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METODELE MICROBIOLOGICE
DE DIAGNOSTIC

3.1. RECOLTAREA, CONSERVAREA SI TRANSPORTUL
MATERIALULUI EXAMINAT

Clinicianul cere depistarea unor microorganisme in prelevate patologice de la bolnav,
pentru a stabili etiologia unei boli infectioase §i, prin aceasta, tratamentul antimicrobian
corect. Epidemiologul urmireste prezenia unui microorganism in prelevate patologice de
la bolnavi, in probe recoltate de la persoane sinatoase si in probe de mediu (aer, apa,
alimente etc.) pentru a stabili filiatia cazurilor unei boli transmisibile, precum §i cdile de
transmitere. fgienistul foloseste microorganisme depistate in probe de mediu ca indicatori
sanitari pentru calitatea ambiangei noastre comunale, din scoli, din spitale etc.

In acest capitol sunt prezentate metodele de recoltare, conservare si transporiul
prelevatelor patologice de la bolnavi sau purtatori sinatosi. Aceleasi probleme legate de
prelevarea probelor de mediu le veti urmari in capitolele de Microbiologie sanitara.

3.1.1. Alegerea prelevatelor patologice

Microbul infectant, eventual antigeni ai s3i, este ciutat la poarta de intrare a
infectiei, in clile de rispandire in organism, in organele tintd §i la nivelul cailor de
eliminare, apreciate pe baza examenului gi rajionameniului clinic §i in masura in care
acestea sunt accesibile prelevarii prin tampon, prin puncfie gi aspiratie, biopsie sau ca
excrefii. De exempiu la un pacient cu sindrom de febra enterica se vor preleva si examina:
maleriile fecale (intestinul — poarti de intrare, organ jinti si cale de eliminare a bacililor
tifici), sangele (calea de raspandire a infectiei in organism), maduva 0soasi sau ex-
sudatul maculelor cutanate (lesuturi jintd), urina {calea de eliminare). Pentru depistarea
portajului de bacili tifici se examineaza bila §i urina.

Stadiul bolii influenteazd sansa izolirii microbului. Continudnd examenul de mai
sus, sansele izolarii bacilului tific in hemoculturd scad de la 80—90% in prima siptimani
de boald la numai 10% in siptAmana a 4-a; in schimb, in acelasi interval, procentul
izolarilor in coprocultura creste de la 10—15 la 75.

Prelevatele examinate trebuie s3 reprezinte realul produs patologic, adica material
din leziuni care vehiculeazd microbul infectant sau antigenii s4i. In sange, in lichidul
cefalorahidian sau in urini microbii antrenagi din leziuni sunt repartizaji uniform. Dis-
tributia lor in probleme de sputa, materii fecale, exsudate de pe suprafata mucoaselor, din
pladgi 5.a. nu este in mod necesar uniforma. Daci in loc de sputa se trimite spre examinare
saliva,1n loc de exsudat amigdalian un tampon imbibat cu saliva, un raspuns util din partca
laboratorului este imposibil.
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3.1.2. Norme de baza pentru prelevarea probelor
destinate examenului microbiotogic

1. Prelevarile se fac tnaintea instituirii tratamentului antimicrobian. Depistarea
microbului infectant devine adesea imposibild incd in primele ore de antibioticoterapie,
chiar ineficienta.

2. Prelevatele patologice trebuie s3 fie In cantitate suficientd pentru efectuarea
corectd a examenelor microbiologice,

3. Prelevirile se fac aseptic cu instrumentar si in recipiente sterile. Trebuie:

@ Prevenitd contaminarea probelor cu microbi din mediul extern.

w Prevenitd sau redusd contaminarea probelor cu microbiota indigend. Crice con-
taminare a prelevatelor din zone normal sterile este criticd (rezultate fals pozitive). Pentru
prelevatele care traverseazi zone normal colonizale sau provin din asemenea zone ne
limitam la reducerea cat mai eficientd a microbiotei de colonizare prin spalare. Cand
metoda nu da rezultate, se poate recurge la prelevdri care sunieazad chile naturaie de
eliminare i contaminare (aspiratia transtraheal, aspirafia suprapubiani etc.). Acestea
sunt insa tehnici agresive aceptate numai cdnd relafia risc — beneficiu inclina in favoarea
beneficiului.

w Prevenitd infectarea pacientului in timpul prelevdrii, infectarea personalului i
contaminarea mediului extern cu microbi patogeni. Periculoasd este contaminarea
suprafefei externe a recipientelor, spargerea lor. Sangele si alte umori sunt periculoase
chiar cand provin de la persoane aparent normale {(pericolul virusului hepatitei B sau al
imunodificientei umane).

4. Prelevatele supuse analizei trebuie s fie insotite de date informative suficiente,
Acestea sunt cuprinse in cererea de analiza, parte component3 a buletinului de analiza,
sau, in cazul anchetelor epidemiologice, in tabele nominale. Semnificatia datelor informa-
tive se grupeazi astfel:

s date necesare identificarii probei: numele, prenumele, varsta pacientului, data
recoltei, spitalul, sectia, salonul;

m date necesare alegerii celor mai adecvate tehnici de prelucrare a probei: diagnosticul
prezumtiv, natura probei, examenul solicilat (in termeni cat mai precisi), precizarea daca
este in cauzi un bolnav (inclusiv data debutului bolii), convalescent sau purtator, precizari
asupra terapiei antimicrobiene eventuale;

m date privind responsabilitatca recoltarii §i transportului: ora recoltirii, data si ora
primirii in Iaborator, medicul care a recomandat analiza §i persoana care a facut recoltarca
si a asigurat transportul,

Importantd pentru evitarea unor erori este etichetarea probelor, Cea mai sigura cste
eticheta autoadeziva. In lipsi se poate recurge la eticheta din leucoplast. Pe etichete se
noteaza cu creion negru sau pix cu bil4: numarul cererii de analiza, numele §i prenumele
pacientului, prelevatul si data.

