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MINISTERUL SANATATII, MUNCII SI PROTECTIEI SOCIALE
AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
. mun.Chisindu
WAA camaie 2021 a. L6
Cu privire la aprobarea Ghidului
»Di icul microbiologic al infectiilor tractului respirator”

5!

in vederea standardizarii si asigurdrii calitatii serviciilor medicale de laborator,
in temeiul prevederilor Hotararii Guvernului nr.694/2017 Cu privire la organizarea si
functionarea Ministerului Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale,

ORDON:

1. Se aprobd Ghidul ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului

respirator”, conform anexei.
2. Conducitorii prestatorilor de servicii medicale de laborator vor organiza

implementarea §i monitorizarea eficientei aplicdrii in activitatea practici a
prevederilor Ghidului ,,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator”.

3. Agentia Medicamentului §i Dispozitivelor Medicale va intreprinde misurile
necesare in vederea asigurarii pietii farmaceutice din Republica Moldova cu
medicamentele si dispozitivele medicale incluse in Ghidul ,Diagnosticul
microbiologic al infectiilor tractului respirator”.

4. Compania Nationald de Asigurari in Medicina:

1) va asigura finantarea serviciilor incluse in Ghidul ,,Diagnosticul microbiologic
al infectiilor tractului respirator”;

2)va organiza ghidarea de catre angajatii din subordine de prevederile Ghidului
»Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator” in procesul de
executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si calititii
serviciilor acordate de catre prestatorii contractati in sistemul asigurdrii obligatorii de
asistentd medical.

5. Agentia Nationald pentru Sénatate Publica va organiza:

1) evaluarea institutionalizarii Ghidului ,,Diagnosticul microbiologic al infectiilor
tractului respirator” in cadrul evaludrii si acreditarii prestatorilor de servicii medicale
de laborator;

2)evaluarea respectarii prevederilor Ghidului ,Diagnosticul microbiologic al
infectiilor tractului respirator” in cadrul controalelor efectuate in institutiile medico-

sanitare;

tractului respirator” pe pagina web a ANSP si acordarea suportului consultativ-
metodic in implementarea acestuia in activitatea prestatorilor de servicii medicale de

laborator.

6. Institutiile de invatiméint medical vor organiza implementarea Ghidului

»Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator” in activitatea didactici
a catedrelor respective.

7. Ghidul ,Diagnosticul microbiologic al infectiilor tractului respirator” se

plaseazi pe pagina WEB a Ministerului Sanitiitii, Muncii §i Protectiei Sociale.
8. Controlul executarii prezentului ordin mi-1 asum.

Secretar de Stat V," %0/ ﬁ (4 Tatiana ZATIC
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RAM
RSV
SBH-A
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TRS
TRI
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h ABREVIERI

Lavajul endotraheal

eng. Antimicrobial Susceptibility Testing
eng. Biosafety Level

Sindromul de suferinta respiratorie dobandita in comunitate
(eng. Community Acquired Respiratory Distress Syndrome)
eng. Community Acquired Pneumonia
Celule Epiteliale

Cytomegalovirus

Detectie fluorescenta a anticorpilor

eng. Enzyme-Linked Fluourescent Assay
eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
eng. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Fibroza chistica

Food and Drug Administration

eng. Hospital Acquired Pneumonia

Human Immunodeficiency Virus

Human Metapneumovirus

Metoda imunofluorescenta

Virus Herpes simplex

Infectiile respiratorii acute

Infectiile tractului respirator inferior

Eng. Lateral flow immunoassay

Lavaj bronhoalveolar aspirat

Multidrog Rezistente

Staphylococcus aureus meticilino-rezistent
Staphylococcus aureus meticilino-sensibil
eng. Nucleic Acid Amplification Test
Otorinolaringolog

Periajul bronsic protejat

Reactia de polimerizare in lant in timp real
Point of Care

Neutrofile polimorfonucleate

Rezistenta la antimicrobiene

Respiratory Syncytial Virus

Streptococul beta-hemolitic grup A

Teste imunologice rapide

eng. Turnaround time

Tract Respirator Superior

Tract Respirator Inferior

eng. Ventilator Associated Pneumonia
Varicella-Zoster Virus
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1 L . SCOPUL

Acest ghid descrie etapele: preanalitica, analitica si postanalitica de
investigare microbiologica a biosubstraturilor tractului respirator. Sunt
relatate principiile generale de testare a microorganismelor (bacterii,
fungi, virusuri, paraziti) considerate drept agenti etiologici ai infectiilor
tractului respirator si testele in functie de agentul etiologic potential
implicat in procesul infectios. Testele de diagnosticare rapida trebuie
luate Tn considerare si utilizate in urma validarii. O importanta majora
in acest ghid reprezinta si informatia care tine de interpretarea rezul-
tatelor investigatiilor microbiologice, utila in managementul corect al
infectiilor tractului respirator.

