serologic urmareste evidentierea si titrarea
anticorpilor specifici fatd de antigenele somatice “O”, flagelare “H” si de invelis “Vi”, in serul de
cercetat. Pentru evidentierea anticorpilor specifici fatd de antigenele somatice “O”’si flagelare
“H” se utilizeaza reactia de aglutinare Widal (analiza serica calitativa). Diagnosticul serologic se
practica incepand din a doua saptamana de boald, cand Incep sa apara anticorpii specifici in serul
bolnavului (anticorpii anti-H si anti-O). Titrul lor creste, atingadnd un maximum in saptdmana a
treia de boala, si se mengine ridicat in convalescenta si dupa vindecarea clinicd, pentru un timp
variabil.

Interpretarea reactiei serice calitative se face diferit la bolnavii fara si cu antecedente vaccinale.
Diagnosticul toxiinfectiilor alimentare cu salmonele este numai bacteriologic, prin
coprocultura.

Genul Shigella
Pe baza criteriilor biochimice si antigenice, grupul (genul) Shigella este mpartit in 4 subgrupe
serologice:

e Subgrupa A - Shigella dysenteriae cuprinde 10 tipuri de

e Subgrupa B - Shigella flexneri cuprinde tipurile 1, 2, 3,4, 5,6,7 X si Y.

e Subgrupa C - Shigella boydii cuprinde 15 tipuri.

e Subgrupa D - Shigella sonnei se poate intalni ca forma S sau R.
Semnificatia clinicd. Sunt germeni inalt patogeni cu habitat strict uman (bolnavi sau purtétori
sanatosi). Denumiti si bacili dizenterici, germenii din genul Shigella sunt agentii etiologici ai
dizenteriei bacteriene, fiind localizati la nivelul colonului sigmoid. Caracterele de patogenitate
se manifesta prin multiplicare, invazivitate si toxinogeneza.
Contaminarea se face pe cale fecal-orala, consecutiv consumului de alimente sau apa
contaminatd. Mustele sunt cei mai importanti vectori. Perioada de incubatie este scurta (1-3 zile),
iar debutul brusc cu febra, crampe abdominale severe, tenesme, scaune direice frecvente
mucopurulente si mucosangvinolente patognomonice, insotite de semne neurologice si fenomene
generale ca febra si deshidratare. Cea mai grava forma de dizenterie este data de Sh. shigae care
secretd o neurotoxina.
In zona noastrd geografica imbolnavirile cu Shigella spp. sunt produse mai frecvent de S. flexneri
si S. sonnei.
Recoltare : materii fecale
Izolarea. Insimantarea se face pe medii selective ADCL (Leifson), SS, MacConkey si XLD, pe
care shigelele se diferentiaza prin fermentarea xilozei.
Identificarea.
Caractere morfotinctoriale : bacili G-, imobili
Caractere culturale. Colonii S lactozo-negative
Caractere biochimice: Coloniile lactozo-negative vor fi identificate pe baza testelor biochimice,
care permit incadrarea lor in genul Shigella: G+, L-, H>S-, citrat-, etc.
Structura antigenica este reprezentatd in mod special de antigenele somatice O, care stau la baza
identificarii serologice. Stabilirea subgrupei si a tipului se face prin reactia de aglutinare pe lama,
cu seruri polivalente i apoi cu seruri monovalente de tip.
Sensibilitatea la antibiotice. Se remarca o crestere a rezistentei la unele antibiotice cu spectru
larg (cloramfenicol, tetraciclind, ultima fiind utilizata mai ales in tratamentele scurte - “doza soc”
n focarele de dizenterie).



Genul Yersinia

Genul Yersinia cuprinde 12 specii, dintre care doar 3 sunt de interes medical: Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis si Y. enterocolitica.