3.1.3. Recipiente si instrumente

Pentru prelevari se folosesc, dupa caz, cutii Petri, eprubete, borcane de 200 ml din
sticla, prevazute cu capac. Recipientele si instrumentarul destinate prelevirii probelor
pentru examenul microbiologic se sterilizeaza exclusiv prin agenti fizici dupa cc au fost foarte
bine spalate pentru indepartarea oricaror urme de eventuale substanje antimicrobiene.
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Fig.3.1. Tamponul de vati Fig.3.2. Prelevarea si ransporful in seringd
pentru prelevarea exsudatelor a probelor de puroi destinate izolarii bacieriilor anaerobe

Un instrument des utilizat pentru prelevate si transport de probe este tamponiul de
vata (figura 3.1), care trebuie si fie lipsit de inhibitori microbieni {ca acizi grasi din vata,
ioni metalici sau substauie distilate din porttampon in cursul sterilizarii). De aceea:

a se preferd porttamponul din lemn (nu de rasinoase, care conjine substanie nocive
pentru unele microorganisme);

a tamponul se face din vata hidrofila cu fibra lunga

Dopul trebuie sA fie dens, pentru a preveni contaminarea sau desicarea probei. In
vederea utilizirii, tampoanele sunt sterilizate la autoclav ambalate cate 5—10 in hariie.

Tamponul din vata este indicat pentru prelevarea §i transportul exsudatelor de pe
suprafata mucoaselor si a fesuturilor denudate. Are insa §i dezavantaje, care trebuie cunos-
cute pentru o utilizare corecta:

a Se prelevi maximum 0,1 ml produs.

 Recuperarea bacteriilor de pe tampon este sub 10%; cel putin 10° organisme trebuie
prelevate pe tampon, pentru a le putea depista pe frotiul Gram extemporaneu. De accea
se va evita utilizarea tamponului ori de cate ori sunt posibile preleviri in cantitifi mai mari
prin aspiratia exsudatelor fluide, produse de chiuretaj sau biopsii. Se vor preleva mai multe
tampoane, daca examenul presupune efectuarea de frotiuri §t insAmangiri pe mai mulite
medii de cultura.

@ Leucocitele polimorfonucleare se adsorb in scurt timp pe fibra de vata, alt motiv
pentru efectuarea extemporanee a frotiului prin proba prelevata pe tampon.

m Prelevarea pe tampon este contraindicata pentru izolarea bacteriilor anaerobe.

Probele destinate izolarii anaerobilor stricti sunt introduse sub atmosfera de azot in
flacoane ermetic inchise. In lipsa acestora, o modalitatc simpla si eficient este transportui
direct in seringa de recoltare dupa ce a fost indepértata orice buli de aer, iar acul obturat
printr-un dop de cauciuc (figura 3.2).
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3.1.4. Transportul si conservarea probelor

Moartea microbilor infectanti din probele destinate examenului microbiologic este o
sursa de erori. Poate fi cauzata de: razele solare directe; deshidratare; modificari de pH;
autoliza; oxigenul atmosferic in cazul anaerobilor strici. De accea, odatd recoltate, probele
trebuie examinate in cel mai scurt timp posibil sau conservate prin refrigerare si medii de
transport adecvate.

Refrigerarea. La 0°C (container izoterm cu gheajd umeds) sau la 4°C (frigider)
majoritatea microbilor patogeni supraviejuiesc cele citeva ore necesare transporiului, iar
multiplicarea contaminaatilor este opritd., De exemplu, semiviata majoritdtii virusurilor
(intervalul in care infectiozitatea suspensiei virale scade cu 50%) sc misoard in ore la
temperatura camerei, in zile la 4°C si in luni la —70°C. Pujine bacterii nu rezisti la
refrigerare: meningococul, gonococul, Haemophilus influenzae.

Mediile de transport asigura supraviejuirea microorganismelor prevenind desicarea,
variatiile de pH, oxidarea g§i auloliza. Un indicator, cum este rogu fenol, permite
monitorizarea vizuala a pH-ului cAnd aceastd conditie este criticA pentru supraviejuirea
unor microbi (e.g. virusuri).

Microbii care sunt izolafi pe culturi de celule sau embrioni de gaina (ca virusurile i
chlamidiile) se transporta in medii cu antibiotice (penicilini, streptomicina, nistatini). Cand
ins3 in acelasi prelevat se urmiresc ai3t virusuri, cat si bacterii, proba se suspensioneaza
in mediul de transport farad antibiotice, urmangd ca acestea sa fie adaugate diferentiat la
prelucrarea probei in [aborator.