2 L . INTRODUCERE

Infectiile respiratorii sunt frecvente si contribuie semnificativ la o0 mor-
biditate si mortalitate inalta. Majoritatea pacientilor care solicita ingri-
jiri medicale pentru afectiuni respiratorii sunt tratati ambulatoriu sau in
departamente de urgenta, conducand astfel la costuri semnificative de
ingrijire medicala. Simptomele infectiilor tractului respirator provocate
de diversi agenti microbieni sunt similare, deseori prezentand dificiente
in stabilirea diagnosticului definitiv. in scopul stabilirii diagnosticului de-
finitiv al ITR se recomanda efectuarea testarilor de laborator in timp util.
Studiile au demonstrat ca diagnosticul rapid al ITR poate conduce la sca-
derea duratei de spitalizare, la 0 mai buna administrare a terapiei anti-
microbiene si cohortare a pacientilor pentru a preveni infectiile asociate
asistentei medicale. Evidentele medicale demonstreaza ca majoritatea
infectiilor respiratorii sunt de etiologie virala si e foarte important de a
diferentia rapid infectiile respiratorii virale de cele bacteriene.

Diagnosticul infectiilor virale si celor bacteriene se poate realiza prin
tehnici moderne alternative (ex. PCR rapid multiplex), ce ofera rezulta-
te rapide de identificare (cca 60 min.), si metode clasice, care furnizea-
za atat date de identificare, cat si de testare a sensibilitatii la preparate
antimicrobiene, dar intr-o perioada mai lunga de timp.

Expertii internationali au lansat un set de principii de baza privind utili-
zarea eficienta a preparatelor antimicrobiene pentru tratarea infectiilor
pediatrice ale TRS (tractul respirator superior), incluzand otita medie
acuta, sinuzita bacteriana acuta si faringita streptococica cu efectua-
rea antibiogramei pentru evitarea cazurilor de RAM (rezistenta la anti-
microbiene).

6 L | [ GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator



Principiile prevad:
1. Stabilirea/confirmarea diagnosticului de infectie bacteriana.

2. Evaluarea riscurilor si a beneficiilor tratamentului cu preparate
antimicrobiene.

3. Implementarea strategiilor de prescriere judicioasa, inclusiv se-
lectarea celui mai eficient preparat antimicrobian, prescrierea
dozei si duratei de tratament adecvate.

RAM reprezinta o amenintare din ce in ce mai mare pentru sanatatea
publica mondiala. Cresterea consumului de antibiotice e asociata cu
dezvoltarea RAM la nivel individual, comunitar, national si international.

RAM constituie o povara sociala si economica grava, cauzand anual 25
mii de decese in Uniunea Europeana si 700 mii de decese la nivel mon-
dial, iar in lipsa actiunilor, potrivit estimarilor, pana in 2050, rezistenta
antimicrobiana ar putea cauza mai multe decese decat cancerul.

in ultimii 30 de ani, nu s-au dezvoltat noi clase de antimicrobiene. Prin
urmare, programele de administrare a preparatelor antimicrobiene vi-
zeaza utilizarea judicioasa si prevenirea utilizarii irationale a acestora.

Infectia acuta a cailor respiratorii superioare (precum otita medie,
faringita, sinuzita si bronsita acuta) e cel mai frecvent motiv pentru
prescrierea de antimicrobiene la adulti si copii. Prescrierea preparate-
lor antimicrobiene in aceste cazuri e adesea inadecvata, frecvent inu-
tila, soldandu-se cu dezvoltarea rezistentei crescute la antimicrobiene,
si pune in pericol sanatatea pacientilor prin aparitia efectelor adverse.

Infectiile respiratorii acute (IRA) sunt principala cauza de morbiditate
si mortalitate la nivel mondial. Desi, de obicei, e mai severa la copii,
varstnici si pacienti imunocompromisi, toate grupele de varsta sunt re-
ceptive. Aceste infectii au impact semnificativ asupra vizitelor la medic
si la departamentul de urgenta, asupra spitalizarii si absenteismului de
la locul de munca si studii.

Cei mai frecventi agenti responsabili de IRA sunt virusurile respiratorii,
urmate de bacterii. Tratamentul empiric cu antibiotice e initiat frecvent
chiar si atunci cand infectia virala este foarte probabila, ceea ce con-
duce la utilizarea irationala a antibioticelor.

Standardul de aur al diagnosticului ITR de origine bacteriana ramane a
fi metoda bacteriologica, care dureaza 2-5 zile si medicii sunt impusi sa
indice terapie empirica. Terapia empirica de prima linie e inadecvata in
40-50% din cazuri si e asociata cu mortalitate inalta.

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator 4 ' 7



Diagnosticul direct al ITR de etiologie virala prin depistarea antigenu-
lui, folosind teste de imunofluorescenta (IFA), e inca utilizat, fiind li-
mitat, de obicei, la opt virusuri (adenovirusul, virusul influenza A si
B, parainfluenza, virusul sincitial respirator (RSV), metapneumovirusul
uman), avand si o sensibilitate foarte redusa in functie de titrul viral,
varsta si timpul testarii pacientului in raport cu debutul simptomelor.
Metodele moleculare cresc depistarea virala datorita unei sensibilitati
analitice mai mare, comparativ cu metodele conventionale, cum ar fi
detectarea antigenului si/sau cultura virala. Totodata, avand un randa-
ment crescut pentru depistarea virusurilor respiratorii care nu sunt de-
tectate in mod eficient prin metode conventionale, inclusiv rinovirusuri
Ssi coronavirusuri.

