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Cu privire la aprobarea Ghidului
»Diagnosticul meningitelor bacteriene acute”

In vederea standardizarii si asigurdrii calitdtii serviciilor medicale, in temeiul prevederilor
Hotararii Guvernului nr.148/2021 Cu privire la organizarea si functionarea Ministerului Sanatafii,

ORDON:

1. Se aprobd Ghidul ,,Diagnosticul meningitelor bacteriene acute”, conform anexei.

2. Conducitorii prestatorilor de servicii medicale vor organiza implementarea si monitorizarea
eficientei aplicarii in activitatea practicd a prevederilor Ghidului ,Diagnosticul meningitelor
bacteriene acute”.

3. Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile necesare in
vederea asiguririi pietii farmaceutice din Republica Moldova cu dispozitivele medicale,
consumabilele, reagentii si echipamentele incluse in Ghidul ,,Diagnosticul meningitelor bacteriene
acute”. .

4. Conducitorul Companiei Nationale de Asigurdri in Medicind va organiza ghidarea
angajatilor din subordine de prevederile Ghidului ,,.Diagnosticul meningitelor bacteriene acute”, in
procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si calitatii serviciilor
acordate de citre prestatorii contractati in sistemul asigurarii obligatorii de asistentd medicala.

5. Conducitorul Agentiei Nationale pentru Sanitate Publicd va organiza:
web a ANSP si acordarea suportului consultativ-metodic in implementarea acestuia in activitatea
prestatorilor de servicii medicale;

2) evaluarea aplicirii Ghidului ,,Diagnosticul meningitelor bacteriene acute”, in cadrul
evaludrii si acreditarii prestatorilor de servicii medicale;

3) evaluarea respectirii cerintelor Ghidului ,,Diagnosticul meningitelor bacteriene acute”, in
contextul controlului activitatii prestatorilor de servicii medicale.

6. Rectorul Universititii de Stat de  Medicind si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” si
conducitorii colegiilor de medicind vor organiza implementarea Ghidului ,Diagnosticul
meningitelor bacteriene acute”, in activitatea didactica a catedrelor respective.

7. Ghidul ,.Diagnosticul meningitelor bacteriene acute” va fi plasat pe pagina WEB a
Ministerului Sanatatii, la rubrica Legislatie/Ghiduri, protocoale, standarde.

8. Controlul executdrii prezentului ordin se atribuie dnei Svetlana Nicolaescu si dlui Ion
Prisdcaru, secretari de stat.
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. DIAGNOSTICUL MENINGITELOR BACTERIENE ACUTE = rb5




15  INTRODUCERE

Meningita bacteriana acuta (MBA) este o infectie invaziva a SNC, caracteri-
zata prin inflamatia meningelui, determinata de un agent bacterian, care se
defineste clinic prin prezenta simptomelor meningeale (cefalee, rigiditatea
cefei, fotofobie) si prezenta in lichidul cefalorahidian (LCR) a unui numar
crescut al leucocitelor (pleiocitoza).

MBA constituie o cauza majora de morbiditate si mortalitate, urmata uneori
de sechele permanente (epilepsie, retard mental, surditate etc.). Meningita
bacteriana se inscrie in continuare pe lista bolilor infectioase ce reprezinta
o problema importanta de sanatate publica in intreaga lume. Se estimeaza
circa un milion de cazuri de meningita bacteriana anual, rata de mortalitate
mentinandu-se la cote alarmante (~200 000 decese, conform datelor OMS).
n pofida atentiei acordate pe plan mondial diagnosticului, antibioterapiei si
profilaxiei prin vaccinare, rata cazurilor fatale ramane la 5-10% in tarile dez-
voltate si 15-40% in tarile in curs de dezvoltare; 10-20 % din supravietuitori
raman cu sechele permanente.

MBA, prin particularitatile sale clinice, evolueaza rapid spre deces in absen-
ta tratamentului, de aceea identificarea cauzei acestei infectii este o urgen-
ta, iar proba de lichid cefalorahidian de la un pacient suspect de meningita
trebuie prelucrata imediat in scopul instituirii unei antibioterapii de urgenta,
de cele mai multe ori bazata pe rationament ,,empiric”.

in acest context, este necesard o strategie care si permitd un diagnostic
mai rapid (cu accent pe sensibilitate in regiunile cu incidenta inalta a bolii
si cu accent pe specificitate in teritoriile cu incidenta joasa), in baza unui
algoritm de diagnostic actualizat, care sa combine metodele conventionale,
ieftine dar laborioase, cu cele moderne, rapide dar si costisitoare.

O alta problema corelata cu managementul MBA este variabilitatea majora a
agentilor etiologici in functie de timp, arie geografica dar si particularitatile
populatiei afectate (varsta, starea imuna a organismului etc.), impunand o
supraveghere epidemiologica permanenta. OMS subliniaza importanta su-
pravegherii MBA: ,Supravegherea, inclusiv investigatia de laborator a cazu-
rilor suspecte, este cruciald pentru detectarea precoce a izbucnirilor epi-
demice si raspunsul corespunzator, clarificarea gravitatii bolii si evaluarea
impactului asupra programelor de imunizare”.

Agentii etiologici ai MBA. Aceasta patologie este cauzata frecvent de
bacterii aerobe. Bacteriile anaerobe pot fi prezente In LCR cand exista un
proces infectios adiacent meningelui, ca, de exemplu, in abcese cerebrale,
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ventriculite sau infectii ale suntului ventricular, meningita post-otita medie
complicata. Inocularea LCR in medii anaerobe nu este recomandata in me-
ningita comunitara. Astfel, agentii etiologici ai MBA, in ordinea descresterii
frecventei, sunt: Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, ger-
meni gram-negativi (Haemophilus influenzae, Acinetobacter spp, E. coli, K.
pneumoniae), Staphylococcus spp, alti germeni din genul Streptococcus,
Listeria monocytogenes etc.

Streptococcus pneumoniae si Neisseria meningitidis sunt cei mai frecventi
agenti etiologici ai MBA la adulti, cuprinzand aproximativ 80% din totalul de
cazuri. Listeria monocytogenes este al treilea cel mai frecvent germen pa-
togen responsabil de MAB, preponderent la adultii cu varsta de peste 60 de
ani siimunocompromisi (diabet zaharat, administrare de remedii imunosupre-
sante, cancer etc.). Bacilii gram-negativi (Escherichia coli, Klebsiella si Pseu-
domonas aeruginosa) contribuie la mai putin de 10% din cazuri. Circa 2% din
meningite sunt provocate de Haemophilus influenzae si stafilococi. Infectiile
bacteriene mixte, cu mai mult de un agent, apar in mod tipic n 1% din totalul
de cazuri de MBA si se observa la adultii cu imunosupresie, care au fracturi
craniene sau fistule durale care comunica cu mediul extern, surse de infectii
parameningeale (otite si sinuzite) si interventii neurochirurgicale in antece-
dente. Meningita bacteriana nozocomiala este deseori cauzata de stafilococi
(auriu si alb, inclusiv tulpinile rezistente la penicilind) si bacilii gram-negativi.

La copii, cea mai frecvent diagnosticata este meningita meningococica,
care se deosebeste de meningitele bacteriene de alte etiologii prin potenti-
alul sau de a determina epidemii pe scara larga (ex. ,,centura meningitei” din
zona sub-Sahariand, unde exista o rata naltd endemica a bolii, cu perioade
epidemice, cauzate in special de serogrupul A. In tarile dezvoltate, boala
endemica este Tn general cauzata de serogrupurile B si C).

Meningita determinata de H. influenzae se produce cel mai adesea la copii
sub 5 ani, majoritatea cazurilor fiind determinata de serotipul capsular b (H.
influenzae tip b, Hib).

Meningita pneumococica (cauzata de S. pneumoniae) se intalneste mai
frecvent la extremele de varsta, copii si batrani, dar si la adultii tineri cu as-
plenie, hemoglobinopatii, boli sau tratamente imunosupresoare.

in general, in functie de varst3, se determind urmatoarea distributie a celor
mai des ntalniti agenti etiologici ai MAB:

« Nou-nascutii si copiii pana la 3 luni de viata — Escherichia coli, Strepto-
coccus agalactiae (B), Staphylococcus spp., Proteus mirabilis, Proteus
morganii, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
spp., Streptococcus spp. (non B), Enterobacter spp.
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o Copii de varsta de la 3 luni pana la 5 ani: Neisseria meningitidis, Strep-
tococcus pneumoniae, Haemophilis influenzae (b), Tn special in tarile in
care nu este implementata vaccinarea impotriva infectiei cu Haemophilis
influenzae.

« Copiii mai mari de 5 ani si adultii: Neisseria meningitidis, Streptococcus
pheumoniae.

» Meningitele secundare mai frecvent sunt cauzate de catre Streptococ-
cus pneumoniae, Staphylococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa.

Meningita cauzata de streptococul B-hemolitic de grup B (S. agalactiae)
apare cel mai frecvent la nou-nascuti, care se pot infecta in timpul nasterii
- de la mama colonizata vaginal sau dupa nastere — de la mama sau perso-
nalul medical.

Listeria monocytogenes poate determina cel mai frecvent meningita la
nou-n3scuti si la varstnici. In cazuri rare, alte bacterii pot cauza meningi-
ta, de obicei la persoane cu afectiuni cronice ce determina o diminuare a
imunitatii.

Vaccinarile au un rol important in controlul si prevenirea meningitelor bac-
teriene. Astfel sunt disponibile vaccinuri meningococice, pneumococice si
vaccinul pentru prevenirea infectiilor cauzate de Hib. Utilizarea acestor vac-
cinuri, in special in tarile dezvoltate, a contribuit la scaderea evidenta a ratei
de Tmbolnavire cu acesti germeni.

2+ r Fiziopatologie si date clinice in MBA

Conform caracteristicilor LCR — MBA pot fi:
— MBA purulente sau cu lichid tulbure

— MBA cu lichid clar, care pot aparea in mai multe circumstante etiologi-
ce (forme fulminante de meningite bacteriene sau cele decapitate de
antibiotice (tratate anterior), tuberculoza, in infectii virale.

- Meningite cu lichid hemoragic: Tn antrax, infectia cu Listeria sau cea
bacilara.

Caile de afectare a meningelor si de transmitere a bacteriei
O bacterie poate afecta meningele unei persoane pe diferite cai:
1) hematogena;

2) diseminare din focare parameningiene: sinusuri paranazale, urechea me-
die, mastoida;
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3) prin defecte osoase:

- congenitale: defecte de inchidere a tubului neural, mai frecvent la ni-
vel de coloana cervicald sau lombo-sacrata;

- achizitionate: fracturi ale bazei craniului, iatrogen.

O persoana poate achizitiona o bacterie, care ulterior afecteaza meningele
in diferit mod in functie de tipul bacteriei. Cea mai comuna cale de trans-
mitere a bacteriilor este de la persoana la persoana. De notat posibilitatea
de transmitere a bacteriei de la purtatori, cum are loc Tn cazul colonizarii
nazofaringelui cu N. meningitidis, fara ca acestia sa fie bolnavi.

Grupul Streptococcus B si E.coli pot fi achizitionati de copil in timpul nas-
terii. H. influenzae, M. tuberculosis si S. pneumoniae se vor raspandi prin
tuse si stranut, N. meningitides = prin tuse, sarut sau saliva in contextul unei
convietuiri in acelasi spatiu sau contact apropiat cu persoanele purtatoare
de bacterie. E. coli va fi contractata pe cale fecalo-orala prin ingerarea ali-
mentelor preparate de persoana care nu a respectat igiena mainilor dupa
utilizarea toaletei.

In majoritatea MBA, procesul infectios se declanseaza prin atasarea si mul-
tiplicarea agentului cauzal la poarta de intrare (mai frecvent - rinofaringe),
traversarea barierei mucofaringiene si declansarea bacteriemiei. Pe par-
curs, dupa supravietuirea in sange la actiunea bacteriolitica si fagocitara
- agentul etiologic trece bariera hematoencefalica si provoaca inflamatia
acuta a meningelui (congestie, edem, exsudat).

Meningita bacteriana acuta poate fi dificil de diagnosticat dupa semne si
simptome mai ales la sugari si copilul pana la 5 ani, acestea fiind adesesa
nespecifice.

Manifestari clinice

Triada clasica a semnelor si simptomelor clinice ale MBA la adulti include
febra, rigiditatea muschilor cervicali si statutul mental alterat. Aceasta Thsa
este prezenta la circa 41-50% de pacienti. Absenta semnelor clasice la eta-
pa de prezentare a pacientului la spital nu trebuie sa excluda posibilitatea
prezentei meningitei.

Manifestarile clinice cele mai frecvente ale MBA la copii mai mari de 5 ani si
adulti sunt urmatoarele:

- debutul bolii acut

- febra (39-40°C)

- cefalee acutd, pronuntata

- vome repetate
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- confuzie

- somnolenta

- fotofobie

- agitatie, iritabilitate, delir

- convulsii

- tulburari de constienta: sopor, coma.

- hiperestezie cutanata

- mialgii, artralgii

- semne meningiene pozitive (redoarea muschilor cervicali, semnele
Kernig, Brudzinski).

La sugari, MBA debuteaza uneori atipic cu refuzul sanului, vome, febra si
diaree sau fenomene respiratorii care nu evoca meningita si intarzie dia-
gnosticul.

Deseori debutul este brusc, cu febra mare, strigat plangator (tipat meningi-
tic), excitatie, insomnie, hiperestezie cutanata, hiperacuzie, fotofobie. Apar
fenomene de hipertensiune intracraniana: bombarea fontanelei anterioare,
dilatarea vaselor in zonele temporala si pectorala.

Semnele meningiene sunt disociate. Frecvent sunt prezente redoarea cefei
si semnul Brudzinschi superior. Se constata semnul Lesage: sugarul cu me-
ningita, ridicat si sustinut din axile, tine membrele inferioare n flexie pe ab-
domen (sugarul sanatos pedaleazad). Este necesar de a mentiona ca la copii
in varsta pana la 3 luni rigiditatea musculara fiziologica nu permite de a
determina semnele meningiene.

Pentru suspectia de meningita nu este necesara prezenta tuturor semnelor
meningiene. Doar redoarea cefei solicita punctia lombara si controlul lichi-
dului cefalorahidian.

La sugari frecvent apar convulsii cionico-tonice, tulburdri de constienta,
afectiuni ale nervilor cranieni. Pozitia in ,cocos de pusca” la sugarul cu MBA
se stabileste in lipsa tratamentului, in a 5-a - a 6-a zi de boald, fiind un semn
de diagnostic intarziat. Mai devreme (in prima - a doua zi) se marcheaza
crampa cefei (capul In hiperextensie sau in retroflexie).

MBA la sugari frecvent evolueaza grav, indelungat, cu acutizari, complicatii,
suprainfectii virale si bacteriene. Deseori este asociata cu encefalita, uneori
si ependimatita cu prognostic nefavorabil.

La sugari usor se instaleaza edemul cerebral acut sau sindromul de hipo-
tensiune cerebrala (colaps ventricular). Sunt frecvente forme cu evolutie
fulgeratoare.
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Complicatii si sechele post-meningita la copii si adulti. Sunt mult mai
putin frecvente in prezent datorita antibioterapiei. Apar in cazuri de trata-
ment intarziat. Acestea sunt:

- colectii subdurale;

— abces cerebral;

- ventriculita (piocefalie);

— paralizii de tip central (mono-, hemi-, paraplegii);

— paralizii de nervi cranieni (surditate, cecitate, strabism);
- hidrocefalie;

— edem pulmonar;

- insuficienta renald acutg;

— pneumonie;

- hipertensiune intracranian3;

- sechele psihice: depresie, slabirea memoriei, insomnie, cefalee per-
sistenta etc.;

— sindrom epileptiform.

35 r Epidemiologia meningitelor bacteriene acute

Agentul etiologic

S. pneumoniae. Diplococ gram-pozitiv are o capsula polizaharida exter-
na peretelui celular. Pe baza diferentelor antigenice ale capsulei, au fost
identificate cel putin 93 de serotipuri. Doar un numar limitat dintre acestea
sunt responsabile de boala pneumococica invaziva. Serotipurile identificate
au variat in diferite regiuni geografice, la diferite grupe de varsta, conform
cercetarilor de la 6 pana la 11 dintre cele mai comune serotipuri cauzeaza
aproximativ 70% din toate infectiile invazive la copiii din intreaga lume. S.
pneumoniae apare Tn mod normal Tn tractul respirator superior, unde locu-
ieste fara a produce simptome la persoanele sanatoase. Bacteriile devin
patogene in mod obisnuit la persoanele cu un sistem imunitar slabit, cum ar
fi sugarii, persoanele in varsta si persoanele care fumeaza, si la persoanele
a caror functie imunitara este suprimata, cum ar fi cele cu afectiuni de baza
(de exemplu, diabetul zaharat ) si cei care iau medicamente ce slabesc imu-
nitatea (de exemplu, chimioterapie ).

H. influenzae. Cocobacil gram-negativ pleomorf. Aceasta bacterie poate
avea sau nu capsula. Atat tulpinile incapsulate, cat si cele neincapsulate
sunt potential patogene pentru fiintele umane, dar difera prin virulenta si
mecanismele lor patogene. Capsula contine polizaharida specifica care
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le permite sa fie clasificate in sase serotipuri antigenice incapsulate a, b,
c, d si f (clasificarea Pittman). H. influenzae tip b (Hib) este cea mai viru-
lenta, urmata de serotipul a (Hia) si (Hif) care afecteaza in principal copiii
sub doi ani. Bacteria data este un locuitor comun al nasului si gatului care
poate invada fluxul sangvin, producand meningita, pneumonie si diverse
alte boli. Desi alte serotipuri de H. influenzae cauzeaza unele boli, tipul b
este responsabil pentru majoritatea cazurilor severe de H. influenzae la
copiii sub cinci ani. Aproape toate studiile pe populatie indica faptul ca >
97% din meningita cu H. influenzae se datoreaza Hib. La copii este cea mai
frecventa cauza de epiglotita acuta, o infectie in care tesutul din spatele
limbii devine rapid umflat si obstructioneaza caile respiratorii, crednd o
afectiune potential fatala. H. influenzae este, de asemenea, cea mai frec-
venta cauza de meningita si pneumonie la copiii sub cinci ani si se stie ca
provoaca bronsita la adulti.