3.1.5. Tehnici si prelevare (in ordine alfabetica)

1.Exsudatele bucale se preleva de la pacienti cu stomatitid ulceronecrotica Vincent,
margaritarel sau alte infectii ale gurii. Dupa imobilizarea limbii cu apasator steril, se sterge
cu tamponul suprafata oricarei ulceratii, arii inflamate sau acoperitad cu pseudomembrana.
Daca se solicitd examen microscopic, tamponul se stoarce imediat pe o lama de microscop
st se etaleazd frotiul prin rularea tamponului. Frotiul fixat prin cldurd (vezi 5.2.5.1) se
expediazi la laborator impreuni cu al doilea tampon destinat cultivirii,

2. Exsudatul cervical uterin se preleva de la paciente cu leziuni la acest nivel sau
pentru depistarea portajului de gonococ. Pacienta este plasata in pozigie ginecologica. Dupa
examenul vulvei, speculul vaginal steril, umezit cu apd caldi (fard all lubrifiant) este
inserat bland pentru examenul colului uterin. Exocolul este sters de 2—3 ori succesiv cu
comprese de tifon sterile pentru indepartarea secretiilor stagnante, inclusiv cele de la
nivelul orificiului. Dac3 se observa leziuni, acestca sunt sterse cu tamponul de vati steril,
Un tampon de vata steril este inserat in orificiul colului, rotit de cateva ori pentru a-l
incarca cu exsudat si se retrage cu precautia de a evita contaminarea cu coajinut vaginal.

Pentru microscopie, frotiul se face extemporaneu cu un tampon separat.

3. Exsudatul conjunctival. Uzual este suficient un tampon cu care s-a sters exsudatul
din unghiul intern al ochiului. Alte prelevari de la mivelul ochiului (raclat conjunctival,
cornean) sunt exclusiv de competenta specialistului oftalmolog.

4. Exsudatul faringian este prelevat pentru diagnosticul etiologic al anginelor si
faringitelor sau pentru depistarea portajului de streptococi piogeni ori de bacili difterici.
Prelevarea se face cu tamponul inaintc sau la 3—4 ore dupa toalela gurii ori ingestie de
alimente. Pacientul asezat, cu gatul in usoars extensie, faringele bine expus prin iluminare
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Fig.3.3. Prelevarea exsudatului nazofaringian pe cale permazald (a) §l pe cale bucald (&)

si deprimarea bazei limbii cu apasator steril, pronunja 1are vocala A. Cu tamponul introdus
in faringe, fari a atinge limba sau palatul, se sterge orice zona inflamat3, ulcerats sau cu
depozite purulente. Cand exista, falsa membrana este ugor desprinsi i tamponata mucoasa
subiacenti. Tamponul scos cu precaugie se introduce in fubul protector. Pentru ¢
prelevarea faringiani declangeazi reflex de tuse, este indicat ca persoana care face
prelevarea sa se protejeze cu masca de tifon,

5. Exsudatul nazofaringian se preleva pentru diagnosticul tusei convulsive, a unor
pneumonii interstitiale si a portajului de microbi patogeni cum sunt meningococii, strep-
tococii piogeni, bacilii difterici $.a.

Mai ugoara este prelevarea pernazala. Se utilizeazad tampon confectionat pe tija din
sarmi de crom-nichel cu lungime de 20 cm $i grosime de | mm. Una din extremitaji este
indoits, inmuiata in colodiu si infasuratd strans cu vatd, Extremitatea libera este indoita
in bucla peatru a facilita manipularea. Aceste tampoane se pot obtine din sectia de O.R.L.

Capul pacientului este imobilizat §i tamponul introdus bldnd in lungul planseulni
nazal pana atinge peretele posterior al nazofaringelui. Este lisat cateva secunde pe loc,
apoi rotit ugor, pentru a-1 inciirca cu exsudat, si retras. Cantitatea de prelevat creste cand
tamponul se retrage $i se reinsereazs in aceeasi pozijie, prima tamponare stimuland secrefia
de mucus nazofaringian (figura 3.3),

Prelevarca pe cale bucald se face cand abordarea pernazalid nu este posibild. Se
utilizeazd un tampon obignuit cu ij3 de sarmi. Extremitatea carc poartid tamponul esic
indoitd in unghi drept in momentul scoaterii din tub. Tamponul, introdus prin gura in
faringe, este trecut cu aten{ie in spatele palatului moale, pentru a sterge peresele posterior
al nazofaringelui (figura 3.3). La introducere §i a scoalere se va evita contaminarea
tamponului cu secretii faringiene gi bucale.

6. Exsudate din plagi si arsuri. Suprafata denudat3, lipsita de jesut necrotic, se spala
cu solutie salina izotona sterild pentru indepartarea exsudatuiui stagnant hipercontaminat.
Tamponul, umezit cu solutie salina izotond si stors pe peretele interior al recipientului,
este rulat peste suprafata tisulara suficient de ferm, pentru a determina o ugoara sangerare
din tesutul subiacent. Aceasta da garanyia prelevirii microbului infectant din jesutul viabil.
Tamponul imersat in 1 ml mediu de transport este imediat expediat la laborator pentru
examinare.
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7. Exsudatul vaginal. Pacienta este in pozifie ginecologica.
Se examineaza vulva. Daci pe labii sunt leziuni, exsudatul acestora
se preleva prin stergere cu tamponul. Se insereaza speculul vaginal
(revezi punctul 2). Se examineazd mucoasa vaginalad. Daca existd
leziuni, acestea se sterg cu tamponul steril. Cand existd numai
congestie difuza, prelevarea se face din fundul de sac vaginal
posterior. Se prelevd trei tampoane: unul este etalat prin rotire pe
douna lame de microscop curate, al doilea este descarcat imediat in
cca | ml solutic salind izotond sterild, incalzita la 37°C,
temperatura cu care trebuie si ajungd imediat ia laborator, pentru
examenul intre lam3 si lamel4, al treilea este destinat cultivarii.