La copiii cu IRA, ratele de pozitivitate virala variaza de la 40 la 45% prin
metoda IFA si 67-88% prin metode moleculare. in acelasi timp, la adulti
ratele de pozitivitate virala sunt mai mici si pot varia de la 14 la 29%
cu IFA, ajungand la 66% prin metode moleculare.

Odata cu dezvoltarea noilor tehnologii, precum sistemele moleculare
multiplex, a fost posibila diminuarea semnificativa a timpului de proce-
sare a probelor. Panelurile destinate testarii prelevatelor tractului res-
pirator superior, cat si inferior (de ex. FilmArray, Vivalytic, SmartFinder,
Unyvero) pot detecta cca 20 de agenti patogeni in 1-5 ore, astfel per-
mitand diagnosticarea mai rapida, initierea unei terapii tintite in timp
util, reducerea testarilor suplimentare si a duratei de spitalizare.

3 " b MICROBIOLOGIA TRACTULUI RESPIRATOR $I

CAVITATILOR CONECTE (LOCOREGIONALE)

3.1. Conditia microbiologica a etajului superior al tractului respirator

Etajul superior al tractului respirator gazduieste o flora bacteriana
abundenta, care reuneste peste 1000 de specii din diferite nise ale ma-
croorganismului: placa dentara, crevasele gingivale, mucoasa lingu-
ala, jugala, orofaringe, nazofaringe, criptele amigdaliene si cavitatea
nazala. Bacteriile anaerobe le domina pe cele aerobe in proportie de
5-10:1. Microorganismele comune sau foarte frecvente si in cantitati
predominante sunt:

v bacterii anaerobe: specii din genurile Bacteroidaceae, Veillone-
lla, Prevotella, peptostreptococi, lactobacili etc;

v' bacterii aerobe si facultativ anaerobe: streptococi, neiserii ne-
pretentioase.
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Enterobacteriile si pseudomonadele sunt inregistrate rar, dar rata por-
tajului si cantitatea lor creste semnificativ la persoanele imunocom-
promise.

Terapia cu antibiotice induce disbioze importante ale microbiocenoze-
lor orofaringiene cu predominarea speciei Staphylococcus aureus, ba-
cililor coliformi, pseudomonadelor si micetelor levuriforme.

3.1.2. Entitdti nosologice si conditii patogenetice

Infectiile tractului respirator superior se manifesta sub forma de:
v’ rinite;
v faringite sau amigdalite;
v abcese periamigdaliene, intraamigdaliene sau retrofaringiene

Lipsa barierelor anatomice distincte intre segmentele cailor respirato-
rii superioare permite propagarea infectiei prin continuitate, de unde
avem si corelarea simptomatologiei clinice si frecvente complicatii prin
afectarea cavitatilor conecte si cailor respiratorii inferioare.

Propagarea limfatica a infectiei este posibila mai frecvent in infectiile
de origine bacteriana si mai rar in infectiile virale.

Virusurile sunt patogenii primari care determina cel mai frecvent infec-
tii ale cailor respiratorii superioare (vezi Tabelul 1, Anexa 1).

Nu exista un tratament specific pentru virozele respiratorii si, de re-
gula, acestea dispar de la sine, dar la lezarea epiteliului respirator si
obstructia congestiva a orificiilor sinuzale sau a trompei lui Eustachio,
pot favoriza suprainfectia cu bacterii din microbiota indigena.

Doar cateva specii de bacterii se manifesta ca agenti microbieni pato-
geni primari la nivelul cailor respiratorii superioare si determina boli,
uneori foarte severe (Streptococcus pyogenes, Mycoplasma pneumo-
niae, Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae serovar b, Cory-
nebacterium diphtheriae).

Prognosticul semnelor clinice pentru etiologia bacteriana a acestor in-
fectii este mic. Simptomele infectiilor tractului respirator fiind similare
sunt necesare teste de laborator pentru diferenterea acestora si iden-
tificarea agentului etiologic.

Rinite
Rinita reprezinta inflamatia mucoasei nazale. Rinita acuta este o boala in
general virala intial, dar uneori se poate complica cu o infectie bacteriana.
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Virusurile implicate sunt: rinovirusurile, adenovirusurile, coronavirusu-
rile (inclusiv SARS-CoV-2), virusurile gripale, paragripale, virusul sinci-
tial respirator, virusurile Coxackie A (vezi Tabelul 1, Anexa 1).

Faringite
Faringita este o afectiune a cailor respiratorii superioare si se caracte-

rizeaza prin aparitia unei reactii inflamatorii acute la nivelul mucoasei
faringiene.

Inflamatia faringelui este frecvent cauza indicarii tratamentelor cu an-
tibiotice, avand ca rezultat cheltuieli semnificative de asistenta medi-
cala si amplificarea fondului plasmidic de rezistenta la antibiotice din
cauza utilizarii nejustificate a acestor preparate.

Faringita acuta este una dintre cele mai frecvente stari patologice inre-
gistrate in medicina primara, iar datele relatate de unele studii recente
indica cca 12 milioane vizite pe an.