N. meningitidis. Diplococ gram-negativ incapsulat care poate aparea ex-
tracelular si intracelular in leucocitele polimorfonucleare (PMN). Conditiile
optime de crestere sunt temperaturile 33-37°C, 5% CO, si 50% umidita-
te relativa. Cu diferente Th compozitia lor, au fost identificate treisprezece
serogrupuri de meningococ, iar sase (A, B, C, W, Y, X) sunt cele mai frecvent
asociate cu boald. N. meningitidis colonizeaza mucoasa nazofaringelui si
se transmite prin contact direct cu secretiile tractului respirator cu pica-
turi mari de la pacienti sau purtatori asimptomatici. Ratele de purtator na-
zofaringian sunt cele mai mari la adolescenti si adultii tineri, care servesc
drept rezervoare pentru transmiterea N. meningitidis. Boala invaziva este o
consecinta a colonizarii nazofaringiene.

Rezervor si mecanisme de transmitere

Fiintele umane sunt singurul rezervor de S. pneumoniae, H. influenzae si
N. meningitidis. Transmiterea acestor patogeni se face prin contact direct
(de la persoana la persoana) sau prin contact cu secretiile nazofaringiene
(picaturi) ale persoanelor infectate.

Distributie si sezonalitate

Distributia S. pneumoniae, H. influenzae si N. meningitidis este globali. Tn
ceea ce priveste sezonalitatea lor, cea mai mare incidenta este iarna si pri-
mavara in Europa si Statele Unite. in Africa Centrald Subsaharian, cazurile
tind sa atinga varful in timpul sezonului uscat. Distributia bolii cauzata de
infectia meningococica este foarte specifica in functie de regiune cu variatii
n serogrupuri, perioadele de varf de-a lungul anului si incidenta.

« S. pneumoniae este prezent in toate climatele si in toate anotimpuri-
le. Temperat, tarile se confrunta cu o incidenta mai mare a pneumoniei
pneumococice iarna si primavara.
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e H. influenzae nu prezinta, in general, o sezonalitate bine definita. Cu
toate acestea, studiile efectuate in epoca pre-vaccin descriu varfuri In
lunile de toamna si primavara in tarile cu clima temperata.

» N. meningitidis serogrupul A este agentul cauzal cu cea mai mare inci-
denta la nivel mondial care provoaca boli invazive la sugarii sub 1 an. Cea
mai afectata zona geografica este Africa Subsahariana. Serogrupurile B
si C cauzeaza majoritatea cazurilor in Europa si emisfera americana, in
timp ce serogrupurile A si C sunt cea mai frecventa cauza de boala ca-
uzata de infectia meningococica in Asia si Africa. De la mijlocul anilor
1990, au fost observate cresteri ale cazurilor de boala cauzata de infectia
meningococica din serogrupul Y Tn Statele Unite si Israel, in timp ce sero-
grupul X a provocat epidemii locale locale in Africa sub-sahariana. Mai
mult, un numar tot mai mare de infectii cu serogrupul W a fost identificat
in SUA din 2007.

Factorii de risc si susceptibilitate

Susceptibilitatea la S. pneumoniae, H. influenzae si N. meningitidis este uni-
versala, cu alte cuvinte, toti oamenii sunt susceptibili la infectiile cauzate de
acesti agenti. Cu toate acestea, anumite conditii pot creste susceptibilitatea
unei persoane la aceste bacterii si la bolile invazive pe care le provoaca.

Infectia cu pneumococ este cea mai frecventa la copiii cu varsta cuprinsa
intre doua luni si 3 ani, desi scade dupa 18 luni. Riscul creste din nou de la
varsta de 65 de ani. Riscul de infectie cu Hi este cel mai mare la copiii cu
varsta cuprins3 Tntre dou luni si 3 ani si scade dup varsta de 2 ani. In tarile
in curs de dezvoltare, cea mai mare incidenta este la copiii cu varsta sub 6
luni, in timp ce n tarile dezvoltate acest varf se observa la copiii cu varsta
cuprinsa intre 6 si 12 luni. Infectia este mai putin frecventa dupa varsta de
5 ani. In ceea ce priveste meningococul, cele mai mari rate de cazuri sunt
raportate la copiii sub 1 an, cu un varf in acest grup in intervalul de la 3 la 5
luni. Totusi poate afecta si adolescentii si adultii tineri. Ca si alte microorga-
nisme infectioase din aer, pe langa varsta, si alte afectiuni creste riscul de
infectii cu pneumococ, Hi si meningococ: supraaglomerare, saracie, expu-
nere activa sau pasiva la tutun si infectii concomitente ale cailor respiratorii
superioare. Purtatorii unor boli cronice prezinta, de asemenea, un risc mai
mare de infectii cauzate de aceste bacterii.

Imunitate

Imunitatea la S. pneumoniae, H. influenzae si N. meningitidis poate fi do-
bandita pasiv (transplacentar) sau activ prin infectie sau imunizare anteri-
oara. Nou-nascutii pot avea anticorpi impotriva pneumococului din cauza
transmiterii pasive de la mama. Acesti anticorpi dispar in cateva luni, coin-
cidenta cu cresterea bolilor invazive. Dupa varsta de 18 luni, copiii prezinta

. DIAGNOSTICUL MENINGITELOR BACTERIENE ACUTE = r13




raspunsuri imune specifice la majoritatea serotipurilor de pneumococ circu-
lant din cauza expunerii repetate.

incepand cu varsta de 5 ani, majoritatea copiilor nevaccinati au anticorpi
anticapsulari H. influenzae din cauza expunerii la bacterie.

In ceea ce priveste meningococul, existd un rdspuns imun de duratd necu-
noscuta in urma infectiilor clinice si subclinice si care creste odata cu varsta.

Statutul de purtator

S. pneumoniae, H. influenzae si N. meningitidis sunt in general agenti de co-
lonizare nazofaringian la persoanele asimptomatice, care sunt considerate
purtatori. Se estimeaza ca intre 4 si 35% dintre adultii sanatosi neimunizati
sunt purtatori H. influenzae. Procentul purtatorilor este mai mare in randul
copiilor prescolari.

Infectia pneumococica este precedata de colonizarea nazofaringiana asimp-
tomatica de durata variabild. Perioada in care o persoana este purtatoare si
sursa de transmitere de la persoana la persoana s-a dovedit adesea a fi in-
tre o luna si cinci ani (in medie sase luni). Prevalenta purtarii pneumococului
este mai mare la copii, in special cei care frecventeaza centrele de zi si la
adultii aflati in contact strans cu acestia.

Se estimeaza ca practic toti copiii au fost purtatori de pneumococ cel pu-
tin o data in etapa prescolara. S-a observat ca vaccinurile conjugate reduc
numarul de purtatori cu tulpini incluse in vaccin si asta pare sa aiba o relatie
directa cu capacitatea de a produce anticorpi antipolizaharidici IgA si IgG.
Totusi studiile efectuate dupa introducerea vaccinului nu au detectat o re-
ducere a procentului de purtatoriin populatie, dar au constatat ca serotipu-
rile au fost inlocuite cu alte serotipuri non-vaccinale.

Pneumococul colonizeaza de obicei mucoasa nazofaringelui, a carei pre-
zenta la adulti sanatosi poate atinge 5-10%, la copii 20-40%, iar in unele
cazuri 50-70%, in special in colectivele de copii. Rata portajului este cres-
cuta in perioada de iarna, avand o durata de la 2-4 saptamani pana la 2-5
ani. Bacteria S. pneumoniae este prezenta permanent in cavitatea bucala,
nazald, faringiana, este flora normala a tractului respirator superior.

Bacteria H. Influnezae type b (Hib) este prezenta permanent Tn cavitatea
nazala sau faringe. Copiii infectati pot fi purtatori ai bacteriei Hib fara a pre-
zenta careva semne sau simptome de boala. Tratamentului preventiv vor fi
supusi doar contactii conform urmatoarelor categorii:

« Contactii familiali:

— Contactele familiale sunt definite ca persoane care locuiesc cu per-
soana bolnava.

147 r . DIAGNOSTICUL MENINGITELOR BACTERIENE ACUTE




- Nerezidentii care au petrecut cumulativ 4 sau mai multe ore cu per-
soana bolnava pentru cel putin 5 din cele 7 zile anterioare zilei de
confirmare a persoanei bolnave.

Chimioprofilaxia este recomandata atunci cand o persoana este un contact
familial al persoanei bolnave, asa cum este descris mai sus si se incadreaza
in urmatorul grup de persoane:

 varsta mai mica de 4 ani si este neimunizat sau incomplet imunizat;

« varsta mai mica de 12 luni si nu a primit seria primara completa de vaccin
Hib;

o este un copil imunodeprimat, indiferent de starea de imunizare a copilului.

Chimioprofilaxia Tn grup (copii, personal) de persoane este recomandata
atunci cand:

« doua sau mai multe cazuri apar intr-un grup de ingrijire a copiilor (cresa/
gradinitd) in decurs de 60 de zile;

« copiii neimunizati sau incomplet imunizati care frecventeaza institutia.

Purtatorii de meningococ sunt considerati sursa principala si rezervorul
agentului patogen in natura, pentru infectia meningococica. Aceasta se ex-
plica prin numarul mare de purtatori sanatosi in randul populatiei umane.
Durata portajului constituie 2-3 saptamani si numai la persoanele cu proce-
se inflamatoare ale nazofaringelui — pana la 5-6 luni.

Persoanele care au contactat cu bolnavul vor fi supuse supravegherii me-
dicale timp de 10 zile, cu examinarea zilnica, masurarea de doua ori pe zi a
temperaturii corpului, examinarea nazofaringelui si a tegumentelor cu impli-
carea otorinolaringologului.

Persoanele contactante in colectivitatile pentru copii sunt examinate bacte-
riologic de doua ori, la intervale de 3-7 zile, iar cele din focarele familiale - o
singura data.

Purtatorii de meningococi vor fi supusi tratamentului la fel ca si bolnavii cu
nazofaringita meningococica, urmand un control bacteriologic dupa 3 zile
de la finisarea tratamentului. La izolarea repetata a meningococilor, se re-
peta cura de tratament cu alt tip de antibiotic.

Tratamentul va fi aplicat in conformitate cu protocoalele clinice nationale.
Clasificarea cazurilor:

Infectia provocata de Neisseria meningitidis.
Posibil: Caz care indeplineste criteriile clinice de boala meningococica.
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Probabil: Un caz care indeplineste criteriile clinice de boald meningo-
cocica si are legatura epidemiologica cu un caz confirmat sau
cu un caz care indeplineste criteriile de sindrom clinic invaziv.

Confirmat: Caz care indeplineste criteriile clinice si cel putin unul din
criteriile de laborator.

Infectia provocata de Haemophilus influenzae tip b.

Posibil: Un caz cu epiglotita clinica fara confirmare n laborator sau
cu o identificare doar dintr-un loc nesteril.

Probabil: Un caz compatibil cu descrierea clinica, cu detectarea anti-
genului, astfel cum e indicat in criteriile de laborator.

Confirmat: Un caz compatibil cu descrierea clinica si confirmat in la-
borator.

Infectia provocata de Streptococcus pneumoniae.

Posibil: Un caz compatibil cu descrierea clinica fara confirmare in
laborator sau cu identificare ntr-un loc nesteril.

Probabil: Un caz compatibil cu descrierea clinica si detectarea anti-
genului S. pneumoniae intr-un biosubstrat fiziologic steril
(Reactia de latex-aglutinare).

Confirmat: Un caz compatibil cu descrierea clinica si confirmat in la-
borator.

4+ r Diagnosticul de laborator

Confirmarea suspiciunii clinice de meningita prin investigatii de labo-
rator (izolarea, identificarea si caracterizarea agentului cauzal) este un pas
foarte important, fiind esential pentru aplicarea masurilor de prevenire si
tratament ale acestei maladii.

Etapele importante ale diagnosticului de laborator (algoritmul de diagnostic
- vezi Anexa 1) sunt:

1) recoltarea si transportarea prelevatelor biologice;
2) prelucrarea si analiza prelevatelor biologice;

3) detectarea, izolarea, identificarea si caracteristica agentilor etiologici
ai meningitei bacteriene acute.
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4.1. Recoltarea si transportarea prelevatelor biologice
(vezi Anexa 2)

Recoltarea probei Thainte de inceperea terapiei antimicrobiene creste sensi-
bilitatea metodelor de diagnostic (izolarea si identificarea agentului cauzal
al meningitei). Temporizarea transportarii sau a procesarii probei intarzie
obtinerea diagnosticului si altereaza calitatea probei (scad numarul PMN,
viabilitatea bacteriilor fragile). Este preferabil de recolectat materialul Tha-
inte de antibioterapie. Cu toate acestea, tratamentul bolnavului nu trebuie
ntarziat asteptand recolectarea specimenelor.

N. meningitidis, S.pneumoniae si H.influenzae sunt bacterii pretentioase si
sensibile la actiunea factorilor de mediu. Lichidul cefalorahidian (LCR) tre-
buie sa fie procesat in laboratorul microbiologic timp de o ord dupa recol-
tare sau inoculat Tn mediu de transport T-I (Trans-Isolate), daca procesarea
timp de o ora nu este posibila. Sangele trebuie inoculat imediat in flaconul
cu mediul de cultura si transportat la laboratorul microbiologic cat de repe-
de este posibil pentru incubare.

Punctia lombara (PL)

LCR este normal steril si, prin urmare, orice microorganism izolat in cul-
tura este potential agent etiologic si trebuie raportat imediat catre medic.
Deoarece in unele meningite numarul de microorganisme din LCR poate fi
<10® UFC/ml, concentrarea acestora prin centrifugarea LCR creste sensi-
bilitatea diagnosticului rapid prin examenul frotiului Gram. Examinarea LCR
prin punctie lombara este o parte indiscutabila si indispensabila a evalua-
rii pacientilor care prezinta simptome si semne de meningita, cu exceptia
cazurilor In care procedura este contraindicata din motive de siguranta.
La pacientii ingrijiti in spital, tratamentul cu antimicrobiene in MBA trebuie
luat in considerare Thainte de analiza LCR doar daca PL este contraindicata
sau dotarile pentru imagistica cerebrala rapida (tomografie) Thainte de PL
nu sunt disponibile imediat. O tomografie computerizata normala la un pa-
cient cu manifestari clinice de herniere cerebrala (dereglari de respiratie,
instabilitate hemodinamica (tensiune arterialda, puls dereglate), tulburari
de constienta, leziuni de nervi cranieni) nu garanteaza lipsa riscului legat
de procedura in cazul efectuarii PL. La toti pacientii la care urmeaza a fi
efectuata PL trebuie examinat fundul de ochi pentru excluderea semnelor
indirecte de edem cerebral (de ex., stergerea marginilor papilei nervului
optic). In toate cazurile de MBA, hemocultura trebuie obtinut3 fnainte de
administrarea oricarui tratament.

Recoltarea LCR reprezinta o manopera invaziva care trebuie efectuata doar
de personal cu experientd, fiind de competenta exclusiva a specialistilor
infectionisti, neurologi sau neurochirurgi. In cazul suspectiei la meningi-
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ta, LCR este specimenul clinic ideal utilizat pentru izolarea si identificarea
agentului etiologic.

Recoltarea LCR are o indicatie majora in suspiciunea de meningita si se
efectueaza imediat la internare.

Contraindicatiile punctiei lombare in cazurile de suspiciune de meningita
acuta bacteriana:

Absolute (punctia lombara nu este recomandata)

1) semne de crestere a presiunii intracraniene (edem papilar, postura de
decerebrare);

2) infectie locala a pielii pe traseul acului (regiunea lombara a coloanei
vertebrale);

3) dovezi de hidrocefalie obstructiva, edem cerebral sau herniere la sca-
narea TC (sau IRM) cerebrala.

Relative (inainte de punctia lombara sunt indicate masuri si/sau investigatii
terapeutice potrivite)

1) sepsis sau hipotensiune (tensiunea sistolica <100 mmHg, tensiunea
diastolica <60 mmHg); pacientii trebuie mai intai stabilizati;

2) tulburari de coagulare (coagulopatie intravasculara diseminata, nr.
trombocite <50,000 mms3, utilizarea warfarinei In intervalul terapeutic
cu INR 2-3); sunt necesare corectii mai intai;

3) prezenta deficitului neurologic focal, indeosebi cand este suspectata
o leziune in fosa posterioara;

4) scor Glasgow de 8 sau mai putin;
5) crize epileptice.

n toate aceste cazuri, efectuarea TC sau IRM cerebral ar trebui s3 constitu-
ie primul pas. Leziunea izolata a unui singur nerv cranian fara edem papilar
nu contraindica in mod necesar PL fara imagistica cerebrala.

Recoltarea LCR se executad la patul bolnavului, prin rahicenteza, in conditii
stricte de asepsie pentru securitatea pacientului, precum si pentru securi-
tatea microbiologica a probei fata de contaminarea cu flora cutanata.