8. Fecalele se prelevi pentru depistarea agentilor bolii diareice,
a febrelor tifoida si paratifoida, a purtitorilor sin3tosi ai patogenilor
respectivi si pentru depistarea oudlor de viermi intestinali. Uzual se
examineaza probe de scaun emis spontan. Se pot folosi, la pacienti
cu sindrom dizenteriform, si prelevari pe tampon rectal,

8 Probe de scaun emis spontan, metoda de electie. Pacienul mai intai micfioneaza,
pentru a evita contaminarea probei cu urini. In spital defeca in bazinet sterilizat prin
autoclavare sau dezinfectat prin fierbere, La domiciliu se foloseste o oald de noapte dezin-
fectata prin oparire repetati cu apa clocotiti. Imediat dupi defecare se preieva cu o spatuli
sterild de lemn sau cu lingurija coprocultorului fragmente mucopurulente, flacoane
riziforme, cand acestea existd, sau porfiuni din diferite puncte ale unui scaun omogen.
Proba, cat un bob de mazire, este suspensionati in mediul de transport din coprocultor
(figura 3.4). Mediul de transport nu este necesar peniru depistarea oullor de viermi
intestinali sau protozoarelor,

De la sugari se preleva porfiuni din scaunul de pe pelinci.

m Probe de scaun provocat prin purgare sunt indicate pentru depistarea portajului de
enterobacterii patogene sau la pacieni cu diaree cronica. Pentru aceasta un adult ingereaza
15 g sulfat de magneziu solvit in 250 ml apa. Doza la copii se adapicaza in raport cu varsia,

w Prelevarea pe tampon rectal. Tamponul de vata steril, montat pe o tiji de lemn, se
trece prin orificiul anal, se sterge cu grija mucoasa rectala, se retrage gi imediat ¢ste imersat
in mediul de transport. Tija este retezatd si se adapteaza capacul coproculiorufui.

u Prelevarea direct din colonul sigmoid. O sondi Nélaton, dezinfectati prin fierbere,
este introdus prin orificiul anal si rect, cca 15—20 cm la adult si 10—12 cm la copil, pana
in colonul sigmoid, al carui conginut este aspirat cu o seringa de [0 ml, adaptata la capatul
sondei. Proba este imediat descircati si omogenizati in mediunl de transport.

~ 9. Hemocultura. Material necesar. Hemoculturile sunt cel mai frecvent urgenjc medi-
cale. De aceea in serviciile unde se interncazi pacienti cu septicemii sae cu condijii bac-
teriemice (pneumonii lobale acute, arsuri Intinse infectate, avorturi septice, endocardite
etc.) trebuic s3 existe, pregatite in permanentd, truse pentru hemoculturi, care cuprind:

» Solugii decontaminante pentru tegument: sapun lichid, alcool iodat 2%, eter.

= Tampoane sterile din tifon de 5§ X 5§ cm, la neveie pot fi inlocuite cu tampoanc
sterile din vala.

a Bucatd de musama de 40 x 40 cm.

m Seringi sterila de 20 mi (corespunziator mai mici pentru copii}, de preferat ip Luer
din sticla pentru a fi sterilizatd gata montatd. La nevoie pot fi folosite seringi de unica
folosintd cu volumul indicat.

w Ac de rezerva,

» Pensi pentru demontarea acului de punctic si montarca celui de rezerva.

[

i

— Megdiu
gelificat

Fig. 3.4. Coprocultorul
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w Garou.

s Lampa de spirt.

» Flacoane cu bulion nutritiv preinc3lzite la 37°C in termostatul din laboratorul
sectiei.

Zone de punctie. Electiv: venele de la plica cotului. Alternativ: venele antebratului
inferior sau dorsale ale mainii. La sugar se punctioneazi vena jugulara.

Momentul prefevdrii, O singurd hemocultur, chiar la un pacient cu septicemie, poate
ramane negativa. De aceea, 1a fiecare pacient cu indicaie pentru hemocultura se efectueaza
trei hemoculturi, Cand terapia antimicrobiana se impune urgent, aceste hemoculturi pot fi
practicate la intervale de 30 minute—1 ori inainte de administrarea oriciirui chimioterapic.
Cand terapia antimicrobiani nu este urgentd, hemoculturile se pot face si la intervale de
12—24 ore. Daca pacientii au frisoane, este indicati efectuarea hemoculturii imediat ce
pacieniul semnaleaza aparitia lor.

Procedura: Se lucreaza la adapost de curenti de aer. Cel care efectueazd hemocultura
trebuie sa lucreze cu mainile bine spalate, antiseptizate si uscate. Masca nu este obligatorie.

a) Pacientul in decubit dorsal. Sub brat in zona de punctie se asaza bucata de
musama, pentru a preveni patarea lenjeriei de pat cu solutii decontaminante.

b) Se aplicd garoul la cca 10 cm proximal zonei de punciie §i se strange, pentru a
putea aprecia prin palpare dimensiunea i elasticitatea venei de punctionat. Simpla inspectie
vizual} frecvent nu depisteaza venele profunde excelente pentru punciie. La nevoie, venele
sunt evidentiate mai bine daca pacientul stringe $i relaxeaza de citeva ori pumnul. Nu se
maseazd si nu se frageleaza bratul.