Y. pestis, agentul etiologic al ciumei (pestei), are ca rezervor principal rozatoarele, in special
sobolanii, dar si veveritele, iepurii etc. Interuman, contaminarea se face frecvent prin inhalare de
aerosoli contaminang

Yersinia pestis

Semnificatia clinici. Yersinia pestis, o specie inalt patogena, este agentul etiologic al ciumei,
boald epidemigena care, de-a lungul secolelor, a decimat continente. Astazi este endemica doar
in unele regiuni ale lumii. Este un patogen al rozatoarelor si se transmite la om prin muscatura
puricelui de sobolan. De la locul intepaturii, germenii ajung la ganglionii limfatici regionali (mai
ales inghinali si axilari), formand bubonul pestos (inflamatie, necroza, fistulizare). In absenta
unui tratament adecvat, apar forme septicemice cu leziuni in diferite tesuturi si organe.
Mortalitatea este de peste 60%.

Transmiterea interumand este neobignuitd, dar poate avea loc pe cale aerogend, in timpul
epidemiilor, cand bolnavii devin eliminatori de bacili. Se produce pesta pulmonari, care se
manifestd ca o pneumonie cu evolutie fatala.

Clinic cea mai frecventa forma este ciuma bubonicd (bubonul pestos); forme mai rare sunt:
ciuma pulmonara si ciuma septicemica. Imunitatea dupa boala este de lunga durata.

Diagnosticul de laborator se efectueaza in laboratoare le de referinta.

Recoltarea. In forma bubonici se recolteazi puroi bubonic, fragmente rezultate din punctie
ganglionara si sdnge iar In forma pulmonara sputa si sange.

Examenul direct. Din puroi se efectueaza un frotiu colorat Gram ce evidentiaza cocobacili gram
negativi, de obicei colorati bipolar, dispusi izolati sau in perechi. Din punctatul ganglionar se
efectueaza preparate histologice.

Izolarea. Yersinia pestis creste pe medii uzuale, cum este geloza sange, precum si pe mediile
selective pentru enterobacterii. Se incubeaza 24 de ore la termostat, la 28-30°C.

Identificarea. Pe gelozd-sange se dezvoltd colonii mult mai mici decat ale celorlalte
enterobacterii, nehemolitice, transparente, care prin invechire se maresc, dobandind un aspect
mucoid.

Daca in urma anchetei epidemiologice, a tabloului clinic, a examenului bacteriologic exista
suspiciunea de Y. pestis, cultura se trimite in conditii de maxima siguranta la laboratorul de
referintd cel mai apropiat.

Diagnosticul serologic are valoare retrospectiva si epidemiologica.

Sensibilitatea la antibiotice. Yersinile sunt sensibile la antibioticele cu spectru larg. Totusi se
recomanda efectuarea antibiogramei la fiecale izolat pentru a sesiza instalarea rezistentei.

Genul Escherichia

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

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



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

a. infectii enterale

b. infectii extraenterale.

Infectiile enterale - se realizeaza prin consumul unor alimente in care E. coli s-a multiplicat
(toxiinfectii alimentare) sau prin consum de apa cu contaminare fecala intensa (infectii hidrice).
Sunt produse de 6 patotipuri diareigene de E. coli: enterotoxigen (ETEC), enteroinvaziv (EIEC),
enteropatogen (EPEC), enterohemoragic (EHEC) enteroagregativ (EAggEC) si enteroaderent
difuz (DAEC).

Rezervorul de infectie al tulpinilor de EIEC, ETEC, EPEC este uman, iar al celor EHEC este
bovin.Recoltarea. Se recolteaza materiile fecale si se trimit imediat la laborator pentru a fi
prelucrate.

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

* pe mediul MacConkey, pe mediul ADCL - care au ca indicator de pH rosu neutru (rosu
in mediu acid si incolor in mediu bazic), E. coli da colonii rotunde, lucioase de tip S, de culoare
rosie, cu un diametru de 2-3mm,

* pe mediul AABTL, pe mediul Istrati-Meitert, cu albastru bromtymol ca indicator de pH,
bacilul coli dezvolta colonii cu aceleasi caractere, dar de culoare galbena.

Este de retinut faptul ca din 100 de tulpini de E. coli, 95 fermenteaza lactoza, dar 5 nu.
Identificarea speciei se face pe baza caracterelor biochimice : G+, L+, H2S-, citrate -, etc.
Bacilii coli care apartin grupelor cu patogenitate intestinald nu se deosebesc din punct de vedere
cultural si biochimic de tulpinile care se gasesc in mod normal in flora intestinala, de aceea
trebuie urmarita structura antigenica.