Bolnavul este asezat in decubit lateral, in pozitia de ,cocos de pusca” (cu
genunchii apropiati de barbie) (fig. 1). Pielea bolnavului se dezinfecteaza
cu alcool 70% si apoi cu tinctura de iod pe o suprafasa patrata cu latura
de 20 cm. Medicul se spala pe maini si apoi si pune doua manusi sterile.
Dupa aproximativ doua minute, timp necesar actiunii de dezinfectie, se face
punctia prin patrunderea in spatiul intervertebral L3-L4, L4-L5 sau L5-S1 fie
cu seringa cu acul lung (de 8-10 cm pentru adult si 6-7 cm pentru copil), fie
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numai cu acul lung steril. Se prefe-
ra ace speciale pentru punctii ra-
hidiene sau, n lipsa lor, ace sterile
de otel inoxidabil, cu bizoul scurt si
bine ascutit, prevazute cu un man-
dren, care la un capat sa nu depa-
seasca varful acului, iar la celalalt
capat sa fie Tndoit In dreptul pavi-
lionului. Se introduce mandrenul
Tn ac Th mod steril, se apuca acul
de pavilion, prin intermediul unei
comprese sterile si se patrunde in
spatiul intervertebral. Patrunde-
rea in spatiul subarahnoidian este
insotita de senzatia de a fi ajuns

intr-un spatiu gol si de scurgere a Figura 1. Colectarea LCR prin punctie
LCR. Se recolteaza in tuburi steri- lombara

le minimum 1 ml sau 3-5 ml, daca

este posibil.

Volumul necesar este de 5-10 ml pentru adulti si de 2-5 ml pentru copii si se
recolteaza de obicei in 3 tuburi: 2-5 ml pentru examenul microbiologic si ci-
tologic (inclusiv 0,5-1 ml pentru biologie moleculara, minim 1 ml LCR pentru
cultivare in sistem automat, 1 ml pentru detectie antigene bacteriene libere/
latex aglutinare), 2-3 ml pentru teste biochimice si 0,5-1 ml pentru teste
imunologice. Cantitatea minima admisa in lucru, exclusiv pentru diagnostic
bacteriologic, este de 1-2 ml.

Analiza LCR se repeta numai la pacientii care nu raspund in 48 de ore la tra-
tamentul antimicrobian. PL este de obicei recomandata a fi repetata la paci-
entii cu meningita pneumococica determinata de tulpini penicilin-rezistente
sau cefalosporin-rezistente si care au primit tratament cu dexametason si
vancomicina.

Specimenele se transporta la temperatura de 20-35°C si se proceseaza cat
mai repede posibil (In maximum 15 min.). Temporizarea examinarii duce la
distrugerea celulelor. Se va evita expunerea la temperaturi extreme (refri-
gerare, caldurad excesiva), lumina soarelui. Cei mai influentati de intervalul
prelevare-examinare sunt germenii sensibili (haemophilus, meningococii si
pneumococii, care sufera fenomenul de autoliza) si leucocitele polimorfo-
nucleare.

Stocarea LCR este admisa la temperatura camerei, mai putin de 24 de ore,
cu riscul autolizei germenilor sensibili.
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In situatia in care probele nu pot fi prelucrate imediat, se recomanda:

— inocularea LCR in mediul T-I (Trans-Isolate)

- daca nu dispuneti de mediul T-1, atunci LCR se incubeaza la 35°C cu
5% CO.,.

Inocularea si transportarea mediului T-1

Mediul T-I este un mediu bifazic care este utilizat pentru cultura primara de
meningococi si alti agenti etiologici ai meningitelor bacteriene (S. pneumo-
niae si H. influenzae) din LCR. Acest mediu poate fi folosit ca mediu de cres-
tere si mediu de transport. Metoda de preparare a mediului T-1 este descrisa
in anexa 12. Mediul T-I se pastreaza la temperatura de 4°C si este incalzit la
temperatura camerei (25°C), Thainte de utilizare.

Procedura:

1.

Eticheteaza flaconul cu mediul T-I cu informatia corespunzatoare: numele
pacientului, data, timpul de inoculare a LCR si numarul unic de identificare.

Utilizeaza forcepsul steril pentru inlaturarea capacului din aluminiu si
dezinfecteaza dopul de cauciuc cu alcool 70% (nu utilizati iod-povidona),
dupa care se lasa sa se usuce.

* Nu utilizati dezinfectantii care contin iod, deoarece pot fi introdusi in
mediu cu acul si inhiba cresterea microorganismelor.

» Nuindepartati complet capacul din aluminiu.

Cu o seringa si un ac steril inoculati 0,5-1,0 ml de LCR in mediul T-I.
Restul LCR se pastreaza in tubul de colectare. Acesta nu se refrigereaza,
dar se pastreaza la temperatura camerei (20-25°C) pana la efectuarea
frotiului gram sau alte teste.

. Dupa inoculare, agitati flaconul cu mediu T-I de cateva ori.

Daca transportarea in laboratorul de referinta intarzie (urmatoarea zi sau
mai mult), introduceti un ac de ventilare prin dopul de cauciuc al flaconu-
lui cu mediu T-I, ceea ce va stimula cresterea si viabilitatea bacteriilor.

« Asigurati-va ca acul de ventilare nu atinge bulionul.

. Incubati mediul T-I inoculat la temperatura de 35-37°C cu ~5% CO, (sau

Tntr-un borcan cu lumanare) peste noapte sau pana cand este posibild
transportarea. Daca transportarea intarzie mai mult de 4 zile, scoateti
flaconul cu mediu din termostat sau din borcanul cu luméanare si plasati-|
la temperatura camerei pana la expediere.

indepartati acul de ventilare si stergeti dopul de cauciuc cu alcool 70%,
Tnainte de expediere.

. Daca flacoanele cu mediul T-I sunt transportate in laboratorul de referin-

ta In aceeasi zi, atunci nu ventilati flacoanele pana cand acestea nu ajung
in laborator.
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Hemocultura - recomandatd a fi efectuata in sistem automat, de ex. BacT/
Alert, BACTEC etc.

Recoltarea, procesarea si interpretarea hemoculturii sunt descrise n ghidul
,Principii si proceduri in testarea microbiologica a hemoculturilor”.

Sange. Recoltarea sangelui se face prin venipunctura, fara anticoagulant,
in vacutainer, cu respectarea conditiilor de sterilitate. Se realizeaza coa-
gularea la temperatura camerei sau in incubator la 37° C pentru minim 1h,
urmata de separarea serului, care va fi utilizat pentru testele conventionale,
precum si pentru teste imunologice si serologice.

Lichidul petesial. Aspiratia lichidului petesial in meningococemie este o
investigatie foarte putin utilizata in ultima vreme. Un studiu efectuat a de-
monstrat ca petesiile de la 2/3 din pacienti contin meningococi; acestia au
putut fi vazutiin frotiul colorat Gram sauin cultura. Antibioticele nu afectea-
za vizualizarea meningococilor in aspiratele din piele. Aceasta investigatie
este utila prin aceea ca poate fi facut un diagnostic al meningococemiei
atunci cand semnele clinice exclud punctia lombara.

Exsudat nazofaringian. Recoltarea, procesarea si interpretarea rezultate-
lor sunt descrise in ghidul ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului
respirator”.

Criterii de acceptare a probelor si de alegere a testelor. Probele din tu-
buri cu scurgeri trebuie procesate, dar se avertizeaza medicul despre po-
sibilitatea contaminarii. Daca proba are un volum insuficient, se apeleaza
medicul pentru a stabili prioritatea testelor cerute. Mycobacterium tubercu-
losis este mai bine diagnosticat prin PCR, comparativ cu alte metode rapide.

4.2. Prelucrarea si analiza prelevatelor biologice

Proba se proceseaza imediat ce a fost primita. Se va utiliza hota de biosigu-
ranta pentru prevenirea contaminarii probei sau a culturii, precum si pentru
protectia personalului laboratorului.

Analiza LCR ramane metoda de referinta pentru diagnosticul meningitei.
Procedura referitoare la investigarea bacteriologica a LCR este una dintre
cele mai urgente probe de microbiologie clinica, data fiind gravitatea de-
osebita a infectiilor sistemului nervos central (mortalitate mare si sechele
grave), sensibilitatea principalilor agenti cauzali la variatiile de mediu si
temperatura, precum si terapia antimicrobiana tintita, corecta, benefica
n cele mai multe din cazuri. Acest examen se executa ori de cate ori este
prezent un sindrom meningean, un sindrom neuronal sau o stare de into-
xicatie grava.
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Lichidul cefalorahidian normal este un fluid steril, incolor si clar care contine
cel mult 5 celule/mmc, 50-70 mg/dl (2,0-4,4 mmol/l) glucoza, 15-40 mg/dl
(0,15-0,33 g/I) proteine, 680-730 mg/dl (7,0-7,5 mmol/l) cloruri.

fn momentul recolt3rii se pot face aprecieri asupra presiunii si aspectului
lichidului (transparenta, culoare, fluiditate):

Presiunea LCR. Presiunea LCR nu depaseste 250 mm H,O; aceste valori pot
fi mai scazute la nou-nascut, sugar si copii cu MBA.

Presiunea este:

- normala: in meningite limfocitare benigne, scleroza in placi, encefali-
te, poliradiculonevrite,

- usor crescuta: in meningita luetica si unele meningite limfocitare,
- foarte crescuta: in meningite bacteriene si meningita tuberculoasa,
- scazuta in blocaje spinale.

La o presiune normala, LCR se elimina prin acul de punctie cu o viteza de 60
de picaturi pe minut, la marirea presiunii lichidul se elimina ca o suvita. De
rutind tensiunea este determinata la inceputul si la sfarsitul punctiei.

Densitate — se determina cu picnometrul. Valori normale - 1002-1008. Va-
lori crescute se observa in meningite si encefalite, valori scazute —n hidro-
cefalie.

Transparentd — in mod normal LCR este transparent, clar ca ,apa de stan-
ca”. Clara poate fi in meningitele seroase, virale; opalescent Tn meningitele
virale si tulbure purulent in meningitele bacteriene purulente. in meningita
tuberculoasa este mai frecvent clar, la fel si la inceputul celor bacteriene.

Culoare —1n conditii fiziologice, LCR este incolor. Culoarea poate fi apreciata
la comparatia cu apa distilata in eprubete incolore de diametru egal.

Culoare rosie (lichid hemoragic, eritrocromie), aspect rosietic sugereaza
prezenta sangelui. Amestecul de sange poate fi cauzat sau de o hemoragie
subarahnoidiand, sau de penetrarea unui vas sangvin in momentul punctiei.
In aceste cazuri trebuie eliminat3 posibilitatea unui incident de punctie. Tn
cadrul unui incident de punctie, intensitatea culorii treptat se va micsora de
la prima pana la a treia eprubeta, si invers, in hemoragii subarahnoidiene
lichidul va fi de culoare rosie uniforma in toate eprubetele.

Prezenta eritrocitelor in lichid poate fi apreciata macroscopic (vizual) prin
aspectul rosietic, in acele cazuri cadnd numarul lor depaseste 500 intr-un
mkl. O cantitate mai mica de eritrocite poate fi determinata doar la exame-
nul microscopic.
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In unele cazuri pentru diferentierea sangelui proaspat din LCR de cel mai
vechi se recurge la centrifugare. Daca sangele din lichid este proaspat (un
incident de punctie, cu penetrarea unui vas sangvin, hemoragii meningiene
recente) centrifugatul este incolor, iar daca sangele exista in lichid de mai
multa vreme (cateva ore), centrifugatul este de culoare roza, usor galbu-
ie sau chiar xantocromica (colorat in galben pana la maro). Lichidul cu un
continut considerabil de sange poarta numirea de lichid hemoragic, iar cu o
cantitate redusa - sangvinolent.

in toate cazurile cand Tn LCR se stabileste prezenta sangelui (lichid hemo-
ragic), apare problema necesitatii examenului de laborator al acestui lichid.
De notat ca rezultatele examenului de laborator al lichidului hemoragic nu
reflecta corect valorile indicilor studiati si trebuie interpretate atent.

De obicei lichidul hemoragic poate fi intalnit in: hemoragie cerebrala, hemo-
ragie meningiana (subarahnoidiana), traumatismelor SNC s.a.

in dinamic3 (independent de etiologie si gradul hemoragiei), eritrocitele
treptat sunt scoase din lichid: peste doua zile 25-50%, peste 3-4 zile 52-
97% din cantitatea eritrocitelor stabilita in prima zi. La pacientii cu trauma-
tism craniocerebral, eritrocitele dispar din LCR la 5-10-a zi.

Exista doua mecanisme de Indepartare a eritrocitelor din LCR:

| — eritrocitele nemodificate morfologic din spatiul subarahnoidian trec in
spatiul subdural si apoi in vasele sangvine;

Il - fagocitarea eritrocitelor de catre celulele arahnoendoteliului tunicilor me-
ningiale. Tn rezultatul hemolizei eritrocitelor, hemoglobina sub influenta enzi-
melor se transforma in bilirubina. Bilirubina patrunde in spatiul subarahnoi-
dian, oferind lichidului culoarea galben4. in asa mod apare xantocromia LCR.

Xantocromia prezinta un sindrom lichidian care se caracterizeaza prin colo-
rarea LCR in galben sau galben-maro si este cauzat de aparitia produselor
degradarii hemoglobinei - bilirubinei. Xantocromia poate fi de natura he-
moragica sau de staza. Xantocromia hemoragica poate aparea in primele
cateva ore dupa hemoragie, uneori peste 1,2,3 zile si nu prezinta un semn
de hemoragie veche (invechita). Nivelul xantocromiei creste treptat si dis-
pare peste 10-14 zile si nu este asociat de majorarea pronuntata a valorilor
proteinelor.

Xantocromia de staza apare ca rezultat al reducerii vitezei torentului sang-
vin In vasele creerului, ce cauzeaza patrunderea plasmei colorate in galben
prin peretii vasculari cu permeabilitatea crescuta in lichid. Xantocromia de
staza este mai stabila si asociata de majorarea pronuntata a valorii protei-
nelor din LCR.
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Culoarea verde a LCR apare 1n rezultatul oxidarii bilirubinei in biliverdina sub
influenta enzimelor din leucocite (puroi). De obicei, lichidul verde si tulbu-
re-purulent se intdlneste in meningitele purulente.

Examenul microscopic (elementele celulare)

Examenul citologic are scopul de a determina citoza - evaluarea cantitativa
a numarului de elemente in lichidul necentrifugat (la mm?3) dupa numararea
facuta in camera Fuchs-Rozenthal sau Goreaev. Importanta clinica are in
primul rand evaluarea numarului de leucocite si diferentierea lor in prepara-
te colorate (Anexa 13).

Numararea eritrocitelor in camera de numarat

Principiul se bazeaza pe numararea directd, la microscop, in camera de
numaratoare pentru eritrocite. Numararea se efectueaza in orice camera
(Burker, Goreaev, Fuchs-Rozenthal, Toma, Neibauer s.a.) care au diverse
volume si patrate de numarat. in Republica Moldova este preferatd camera
Goreaev si se procedeaza la fel ca si la numararea elementelor sdngelui.

Valori normale - eritrocite absente. Prezenta eritrocitelor sugereaza hemo-
ragia subarahnoidiana sau penetrarea unui vas sangvin. Pentru diagnostica-
rea hemoragiilor intracraniene are importanta nu numai prezenta eritrocite-
lor in LCR, ci si cresterea numarului lor in punctiile repetate.

Diferentierea elementelor celulare in camera de numarat

Aceastd metod3 este preferatd mai frecvent in activitatea cotidiana. In ca-
mera de numarat (ocular x 10 sau x 15, obiectivul x 40) pot fi diferentiate
aproape toate elementele celulare. Reactivul Samson coloreaza nucleele Tn-
tr-o nuanta roz-violeta, citoplasma ramanand incolora. Se exameneaza talia
celulelor, forma si pozitia nucleelor, corelatia nucleocitoplasmatica, inglo-
bari in citoplasma s.a.

Diferentierea in preparatele colorate

Deoarece in LCR continutul in celule este foarte mic, in prealabil este nece-
sar de a imbogati lichidul prin centrifugare. Sunt utilizate cateva metode de
colorare a frotiilor pentru diferentierea celulelor.

Coloratia Rozina. Lichidul se centrifugeaza 7-10 minute. Supernatantul
se Tnlatura, sedimentul se aplica pe o lama degrasata, apoi clatinand usor
se distribuie uniform pe suprafata lamei si peste 1-2 min. partea lichida se
varsa. Tehnica prepararii frotiului din sedimentul ramas pe lama depinde
de gradul pleocitozei (numarul de leucocite intr-un mkl). in cazul unui ple-
ocitoz nepronuntat (10-15 leucocite (mkl)), sedimentul se repartizeaza pe
o portiune de 1 cm?; la o pleocitoza mai mare de 30 leucocite/mkl - pe o
portiune 1,5-2,0 cm?; la o pleocitoza de 150 de leucocite/mkl — pe o porti-
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une de 2-3 cm? Cand numarul de leucocite este foarte mare siin sediment
are loc prezenta eritrocitelor, sedimentul se repartizeaza pe toata suprafa-
ta lamei si imediat se vars3. Lama se asaza in pozitia verticala. in asa mod
se obtine grosimea minimala a frotiului. Frotiurile se usuca intr-un dulap
de uscat la 40 - 50°C. Frotiurile uscate se fixeaza cu alcool metilic 1-2 min.
si se coloreaza dupa metoda Romanovschi: preparatele mai subtiri cu ci-
toza mica - 6-7 min., cele cu citoza mare si prezenta sangelui - 10-12 min.
Apoi colorantul se varsa, frotiul se spala cu apa distilata si se usuca. Daca
nucleele celulelor au o culoare albastra-deschisa, frotile se recoloreaza
inca 2-3 min.