¢) Se d& drumul la garou.

d) Se decontamineaz3 larg, concentric, zona de punctie mai intdi prin spiiare cu api
si sapun lichid, apoi prin badijonare cu alcool iodat de 2%. In final zona este badijonata
¢u eter, pentru a indeparta iodul si a lisa tegumentul perfect uscat. Punctia i aspirarea
sangelui prin tegument umed expune proba contaminarii cu bacteriile rezidente in porozi-
tatile epidermei.

e) Se reaplica garoul.

f) Se fixeazad tegumentul deasupra punctului de puncjie prin tensionare pe brat cu
degetele mainii libere.

g) Cu seringa pozifionata in axul venei, peniru a forma un unghi de cca 30° cn
tegumentul, acul fiind cu bizou! in sus, se punctioneazz pielea si vena subiacenti cu o
migcare moderat de brusci, O cedare ugoard cste uzunal resimgita la patrunderea acului in
vend. Se patrunde cu acul distanta estimati, pentru a plasa in vena bizoul cu o parte din
lumenul acului,

h) Se exerciti o usoar3 presiune negativa prin retragerca pistonului. Sangcle trebuie
sa patrunda liber in seringd. Cand scurgerca esle nereguiati, sc roleste usor seringa,
pentru a repozitiona bizoul in vena. Sangele nu se mai scurge in sering?, cand varful acului
perforeazi vena §i intri in jesuturi. Este suficient sa sc retraga putin acul, pentru a obtine
sange din nou.

i} Cand singele incepe sA se scurgi in seringd, se da drumul [a garou, pentru a
preveni formarea unui hematom la locu! punctiei. La adult se extrag 15—20 mi sange, iar
la sugar 1—3 mi.

j) Proba odat4 recoltata, se retrage acul din vena si imediat se prescaza punctu! de
puncjie cu un tampon steril. Pacientul continu3 compresia prin tampon, pand ce hemostaza
este completd. In final, peste zona punctiei se aplici un tampon antiseptic autoadeziv.

k) Imediat se schimba acu! de punctie cu acul de rezervi si se insimanjeaza aseptic
cate 5§ mi sdnge (cca 1/3 din volumul prelevat) in doud flacoane cu 50 ml bulion nutritiv
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si un tub de 25/250 mm cu 50 ml bulion special pentru izolarea bacieriilor anaerobe in
prealabil fiert 20 minute in baie de apa si ricit brusc la curent de apa. imediat dupa
insamantare, flacoanele si tubul sunt agitate cu atenfie pentru omogenizarea conginutului.

Atentie! 1nainte de a aprinde lampa cu spirt pentru insamanjarea aseplic a probei
de sange, flaconul cu eter trebuie pus in siguranta la distansa de patul bolnavului.

1) Toate flacoanele insamanijate se transportd la laborator pentru incubare imediata.

NOTA. Contaminarea cu o singurd bacterle din epiderma sav din ser compromite hemocultura (rezultat

fals pozitiv).

10. Lichidul cefalorahidian. Prelevarea probei esie de competenta clinicianului
infeciionist §i, data fiind gravitatea contamindrii meningelui, impune masuri drastice de
antisepsie §i asepsie. Proba prelevati in 2 tuburi sterile (cca 2 ml/tub) este transportata
imediat la laborator, fard refrigerare.

11. Parul. Pentru diagnosticul pilomicozelor, se preleva cu pensa bonturile firelor de
par rupte si firele de par cu aspect modificat (fara luciu, cenusii, prafoase}. De mare ajutor
este examinarea parului 13 lampa Wood: in radiatia ultraviolets firele de par infectate au
fluorescenid verde stralucitoare sau gri-alba.

12. Puroiui din colectii se aspird cu seringa previzuta cu un ac gros §i se expediaza
la laborator Intr-un tub steril. Cand se suspecteazi o infectie cu bacterii anaerobe proba
va fi expediatd la laborator direct in seringd (revezi figura 3.2).

13. Spalatura gastrica se prelevd pentru depistarea bacililor tuberculozei la pacienti
care nu expectoreazd (unii copii, femei). Pacientului, pe nemancate, i se introduce o sonda
Einhorn p&n in stomac. Prin sonda se injecteazd cca 10 ml solutie salina izotona sterila
si se aspiri. Se neutralizezi imediat prelevaiul cu o solugie 10% bicarbonat de sodiu in
prezenia unui indicator de pH.

14. Sputa. Pacientul trebuie facut s3 injeleagh diferenta dintre a «expectora»
{eliminarea prin orofaringe a exsudatului mobilizat din ciile respiratorii inferioare prin
tuse profunds) si a «scuipa». Periajul simplu al dintilor (fard pasta) si clatirea energica a
gurii cu apd sunt de dorit inaintea prelevarii, Se verifica daca in proba existd material
mucopurulent (realul produs patologic}. Daca pacientul numai a scuipat, se insista peniru
prelevarea unei noi probe corespunzitoare. La pacientii cu tuberculoza sputa matinal este
¢ea mai bogati in bacili.