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

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

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

Recoltarea. :urina

Examenul direct. Urina se centrifugheaza 10 minute la 3000 turatii/minut. Din sediment se face
un frotiu colorat Gram pe care, intr-0 infectie urinara, se vad in mod obligatoriu PMN si bacili
gram negativi.

insﬁmﬁntarea:

Tehnica anselor calibrate. Se utilizeaza doua anse calibrate (una cu diametrul interior de 5 mm si
cealalta de 2,5 mm) astfel incat volumul incércat de urind omogenizatad (nediluatd) sd reprezinte
0,01 ml, respectiv 0,001 ml. Cu ansa micd urina se insamanteaza pe geloza sange si cu cea mare
pe mediu Mac Conkey. Placile se incubeaza la termostat la 37°C pand a doua zi. Numadrul de
germeni/ml urind se obtine prin Inmultirea numarului de colonii cu 100 (respectiv 1000) si apoi
se face media aritmetica.



Interpretarea rezultatelor:

+ < 10%® UFC/ml (< 1.000 germeni/ml urini) este o bacteriurie nesemnificativi

e 10% (10.000 germeni/ml urind) posibil contaminare din cdile urinare inferioare, se

recomanda repetarea uroculturii,

« 10* — 10° UFC/ml (intre 10.000 - 100.000 germeni/ml urini), suspiciune de ITU,
rezultatul este discutabil in functie de context si germeni identificati, urocultura se poate repeta

« (> 10° UFC/ml (> 100.000 germeni/ml urind), infectia urinard este certd, daca se
izoleaza o singura specie microbiana.
NOTA: Pragul semnificativ pentru o ITU este pentru enterobacterii, Pseudomonas, enterococi,
de 10° UFC/ml, pentru stafilococi de 5 x 10* UFC/ml, iar pentru Candida de 10* UFC/ml.
Identificarea mai multor specii microbiene presupune contaminarea probei si se indica repetarea
uroculturii.
Identificarea speciei se face pe baza testelor biochimice prezentate mai sus, iar identificarea de
serotip se face numai in laboratoare de referinta.
Sensibilitatea la antibiotice. E. coli este sensibil, in mod natural, la majoritatea antibioticelor,
dar foarte multe tulpini au dobandit rezistenta la chimioterapice antiinfectioase prin transferul de
plasmide. Antibiograma este, deci, obligatorie pentru toate tulpinile izolate.

Genul Klebsiella

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

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

Sunt germeni conditionat-patogeni, componenti ai florei intestinale la om §i animale, iar in
numar redus se gasesc si la nivelul mucoasei tractului respirator. Se pot izola din apa, sol, plante.
K. pneumoniae este specia cel mai frecvent izolatd din cadrul genului. In cazul scaderii
rezistentei antiinfectioase a organismului (la prematuri si la varstnici), Klebsiella poate cauza
infectii grave - pneumonii, septicemii §i meninigite. Este agentul etiologic important al unor
infectii nosocomiale (suprainfectia plagilor chirurgicale, infectii urinare, septicemii). K. oxytoca
produce infectii similare.

Recoltarea produselor este in functie de localizarea infectiei.

Examenul direct. Prezenta PMN si a unor bacili scurti, gram negativi, colorati bipolar, capsulati
dispusi in diplo in sensul lungimii sau in lanturi scurte

Izolarea. Produsele normal sterile se insdmanteaza pe medii simple cum este geloza sange.
Sangele pentru hemocultura se insamanteaza in bulion (flacoane Bactec/Bactalert), facandu-se
replicari pe geloza sange din flacoanele pozitive.

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

Identificarea. Caractere culturale. Tn bulion Klebsiella tulbura uniform mediul, iar la suprafati
se formeaza un val vascos ce cade la fundul tubului.

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

Pe mediul Istrati-Meitert se dezvolta colonii mari, mucoide, initial lactozo-pozitive (galbene),
apoi, dupd 24 de ore, “lactozo-negative” (verzi), datoritd fenomenul de ‘“cameleonaj” prin
alcalinizarea mediului.