Aproximativ 80% dintre infectiile ce afecteaza faringele sunt viroze. Vi-
rusurile implicate sunt: rinovirusurile (in special la adulti), adenovirusuri-
le, virusul Herpes simplex 1, virusurile Coxackie A si B (mai ales la copii),
virusurile gripale (la toate varstele), paragripale, coronavirusurile (in-
clusiv SARS-CoV-2), virusul Epstein-Barr. Fenomenele inflamatorii fiind
mai extinse, pacientii prezinta rinoree, stranut, disfagie, tuse cu febra,
in general, moderat&, dureri la deglutitie. in infectia cu unele serovaruri
adenovirale se asociaza conjunctivita. Mononucleoza infectioasa, deter-
minata de virusul Epstein-Barr, se particularizeaza printr-o angina seve-
ra, frecvent ulcerata, adenita cervicala si semne de afectare sistemica.

Un rol important in etiologia faringitelor bacteriene prezinta:

1. Streptococcus pyogenes, care este responsabil de majoritatea
faringitelor bacteriene, carora le imprima gravitate prin com-
plicatii infectioase (otite, sinuzite, mastoidite, adenite cervicale
supurate, flegmon amigdalian, celulita difuza a planseului bucal
- angina Ludwig) sau post-streptococice (de ex. reumatismul ar-
ticular acut si artrita reactiva, glomerulonefrita acuta).

Multitudinea serovarurilor de S. pyogenes expune populatia ge-
nerala aproape anual riscului acestor faringite, totodata, infec-
tiile sunt mai frecvente la copii pana la 12-14 ani. Faringitele cu
tulpini eritrotoxigene de S. pyogenes se insotesc cu scarlatina
cand pacientii nu sunt imuni la aceasta toxina.

2. Alti streptococi piogeni (grup C sau G) sunt ocazional cauza a
unor faringite a caror evolutie poate fi grava. Streptococii grup
B si F, de regula, nu sunt asociati cu faringita.
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. Chlamydia pneumoniae. Infectiile cu Chlamydia pneumoniae
pot aparea in tractul respirator superior sau inferior. Prezentarile
clinice variaza foarte mult. Perioada de incubatie este in general
intre 3 si 4 saptamani; cu toate acestea, studiile demonstreaza
si perioade mai scurte.

Persoanele cu aceasta infectie prezinta cel mai frecvent tuse,
febra, cefalee, stare generala de rau si pot dezvolta: laringita,
faringita, coriza, pneumonie.

Pacientii pot prezenta o tuse persistenta si stare de rau timp de
cateva saptamani sau luni, in ciuda tratamentului cu antibiotic
adecvat.

. Mycoplasma pneumoniae poate provoca boli prin deteriorarea
mucoasei sistemului respirator (faringita, pneumonie).

. Corynebacterium diphteriae determina angine pseudomem-
branoase grave insotite de toxinemie.

. Arcanobacterium haemolyticum cauzeaza ocazional faringite, in
special la adolescenti si adultii tineri, asemanatoare celor strep-
tococice. Se sugereaza, ca in cazurile de esec al tratamentului si
de amigdalita recurenta, se va lua in considerare izolarea lui A.
haemolyticum.

. Neisseria gonorrhoeae, rar, insa poate cauza faringite. Cu toate
acestea, atunci cand un medic indica investigarea microbiologi-
ca pentru N. gonorrhoeae, bazandu-se pe dovezi clinice sau pe
istoricul pacientului, testarea este justificata.

. Asociatii fuso-spirochetozice determina stomatita si angina Pla-
ut-Vincent-Simanovschi, caracterizate prin leziuni ulcero-necro-
tice care pot fi acoperite de false membrane.

. In conditii de disbioza, levurile din microbiota orofaringiana, in
special Candida spp., se inmultesc excesiv si pot determina sto-
matita si faringita, mai frecvent la prematuri, nou-nascuti, paci-
enti imunocompromisi.

Abcese periamigdaliene sau retrofaringiene

Abcesul periamigdalian este o infectie ce debuteaza in straturile super-
ficiale si care prinde succesiv tesutul subiacent, lichidul purulent fiind
localizat mai exact intre capsula amigdaliana si peretele faringian. Ab-
cesul periamigdalian este considerat o complicatie a amigdalitei acute
si se dezvolta mai frecvent la adulti (la copii si tineri este relativ rar
diagnosticat). in contextul evolutiei rezistentei la antimicrobiene a mi-
croorganismelor incriminate in aparitia amigdalitei, specialistii atesta
cresterea incidentei abcesului periamigdalian.