Coloratia Voznaia. Sedimentul se aplica pe lama, se clatina usor astfel ca
lichidul sa fie repartizat uniform pe suprafata. Frotiul se usuca la temperatu-
ra camerei timp de 24 de ore, se fixeaza cu alcool metilic 5 min., se acopera
cu colorantul ce contine azur-eozina (la fel ca si pentru vopsirea frotiurilor
sangvine, insa diluat de 5 ori). Se lasa pentru colorare timp de 1 ora. Daca
celulele sunt palide, frotiul se recoloreaza cu vopsea nediluata sub controlul
microscopului 2-10 min. Timpul coloratiei adaugatoare este direct proporti-
onal numarului de celule din lichid.

Coloratia Alexeev. Pe frotiul uscat, insa nefixat, se aplica 6-10 picaturi
colorant Romanovschi. Cu aceeasi pipeta foarte atent colorantul se repar-
tizeaza pe toata suprafata preparatului si se lasa timp de 30 sec., dupa ce
se mai adauga (fara a varsa colorantul) inca 12-20 picaturi de apa, preventiv
incalzita pana la 50-60°C. Raportul dintre picaturile de colorant si cele de
apa trebuie sa fie 1:2. Preparatul se clatina usor astfel ca vopseaua sa se
amestece cu apa si se lasa pentru 3 min. Apoi colorantul se spala cu apa
distilata, se usuca cu hartie de filtru si se examineaza la microscop. Aceasta
metoda poate fi utilizata pentru examenul citologic de urgenta.

Morfologia elementelor celulare

Limfocitele - diametrul 5-8 mkm, nucleul rotund, compact, citoplasma ba-
zofila (slab), subtire, uneori se observa numai intr-o singura parte a celulei.
Valori normale 1-2 limfocite la 1 mkl. Pleocitoza limfoida (majorarea pronun-
tata a numarului de limfocite) poate avea loc in inflamatiile cronice ale tuni-
cilor meningiale (meningite tuberculoase, virale) nepronuntata —in tumorile
S.N.S., primele zile dupa operatii pe creier.

Neutrofilele - morfologic celulele sunt asemanatoare cu neutrofilele san-
gelui circulant. Prezenta neutrofilelor (in diverse cantitati) indica meningita
bacteriana sau abcesele cerebrale. Prezenta neutrofilelor morfologic ne-
modificate este caracteristica pentru inflamatiile acute, prezenta celulelor
morfologic modificate indica micsorarea intensitatii procesului inflamator.
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Eozinofilele pot fi diferentiate conform granulatiilor citoplasmatice - gra-
nule mari de culoare rosie-caramizie, uniforme, stralucite. Por aparea in LCR
in procese patologice de natura parazitara, meningite toxice, reactive, tu-
berculoase, sifilitice.

Monocite tisulare - celule cu diametrul 7-10 mkm. Pot fi intalnite Tn lichidul
normal sub forma de exemplare unice. Prezenta in cantitati mari este caracte-
ristica pentru procese inflamatoare cronice, dupa operatie pe tesuturile SNC.

Macrofagi - diametrul 7-17 mkm, uneori 20-30 mkm, nucleul de diferite
forme, situat la periferia celulei, citoplasma contine inglobari si vacuole. Pot
fi prezente in procese inflamatoare, in perioada postoperatorie pe tesuturile
SNS, in aceste cazuri avand un semn prognostic pozitiv.

Celulele plasmatice. Celule mai mari decat limfocitele, nucleul voluminos,
situat excentric, citoplasma abundenta. Sunt prezente in LCR Tn cadrul pro-
ceselor inflamatoare cronice a creierului si meningelor, s.a.

Celulele tumorale si complexele lor pot fi depistate Tn preparatele colorate
si in camera de numarat. Morfologic pot fi identificate de catre citologii cu
experienta in domeniu, indica neoplasme cerebrale.

Examenul chimic

Deosebirea esentiala a particularitatilor chimice dintre LCR si plasma sang-
vina consta Tn concentratia foarte mica a proteinelor in lichid (aproximativ
de 200 ori), considerabil mai mica a colesterolului, glucozei si mai mare a
clorului.

Din aceste considerente determinarea concentratiei diferitor substante in
LCR trebuie asociatd si comparata cu concentratia acelorasi substante in
plasma. Uneori modificarile unor substante din lichid nu reflecta modificari-
le ce au loc in SNC, ci a compozitiei sangelui circulant.

Metodele de determinare a proteinelor pot fi subdivizate in cantitative si
calitative. Probele calitative au un caracter de orientare si au la baza lor
principiul de sedimentare a globulinelor: reactia Pandy; reactia Honne Apelt;
reactia Lange; reactia Fridman.

in principiu, rezultatele doz&rii proteinelor totale in LCR prezint3 un test pu-
tin informativ pentru diagnosticarea bolilor sistemului nervos central. O in-
formatie mai ampla poate fi obtinuta prin electroforeza proteinelor. Tn cadrul
proceselor inflamatoare ale SNC in LCR creste continutul fractiilor globuli-
nice gama, alfa-1, alfa-2 si scade continutul albuminelor.

De notat ca o concentratie in limitele normale a proteinelor in LCR inca nu
marturiseste lipsa afectiunilor organice ale SNC.
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Examenul bacterioscopic

Bacterioscopia este cea mai accesibila metoda rapida pentru diagnosticul
etiologic al meningitelor.

Frotiurile pentru aceste examene se realizeaza din sedimentul obtinut prin
centrifugarea probei, Tn cazul probelor de LCR clar, opalescent sau tulbure;
n cazul probelor purulente se foloseste proba necentrifugata.

o Daca LCR este clar, opalescent sau tulbure, se centrifugheaza tubul la
1500 g, 10-15 min. (in suspiciunea de meningita tb, 15 min. la 3000 g).
Se efectueaza mai multe frotiuri.

o Daca LCR este purulent sau volumul de proba nu este suficient pentru
concentrare, se face frotiul punand 1-2 picaturi de LCR pe o lama cla-
titd Tn prealabil cu alcool. Nu se disperseaza lichidul.

« 1n suspiciunea de meningitd cu Cryptococcus se realizeaz3 preparat
umed intre lama si lamela din sediment in tus India sau suspensie ni-
grozina.

Se usuca lamele la aer intr-o hota de biosiguranta sau acoperite pe un apa-
rat de Tncalzit lame. Se fixeaza frotiurile si se coloreaza albastru de metilen
si Gram. n suspiciunea de meningita tuberculoas3, un frotiu se coloreazi
Ziehl-Neelsen.

Se examineaza imediat frotiurile colorate Gram (examen bacterioscopic) si al-
bastru de metilen (examen citologic calitativ si bacterioscopic). Examenul are
sensibilitate mai buna la pacientii care nu au primit tratament antimicrobian.

Orice bacterie observata este considerata semnificativa. Cu toate acestea,
bacteriile vazute doar intr-unul sau doua campuri se confirma cu un al doi-
lea frotiu. Daca este pozitiv, se anunta imediat medicul.

Coloratia Gram. Lamele colorate Gram se vor examina Tn mod amanuntit,
timp de cca 20 min. Probabilitatea vizualizarii bacteriilor pe un frotiu din
LCR, colorat Gram, depinde de concentratia bacteriilor in LCR, precum si de
specia bacteriana care a cauzat meningita. Astfel, 75 pana la 90% din spe-
cimenele de LCR cu cultura pozitiva sunt pozitive la coloratia Gram, in timp
ce procentajul descreste la 40-60% la pacientii care au primit antimicrobi-
ene Tnainte de punctia lombara. Coloratia Gram este acceptata a fi sigura in
detectarea agentilor bacterieni atunci cand concentratia acestora este 210°
UFC/ml LCR; astfel 25%, respectiv 60% din specimenele de LCR cu < 108,
103-10% UFC/ml au fost pozitive prin coloratia Gram, in timp ce 97% au fost
pozitive cand concentratia bacteriilor pe ml de LCR a fost >105.

Acest test este ieftin, rapid si inalt, specific pentru diagnosticul meningitei
bacteriene.
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Tehnica coloratiei Gram este descrisa in Anexa 3.

Bacterioscopia pe frotiuri colorate cu albastru de metilen este frecvent mai
sensibild decat cea pe frotiuri colorate Gram.

Aspectul frotiurilor pentru bacteriile mai des implicate Tn meningita:

» Neisseria meningitidis: diplococi gram-negativi, cu fetele adiacente
aplatizate — ,in boabe de cafea”, sau infundate — ,aspect reniform”, ex-
traleucocitari si predominant intraleucocitari (fig. 2).

o Streptococcus pneumoniae: coci
gram-pozitivi, lanceolati, dispusi
n diplo sau in lanturi, uneori cap-
sulati (fig. 3).

b Yo TR Rl o L Bt
Figura 3. Streptococcus pneumoniae,
coloratia Gram

o Haemophilus influenzae: coco-
bacili, bacili scurti, drepti / incur-
bati gram-negativi, uneori cap-
sulati, rar polimorfi, cu sau fara
filamente subtiri, deseori intra-
leucocitari (fig. 4).

Figura 4. Haemophilus influenzae,
coloratia Gram
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« Enterobacterii: bacili gram-negativi grosi, capete rotunjite.
« Listeria monocytogenes: bacili gram-pozitivi, mici, cu dispozitie unghiu-
lara, coloratie inegala, aspect “difteroid”.

4.3. Detectarea, izolarea, identificarea si caracterizarea
agentilor etiologici ai meningitei bacteriene acute
(Examenul microbiologic al LCR)

4.3.1. Teste rapide de diagnostic pentru detectarea agentilor
etiologici ai MBA

Examenul microscopic al LCR (vezi mai sus)

Testarea directa antigenica poate fi utila. Sensibilitatea metodei este redusa
pentru probele cu examen microscopic negativ. Sensibilitatea testarii pen-
tru anumite serogrupuri de Neisseria meningitidis este redusa, in timp ce
pentru Haemophilus influenzae serogrupul b este ridicata, dar boala este
rara in tarile cu programe de vaccinare neonatald extinsa. Pentru meningite
neonatale streptococice sau cu Escherichia coli, frotiul Gram este de obicei
pozitiv, cu exceptia unor cazuri de meningita pretratata. Tn aceasta ultima
situatie, testarea ar putea avea un beneficiu.

Latex-aglutinarea (LA) (fig. 5, Anexa 4) a fost adaptata pentru detectarea
rapida a antigenelor bacteriene solubile direct din LCR a pacientilor suspec-
tati de MBA. LA detecteaza in interval de 2-10 minute antigene bacteriene
in cantitati de ordinul ng/ml. Acest test ne aduce date suplimentare la in-
vestigatia microscopica (coloratia Gram) si cultura din LCR. De asemenea,
ne poate furniza rezultate pozitive reale, in timp ce coloratia Gram si cultura
din LCR sunt negative la pacientii cu MBA care au primit antibiotice inaintea
internarii Tn spital. Tn plus, rezultatele acestei testari pot ajuta la instituirea
precoce si specifica a antibioterapiei, Thainte de obtinerea rezultatelor cul-
turii si a testarii sensibilitatii la antibiotice.

Cei mai frecventi agenti patogeni detectati prin LA au fost: H. influenzae tip
b, S. pneumoniae, Streptococcus group B si N. meningitidis serogrupurile
A, B, C, Y, si W135. Aceste bacterii, cu exceptia Streptococcus group B,
poseda antigene polizaharidice capsulare; Streptococcus group B poseda
antigene polizaharidice specifice de tip la nivelul peretelui celular.

Concentratia minima de antigen bacterian detectabil in LCR prin LA este de
0,1-5 ng antigen H. influenzae tip b/ml si 50-100 ng antigen N. meningitidis/
ml. Daca LCR nu poate fi obtinut, pot fi testate, prin LA, urina (PZ capsulari
solubilizati pot strabate celulele endoteliale ale capilarelor si sunt excretati
n urind) sau serul sangvin (serul este adesea mai sarac in antigene solubile
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polizaharidice din cauza ca acestea pot fi legate de anticorpi sau alte prote-
ine serice, pot fi metabolizate si/sau pot fi eliminate de catre limfocite). An-
tigenele bacteriene pot fi detectate in LCR-ul pacientilor cu MBA mai multe
zile dupa ce LCR a devenit steril in urma antibioterapiei. Astfel, antigenele
H. influenzae, N. meningitidis si S. pneumoniae pot fi detectate prin LA in
LCR si ser de la 1 pana la 10 zile dupa initierea tratamentului cu antibiotice.
Thirumoorth si Dajani au detectat prin LA concentratii mai mari de antigen
H. influenzae type b in urina si ser decat in LCR la pacientii tratati cu anti-
biotice de la 1 pana la 3 zile; antigenul H. influenzae a fost detectat in urina
pana la 18 zile (in medie 10 zile) de la initierea antibioterapiei.

Specimenul clinic de electie pentru detectarea antigenelor bacteriene este
LCR - cand pacientul cu MBA nu a fost tratat sau a primit antibiotic < 24
ore, iar urina este specimenul clinic de electie pentru detectarea antigene-
lor bacteriene — cand pacientul cu MBA a primit antibiotic >24 ore. Metodele
de detectie a antigenelor solubile pot fi limitate de reactii nespecifice, re-
actii incrucisate si/sau concentratii mici ale antigenului bacterian in speci-
menele clinice.

Latex-aglutinarea este simplu de realizat si nu necesita echipamente, avand
o sensibilitate si specificitate crescuta. Totusi un rezultat negativ nu infirma
etiologia bacteriana a meningitei.

Exista kituri comerciale care utilizeaza reactia de latex-aglutinare pentru
identificarea direct din prelevatul clinic (LCR) a antigenelor specifice de
serogrup, serotip precum:

» serogrupurile de N. meningitidis — A, B, C, W135, Y,
e S. pneumoniae,

o S. agalactiae (streptococ Grup B),

e H. influenzae tip b.

Desi specificitatea acestor chituri este foarte buna, sensibilitatea este mai
mica, depinzand de numarul de germeni din LCR. Alte studii au remarcat
prezenta reactiilor fals pozitive (54%) datorita contaminarii prelevatelor sau
imunizarii recente cu vaccin conjugat Hlb, ceea ce a avut un impact clinic
negativ (prelungirea spitalizarii si a
antibioterapiei, chiar si la aparitia
unor complicatii). Astfel ca aceasta
metoda nu poate substitui coloratia
Gram si cultura; daca s-a recoltat
0 mica cantitate de LCR, cultura si
coloratia Gram trebuie sa aiba pri-
oritate fata de aceasta metoda de
detectare a antigenului bacterian. Figura 5. Latex-aglutinarea
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Testele moleculare bazate pe PCR sunt deosebit de utile Tn diagnosticul
rapid al meningitelor, in special atunci cand microorganismele sunt pre-
zente in numar redus Tn proba sau sunt dificil de cultivat, si mai ales atunci
cand pacientul este pretratat cu antimicrobiene. Aceste teste bazate pe
tehnici de biologie moleculare, in special cele in format point-of-care, pot
sa ofere rapid (30-90 min.) informatii importante atat pentru clinician, cat
si pentru microbiolog. in functie de echipamentele si trusele disponibile,
aceste teste pot detecta un singur microorganism sau mai multe (virusuri,
bacterii mai frecvent implicate). In suspiciunea de meningitd cu Crypto-
coccus, testul de detectie antigenica este deosebit de util, deoarece are o
sensibilitate mare (>90%). In cazul altor etiologii, trusele de detectie anti-
genica au o sensibilitate moderata, de aceea absenta reactiei nu exclude
prezenta unor bacterii.

Teste rapide de diagnostic pentru LCR
Imunocromatografie cu flux lateral

Testele permit diagnosticarea Neisseria meningitidis (serogrupurile A, C, W,
X si Y), MeningoSpeed si Streptococcus pneumoniae (Sp), PneumoSpeed
timp de pana la 15 min. (fig. 6).

Implementarea pe scara larga a
acestor teste in rutina clinica va
avea un impact pozitiv asupra pa-
cientilor, medicilor si sistemelor
de sanatate prin Tmbunatatirea
semnificativd a monitorizarii bo-
lii intr-un mod sigur si in timp util, e Tl o
reducerea deceselor si sechelelor
si prevenirea epidemiilor globale.
in plus, aceste teste vor oferi eco-
nomii sistemului de sanatate prin
oferirea unui tratament adecvat si | | |
n timp util (economii potentiale de
costuri de 1 miliard de euro pe anla |

nivel global). Aceste teste poseda 5 5 5 ,
sensibilitate si specificitate Tnalta. — — —

homa gt Fmprdrgitaln LB ]

L =
W — Y

#, L —

ot

Figura 6. Teste rapide de detectare a N.

La efectuarea acestor teste se res- ol sitidis (serogrupurile A, C, W, X i ¥)

pecta instructiunile producatorului.
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4.3.2. Izolarea agentilor etiologici ai meningitelor bacteriene acute

Selectarea mediilor pentru cultivarea primara

Cel mai bun mediu pentru cresterea S. pneumoniae este geloza sange (GS),
care este o placa de agar cu tripticaza de soia care contine 5% sange de
berbec. Sangele uman NU este acceptat ca substituent, deoarece anticorpii
continuti in sdngele uman pot inhiba cresterea bacteriilor. S. pneumoniae. De
asemenea S. pneumoniae va creste si pe o placa cu geloza chocolat (GC).