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



Caracterele biochimice. Bacilii din genul Klebsiella : G+, L+, H»S -, imobili, ureaza +, indol-,

etc. Scindarea malonatului de Na si cresterea pe mediul cu citrat Simmons diferentiaza cele 4
specii de Klebsiella. K. oxytoca produce indol, caracter unic ce o diferentiaza de K. pneumoniae.
Identificarea tipului se face pe baza structurii antigenice prin reactii de aglutinare si umflare a
capsulei cu seruri anticapsulare, dar numai n laboratoare de referinta.

Sensibilitatea la antibiotice. antibiograma este obligatorie pentru orice tulpin izolata.

Genul Proteus

Genul Proteus cuprinde 8 specii, dintre care 3 se intdlnesc in patologia umana: P. vulgaris, P.
mirabilis si P. penneri. Sunt bacili scurti, cu capetele rotunjite, gram negativi, cu polimorfism
accentuat, foarte mobili (cili peritrichi), nesporulati, necapsulati, cu dispozitie necaracteristica,
aerobi si facultativ anaerobi.

Semnificatia clinica. La om si animale bacilul proteus face parte din microflora tubului digestiv.
Sunt germeni conditionat patogeni, putand produce diferite infectii, in conditiile scaderii
rezistentei organismului.

Recoltarea se face in raport cu localizarea infectiei (urina, materii fecale, puroi, sputa, L.C.R.,
sange etc).

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

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

Produsele patologice, in care exista si alta flora, se insamanteaza, Tn mod obligatoriu, pe mediile
selective, pentru a obliga bacilul proteus sa creasca sub forma unor colonii izolate si sd nu
invadeze ceilalti microbi, care astfel nu mai pot fi identificati.

Bacilul proteus creste sub forma unor colonii rotunde, de culoarea mediului, transparente la
periferie si negre la centru datorita H»S pe care il produce. Ele au fost comparate cu un “ochi
de pisica”.

Testele biochimice definesc genul (G+, L-, H2S, Mobilitate +, Uree +, citrat +), dar diferentiaza
si speciile de Proteus intre ele. Toate speciile de Proteus sunt mobile (fenomenul de catarare, de
invazie), produc ureaza si secretd fenilalanindezaminaza (FAD).

In scop epidemiologic se utilizeaza o tehnica simpla : linia de demarcatie a lui Dienes - pentru a
stabili apartenenta unor tulpini de Proteus unuia sau mai multor serotipuri. Tulpinile de Proteus
izolate se insamanteaza pe o placd cu geloza in puncte diferite si se incubeaza 18-24 de ore la
37°C. Fiecare tulpina va creste sub forma de valuri concentrice. Daca tulpinile apartin aceluiasi
serotip (deci, provin din aceiasi sursd), valurile de invazie se suprapun, iar daca tulpinile sunt
diferite, la locul de intdlnire a valurilor de expansiune apare o linie de demarcatie de 2 - 3 mm,
care le delimiteaza.

Sensibilitatea la antibiotice. Antibiograma este obligatorie pentru fiecare tulpina izolatd, sunt
natural rezistenti la colistin.



Genurile Morganella si Providencia

Multa vreme clasificarea germenilor din genul Proteus a fost foarte controversata, apoi genul a
fost scindat in 3 genuri: Proteus, genul Morganella si genul Providencia (care se diferentiaza pe
baza proprietitilor biochimice). In prezent genul Morganella cuprinde o singurd specie
Morganella morganii (fostul Proteus morganii). De asemenea, specia Proteus rettgeri a fost
inclusa in genul Providencia, care, in prezent, cuprinde 6 specii. Cele 3 genuri au fost incluse in
tribul Proteeae. Identificarea se face biochimic.

Produc infectii urinare mai ales la pacientii cateterizati, dar si in alte infectii cu caracter
nosocomiale. Tratamentul acestora este dificil, deoarece tulpinile au dobandit un grad Tnalt de
rezistentd. Din nefericire, colistinul nu poate fi administrat in tratament, deoarece sunt natural
rezistente la colistin.