15. Exsudate din sancre. Cu mainile protejate in manusi de cauciuc, se indeparteaza
exsudatul stagnant de pe suprafaja sancrulni prin spilare cu solugie salini izoton steril2
si un tampon din tifon. Se absoarbe cu tamponul de tifon excesul de lichid. In final se
comprima intre degete baza sancrului pAn3 la aparifia pe suprafata lezinnii a unei picaturi
de exsudat, care se preleva cu pipeta Pasteur, prin capilaritate, pentru microscopia pe fond
negru i frotiul Gram.

16. Tamponul nazal se preleva pentru depistarea portajului de stafilococ auriu sau
streptococi piogeni. Se sterge, pe rand, vestibulul fosclor nazale cu un tampon umectat cu
solutie salina izoton4 sterils.

17. Tegumentul. Din leziunile piodermitelor se preleva puroiul sau exsudatul pe
tampon. Pentru diagnosticul dermatofifiilor se racleazi cu un bisturiu epiderma de la
nivelul leziunilor. In alte infectii poate fi necesar2 prelevarea de cruste etc.

v$8. Urina.

A.Proba curatd prinsd in zbor din jetul mijlociu de urind. Indicatii: Pentru diagnos-
ticul infectiei cdilor urinare determinata de Escherichia coli sau de alte bacterii condijionat
patogene rezidente in colon ori uretra distala.

Principiu: Organismele condijionat patogene care infecteaza ciile urinare se multi-
plicad in urina in intervalul dintre mictiuni si realizeazi concentratii semnificativ mai mari
(bacteriurie semnificativa) decat organismcle acclorasi specii care contamineazi urina in
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cursul mictiunii. Bacteriuria semnificativd este identificatd corect dacad se reduce con-
centratia organismelor de contaminare prin spalarea suprafegelor de pe care provin (vulva,
pliul balanopreputial, uretra distala).

Momentul prelevdrii: prima urina matinala sau dupi cel pugin 3 ore de la micfiunea
anterioara.

Volumul necesar: aproximativ 10 ml,

Prelevarea la femei. Necesar: camers pentru recoltare previazuid cu masa ginecologica,
bideu, chiuveti cu apd curenta si s3pun, boiler, hartie igienicd, irigator, recipient cu sapun
lichid, seturi de tampoane din tifon, recipient cu pungi pentru colectarea tampoanelor
utilizate, recipiente pentru colectarea urinei.

Instructiuniie de mai jos trebuie afisate pe peretele camerei pentru recoltd, repetate
verbal si controlati respectarea. Sora asisti pacienta pentru etapele mai dificile ale prele-
Varii.

a) Se scoate lenjeria intima.

b) Mainile se spald cu apa si sapun §i se usucd cu hartie igienica.

¢} Se incaleci bideu! cu fafa spre spatele acestuia,

d) Cu o m2ni, pacienta isi indepirteaza labiile mici si le mengine ca atare pe toatd
durata procedurii.

e) Cu cealalta mana sterge ferm vulva, in sens unic, din faa spre spate, de 3 ori cu
cate un tampon steril de tifon inmuiat In sapun lichid.

f) Cu ajutorul irigatorului, regiunea decontaminati este clatitd abundent cu apa calda
sterild (api de robinet fiarta si racitd) pentru a indeparta urmele de sapun.

£ Se usuca zona vulvard decontaminata cu 2 tampoane de tifon sterile cu utilizare
unica procedand din fata spre spate. Dach se omite uscarea, prin pelicula de lichid microor-
ganisme din zonele nedecontaminate pot fi antrenate spre jetul de urina.

h) Pacienta urineazi cca 100 ml in timp ce degetele mentin in continuare labiile
departate.

i) Fara a Intrerupe jetul de urini, se prinde in borcan volumul necesar de urina (jetul
mijlociu), cu precautii pentru a nu atinge gura borcanului de tegument san lenjerie.

i) Se retrage borcanul din jet cat timp labiile sunt IncA depiriate §i mictiunea
continud. Intreruperea jetutui in cursul procedurii (inainte saw imediat dupa prinderea
probei in borcan) poate contamina proba prin piciturile de urini care se preling peste
zonele nedecontaminate ale vulvei,

La pacientele cu scurgeri vaginale trebuie s& intervind sora, care pregateste in aceeasi
manierd regiunea vulvard, iar in final introduce in vagin un tampon steril de vati. Proce-
dura impune utilizarea mesei ginecologice. O proba de 10 ml cu urina normald contaminata
cu numai 0,1 ml scurgere vaginald da in urocultura cantitativa un rezultat fals pozitiv.

Prelevarea la birbafi. Necesar: a s¢ vedea prelevarea la femei. In locul bideului este
indicat un urinoar, irigatorul poate fi inlocuit cu o simpli cani, iar masa ginecologica nu
este necesara.

a) Se spald mainile (vezi prelevarea la femei).

b) Se retracts preputul, pentru a decalota complet glandul,

c) Se sterge glandul ferm, In sens unic, dinspre meatul uretral spre sanjul
Fall?goprepulial peste fren, de 3 ori cu cAte un tampon steril de tifon inmuiat in sapun
ichid.

d) Se clateste glandul abundent cu ap3 calda sterila pentru a indepirta urmele de sapun.