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator 4 ' 11



Datorita faptului ca abcesul periamigdalian este cel mai frecvent o
complicatie a faringo-amigdalitei, agentii microbieni implicati in apari-
tia lui sunt, de obicei, aceiasi care declanseaza procesul infectios farin-
gian. In general, etiologia este polimicrobiana, implicand atat germeni
aerobi, cat si anaerobi. De obicei, abcesul periamigdalian este cauzat
de Streptococcus spp. ca o complicatie a amigdalitei acute. Grupul
Streptococcus anginosus (anterior cunoscut ca Streptococcus milleri) si
streptococii grup A au fost stabiliti ca microorganisme-cheie in abcesul
peritonsilar. Fusobacterium necrophorum si Fusobacterium nucleatum
sunt, de asemenea, cauze relativ frecvente ale abcesului. Microorga-
nismele anaerobe izolate predominant in abcesele peritonsilare includ
Prevotella, Porphyromonas si Peptostreptococus species. S. aureus a
fost raportat sporadic ca o cauza a procesului infectios. Secretiile puru-
lente pot fi aspirate din abces si trimise pentru testarea bacteriologica.

Abcesul retrofaringian este o colectie purulenta localizata in profunzi-
mea tesutului faringian posterior. Cel mai frecvent aerob implicat este
Streptococcus pyogenes (streptococul beta hemolitic grup A). Alte mi-
croorganisme aerobe gasite in secretiile purulente ale pacientilor cu
abces peritonsilar sunt Staphylococcus aureus si Haemophilus influen-
zae. Fusobacterium reprezentant al microflorei anaerobe, este frecvent
citat de sursele stiintifice ca factor etiologic al abcesului retrofaringian.

3.2. Conditia microbiologica a etajului mijlociu al tractului respirator

Desi supus frecvent contaminarii microbiene, prin pulberi si aeroso-
li inhalati, etajul infraglotic al tractului respirator ramane necolonizat
gratie unor eficiente bariere antimicrobiene. Aceste bariere sunt: 1)
filtrarea aerodinamica si sedimentarea; 2) transportul muco-ciliar. Efi-
cienta transportului muco-ciliar este remarcabila: in decurs de o ora
sunt eliminate peste 90% dintre bacteriile depuse pe mucoasa bronsi-
ca. Doar la cca 20% dintre persoanele sanatoase au fost depistate pe
mucoasa traheo-bronsica bacterii nepatogene in numar redus.

3.2.1. Entitati nosologice si conditii patogenetice
Infectiile etajului mijlociu al tractului respirator se manifesta sub for-
ma de:

v epiglotite;

v' laringite si crup;

v traheite;

v bronsite si bronsiolite.
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Epiglotite

Epiglotita acuta este o forma severa a crupului, determinata la copii
intre 2 si 4 ani aproape exclusiv de Haemophilus influenzae serovar b,
la adult sindromul este rar, fiind determinat de streptococi, stafilococi,
pneumococi sau Haemophilus paraphrophilus.

Alte cauze bacteriene ale epiglotitei includ streptococi beta-hemolitici
grup A, speciile Pseudomonas si Mycobacterium tuberculosis. Speciile
Candida si speciile Aspergillus sunt observate la pacientii imunocom-
promisi.

Nota: Prelevarea probelor de cercetare de la nivelul epiglotei in-
flamate este interzisa, deoarece poate determina spasm glotic cu
asfixie, iar izolarea Haemophilus influenzae de la acest nivel nu este
un criteriu suficient de semnificatie clinica.

Se pot practica hemoculturi, care sunt pozitive cu Haemophilus in-
fluenzae la cca 50% dintre copiii investigati.

Laringite si crup

Laringita este inflamatia laringelui. In cele mai multe cazuri, laringita
este cauzata de o infectie virala sau de bacterii precum Corynebacte-
rium diphtheriae, desi aceasta este rara. Laringitele acute complica
frecvent raceala comuna, sindrom cauzat de variate virusuri respira-
torii (90%). Moraxella catarrhalis este izolata mai frecvent din nazo-
faringele adultilor cu laringita acuta, de unde si concluzia ca poate fi
implicata in etiologia sindromului. Infectia se poate extinde si in etajul
subglotic. La copii sub varsta de 3 ani complicatia este mai severa
si frecvent evolueaza cu sindromul de crup dominant prin semne de
obstructie respiratorie acuta. Bacilul difteric este actualmente o cau-
za exceptionala a crupului. Mycobacterium tuberculosis poate infecta
laringele pe cale bronhogena sau hematogena si determina laringite
cronice.

Uzual, examenul bacteriologic al exsudatului faringian urmareste nu-
mai excluderea difteriei ca 0 cauza a crupului la copii. La pacientii cu
laringite cronice, medicul otorinolaringolog poate solicita depistarea
micobacteriilor in probe laringiene.

Recent sunt inregistrate cazuri care sugereaza implicarea MRSA in
laringita acuta si, de regula, aceasta dispare fara tratament intr-o sap-
tamana. Printre simptomele laringitei se numara raguseala, pierderea
vocii si durerile de gat.
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Alte cauze mai putin frecvente ale laringitei cronice sunt infectiile bac-
teriene (streptococii grup A, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae si Mycobacterium tuberculosis) sau infectiile fungice (spe-
cia Candida, specia Blastomyces) si infectiile parazitare.

Totodata, laringita poate avea ocazional alte cauze, cum ar fi fumatul,
consumul de alcool, suprasolicitarea vocii, refluxul de acid din stomac
(denumit si boala de reflux gastroesofagian), infectii rare, alergii sau
inhalare de iritanti/substante chimice. Aceasta este cunoscuta sub nu-
mele de laringita cronica si simptomele dureaza mult mai mult.