Pentru H. influenzae, se utilizeaza GC cu sange lizat la caldura sau supli-
mentat cu hemina (factor X) si nicotinamida-adenina-dinucleotida (NAD;
factor V). Cresterea H. influenzae pe geloza sange poate fi realizata prin
adaugarea unei surse de NAD, realizata Tnh mod traditional prin inocularea
mediului cu o tulpind de Staphylococcus aureus sau Enterococcus spp. H.
influenzae formeaza colonii satelit de-a lungul cresterii stafilococilor sau
enterococilor. In plus, aplicarea hartiei de filtru (sau discuri) saturate cu
hemina si NAD pe suprafata GS, dupa ce mediul a fost inoculat, va produce
un halou de crestere n jurul benzii sau discului.

N. meningitidis creste atat pe GS, cat si pe GC. Deoarece N. meningitidis
creste bine intr-o atmosfera umeda, ih cazul in care se suspecteaza o infec-
tie cu N. meningitidis, este indicat sa se puna o tava putin adanca cu apa in
termostat. Sursa de umiditate trebuie schimbata in regulat pentru a preveni
contaminarea cu fungi. De asemenea, atat GS, cat si GC sunt utilizate pen-
tru subcultura. Daca este disponibil un singur tip de mediu, ar trebui utilizat
GC deoarece contine hemina si NAD necesare pentru dezvoltarea H. influ-
enzae, in timp ce un GS nu contine aceste componente.

Daca culturile primare par a fi contaminate, mediile selective pot imbunatati
izolarea acestor bacterii din specimene care contin o flora mixta de bacterii
si/sau micete. Pentru izolarea primara a N. meningitidis, se poate folosi o
baza de geloza chocolat care contine vancomicing, colisting, nistatina si tri-
metoprim. Pentru izolarea S. pneumoniae, poate fi utila agar triptic de soia
cu 5% sange de berbec si fie gentamicina, neomicina, fie trimetoprim-sulfa-
metoxazol (SXT). Pentru izolarea H. influenzae se poate folosi geloza cho-
colat cu bacitracina. Sunt disponibile si alte formuldri de antimicrobiene.

La necesitate pot fi utilizate si alte medii (ex. cromogene) destinate pentru
cultivarea microorganismelor ce provoaca MBA.

Inocularea primara a mediilor de cultura cu probe de LCR
0 Cultivarea primara direct din LCR

1. Daca LCR poate fi transportat imediat la laboratorul microbiologic
(timp de 1 ora de la momentul recoltarii), se inoculeaza 1-5 picaturi de
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LCR (in functie de volumul primit in laborator) direct atat pe GS, cat si
pe GC in termen de 1 ora dupa colectare.

o Daca LCR a fost centrifugat, pentru cultura primara se utilizeaza 1
picatura de sediment bine amestecat.

. Folosind o ansa bacteriologica sterila, repartizati inoculul pentru a ob-

tine colonii unice, izolate.

« Sunt indicate ansele de unica folosintd, dar daca se foloseste o
ansa metalica, aceasta trebuie sterilizata Tnainte de fiecare etapa a
procesului de inoculare a placii.

Un bulion de rezerva (de exemplu, bulion cord-creier infuzie cu supli-
mente adecvate) trebuie inoculat cu o parte din sediment.

Placile si bulionul inoculate cu sedimentul de LCR trebuie incubate timp
de 18-24 ore la 35-37°C cu ~5% CO, (sau intr-un borcan cu luméanare).

Cultivarea primara din mediu T-|

1.

Daca LCR nu poate fi transportat la laborator imediat (in termen de 1
ord de la momentul recoltarii), acesta se inoculeaza n mediul T-I.

. La sosire, se prelucreaza dopul de cauciuc cu alcool 70%, dupa care

se introduce un ac de aerisire in sticla T-I si se incubeaza la 35-37°C
cu ~5% CO, (sau intr-un borcan cu luménare). Zilnic mediul lichid se
examineaza la turbiditate pana la 7 zile.

« Tnainte de a repica pe medii in placi, acul de aerisire se scoate si
dopul de cauciuc se prelucreaza cu alcool 70%.

e Nu utilizati pentru prelucrarea dopului iod-povidona, deoarece
acesta poate nimeriin mediu si inhiba astfel cresterea bacteriilor.

Dupa 18-24 de ore de incubare la 35-37°C cu ~5% CO,, din mediul T-I,
cu un ac steril si 0 seringa, se transfera 50-100 pl pe mediile GS si GC
pentru izolarea culturii primare.

« Aproximativ 50-100 pl sunt utilizati pentru a insamanta fiecare placa.
Pentru a repica pe doua placi, se aspira aproximativ 100-200 pl cu se-
ringa odata pentru a minimiza posibilitatea contaminarii mediului T-I.

Placile se incubeaza la 35-37°C cu ~5% CO, si se examineaza zilnic
timp de pana la 72 de ore.

. Daca nu se observa crestere, subcultivati mediul T-I din nou in ziua a

4-a si ziua a 7-a.

Izolatele trebuie Tntotdeauna examinate pentru puritatea cresterii,
analizand morfologia coloniei Thainte de efectuarea oricarui test. Daca
se observa contaminare, culturile trebuie sa fie repicate pentru a asi-
gura puritatea Tnainte de testare.

Daca mediul T-I pare a fi contaminat, se pot folosi medii selective (vezi
mai sus).
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Transportarea la lab. < 1 ora LCR Transportarea la lab. > 1 ora
Centrifugare 1000 xg - Congelare Inoculare pe mediul T-I
10-15 min. 250 pl la -70°C

pentru rt-PCR

!

Supernatant  Sediment Incubare peste noapte
l la 35°(iTn Co,
Teste Frotiu Inoculare pe: Repicare pe:
rapide de Gram - geloza chocolat - geloza chocolat
diagnostic - geloza sange - geloza sange

Figura 7. Prelucrarea lichidului cefalorahidian

Cultura LCR este pozitiva in 70-85% din pacientii care nu au primit antibi-
oterapie anterior punctiei lombare, dar prin culturad identificarea agentului
cauzal poate dura pana la 48 h.

O portiune din LCR se va stoca la -70°C sau la temperatura camerei, ori la
37°C pentru eventuale reinoculari pe mediile de cultura. Desi concentratiile
bacteriene >10” UFC/ml de LCR au fost corelate cu cresterea morbiditatii si
mortalitatii, cultivarea cantitativa a LCR nu este o procedura comuna sau
practica. Culturile vor fi examinate zilnic si rezultatele prezumtive, corelate
cu frotiurile Gram, vor fi comunicate medicului clinician.

Dezvoltarea unei flore normale cutanate ar putea ridica suspiciunea de con-
taminare, in special cand cresterea este minima pe mediile solide sau pe o
singura placa cu mediu de cultura. Placile cu mediu de cultura fara crestere
bacteriana vor fi aruncate dupa 72 h de incubare, iar mediile de cultura lichi-
de fara crestere bacteriana vor fi aruncate dupa 5 zile de incubare.

in afara de sistemul clasic de insdmantare pentru izolare bacterian3, se pot
utiliza si sisteme automate de incubare (BacT/ Alert, MB/ Bact, Bactec) a
flacoanelor cu medii speciale, destinate izolarii germenilor pretentiosi si/sau
a produselor patologice provenite de la bolnavi tratati cu antibiotic: flacoane
cu medii lichide - bulion tripticaza-soia, agenti reducatori pentru anaerobi,
ecosorb pentru inhibarea antibioticelor din lichidele biologice etc.
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Lichidul petesial
Se realizeaza frotiul Gram din aspiratul petesial.
Se insamanteaza pe mediile de cultura:

o Agar baza cu adaos de sange de berbec 5%, incubare in atmosfera cu
5-10% CO,, la 35-37°C, 24 - pentru 48 ore;

 Geloza chocolat, cu incubare in atmosfera cu 5-10% CO,, la 35-37°C,
pentru 24-48 de ore.

Aceasta investigatie este utila prin aceea ca poate fi facut un diagnostic al
bolii meningococice atunci cand semnele clinice exclud punctia lombara.
Identificarea se realizeaza conform caracterelor mentionate pentru N. me-
ningitidis.

4.3.3. Identificarea si caracterizarea agentilor etiologici ai MBA

In cazul pozitivarii culturilor din diverse prelevate, pe mediile solide sau li-
chide Tnsdamantate, se efectueaza identificarea si caracterizarea agentilor
etiologici ai MBA:

Identificarea prezumptiva a agentilor cauzali prin:
o examinarea aspectului cultural al coloniilor (caractere de culturd)
e examinarea caracterelor morfotinctoriale (frotiu colorat Gram din co-
lonii)
Identificarea definitiva a agentilor cauzali prin:
« teste de identificare specifice
« testarea sensibilitatii la antimicrobiene
o caracterizarea izolatelor prin metode moleculare

Neisseria meningitidis (Anexa 11 A):

» morfologia coloniilor: colonii rotunde, convexe, lucioase gri-albe,
translucide, Smooth (S) (fig. 1, Anexa 14), cu testul oxidazei pozitiv,
cand se adauga o picatura de reactiv direct peste colonii (vezi Anexa 5);

 coloratia Gram: diplococi Gram(-), cu fetele adiacente aplatizate, “in
boabe de cafea”, sau infundate "aspect reniform” extraleucocitari,
predominant intraleucocitari;

o teste de identificare:
— testul oxidazei (+)

— teste de fermentare a zaharurilor (producerea de acid prin utilizarea
carbohidratilor): Maltoza (+), Glucoza (+), Lactoza (-), Zaharoza (-);
(Anexa 7)
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teste serologice pentru identificarea pe baza caracterelor antigenice

(Anexa 8):

a) serogruparea - pe baza antigenelor polizaharidice (PZ) (exista 12
grupe: A, B, C, 29E, H, |, K, L, W135, X, Y, Z);

b) tiparea si subtiparea — pe baza antigenelor proteice de membrana
externd (OMP = Outer Membrane Proteines): proteinele de clasa 1
(OMP1) permit identificarea tipurilor - notate cu cifre arabe, uneori
nsotite de litere mici ale alfabetului (ex.: 1, 2a, 2b...); proteinele de
clasa 2 si 3 (OMP2 si 3) permit identificarea subtipurilor, notate cu
P urmat de un indicativ numeric (Ex.: P1,2; P1,7 etc.);

c) imunotiparea - in cadrul serotipurilor si subtipurilor - pe baza anti-
genelor popolizaharidice (LPS); la grupele B si C au fost identificate
8 imunotipuri, caracterizate de 8 clase diferite de LPS, notate de la
L1laL8.

Streptococcus pneumoniae (Anexa 11 B):

morfologia coloniilor: colonii gri-opace, cu diametru de 1 mm, a-he-
molitice, uneori mucoase sau usor escavate (fig. 2, Anexa 14).

coloratia Gram: coci Gram (+), alungiti, lanceolati, dispusiin diplo sau
n lanturi, uneori capsulati

teste de identificare:

testul catalazei (-),

testul sensibilitatii la optochin (+) (fig. 3, Anexa 14, Anexa 9),
testul bilolizei (+) (Anexa 10),

identificarea antigenica — serogrupare/serotipare pe baza PZ (exista
> 80 serogrupuri/serotipuri, notate cu cifre arabe, uneori insotite de
litere ale alfabetului (ex.: 1, 8, 14 L, 19 F, 23 F etc).

Haemophilus influenzae (Anexa 11 C):

367

morfologia coloniilor: colonii gri-lucioase/semiopace, netede, plate/
convexe (fig. 4, Anexa 14)

coloratia Gram: cocobacili, bacili scurti, subtiri, drepti/incurbati
Gram(-), uneori capsulati, rar polimorfi, cu/fara filamente

teste de identificare:

crestere satelita a striului de Staphylococcus aureus (fig. 5, Anexa 14)
crestere pe medii speciale (Anexa 11)

crestere satelita 1anga suplimentul de factori XV (fig. 6, Anexa 14)

identificarea antigenica:

a) pe baza antigenelor polizaharidice capsulare, se descriu 6 seroti-
puri: a, b, c, d, e si f — prin reactia de aglutinare pe lama cu seruri
anti H. influenzae specifice de tip
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b) pe baza antigenelor OMP, se realizeaza serotiparea tulpinilor ne-
capsulate si subtiparea serotipului b;

c) pe baza lipooligozaharidelor, la serotipul b au fost descrise 11 sub-
tipuri.

Tabelul 1. Identificarea prezumtiva a tulpinilor de N. meningitidis,
S. pneumoniae si H. influenzae

Cultura pe:

Coloratie Gram ID prezumtiva

Geloza chocolat Geloza sange

+ + Diplococi Gram(-) N. meningitidis
+ + Diplococi Gram(+) S. pneumoniae
+ - Cocobacili Gram(-) H. influenzae

Dupa identificarea prezumtiva a agentului cauzal al MBA, pe baza caracte-
relor microscopice si de cultura, se trece la identificarea definitiva.

Etapele importante in identificarea agentilor cauzali cei mai importanti sunt
redate in figura 8. Astfel, fiecare din agentii patogeni ai MBA vor fi identifi-
cati pe baza caracterelor microscopice, de cultura si a testelor de identifi-
care definitiva (caractere biochimice si antigenice), urmat de testarea sen-
sibilitatii la antibiotice.

N. MENINGITIDIS S. PNEUMONIAE H. INFLUENZAE

Testul oxidazei (+) Testul optochin (+) Dependenta de factorii

de crestere X si V

Utilizarea zaharurilor
Glu(+); Mal(+);
Lac (-); Zah(-).

Serogrupare

Serogrupare/Serotipare

Cei doi factori
sunt necesari Tn mediul
de cultura

Serotipare

Figura 8. Identificare definitiva

O insumare a caracterelor pe baza carora se face identificarea principalilor
agenti etiologici ai MBA se regaseste in Tabelul 2.
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Tabelul 2. I|dentificarea principalilor agenti cauzali ai MBA

Teste de diagnostic N. meningitidis | S. pneumoniae | H. influenzae
Colorafia Gram Gram(y | Grame | polmert 61
Cultura pe geloza chocolat + + +
Cultura pe geloza sange + + -
Testul oxidazei + - \Y
Testul optochin NA + NA
Dependenta de factorii X si V NA NA +
Utilizarea glucozei + NA NA
Utilizarea maltozei + NA NA
Utilizarea lactozei - NA NA
Utilizarea zaharozei - NA NA
Testul bilolizei NA + NA
Serogrupare + + NA
Serotipare NA + +

Nota: NA - neaplicabil

4.4. Testarea sensibilitatii la antimicrobiene

Emergenta rezistentei la antibiotice a germenilor patogeni incriminati in eti-
ologia meningitelor bacteriene este un alt aspect bine cunoscut pe plan
mondial, ridicand probleme serioase de terapie. In acest context se impune
studiul rezistentei la antibiotice a tuturor tulpinilor bacteriene izolate din
LCR si realizarea antibiotipurilor de rezistenta. Studiul este necesar atat
pentru instituirea terapiei empirice pana la obtinerea rezultatelor pentru fi-
ecare bolnay, cat si pentru stabilirea politicii de utilizare a antibioticelor la
nivel local, regional si/sau national pe baza datelor obtinute.

Metodologia de testare a sensibilitatii la antibiotice va fi realizata conform
standardului EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) in vigoare.
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4.5. Caracterizarea moleculara a principalilor agenti etiologici
ai MBA

PCR este o tehnica moleculara, care implica utilizarea primerilor selectati
pentru a produce copii multiple, de lungime uniforma ale regiunilor specifice
ale genomului ADN.

N. meningitidis - PCR este utilizat pentru:

« detectarea ADN specific, utilizand gene tinta specifice meningococi-
lor (ctrA sau crgA);

» confirmarea serogruparii, utilizand primeri specifici genelor care codi-
fica polysialyltransferaze;

« tiparea moleculara, este realizata prin PCR, urmata de secventierea
genelor porA, fetA si 7 gene ,,housekeeping”, conform schemei Multi-
locus Sequence Typing.

Identificarea serogrupului reprezinta primul pas in caracterizarea tulpi-
nilor de meningococ si cel mai important pentru managementul prompt al
contactilor. Pentru acest motiv au fost dezvoltate metode PCR de amplifi-
care a acizilor nucleici, pentru identificarea serogrupului la nivel molecular
(genogrup), care sunt sau trebuie sa devina o parte importanta a functiei
laboratorului de referinta. Identificarea simultana a serogrupurilor (geno-
grupuri) A, B, C, Y si W135 este folosita Th mod curent, Tn laboratoarele de
referinta din Europa. Protocolul optimizat in laboratorul nostru cuprinde o
reactie PCR multiplex, urmata de alte doua reactii ,single” pentru diferenti-
erea genogrupurilor Y si W 135. in reactia multiplex se folosesc 5 perechi de
amorse care tintesc: gena ctrA - codifica o proteind de membrana externd,
implicatd in transportarea capsulei, prezenta in toate tulpinile de menin-
gococ; gena orf2 — necesara pentru biosinteza capsulei serogrupului A si
gena siaD care codifica o polisialiltransferaza, responsabila de polimeriza-
rea homopolimerilor sau heteropolimerilor de polizaharid care contin acid
sialic in tulpinile care apartin serogrupurilor B, C, Y si W135. Alelele genei
siaD, specifice de serogrup, pot fi detectate prin PCR cu amorse specifice
pentru fiecare serogrup in parte. Pentru diferentierea serogrupurilor Y si
W135, reactia multiplex este urmata de doua reactii PCR separate, cu alte
doua perechi de amorse specifice fiecarui serogrup, dar care dau ampliconi
de aceeasi dimensiune (120 pb).