¢) Se usuca glandul (vezi procedura la femei).

f) Pacientul, menfindnd in continuare glandul decalotat, urineazi cca 100 ml.
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g) Fara a intrerupe jetul, se prinde in borcanui steril cca 10 m) urina, dupi care se
retrage borcanul in timp ce micliunea continud.

Prelevarea de la copilul necooperant (nou-niscut, sugar) este dificila. Se decon-
tamineazi si se usuci organele genitale externe si perineul. In juru! penisului sau vulvei
se fixeaza orificiul unei pungi sterile din material plastic. In lipsa acestui dispozitiv trebuie
pandit momentul mictiunii, pentru a prinde proba intr-un flacon cu gura larga.

B. Proba prinsd in zbor din jetul! mijlociu de urind fdrd decontaminarea speciali a
organelor genitale. Indicatii:

» depistarea in urind a unor patogeni care nu sunt rezidenti ai colonului sau ureirei
distale (bacilii tuberculozei, bacili tifici, leptospire);

» supravegherea epidemiologici a infectiei cdilor urinare cu organisme condijionat
patogene (consuit prenatal al gravidelor, al colectivitatilor scolare, de femei etc.),

Principiu: simpla prezenta in urinad a organismelor patogene nerezidentie ale uretrei
are semnificatie clinica. Bacteriuria semnificativa cu organisme conditionat patogene depis-
lata in asemenea probe trebuie confirmata prin reexaminarea unei probe curate (vezi mai
sus),

Volumul necesar: cca 50 ml pentru depistarea microorganismelor patogene; cca 10
ml pentru depisiarea celor conditionat patogene,

Procedura se poate efectna intr-un simplu cabinet de toaleta cu faciltafi minime pentru
prinderea jetului mijlociu: chiuvetd cu apa si sdpun, hartie igienica, bideu, vrinoar.

Transportul la laborator al probelor de urind se face imediat, pentru ca examenul
bacteriologic s& tnceapd maximum la 0 ord dupd prelevare. Daca aceasta nu este posibil,
probele trebuie refrigerate la 4°C imediat dupd prelevare. Bacteriile de contaminare se pot
multipiica la temperatura camerei in probele de urina determinand bacieriurii fals pozitive.

Practici gresite: recoltarea urinet in vas mare (borcan, oald de noapte etc.) si
transvazarea probei in eprubeid pentru expedierea la laborator; recoliarea probelor la
domiciliu.

3.2.TEHNICI PENTRU DEPISTAREA SI IDENTIFICAREA
MICROORGANISMELOR

Microorganismele pot fi depistate prin:

s Microscopie.

» Cultivare pe medii de cultura artificiale.

s [zolare pe gazde vii (animale de experienja, embrioni de giina, culturi de celule).

a Tehnici imunologice de identificare a antigenilor microbieni.

» Tehnici de biologie moleculara pentru identificarea fragmentelor d¢ ADN micro-
bian (sau si ARN viral) prin sonde de acizi nucleici marcate sau reactia de amplificare
genicad (Polymerase Chain Reaction, abreviat PCR) (a se vedea cursul dec genetich
microbiana).

Algoritmul investigatiei microbiologice estc schemalizat in figura 3.5,
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Fig. 3.5. Algoritmul investigafiei microbiologice

3.2.1. Examenul macroscopic

fixamenul macroscopic:

1. Previne prelevarea si examinarea unor probe necorespunzitoare (c.g. saliva in loc
de sputd).

2. Repereaza realul produs patologic sub forma portiunilor fibrinopurulente in ex-
pectoratii, mucosangvinolente in fecale, a granulelor de sulf in puroi.

3. Poate influenga decizia clinich imediatd (e.g. un lichid cefalorahidian purulent
indica o meningita cu bacterii piogene, care impune tratament antimicrobian urgent).

3.2.2. Microscopia

Microscopia opticd, metoda uzuall, permite rapid (30—60 minute):

1. Depistarca si identificarea rapidi a protozoarelor.

2. Depislarezi s‘g identificarea preliminard a bacteriilor si fungilor. Bacterioscopia
depisteaza de 1a 10*7 bacterii/ml in sus. Prezenta in medie a 1—2 bacterii/camp micro-
scopic examinat cu marirc de 1000X corespunde la  circa 10° bacterii/ml proba, iar a peste
10 bacterii/camp la mai mult de 10® bacterii/ml proba,

3. Studiul micoplasmelor izolate in culturi.

4. Depistarea si identificarea preliminara a incluziunilor chlamidiale sau virale.

5. Obiectivarea caliliii unor prelevate (e.g. sputa) prin obscrvarea raportului dintre
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celulele inflamatorii (aduse de citre realul produs patologic, care vehiculeaza microorganis-
mele cautate) si celulele epiteliale scuamoase (aduse de secretiile contaminante).

6. Alegerea anumitor medii de cultura si metode de izolare.

Tehnica microscopiei este detaliatd in capitolul 4,

3.2.3. 1zolarea

Izolarea microorganismelor in culturi pure este o metoda de investigatie:

s mult mai sensibila decat microscopia, dar necesitd intervale mai mari de timp;

= indispensabild identificArii corecte a microorganismelor investigate.