Traheite

Traheita este inflamatia acuta sau cronica a mucoasei care tapeteaza
interiorul traheii. Forma cea mai frecvent intalnita este traheita acuta
virala, care se raspandeste in perioada epidemiilor de primavara si
toamna, care se vindeca spontan in cateva zile. Traheita este de cele
mai multe ori asociata cu o rinofaringita, laringita sau bronsita. Dintre
virusuri, cel mai frecvent se intalnesc: virusul paragripal, virusul gripal,
adenovirusurile, ocazional virusul respirator sincitial, metapneumovi-
rusul, rinovirusuri, coronavirusuri, echovirusuri.

Haemophilus influenzae si Staphylococcus aureus sunt cei mai frec-
venti agenti care determina suprainfectiile bacteriene ale traheii.

Bronsite si bronsiolite
Bronsita este o afectiune respiratorie caracterizata prin inflamarea pa-
sajelor bronsice, caile respiratorii care conecteaza traheea la plamani.

Bronsita, de cele mai multe ori, este produsa de infectii virale si poate
fi agravata de anumite suprainfectii bacteriene.

Bronsiolita este o boala acuta infectioasa, predominant virala, caracte-
ristica sugarului si copilului mic, si care este consecinta unei obstructii
inflamatorii la nivelul cailor aeriene mici. Virusul respirator sincitial este
agentul etiologic major in peste 60% din cazurile de bronsiolita acuta.

Au fost identificati si alti agenti patogeni care cauzeaza bronsita si
bronsiolita: virusuri (adenovirusuri, virusuri gripale si paragripale, vi-
rusul rujeolei), Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae, Myco-
plasma pneumoniae (in special in randul copiilor mai mari si adultilor),
Chlamydia pneumoniae.
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3.3. Conditia microbiologica a etajului inferior al tractului respirator

Infectiile tractului respirator inferior (ITRI) sunt cauzate de variate micro-
organisme si, prin gravitatea lor, multe impun tratament antibacterian.
Desigur, circumstantele clinice (simptomatologie, boli de fond, varsta),
paraclinice (examenul radiologic, leucograma, procalcitonina, viteza de
sedimentare a hematiilor etc.) si epidemiologice (infectii comunitare sau
asociate asistentei medicale, sporadice sau epidemice) pot orienta di-
agnosticul catre un grup mai larg sau mai restrans de agenti etiologici.
Terapia antimicrobiana orientata numai pe criteriile clinice si epidemio-
logice nu poate acoperi intregul spectru etiologic al acestor infectii, iar
bacteriile implicate mai frecvent in etiologia ITRI au dobandit, in proportii
variate, rezistenta la antibioticele de electie. De aici apare si relevanta
privind indicarea si testarea microbiologica a prelevatelor din TRI, care
este o investigatie frecvent dificila si complexa.

3.3.1. Entitati nosologice si patogenetice ale ITRI

Infectiile etajului inferior al tractului respirator reunesc variate entitati
clinice si etio-patogenetice - pneumonii acute si cronice, abces pulmo-
nar, empiem si fibroza chistica (boala ereditara in care secretia vascoa-
sa in caile respiratorii determina o inflamatie permanenta). Unele sunt
infectii primare, altele sunt secundare unor deficiente locale sau ge-
nerale ale apararii antiinfectioase. La eliminarea dificila a microorga-
nismelor din tractul respirator ce apartin microbiotei orofaringiane sau
din mediul extern, acestea persista pe mucoasa traheo-bronsica si pot
initia colonizari abortive sau de durata, variate ca spectru si amploare
in raport cu importanta conditiei care le-a generat. Microorganismele
dotate cu suficiente capacitati patogene, pentru a rupe noul echilibru
stabilit cu gazda, initiaza infectii secundare ale TRI.

ITRI, primare sau secundare, sunt cel mai frecvent transmise aerogen,
mai rar sunt localizari in cadrul unor infectii bacteriene (bruceloza, sep-
sis etc.).

Germenii asociati pneumoniei variaza in functie de tipul pneumoniei:

Pneumonia comunitara (Community Acquired Pneumonia -
CAP) apare la un pacient care nu este internat sau care nu este intr-o
unitate de ingrijire pe termen lung mai mult de 14 zile inainte de debut.

Agentii cauzali frecvent implicati in pneumonia comunitara (PC) sunt:

» Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis;

» Staphylococcus aureus (dupa gripa sau diseminare hematogena);

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator 4 ' 15



Klebsiella pneumoniae (pneumonie necrozanta severa la alcoo-
lici si boschetari).

Agentii cauzali mai putin comuni:

Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Virusuri respiratorii

Agentii cauzali atipici ai PC:

Mycoplasmapneumoniae, Chlamydiapneumoniae, Chlamydophi-
la psittaci, Coxiella burnetii, Legionella pneumophila

Tularemia (Francisella tularensis)

Fungi endemici

- Histoplasma capsulatum

- Cryptococcus neoformans neoformans si neoformans gattii
- Coccidioides immitis

Mycobacterium tuberculosis si micobacterii netuberculoase

Pneumonia achizitionata in spital (Hospital Acquired Pneumo-
nia - HAP) apare la mai mult de 48-72 de ore de la internare, in afara
perioadei de incubatie, la momentul internarii si neasociata cu venti-
latia. HAP este o infectie nosocomiala comuna, deseori de origine bac-
teriana si este cea mai frecventa in unitatile de terapie intensiva me-
dicala si chirurgicala. HAP contribuie semnificativ la cresterea costului

mortalitate de la 25 la 50%.