Serogruparea meningococilor se poate realiza prin PCR din specimenele
recoltate de la pacient (sédnge, LCR, tesut) sau din tulpina izolata, si vizua-
lizarea produsului PCR prin electroforeza, tiparea moleculara necesita pasi
aditionali de purificare a ADN-ului extras, secventiere si analiza secventei
utilizand bazele de date de referinta.
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Pentru S. pneumoniae se utilizeaza PCR pentru detectarea:
» genei lytA care codifica autolizina
» genei ply care codifica pneumolizina

Autolizina si pneumolizina sunt markeri importanti de virulenta ai S. pneu-
moniae, care contribuie la patogenitatea acestui germene in diferitele forme
de boala. Numeroase studii au raportat rolul lor in patogeneza pneumococi-
ca, sugerand faptul ca aceste proteine pot fi mai adecvate ca antigene vac-
cinale fata de portajul nazal si ocular, dar si fata de infectiile pneumococice
invazive. Un studiu realizat de Corless si col. a demonstrat ca perechea de
amorse folosite pentru amplificarea genei ply a dat rezultate pozitive pentru
toate cele 23 de serotipuri de pneumococ testate.

Pentru Haemophilus influenzae, PCR detecteaza prezenta a trei gene:

1) gena omp P2 (outer membrane protein) — confirma tulpina ca H. influ-
enzae, fie ca este capsulata sau nu.

2) gena Van Ketel (bex A) — detecteaza capacitatea tulpinilor de a ex-
porta capsula la suprafata celulei (deci este specifica tulpinilor cap-
sulate).

3) o gena capsulara (a-f) — confirma serotipul tulpinei de H. influenzae pe
baza polizaharidului capsular specific de tip.

Acesti produsi sunt vizualizati prin electroforeza.

Studiile efectuate pe probe biologice in diferite laboratoare au evidentiat
sporirea numarului de rezultate pozitive Tnregistrate in diagnosticul etiologic
al meningitelor acute bacteriene, obtinute prin utilizarea unei reactii PCR
multiplex si sunt unanim de acord asupra utilitatii includerii unor reactii de
acest tip Tn diagnosticul molecular de rutina.
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- ANEXE

Anexa1

ALGORITM DE DIAGNOSTIC AL MBA

I. RECOLTAREA SI TRANSPORTAREA
PRELEVATELOR BIOLOGICE
(Instructiuni pentru recoltarea si transportarea prelevatelor)

$

II. PRELUCRAREA S1 ANALIZA PRELEVATELOR BIOLOGICE

¥
L

$ ¥ $

Punctia lombara Recoltarea sangelui Lichid petesial
aspect Hemocultura izolarea agentului
microscopie
presiune \L \L
biochimie
determinari imunologice teste determinari

hematologice imunologice

II1. Detectarea antigenului/ADN-lui
bacterian direct din prelevatul biologic

e Microscopie
e Latex-aglutinare
e PCR

IV. Cultivarea prelevatelor pentru izolarea
agentului patogen

Hemocultura

pozitiva

|

cultura LCR pe: subculturi pe: cultura lichid petesial pe:

L] |1 ]

e agar-sange, agar chocolat

e agar lactozat, bulion thioglicol

V. Identificarea agentului patogen I
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$

N.meningitidis

rotunde, convexe,
lucioase gri,
transparente,

S, = mucoide

diplococi gram (-),
(boabe de cafea/reniformi),
extra- si intracelulari

)

Glucoza (+), Maltoza (+)
Lactoza (-) Zaharoza (-)

NA
NA
NA
A,B,C,X,Y, W135 (PZ)
1, 2a, 2b, 3...(OPM2/3)

L1-L8 (LPZ) gtBsi C

$

S.pneumoniae
Aspectul coloniilor:

gri-opace, = mucoid,+ concave,
a-hemolitice

Coloratia Gram:
coci lanceolati, gram (+), diplo,
+ capsulati
Ocxidaza, test:
()
Utilizarea carbohidratilor:

Inulina (+)

Optochin test:
()

Biloliza test:
()

Factori de crestere:

NA

Serogrupuri:

>80 serogrupe/serotipuri (PZ)

Serotipuri:

Imunotipuri:

NA

Conform EUCAST

$

H.influenzae
gri-lucioase/semiopace

netede, plate/convexe

Cocobacili, scurti, subtiri,
drepti/incurbati, gram (-),£
capsulati, polimorfi

NA

NA

NA
a,b,c,d,e,f

NA

Testarea sensibilititii la antibiotice:

Caracterizarea moleculara a tulpinilor bacteriene:

429 ¢

Detectarea genelor de rezistenta

Confirmarea speciei, grupului, tipului

. DIAGNOSTICUL MENINGITELOR BACTERIENE ACUTE




Anexa 2

RECOLTAREA, PROCESAREA S| TRANSPORTAREA
PRELEVATELOR BIOLOGICE
(LCR, sange si exsudate faringiene si nazale)

I. LCR

Momentul optim al recoltarii:

Recoltarea LCR se realizeaza in suspiciunea clinica de meningita si de pre-
ferinta Tnaintea administrarii de antibiotice, imediat la internare.

Recoltarea:

Prelevarea probelor de LCR este de competenta exclusiva a specia-
listilor infectionisti, neurologi sau neurochirurgi. Se face prin rahicen-
teza, n conditii strict aseptice, pentru a asigura protectia pacientului
contra infectiei si securitatea microbiologica a probei fata de contami-
narea cu flora cutanata.

LCR este recoltat direct in tuburi sterile cu capac etans, care vor fi
etichetate pentru identificarea pacientului, a orei de recoltare si apoi
trimise imediat la laborator, examenul LCR reprezentand o urgenta
bacteriologica.

Volumul de 8-10 ml LCR la adult si 2-4 ml la copil satisface necesita-
tile pentru citologie, biochimie si bacteriologie.

Stocare si transportare:

Verificarea datelor de identificare a probei si completarea fisei de in-
sotire a prelevatului

Transportarea probelor la laborator si prelucrarea lor cat mai curand
posibil; ideal Tn 10 min. pana la 1 h (temporizarea examinarii duce la
distrugerea celulelelor).

Daca transportarea necesita mai mult de 1 h, probele LCR pentru bac-
teriologie trebuie sa se transporte la 35°C, niciodata la frig (refrige-
rarea prelevatului omoara meningococii si hemofilii), siin general fara
mediu de transport. Numai cantitatea necesara a probelor biochimice/
imunologice se stocheaza la frigider.

Tn cazul In care este necesar transportul, sunt de preferat mediile bi-
fazice (mediul T-1)

Probele de LCR pentru diagnosticul imunologic si virologic nu nece-
sitd mediu de transport. Acestea pot fi transportate la +2°.+8°C, in
interval de 48 h, sau la- 70°C pentru perioade mai lungi.

Transportarea se va face in containere speciale, cu respectarea pro-
cedurii de transportare pentru substante de diagnostic sau substante
infectioase.
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Pentru bacteriologie

e prelucrarea LCR trebuie realizata cat mai curand posibil; ideal in 10
min. panala1h.
e aprox. 2 ml LCR se centrifugheaza 2000 rpm/20 min.:

- supernatantul va fi utilizat pentru decelarea antigenului bacterian
prin reactia de latex-aglutinare, iar restul se repartizeaza pentru
teste imunologice (vezi mai jos)

- sedimentul va fi utilizat pentru realizarea frotiurilor si inocularea pe
urmatoarele medii de cultura:

1) agar Columbia cu adaos de sdnge de berbec 5-7%, cu incubare in
atmosfera cu 5-10% CO, , la 35-37°C, pentru 48 de ore

2) agar chocolat, cu incubare in atmosfera cu 5-10% CO, , la 35-37°C,
pentru 48 de ore

3) agar lactozat, cu incubare Tn aerobioza, la 35-37°C, pentru 16-24 ore.

Identificarea izolatelor bacteriene obtinute se realizeaza conform proto-
colului intern.

e Restul LCR brut va fi repartizat, prelucrat si/sau stocat pentru teste de
biochimie, imunologie, biologie moleculara si virologie (vezi mai jos).

Tulpinile izolate vor fi insamantate in medii de stocare sau de transportare
care mentin viabilitatea culturii. Recipientele vor fi etichetate cu codul de
identificare al probei, data recoltarii.

Astfel, pentru:

Neisseria meningitidis si Haemophilus influenzae: recolteaza cultura
proaspata de pe o placa cu agar - sange sau agar chocolat cu ajutorul unui
tampon steril si plaseaza tamponul in mediul de transport Stuart sau Amies.
Eticheteaza tubul si trimite-| la laboratorul de referintd in maximum doud
zile, la temperatura camerei sau la +2°C ...+8°C, impreuna cu fisa de inso-
tire a prelevatului/tulpinii. Atentie; nu se pastreaza la 37°C si nu mai mult de
doua zile pana la inocularea mediului de transport!

Streptococcus: insamanteaza in profunzime in doua tuburi de sticld sau
tip Eppendorf, cu agar nutritiv 3%., Tmbogatit cu sange de berbec 5-7%.
Noteaza pe fiecare tub numarul unic de identificare al probei, data recoltarii,
rezultatul identificarii fenotipice. Se incubeaza la 37°C pentru 18-20 h, apoi
se pot stoca la +2°C...+8°C. Trimite-| la laboratorul de referinta la interval
de 2-3 saptamani impreuna cu fisa de Tnsotire.

Alte bacterii nepretentioase: insamantare in profunzime in doua tuburi de
sticla sau tip Eppendorf, cu agar nutritiv 3%.. Se noteaza pe fiecare tub
numarul unic de identificare al probei, data recoltarii, rezultatul identificarii
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fenotipice. Se incubeaza la 35-37°C pentru 18-20 h, apoi se pot stoca la
+2°C...+8°C. Se pot transporta la laboratorul de referinta in loturi mai mari,
cand se aduna probe, impreuna cu fisele de insotire.

Pentru teste imunologice:

o serepartizeaza 2 x 100 uL LCR brut sau supernatant / recipient (crio-
tub/tub Eppendorf)

e se congeleaza imediat (-20°C / -80°C)

Pentru biologie moleculara:
o serepartizeaza 2 x 400 uL LCR brut / recipient (criotub/tub Eppendorf)
» se congeleaza imediat (-20°C / -80°C)
Pentru virologie:
e se repartizeaza 2 x 100 uL LCR brut / recipient (criotub/tub Eppendorf)
» se congeleaza imediat (-20°C / -800C)

Il. SANGE
Momentul recoltarii: la internare

Metodologie de recoltare:

« recoltare sange fara anticoagulant, in vacutainer, in conditii de res-
pectare a normelor de sterilitate,

e coagulare la temperatura camerei sau in incubator de 37°C pentru
minimum 1 h,

« separare ser, care va fi utilizat pentru testele conventionale, precum si
pentru teste imunologice si serologice.

Pentru teste imunologice:

 repartizare 2 x 200 pL/recipient (tuburi Eppendorf sterile) in conditii
sterile (hota cu flux laminar, bec de gaz etc.);

o imediat congelare (-20°C).

« transport: pastrare si transportare la aceeasi temperatura (se va evita
decongelarea!); probele vor fi stocate la congelator si vor fi trimise
mai multe odata intr-un ambalaj care mentine temperatura necesara
(-20°C) sau in gheata carbonica.

Pentru teste de serologie (virologie):

« se repartizeaza in doua tuburi cate 0,5 ml/tub ser in conditii sterile
(hota cu flux laminar, bec de gaz etc.)

+ pastrare maximum 7 zile la +4...+8°C si maximum 30 de zile la -20°C,
« transportare: pe gheata carbonica sau la -20°C.
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Anexa 3

COLORATIA GRAM

Materiale necesare:

ansa bacteriologica

lame din sticla

prelevatul clinic sau cultura proaspata (18 — 24 h) a bacteriei de testat
stativ si cuva pentru colorare

solutie salina izotona/apa distilata

reactivi pentru coloratia Gram (cristal violet, soltia iodo-iodurata (lu-
gol), solutie decoloranta, fucsina bazica sau safranina)

Prepararea frotiului din prelevatul clinic (LCR):

1)

lama din sticla se degreseaza si se eticheteaza (nr. prelevat/cultura,
data prepararii etc.).
etalarea:

aplica pe lama 1-2 picaturi din depozitul obtinut prin centrifugarea
LCR.

2) intinde produsul pe o zona din mijlocul lamei prin miscari de rotatie,

pentru a obtine un frotiu in strat cat mai subtire si uniform etalat.
lasa frotiul etalat sa se usuce la temperatura camerei.

fixeaza frotiul uscat utilizand metoda fizica (trece lama prin flacara de
cateva ori, incercand gradul de incalzire pe dosul mainii), cu atentie
- pentru ca o temperatura mai mare poate distruge preparatul, iar, pe
de alta parte, o temperaturda mai mica nu realizeaza fixarea, preparatul
putand fi indepartat de pe lama Tn timpul colorarii.

Prepararea frotiului din cultura proaspata (18-24 h) a bacteriei de testat

1)

lama din sticla se degreseaza si se eticheteaza (nr. prelevat/cultura,
data prepararii etc.).

etalarea :

aplica pe lama o picatura de solutie salina izotona.

2) ia o portiune dintr-o colonie din cultura de examinat cu ansa bacteri-

ologica si emulsioneaza in picatura de solutie salind izotona.

3) intinde suspensia pe o zona din mijlocul lamei prin miscari de rotatie,
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pentru a obtine un frotiu in strat cat mai subtire si uniform etalat.
lasa frotiul etalat sa se usuce la temperatura camerei.

fixeaza frotiul uscat utilizand metoda fizica (trece lama prin flacara de
cateva ori, incercand gradul de incalzire pe dosul mainii), cu atentie
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- pentru ca o temperatura mai mare poate distruge preparatul, iar, pe
de alta parte, o temperaturd mai mica nu realizeaza fixarea - prepara-
tul putand fi Indepartat de pe lama in timpul colorarii.

Coloratia Gram:
» acopera frotiul fixat cu colorantul cristal-violet pentru 1 min.
« scurge colorantul si spala usor cu apa rece de robinet, scurge excesul
de apa.
« acopera frotiul pentru 2 min. cu solutie mordanta - lugol.
« Tnlatura mordantul prin spalare usoara cu apa rece de robinet.

« decoloreaza frotiul cu ajutorul solutiei decolorante — 30 - 60 sec.
(pana ce solventul care se scurge de pe lama este incolor).

e spala lama cu apa rece de robinet.

o recoloreaza frotiul cu fucsina bazica sau safranina pentru 30-60 sec.
(pentru hemofili 1-2 min.).

e spald lama cu apa rece de robinet.

e usuca lama cu hartie absorbanta sau lasa sa se usuce la temperatura
camerei.

e examineaza frotiul la microscop.

Criterii de interpretare:

« Bacteriile gram-pozitive retin complexul colorant violet-iod (datorita
structurii peretelui celular) si impiedica decolorarea, astfel incat bac-
teriile raman colorate 1n violet.

« Bacteriile gram-negative nu retin complexul colorant violet-iod, se
decoloreaza si se recoloreaza cu contracolorantul, care este rosu,
astfel aceste bacterii apar colorate in rosu.

Controlul de calitate:

Saptamanal se realizeaza controlul de calitate al colorantilor Gram: se co-
loreaza frotiuri realizate din culturi de 18 — 24 h din germeni gram-pozitivi
(S. aureus ATCC 25923) si gram-negativi (E. coli ATCC 25922). Noteaza in
caietul de lucru si in caietul pentru coloratii.

Este acceptata coloratia Gram atunci cand tulpinile de control se coloreaza
conform criteriilor de interpretare.
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Anexa 4
TESTUL DE LATEX-AGLUTINARE

Testul de latex-aglutinare este utilizat pentru detectarea, direct din prele-
vatul clinic (LCR), a antigenelor specifice de specie/serogrup/serotip (Pas-
torex Biorad meningitis kit, BD Directigen™ Meningitis Combo Test kit etc.)
a unor bacterii care provoaca MBA:

1. N. meningitidis — serogrupurile A, B, C, W135, Y
2. H. influenzae tip b

3. S. pneumoniae

4. S. agalactiae (streptococ grup B)

Principiu: antigenul prezent in materialul de testat este identificat cu aju-
torul particulelor de latex pe suprafata carora sunt adsorbiti anticorpii spe-
cifici. Aceste particule se aglutineaza puternic in prezenta antigenului omo-
log, sau raman in suspensie omogena Tn absenta acestuia.

Prezentare:
R1: N. meningitidis B/E coli K1
R2: N. meningitidis B/E coli K1 - control negativ
R3: H. influenzae b
R4: S. pneumoniae
R5: SGB
R6: N. meningitidis A
R7: N. meningitidis C
R8: N. meningitidis Y/W 135
R9: Control negativ polivalent
R10: Control pozitiv polivalent

Mod de lucru:

Esantioane: LCR, ser, urina, hemocultura, tulpini bacteriene izolate pe me-
dii In placi

I. LCR

« Tn cazul LCR foarte tulbure sau cu o cantitate importanta de hematii -
centrifugheaza pentru 5 min. la 350 g si decanteaza supernatantul.

o Fierbe proba 3 min. la 100°C (incubator sau baia de apa).

o Lasa sa se raceasca la temperatura camerei, apoi centrifugheaza
5 min. la 3000 g sau filtreaza cu filtru de 0,45 um.

e Din supernatant pune cate o picatura in fiecare cerc al cardului de
aglutinare.
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« Omogenizeaza bine reactivii latex.

« Adauga cate o picatura din fiecare reactiv, tinand flaconul in pozitie
verticald, urmand repartizarea indicata: R9, R6, R7, R1, R2 in cercurile
albe si R8, R3, R4, R5 in cercurile negre.

« Amestecati reactivul latex si esantionul cu ajutorul unui stic; schimba
sticul pentru fiecare latex.