Izolarea protozoarelor este rar necesara. Aceste organisme sunt suficient de mari §i
au suficiente caractere morfologice pentru a putea fi depistate si identificate prin micros-
copia directa a probelor,

Cele mai multe bacterii $i fungi sunt organisme care pot fi si trebuie izolate pe medii
de culturd artificiale. Unele cresc rapid (1—7 zile), altele cresc lent (4—8 saptamani).
Multe bacterii au exigente nutritive deosebite si necesitad medii de cultura imbogatite. Unora
nici nu le putem satisface aceste exigente si nu le putem izola pe medii artificiale, ci numai
pe gazde vii.

Virusurile, rickettsiile si chlamidiile sunt izolate prin inoculare in culturi de celule,
in oul embrionat sau la animale de laborator receptive.

Amanunte tehnice privitoare la izolarea si studiul microorganismelor cultivate pe
medii artificiale pot fi urmarite In capitolul 5, 1ar izolarea si studiu} microorganismelor prin
inoculari la animale de experienfd sunt prezentate in capitolul 9.

3.2.4. Identificarea

Foarte pe scurt, identificarea unui microorganism impune:
w izolarea sa in culturs pura;
a studiul caracterelor microscopice;

s studiul etapizat al caracterelor sale fiziologice (caractere de cultur, activitigi
biochimice);

m compararea acestor caractere cu cele ale unitafilor deja constituite si numiie.

3.2.4.1. Cultura pura

Microbiologul nu poate maaipula microorganismele ca indivizi, ci ca multimi de
indivizi numite populatii. Populatia este o muliime de indivizi care apariin accleiasi specii
(unitatea de bazd in clasificarea lumii vii) 5i habiteazi acclasi mediu.

Cuitura purd este constituitd din indivizi foarte asemanitori unii cu altii. Ideal,
cultura purd este o clond, adica o populatie constituita din descendentii unui singur individ
prin inmulfirc vegetativa.
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Tulpina este o populatie microbiana constituitd din descendenfii unei singure izolari
in cultura pur3, pe care o manipuldm pentru studiu. Pana la momentul identificarii, tul-
pinile microbiene noi le numim simplu «izolate» si le individualizdm nuwmai printr-un numar
(numarul de inregistrare al prelevatului din care au fost izolate), eventunal urmat de
initialele pacientului de la care provine proba (e. g. tulpina 273 M.L.).

3.2.4.2. Studiul si numirea izolatelor

Studiui caracterelor constante ale izolatelor se efectucaza in etape succesive:

m Studiul caracterelor microscopice; forma, agezarea, reactiile de culoare, par-
ticularitayi structurale (pentru amanunte a se vedea capitolu! 4).

» Studiul caracterelor de culturd: exigentele nutritive si de incubare a culturii, inter-
valul necesar aparifiei culturii, aspectul coloniilor {pentru amanunte a se vedea capitolul
5y,

w Studiul spectrului activitdfii biochimice.

Asemenca caractere constante utile pentru identificare sunt numite caractere cheie
si se compara cu caracterele speciilor tip inscrise in determinatoare. Pentru o comparare
facila, microbiologul are lIa dispozitie chei dihotomice de identificare. Asemenea chei sunt
instrumente de analiza antitetici: pun intrebdri la care se rispunde prin DA sau NU
(tabelul 3.1). Caracterele cheie pozitive devin caractere de diagnostic,

Tabelul 3.1. Exomply de utilizare a cheii dihotomice la identificarea unei bacterii gramnegativa

Caracterele cheie Genurl mai importante cu interes medical
1. Parazit obligat intracelular Rickettsia, Rochatimaea, Coxiella
2. Diferitde t Spiritlum, Campylobacter
a. Spirili
a.a Diferit de a.
b. Bacili
¢. Aerabi Pseudomonas
¢.¢c. Facultativ anaerobi Eschenichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Shigella etc.
Vibrio
Haemophilus
Pasteuretla
¢.¢.c. Anacrobt Bacteroides, Fusobacterium
b.b. Coci sau cocobacili Neisseria, Moraxella, Brucella, Bordetella,
¢. Aerobi Francisella
c.c. Anaerobi Veillonella

Progresiv, izolatele sunt incadrate in unitagile taxonomice cu care au cele mai multe
caractere in comun i capatd denumirea acestor unitifi; de familie, apoi de gen si in final
de specie. De exemplu izolatul 273 M.L. este o Enterobacteriaceae (familia), din genul
Escherichia, specia Escherichia coli. Este deci wlpina 273 M.L dc Escherichia coli.
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3.2.4.3. Markeri de tulping infraspecifici

Clinicianul este interesat s3 cunoasch anumite caractere ale tulpinilor infectanie cum
sunt patogenitatea (€. g. toxigeneza, capacitalea enteroinvazivd) sau antibiograma (specirul
de sensibilitate la antibiotice}.

Epidemiologul trebuie s cunoasca o serie de caractere infraspecifice ale tulpinilor
prin care poate stabili filiajia cazurilor unei boli transmisibile. Asemenea caractere in-
fraspecifice sunt numite markeri epidemiologici. Dintre markerii epidemiologici frecvent
utilizati a se refine:

» serovarul (0 anumitd structurd antigenica a tulpinii, identificatd prin reactii an-
tigen-anticorp cu seruri imune de referinfd, vezi capitolele 10 si 13);

a lizovarul (un anumit spectru de sensibilitate la bacteriofagi, vezi capitolul 8);

s biovarul (activitafi biochimice particulare),