Agentii cauzali frecvent implicati:

Staphylococcus aureus (MSSA, MRSA)
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae grup*
Klebsiella aerogenes

Klebsiella oxytoca

Enterobacter cloacae

Pseudomonas spp.
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Agentii cauzali mai putin comuni:
* Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex**
» Serratia marcescens
» Stenotrophomonas maltophilia
* Haemophilus influenzae
* Moraxella catarrhalis
» Streptococcus pneumoniae

* Klebsiella pneumoniae grup - K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae
subsp. ozaenae, K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis.

** Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex - Acinetobacter baumannii, Acine-
tobacter calcoaceticus, Acinetobacter pittii, Acinetobacter nosocomialis.
Agentii cauzali atipici ai HAP:

* Virusuri respiratorii (Influenza, RSV, Parainfluenza, Human meta-

pneumovirus)

* Legionella pneumophila

* Legionella micdadei

* Fungi (Aspergiloze, Mucormicoze)

T

Pneumonia Asociata Ventilarii (Ventilator Associated Pneumo-
nia - VAP) se dezvolta la 48-72 de ore sau mai mult dupa ce ventilarea
mecanica a fost realizata cu ajutorul unui tub endotraheal ori traheos-
tomie. Majoritatea sunt bacteriene, cauzate de microorganisme Gram
negative, Staphylococcus spp., microorganisme MDR.

Debut precoce:

* Microorganisme comunitare dobandite (Streptococcus pneumo-
niae, Staphylococcus aureus (MSSA), Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis).

Debut tardiv (MDR):
* MRSA
* Pseudomonas spp.
* Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
» Stenotrophomonas maltophilia
» Enterobacter cloacae
» Escherichia coli
* Klebsiella pneumoniae grup
* Klebsiella aerogenes
* Klebsiella oxytoca
» Serratia marcescens
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Cauze atipice:
* Virale (CMV, HSV, VzV)
* Legionella pneumophila
* Legionella micdadei
* Fungi (Aspergillus, Mucor, Pneumocistis)

Fibroza chistica (mucoviscidoza)

Fibroza chistica (FC) este cauzata de un defect al genei reglatoare a
conductantei transmembranei care afecteaza transportul ionilor si al
apei in epiteliu. Aceasta conduce la o boala pulmonara progresiva aso-
ciata cu infectii pulmonare, care sunt principala cauza de morbiditate
si mortalitate la pacientii cu FC. Agentii patogeni majori sunt S. aureus,
H. influenzae (de obicei, neincapsulat la pacientii cu FC), S. pneumo-
niae si pseudomonade, in special tulpinile mucoide de P. aeruginosa.
Tulpinile de P. aeruginosa cu sensibilitate diferita la antibiotice pot fi
izolate dintr-o singura proba. De asemenea, pot fi prezenti anaerobii in
asociatie cu speciile Aspergillus si micobacterii, altele decat Mycobac-
terium tuberculosis.

Analiza nucleotidelor secventei genice recA sugereaza ca complexul
Burkholderia cepacia este format din mai multe genomuri strans le-
gate. Poate sa apara transmiterea complexului de B. cepacia intre pa-
cienti, iar unii pacienti cedeaza la ,sindromul B. cepacia”, care este o
pneumonie fulminanta rapida, uneori insotita de septicemie.

Micobacteriile non-tuberculoase reprezinta o problema din ce in ce mai
mare pentru acest grup de pacienti, in special M. abscessus. Testarea
este relevanta la pacientii care prezinta o deteriorare a functiei pulmo-
nare si nu a fost identificat un agent patogen semnificativ clinic.

Microorganisme precum Ralstonia, Achromobacter si Pandoraea sunt
agenti patogeni emergenti in bolile pulmonare structurale cronice, la
fel, au fost implicate si virusuri.

O problema semnificativa si de importanta globala este si rezistenta la
antibiotice, in special la Burkholderia spp., Stenotrophomonas maltophilia
si P. aeruginosa, ce limiteaza optiunile de tratament al acestor pacienti.

Pneumonia de aspiratie

Procesul pulmonar infectios, care se dezvolta dupa patrunderea anor-
mala a fluidelor in tractul respirator inferior, se numeste pneumonie
de aspiratie. Fluidul aspirat poate prezenta secretii orofaringiene, anu-
mite particule sau poate fi, de asemenea, continut gastric. Mai multe
studii au demonstrat ca pneumonia prin aspiratie constituie 5-15% din
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numarul total de pneumonii dobandite in comunitate. Rata mortalitatii
in pneumonie prin aspiratie depinde in mare masura de volumul si con-
tinutul aspiratului si poate varia pana la 70%. Prin testarea de rutina
pot fi detectate doar unele specii microbiene (poate fi cultura mixta de
germeni aerobi si anaerobi orali).