 Agita cardul printr-o miscare de rotatie (120 rpm) timp de 10 min.
« Citeste cu ochiul liber sau lupa sub o lumina buna
« Arunca sticurile si cardurile in saci autoclavabili.

Il. Ser proaspat:
o Adauga 3 vol. de diluant R11 (1,5 ml) la un vol. ser (0,5 ml).
. Tncélzeste esantionul 3 min. la 100°C (incubator sau baie de apa).
« Centrifugheaza 5 min. la 3000 g.
o Testeaza supernatantul ca LCR tratat.

l1l.Urina:

« Pentru a creste concentratia de antigen, prelevatul poate fi concen-
trat pana la 25 ori cu 0 membrana tip Amicon B-15 (Amicon Franta).

. Tncélze$te esantionul 3 min. la 100°C (incubator sau baie de apa).
o Centrifugheaza 5 min. la 3000 g.
o Testeaza supernatantul ca LCR tratat.

IV.Hemocultura:

« Verifica morfologia si efectueaza o coloratie Gram pentru o orientare

prezumptiva.

o Preleveaza 1-2 ml din hemocultura pozitiva.

« Centrifugheaza 5 min. la 3000 g.

o Testeaza supernatantul ca LCR tratat.

« Observa aparitia unei aglutinari in 5 min.
Anumite medii de culturd pot antrena reactii nespecifice sau probleme de
lizibilitate. In caz de nesiguranta, testeaza paralel un bulion de hemocultura

inoculat cu sange steril sau contaminat cu un germene diferit de cei detec-
tati cu trusa Pastorex Meningitis.

V. Serogruparea tulpinilor bacteriene izolate pe medii de cultura:
« Verifica morfologia - coloratia Gram.
o R. oxidazei la bacterii G (-): (+) pentru N. meningitidis; (-) pentru E. coli
o R. catalazei la bacterii G (+): Nu se testeaza tulpinile catalaza (+)
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Tulpinile de S. pneumoniae necapsulate nu pot fi identificate prin
aceasta tehnica.

Prelevati 2-3 anse bacteriene si puneti-le in 0,5 ml ser fiziologic steril,
pana se obtine o suspensie laptoasa.

Centrifugheaza 5 min. la 3000 g.

Testeaza supernatantul ca LCR tratat.

Observa aparitia unei aglutinari in 2 min.

Confirma identificarea speciei prin teste biochimice conventionale.

VI. Streptococii grup B, colonii a-hemolitice

Pune Tn suspensie 5 col. Tn 2 ml bulion Todd Hewitt.

Incubeaza la 37°C pentru 2-3 h.

Centrifugheaza 5 min. la 3000 g.

Testeaza supernatantul ca LCR tratat.

Observa aparitia unei aglutinariin 1 min.

Confirma identificarea speciei prin teste biochimice conventionale.

VII. Interpretarea rezultatelor

Reactie pozitiva: aglutinare vizibila cu ochiul liber.

Intensitatea aglutinarii si timpul de aparitie sunt in functie de concen-
tratia antigenului din esantionul testat.

Aparitia unei discordante intre detectarea pozitiva a antigenului si cul-
tura negativa poate fi explicata prin absenta bacteriei viabile in esan-
tionul inoculat Tn mediul de cultura (transport inadecvat pentru su-
pravietuirea bacteriilor fragile sau antibioterapie inainte de recoltarea
probelor biologice).

O reactie pozitiva cu latex anti N. meningitidis B / E. coli K1, la un nou
nascut sau prematur indica, in majoritatea cazurilor, o infectie cu E.
coli K1. La o persoana mai in varsta este mai probabil N. meningitidis.
Cultura esantionului trebuie sa permita o confirmare de diagnostic.

VIil. Controlul de calitate:
a) dupa agitare, solutiile de latex trebuie sa fie perfect omogene;
b) martorul pozitiv polivalent R10 permite verificarea imunoreactivitatii

fiecarui latex;

c) solutia salina fiziologica permite verificarea absentei autoaglutinarii

fiecarui latex;

d) reactivii latex nu trebuie utilizati daca ei nu reactioneaza cu R10 sau
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cand prezinta o autoaglutinare.
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Anexa 5
TESTUL OXIDAZEI

Principiu: Testul oxidazei detecteaza prezenta enzimei citocromoxidaza si
este util pentru diferentierea speciilor Neisseria si Haemophilus de speciile
Streptococcus. Speciile Haemophilus si Neisseria poseda enzima citocrom-
oxidaza (oxidaza pozitiv), In timp ce speciile de Streptococcus nu (oxidaza
negativ). Sub actiunea citocromoxidazei, diclorhidratul de N,N,N’N'-tetra-
metil-p-fenilendiamina serveste ca donor de electroni la citocromoxidaza.
Daca un organism poseda enzima este oxidata, rezultand o schimbare ime-
diata a culorii de la incolor la albastru (sau violet-inchis).

Reactivi si medii
1. Medii in placi necesare pentru cresterea microorganismelor
2. Benzi/discuri de oxidaza

Consumabile
1. Anse bacteriologice doar din plastic sau platina
2. Punga pentru deseuri cu risc biologic
3. Cutii Petri

Pregatirea probei
1. Testul se efectueaza utilizand cultura pura de 24 de ore.

Procedura de testare

1. Pentru a minimiza posibila raspandire a contaminarii, asezati banda/
discul de oxidaza intr-o cutie Petri.

2. Cu o ansa bacteriologica, repicati o colonie pe banda/discul de oxida-
za si observati schimbarea culorii in 30 de secunde.

Nota: Pot fi testate mai multe izolate pe o singurd banda de oxidaza — aveti grija sa
aplicati bacteriile pe portiuni separate ale benzii, care nu se suprapun.

3. Dupa finalizarea procedurii, banda/discul si cutia Petri se arunca in-
tr-un sac de deseuri cu risc biologic.

Interpretarea rezultatelor

Test pozitiv: schimbarea culorii in albastru sau violet-inchis timp de 30 de
secunde.

Test negativ: absenta culorii timp de 30 de secunde. O schimbare de culoa-
re dupa 30 de secunde este interpretata ca un rezultat negativ.
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Test pozitiv Test negativ
Specia microbiana Oxidaza
Neisseria meningitidis +
Haemophilus influenzae +

Streptococcus pneumoniae -
Pseudomonas aeruginosa +
Escherichia coli -

Limitari ale testului

1. Nu utilizati ansa din nicrom sau de fier pentru a efectua testul, deoa-
rece poate duce la rezultate fals pozitive.

2. Coloniile mai vechi de 18-24 de ore pot produce reactii mai slabe.

3. Bacteriile trebuie sa fie cultivate pe un mediu agarizat adecvat hainte
de efectuarea testului la oxidaza.

4. Testul oxidazei nu trebuie efectuat pe colonii crescute pe medii care
contin concentratii mari de glucoza, deoarece fermentatia glucozei
poate inhiba activitatea oxidazei.

5. Utilizati medii neselective si nediferentiale pentru a asigura rezultate
valide ale testului.

Controlul calitatii
Martor pozitiv: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Martor negativ: Escherichia coli ATCC 51739
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Anexa 6
TESTUL CATALAZEI

Principiu: Unele bacterii produc catalaza, o enzima care faciliteaza detoxi-
fierea celulara. Catalaza neutralizeaza efectele bactericide ale peroxidului
de hidrogen (H,0,) prin descompunerea H,0, in apa (H,0) si oxigen (O,).
Aparitia bulelor de gaz in timpul reactiei se datoreaza producerii si eliberarii
de oxigen, care reprezinta o reactie pozitiva a catalazei.

2 H,0, + Catalaza — 2 H,0 + O,

Testul catalazei poate fi utilizat pentru a face diferentierea intre cocii
gram-pozitivi, cum ar fi stafilococii (catalaza pozitiva) si streptococii/ente-
rococii (catalaza negativa).

Reactive si medii
1. Medii in placi necesare pentru cresterea microorganismelor

2. Solutie 3% peroxid de hidrogen (sensibila la lumina — se pastreaza la
frigider intr-o sticla intunecata)

Consumabile
1. Anse de inoculare sau tampoane din poliester
2. Pipeta Pasteur
3. Tuburi de 5 ml sau lame din sticla
4. Recipient pentru obiecte ascutite cu risc biologic
5. Punga pentru deseuri cu risc biologic

Pregatirea probei
1. Testul se efectueaza utilizand cultura pura de 24 de ore.
2. Tuburile/lamele se eticheteaza cu numarul de identificare al probei.

Procedura de testare

1. Metodain tub (este maiindicata din punctul de vedere al biosecuritatii
comparativ cu metoda pe lama, deoarece in timpul reactiei se produc
aerosoli, care sunt mai bine retinuti intr-un tub decat pe lama).

a. Folosind o ansa bacteriologica, se colecteaza cateva colonii, care
se aplica la baza tubului.

Aveti grija sa NU transferati bucati de mediu, in special geloza-sange.
Se adauga 4-5 picaturi de 3% H,0, in tub.

Tubul se Inchide rapid.

Citirea rezultatului.

® oo o
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2. Metoda pe lama (se recurge la aceasta metoda numai daca nu sunt
disponibile tuburi de 5 ml).

a. Folosind o ansa bacteriologica, se colecteaza cateva colonii, care
se aplica pe o lama din sticla.

b. Aveti grija sa NU transferati bucati de mediu, in special geloza-sange.
c. Se adauga 4-5 picaturi de 3% H202 pe lama.
d. Citirea rezultatului.

Interpretarea rezultatelor

Test pozitiv: Aparitia bulelor de gaz pana la efervescenta imediat dupa ada-
ugarea de H,0,.

Test negativ: Absenta bulelor de gaz la 20 de secunde dupa adaugarea de
H,0.,.

Testul catalazei: a) metoda pe lama, b) metoda in tuburi

Limitari ale testului

1. Catalaza este exprimata numai de cultura vie de microorganisme. Prin
urmare, nu se testeaza culturi mai vechi de 24 de ore, ceea ce poate
duce la rezultate fals negative.

2. Eritrocitele din placile de agar-sange poseda enzima catalaza.

3. Selectarea coloniilor cu o ansa metalica poate duce la rezultate
fals-pozitive.

Controlul calitatii
Martor pozitiv: Staphylococcus aureus ATCC 6538
Martor negativ: Streptococcus pneumoniae ATCC 6305
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Anexa 7
PRODUCEREA DE ACID PRIN UTILIZAREA CARBOHIDRATILOR

Testele de utilizare a carbohidratilor se realizeaza pentru identificarea de
specie a microorganismelor din genul Neisseria. Aceste microorganisme
produc acid din carbohidrati prin oxidare.

Materiale necesare:
o tulpina de testat in cultura pura.
« mediile cu glucide.
» ansa bacteriologica.

Prepararea mediului cu glucide

1) La mediul agar baza cistine-tripticase se adauga diferiti carbohidrati
pana la concentratia finala de 1%.

2) Pentru a confirma o tulpina ca N. meningitidis se utilizeaza un set de
4 tuburi, fiecare continand un glucid: glucoza, maltoza, lactoza si za-
haroza. Mediul cu glucid este turnat in panta.

3) In mediu este inclus un indicator - rosu fenol, care este sensibil la
modificarea pH-ului: dezvolta culoarea galbena in prezenta acidului,
la pH < 6,8.

Procedura propriu-zisa:
» Repica, cu ajutorul ansei bacteriologice, o colonie din cultura proas-
patd si insdmanteaza un spot pe mediul in panta.
« Incubeaza in aerobioza (fara CO,) la 35°C; incubeaza pentru cel putin
72 de ore inainte de a da un rezultat negativ.

Citirea si interpretarea

« Reactie pozitiva: dezvoltarea culturii bacteriene si virarea culorii me-
diului la galben indica producerea de acid.

« Reactie negativa: dezvoltarea culturii bacteriene si neschimbarea cu-
lorii mediului; rezultatul negativ nu trebuie interpretat inainte de 72
ore de incubare.

N. meningitidis oxideaza glucoza si maltoza, dar nu si lactoza si zaharoza.
N. gonorrhoeae oxideaza numai glucoza.

N. sicca oxideaza glucoza, maltoza si zaharoza.

N. lactamica oxideaza glucoza, maltoza si lactoza.

Moraxella catarrhalis nu fermenteaza niciunul din glucidele sus-mentionate.
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Utilizarea carbohidratilor de unele specii ale genurilor Neisseria si Moraxella

PRODUCEREA DE ACID DIN
SPECIA
glucoza maltoza lactoza zaharoza
Neisseria meningitidis + + - -
Neisseria gonorrhoeae + - - -
Neisseria sicca + + - +
Neisseria lactamica + + + -
Moraxella catarrhalis - - - -

Pentru identificarea tulpinilor de N. meningitidis si H. influenzae, se pot uti-
liza si sisteme comerciale, ca de ex. ApiNH sau carduri in sisteml VITEK 2C
(BioMerieux).
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Anexa 8

TESTE SEROLOGICE PENTRU IDENTIFICAREA
PE BAZA CARACTERELOR ANTIGENICE

Se realizeaza identificarea de grup si tip a tulpinilor bacteriene.

1. Identificarea de serogrup a N. meningitidis

Determinarea apartenentei tulpinilor de N. meningitidis la un anumit sero-
grup, folosind seruri antimeningococice pentru serogrupele A, B, C, H, |, K,
L, X, Y, Z, W135 si E29. Serogrupele care cauzeaza cel mai frecvent menin-
gitasunt A, B, C, W135 si V.

Materiale necesare:

tupina de testat in cultura pura
placi cu geloza Mueller-Hinton cu adaus de 5-7% sange de berbec

trusa cu seruri polivalente (It A+ B+ C; Il: X+ Y + Z + W135 + E29) si
monovalente specifice de grup

ansa bacteriologica
pipete Pasteur
lame din sticla

lupa

Procedura propriu-zisa

Utilizeaza cultura pura de 18-24 h pe mediul Mueller-Hinton cu sénge.

Pune cate o picatura din serurile polivalente | si Il si o picatura de so-
lutie salina izotona (martor pentru autoaglutinare).

Prepara aproximativ 1 ml suspensie foarte densa in solutie salina izo-
tona din cultura de testat.

Depune cate o picatura din suspensia bacteriana preparata alaturi de
picaturile de ser polivalent si solutie salina izotona.

Omogenizeaza fiecare picatura din suspensia bacteriana cu serul po-
livalent corespunzator si solutia salina izotona cu ajutorul ansei bac-
teriologice.

Agita lama din sticla prin miscari de rotatie si inclinare pentru a com-
pleta amestecarea reactantilor.

Urmareste pe fond negru aparitia sau lipsa aglutinarii.

Urmareste lipsa aglutinarii suspensiei bacteriene cu solutia salina izo-
tona (martor pentru autoaglutinare).

Urmareste prezenta unei aglutinari vizibila cu ochiul liber, aparuta in
interval de 1 min., cu unul dintre cele doua seruri polivalente.
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Continua reactia de aglutinare cu serurile monovalente continute in
serul polivalent care a determinat aglutinarea.

Serogrupul tulpinii de N. meningitidis va fi dat de serul monovalent
care a aglutinat cu suspensia bacteriana testata.

Interpretarea rezultatelor

Test pozitiv: aglutinare evidenta cu unul dintre serurile polivalente si,
respectiv, monovalente si lipsa aglutinarii cu solutia salina izotona.

Test negativ: lipsa aglutindrii cu cele doua seruri polivalente si cu so-
lutia salina izotona.

Tulpina autoaglutinabila: lipsa aglutinarii cu serurile polivalente si pre-
zenta aglutinarii cu solutia salina izotona.

Tulpina poliaglutinabila: prezenta aglutinarii cu ambele seruri poliva-
lente si lipsa aglutinarii cu solutia salina izotona.

2. Reactia de latex-aglutinare pentru serotiparea S. pneumoniae

Determinarea apartenentei tulpinilor de S. pneumoniae la un anumit serotip
se realizeaza printr-o reactie rapida de aglutinare pe lama intre seruri hipe-
rimune antipneumococice specifice de tip si suspensia bacteriana in solutie
salind izotona sau supernatatul unei culturi in mediu lichid.

Materiale necesare:

Cultura bacteriana de testat, proaspata, pe placa cu geloza Columbia
cu sange sau in mediu lichid.

Seruri aglutinante specifice de tip antipneumocaocice.
Pipete Pasteur.

Ansa bacteriologica.

Lame din sticla

Solutie salina izotona (NaCl 0,85%).

Tehnica de lucru:

1.

587

Colonii izolate pe geloza Columbia cu sange:
depune pe o lama din sticla mai multe picaturi de solutie salina izotona.

repica colonii a-hemolitice suspecte si omogenizeaza-le in fiecare din
picaturile de solutie salina.

adauga cate 1 picatura din serurile antipneumococice specifice de tip
peste cate o picaturd de suspensie bacteriana.

agita lama prin miscari usoare de rotatie.

. Cultura pura de 18 h in mediu lichid (bulion cord creier, BHI):

centrifuga 1ml din cultura proaspata 10 min. la 2000 rpm.
cu supernatantul realizeaza reactia de aglutinare descrisa mai sus.

r . DIAGNOSTICUL MENINGITELOR BACTERIENE ACUTE




Citire si interpretare:

Reactie negativa: suspensie omogena sau aparitia unei usoare aglutinari
care nu se intensifica Tn urmatoarele 2 min.

Reactie pozitiva: aparitia unei aglutinari nete Th mai putin de 2 min.
Tulpinile de pneumococ care nu contin antigen capsular nu pot fi identifica-
te printr-o tehnica imunologica.

Controlul de calitate:

Fiecare nou lot de antiser este testat cu un antigen corespunzator
pentru controlul pozitiv si cel negativ; dupa verificare, se repartizea-
za In parti corespunzatoare pentru lucru si se stocheaza la -50°C...-
80°C; se eticheteaza fiecare parte cu tipul antiserului, numarul de lot,
data stocarii si data primirii.

Antiserul de lucru este decongelat, etichetat cu data decongelarii,
data expirarii (6 luni dupa decongelare) si numarul lotului.

Antiserul pentru lucru este testat lunar cu antigenul corespunzator
pentru controlul pozitiv si cel negativ.

Antiserul de lucru se pastreaza la +2°C...8°C, cand nu se utilizeaza
imediat.

3. Reactia de aglutinare pe lama (RAL) pentru serotiparea H. influenzae
Materiale necesare:

cultura pura, proaspata (18-24 ore) de H. influenzae de pe mediu spe-
cific (geloza chocolat);

seruri aglutinante H. influenzae a, b, c, d, e, f si polivalent obtinute prin
imunizarea iepurilor;

ansa bacteriologica;

solutie salina izotona (NaCl 0,85%);

doua lame din sticla, bine curatate si degresate;
pipete Pasteur;

tuburi 12/120 mm.

Procedura:

se efectueaza o suspensie densa dintr-o cultura pura de 18-24 ore de
pe mediu geloza chocolat in 0,5 ml solutie salina (NaCl 0,85%).

pe doud lame din sticld curate, flambate in momentul utilizarii, se re-
partizeaza:

picatura solutie salina (NaCl 0,85%);
o picatura ser polivalent;
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o cate o picatura din serurile tip a, b, ¢, d, e, f.

e se repartizeaza apoi cate o picaturad din suspensia bacteriana.

e Se omogenizeaza, apoi se agita usor prin rotire, avand grija sa nu se
uneasca picaturile.

« se urmareste aparitia aglutinarii in maximum doua minute.

Citire: se citeste la lumina, pe fond negru. Aglutinarea se noteaza astfel:
e grunji fini si rari: +
« grunji fini si frecventi: ++
e grunji mari: +++
 grunji voluminosi cu lichid clar: ++++

Interpretare:
« absenta aglutinarii In toate picaturile = tulpina netipabila (NT);
 aglutinare n toate picaturile = tulpina autoaglutinabila;

e aglutinare cu +....++++ n picatura cu ser polivalent si ++....++++ Intr-o
alta picatura de ser monovalent = tulpina apartine serotipului respectiv;

 aglutinari Tn mai multe picaturi, dar de intensitati diferite = tulpina
apartine serotipului unde aglutinarea a fost mai rapida si mai intensa.

Din ratiuni clinice si economice, se efectueaza un screening al izolatelor: se
testeaza mai intai izolatul cu solutie salina si ser polivalent;

Daca rezultatul acestei testari este:
- solutie salina: negativ (=)
— ser polivalent: ++++,

se testeaza mai departe cu serotip b; daca rezultatul este negativ (-), se
testeaza pentru restul serotipurilor.

Controlul de calitate:

o Fiecare nou lot de antiser este testat cu un antigen corespunzator
pentru controlul pozitiv si negativ; dupa verificare, se repartizeaza in
parti corespunzatoare pentru lucru si se stocheaza la -50°C...-80°C;
se eticheteaza fiecare parte cu tipul antiserului, numarul de lot, data
stocarii si data primirii.

» Antiserul de lucru este decongelat, etichetat cu data decongelarii,
data expirarii (6 luni dupa decongelare) si numarul lotului.

o Antiserul pentru lucru este testat lunar cu antigenul corespunzator
pentru controlul pozitiv si cel negativ.

o Antiserul de lucru se pastreaza la +2°C...8°C, cand nu se utilizeaza
imediat.
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Anexa 9

TESTUL SENSIBILITATII LA OPTOCHIN

Testul sensibilitatii la optochin se aplica pentru diferentierea prezumtiva a
S. pneumoniae de streptococii viridans. Acest test se realizeaza cu ajutorul
discurilor de 5 pg clorhidrat de etilhidrocupreina.

Majoritatea pneumococilor sunt sensibili la optochin, in timp ce streptococii
viridans sunt rezistenti. Specificitatea testului este de peste 90%.

Materiale necesare:

« tulpina de testat Tn cultura pura.

« discuri de optochin, care contin de 5 pg ethylhydrocupreina (cu @
discului de 6 sau 10 mm).

e pensa/dispenser.

« ansa bacteriologica.

e placad cu geloza nutritiva cu adaos de sange de oaie 5% (preferabil
geloza Columbia).

Procedura propriu-zisa

e repica 3-4 colonii suspecte din cultura prelevatului.

« descarca-le In 3-4 sectoare separate, in striuri paralele stranse, pe
geloza Columbia cu 5% sange de oaie.

e plaseaza cu ajutorul unei pense sterile, in mijlocul fiecarei arii Tnsa-
mantate, cate un disc de optochin.

s incubeaza peste noapte la 35-37°C in atmosfera cu 5% CO,,.

e interpreteaza rezultatele.

Citirea si interpretarea
« Masoara diametrul zonei de inhibitie Tn jurul discului de optochin.
Test pozitiv: diametrul zonei de inhibitie a cresterii = 14 mm
(@ discului = 6 mm),
Test negativ: diametrul zonei de inhibitie a cresterii = 16 mm
(@ discului = 10 mm).

o Tulpina este S. pneumoniae incert (cu necesitatea realizarii testului
bilolizei), atunci cand avem:
- diametrul zonei de inhibitie a cresterii intre 9-13 mm
(@ discului = 6 mm),
- diametrul zonei de inhibitie a cresterii < 16 mm
(@ discului = 10 mm).

o O tulpina nu este S. pneumoniae atunci cand avem:
- absenta zonei de inhibitie a cresterii.

Controlul de calitate
Martor pozitiv: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Martor negativ: Streptococcus viridans.
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Anexa 10
TESTUL BILOLIZEI

Testul bilolizei este recomandat pentru testarea tulpinilor de streptococi
a-hemolitici care au diametre mici ale zonelor de inhibitie a cresterii, in ca-
zul testarii sensibilitatii la optochin.

Bila sau sarurile biliare activeaza autolizina N-acetilmuramil-L-alaninamidaza,
determinand liza culturilor de S. pneumoniae prin atacarea peptidoglicanului.

Materiale necesare:
o cultura proaspata pura de testat.
e tuburi12/120 mm.
e ansa bacteriologica.
 solutie salina izotona (8,5% NaCl).
 solutie 10% dezoxicolat de sodiu.

Procedura propriu-zisa:
« pregateste o cultura proaspata de 18-24 h a tulpinii de testat pe gelo-
za cu 5% sange de oaie.

« realizeaza din aceasta cultura o suspensie in 1 ml solutie salina izoto-
na, cu densitatea ~ 0,5-1,0 McFarland.

« Tmparte suspensia obtinuta in doua parti egale ( ~ 0,5 ml/tub).

e adauga intr-un tub 3-4 picaturi din solutia 10% dezoxicolat de Na,
celalalt tub fiind martorul (M).

 agita usor tuburile si incubeaza-le la 35-37°C pana la 30 min.

Citirea si interpretarea:

Test pozitiv (S. pneumoniae (+)): clarificarea suspensiei din tubul cu
dezoxiolat, dar nu si in tubul cu apa distilata.

Test negativ (S. pneumoniae (-)): opacitate identica in cele doua tuburi.

Interpretarea testelor combinate: optochin - biloliza:
e S. pneumoniae (+): optochin (+); biloliza (+)
optochin incert; biloliza (+)
e S. pneumoniae (-): optochin (-)
optochin (-); biloliza (-)
optochin incert; biloliza (-)
Controlul de calitate:
Martor pozitiv: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Martor negativ: Streptococcus viridans.
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Anexa 11

A) IDENTIFICAREA NEISSERIA MENINGITIDIS

Schema de identificare a tulpinilor de N. meningitidis

Prelevat steril

17 (de ex. LCR/sange) 1

[ tnoculare pe GS sau GC | Frotiu Gram din LCR pentru
luarea deciziilor clinice

hd |

Colonii tip S, umede pe ¢ ¢
GS sau GC - - -
Diplococi Altad morfologie sau
l gram-negativi culoare = nu este
| Testul oxidazei | = N. meningitidis N. meningitidis

I

Test pozitiv Testnegativ || Nueste N. meningitidis

'

Teste de utilizare a carbohidratilor
(glucoza, maltoza, zaharoza s1 lactoza)

[
v 4

Producerea de acid din Lipsa producerii de acid din glucozi
glucozi si maltozd = N. s1 maltozi si/sau producerea de acid —P| Nu este N. meningitidis
meningitidis din zaharoza si lactoza
v
Aglutinarea pe lama Teste suplimentare:
pentru determinarea * - determinarea sensibilitdtn la antimicrobiene
serogrupului - teste de biologie moleculari, etc
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B) IDENTIFICAREA STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Schema de identificare a tulpinilor de S. preumoniae

Colonii alfa-hemolitice 1

Prelevatul LCR/sange)

Toate cele 3 teste trebuie efectuate in paralel

Testul catalazei

Testul optochin

Streptococcus spp. dupi
rezultatele frotiului Gram si
testul catalazei

Diplococi gram-pozitivi Catalaza negativ Optochin sensibil Optochin rezistent
sau coci gram-pozitivi in (=14 mm @) (<14 mm @)
lanturi scurte
Identificati ca posibil Raportati

5. pneumoniae (cu
conditia cd este gram-|

Testul bilolizei

" Test pozitiv |
pozitiv, catalazo-

| Test negativ ‘

negativ) ] ]
Raportati Alti streptococt
S.pneumoniae o-hemolitici decat
S. pneumoniae

Determinarea

serotipului

C) IDENTIFICAREA HAEMOPHILUS INFLUENZAE

—

Schema de identificare a tulpi

de H. infl

Inoculare pe GC

Prelevat steril
(de ex. LCR/sdnge)

v

)

opace

Colonii mari, sferice,
incolore pind la gri,

v

luarea deciziilor clinice

Frotiu Gram din LCR pentru

I
. }

Cocobacili
gram-negativi =

culoare = nu este
H. influenzae

H. influenzae

Alta morfologie sau

Test pozitiv

Test negativ

ADI Nu este H. influenzae

:

Testarea cresterii in prezenta si lipsa factorilor de
crestere: hemind (factorul X) st NAD (factorul V)

+

v

Necesitd atit hemina
(factorul X) cat si NAD
(factorul V) pentru
crestere = H. influenzae

|

Nu necesitd hemini
(factorul X) si NAD
(factorul V) pentru
crestere

Nu este H. influenzae

Aglutinarea pe lama
pentru determinarea
serotipulun

Teste suplimentare:
- determinarea sensibilitatii la antimicrobiene;
- teste de biologie moleculari, etc
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Anexa 12
Metoda de preparare a mediului T-1 (Trans-Isolate)

Mediul T-I este un mediu bifazic, utilizat pentru cultivarea primara a N. me-
ningitidis, S. pneumoniae si H. influenzae din LCR si sange. Acesta poate fi
utilizat ca mediu de crestere, precum si de transport (fig.17).

Necesar:

A) Flacoane din sticla cu capac de cauciuc, fixat cu capac metalic. Se utili-
zeaza flacoane cu volum de 20 sau 30 ml, cu conditia ca volumul fazelor
lichida si solida ale mediului sa constituie o jumatate din capacitatea fla-
conului.

Diluent pentru fazele lichida si solida:

acid 3- (N-morpholino) propaneosulfonic

(MOPS) sol. tampon 0,1 M, pH 7,2 20,939

Apa distilata sterila panala 1000 ml dupa ajustarea pH-uluila 7,2 cu NaOH

B) Faza solida:

Carbune activat 20g9
Amidon solubil 249
Agar (Difco) 10,0 g

Suspenda componentele fazei solide in 500 ml de sol. tampon MOPS,
amestecand cu o bar3. in timp ce se amestec3, pentru a mentine carbunele
in suspensie, distribuie cate 5,0 ml in flaconul de 20 ml. Flacoanele se n-
chid cu capac de cauciuc steril, fixat cu capac metalic si se autoclaveaza la
temperatura de 121°C timp de 20 minute. Dupa autoclavare, flacoanele se
racesc in pozitie Inclinata pentru a forma panta solida.

C) Faza lichida:
Bulion tripticaza soia (Difco) 30,09
Gelatina 10,0 g
sol. tampon MOPS 500,0 ml

Mediul se incalzeste pentru a dizolva gelatina si pentru a evita coagularea,
apoi se autoclaveaza la temperatura de 121°C timp de 15 minute.

Pentru a permite utilizarea mediului pentru hemocultura, se adauga aseptic,
cand este rece:

Polyanetholsulfonat de sodiu (SPS) 250,0 mg
Dizolva prin amestecare viguroasa in 5 ml de sol. tampon MOPS.
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Trece prin membrane filtrante (cu diametrul porilor de 0,22-u) pentru a ste-
riliza, inainte de a fi adaugat la mediu.

Aditiv optional: 10 ml de supliment de crestere (Vitex sau IsoVitaleX) poate
fi aditionat aseptic la mediul rece, pentru a stimula cresterea H. influenzae.
Alternativ, se adauga 0,1 ml supliment la un flacon de mediu T-I (1% din vo-
lumul ambelor faze), sau la un numar limitat de flacoane, daca este necesar.

D) Se repartizeaza aseptic cate 5 ml de bulion n fiecare flacon, care contine
faza solida. Se inchide cu capac de cauciuc steril fixat cu capac metalic.
Pentru fixarea capacului metalic se utilizeaza un instrument manual, n
cazul Tn care nu este disponibil un dispozitiv automatizat.

Flacoanele cu mediul T-1 pot fi stocate (la temperatura de 4°C) si utilizate
timp de cel putin 2 ani. La temperatura frigiderului, faza lichida a mediu-
lui devine gelatinoasd, Tns3 se re-lichefiaz3 la temperatura camerei. inainte
de utilizare, se face controlul sterilitatii mediului prin incubare la 35°C si
controlul cresterii meningococilor. Inainte de inoculare, flacoanele se prein-
calzesc Tn termostat (35°C-37°C) sau sunt lasate sa ajunga la temperatura
camerei (25°C -30°C).

Mediul T-I (Trans-Isolate)
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Anexa 13
NUMARAREA LEUCOCITELOR

Principiu — se determina cu ajutorul microscopului si al camerei de numarat
a numarului de leucocite in LCR necentrifugat dupa distrugerea eritrocitelor.

Reactivi: reactivul Samson.

Echipament
1. Microscop
2. Camera Fuchs-Rozenthal.

Nota:
1. Deoarece LCR poseda mari capacitati citolitice, numararea leucocitelor cere
0 executie rapidd, Tn primele 30 min. dupa punctie.

2. Celulele din LCR foarte repede se lipesc de peretii eprubetei, din aceste con-
siderente lichidul Tnainte de examinare trebuie agitat bine.

Tehnica de lucru

Se introduce intr-un tub cu o pipeta o picatura de reactiv Samson si 10
picaturi lichid. Reactivul Samson hemolizeaza eritrocitele si coloreaza leu-
cocitele. Pentru colorarea mai pronuntata a celulelor lichidul se agita si se
lasa pe timp de 10-15 min. Dupa agitare se umple camera Fuchs-Rozenthal.
Camera este compusa din 16 patrate mari. Adancimea camerei este de 0,2
mm, volumul total — 3,2 mkl (mm?3). Se numara leucocitele In toate 16 pa-
trate. Numarul leucocitelor numarate se imparte la 3,2 (volumul camerei) si
se inmulteste cu 1,1. Astfel, aflam numarul de leucocite intr-un mkl (mm?)
de lichid. Practic, cifra de leucocite numarate in 16 patrate se imparte la 3.
n cazurile cand LCR este tulbure Tnainte de umplerea camerei se dizolva
(1:10), cifra primita se Tnmulteste cu dilutia.

Pentru a transforma rezultatele in unitati SI (numarul de celule intr-un litru
LCR, cifra gasita in 1 mm? se inmulteste cu 10° /L.

Posibile erori pot aparea la pastrarea indelungata a LCR.

Valori normale pentru lichidul recoltat prin punctia lombara:
nou-nascuti - 0 — 30 celule/mkl;
1-5 ani — 0-20 celule/mkl;
6-18 ani - 0-10 celule/mkl;
adulti — 0-5 celule/mkiI.
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Interpretarea rezultatelor. Majorarea numarului de leucocite n lichid poarta
numirea de pleocitoza. Pleocitoza prezintd un simptom important al proce-
selor inflamatoare ale tunicilor meningiale, in special al meningitelor bacte-
riane sau al afectiunilor organice ale sistemului nervos central (encefalite,
abcese cerebrale s.a.).

Pot fi separate cateva grade de pleocitoza:

1. Usoara 5-50 x 108/l
2. Moderata 51-200 x 109/l
3. Majora 200 -700 x 109/l

4. Extrem de majora  mai mult de 1000 x 109/I.

Pleocitoza pronuntata este caracteristica pentru meningitele purulente,
pleocitoza usoara si moderata pentru meningitele virale, tuberculoase. in
cantitati mici, leucocitele pot fi depistate Th meningite seroase, neurosifilis,
tumori, encefalite.
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Anexa 14

Fig. 1. Colonii de Neisseria meningitidis

Fig. 3. Testul sensibilitatii la optochin Fig. 4. Colonii de Haemophilus influenzae

Staphylococeus
aureus

Haemophils
influenzae’, :

Fig. 5. Crestere satelita a Haemophilus Fig. 6. Crestere satelita a Haemophilus
influenzae striului de Staphylococcus aureus  influenzae 1anga suplimentul de factori XV
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