Abcesul pulmonar

Abcesul pulmonar se poate dezvolta secundar pneumoniei de aspira-
tie, caz In care cel mai frecvent afectata este zona medie dreapta. Une-
le microorganisme (de ex. S. aureus si K. pneumoniae) pot da nastere
la formarea de abcese multifocale, iar prezenta mai multor abcese mici
este uneori denumita pneumonie necrozanta.

Nocardioza, care apare aproape intotdeauna la persoanele imunocom-
promise, se poate prezenta ca abcese pulmonare.

Abcesele ca urmare a raspandirii infectiei transmise prin sange din-
tr-un focar indepartat, pot aparea in conditii precum endocardita infec-
tioasa.

Burkholderia pseudomallei poate provoca abcese pulmonare sau pneu-
monie necrozanta la cei care au vizitat zone endemice (sud-estul Asiei
si nordul Australiei), la persoanele imunocompromise, in special la cei
cu diabet zaharat.

Sindromul Lemierre sau necrobaciloza apare ca o infectie acuta oro-
faringiana si se refera la tromboflebite infectioase ale venei jugulare
interne, frecvent evolueaza dezvoltat ca o complicatie a unei infectii
bacteriene la nivelul gatului. Tromboflebita este o afectiune grava si
poate conduce la complicatii sistemice suplimentare, cum ar fi embo-
lizarea septica si infectia metastatica. Plamanul fiind cel mai frecvent
implicat, si se pot dezvolta abcese multifocale, Fusobacterium necro-
phorum este agentul patogen adesea izolat din hemoculturi la pacien-
tii cu acest sindrom.

Pneumonia provocata de Legionella

Pneumonia este cea mai frecventa manifestare a infectiilor cu Legione-
lla. Severitatea variaza de la o forma clinica a pacientului de gravitate
usoara pana la una severa, care poate pune in pericol viata. Debutul
este de obicei brusc cu pirexie, mialgie, cefalee si tuse neproductiva,
de obicei, dupa o perioada de incubare de 2-10 zile. S-a constatat ca
timpul de incubatie este de pana la 20 de zile, in unele cazuri care
implica bai cu hidromasaj si SPA. Diareea apoasa poate fi prezenta si
pot aparea simptome neurologice de la dureri de cap usoare pana la
encefalopatie. Radiografia toracica prezinta infiltrate pulmonare, pro-
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gresand pana la consolidare, deseori cu efuziune pleurala. Febra Pon-
tiac (non-pneumonica) este o boala febrila acuta care apare la 24-48
de ore de la expunerea la orice specie, dar in special la Legionella
pneumophila, Legionella feeleii, Legionella micdadei si Legionella ani-
sa. Simptomele clinice sunt asemanatoare gripei si este, de obicei, au-
tolimitata, fara implicare pneumonica. S-a constatat ca la copii este
0 perioada de incubatie mai scurta decat la adulti si prezinta simpto-
me precum dureri articulare si eruptii cutanate, in timp ce simptome-
le obisnuite la adulti includ febra, vertij, dureri de cap si abdominale,
oboseala, artralgii.

Pneumonia provocata de Mycoplasama pneumoniae

Infectiile cu Mycoplasma pneumoniae au un spectru larg de simptome
si manifestari clinice. Pneumonia cauzata de M. pneumoniae este un
tip de pneumonie bacteriana atipica, deoarece nu raspunde la sulfo-
namide sau penicilina (beta-lactame). Manifestarile clinice variate si
metodele de diagnostic disponibile limitate prezinta provocari pentru
identificarea corecta a cazurilor de infectie cu M. pneumoniae si trata-
rea adecvata a pacientilor. Expertii estimeaza ca infectiile cu M. pneu-
moniae reprezinta intre 1 si 10 din fiecare 50 de cazuri de pneumonie
dobandita in comunitate.

M. pneumoniae se raspandeste prin picaturi aeriene de la o persoana
la alta si este exclusiv un agent patogen uman.

M. pneumoniae produce un factor unic de virulenta cunoscut sub denu-
mirea de toxina CARDS (eng. Community Acquired Respiratory Distress
Syndrome). Unii autori presupun implicarea toxinei CARDS in patogene-
za infectiei, ceea ce cauzeaza inflamatii si disfunctii ale cailor respirato-
rii. M. pneumoniae habiteaza in principal pe suprafata celulelor epitelia-
le respiratorii, poate invada tesuturile si se reproduce intracelular.

Infectiile fungice ale TRI

Speciile Candida sunt cauze extrem de rare ale infectiilor TRI. Ocazio-
nal, infectia apare ca urmare a diseminarii hematogene. Diagnosticul
este dificil, avand in vedere ca caile respiratorii pot deveni colonizate
la pacientii imunocompromisi tratati cu antibiotice.

Aspergiloza este o infectie cauzata de Aspergillus, fung comun al me-
diului Tnconjurator, intalnit, atat in incaperi, cat si in exterior. Majori-
tatea persoanelor inspira sporii de Aspergillus in fiecare zi, fara a se
imbolnavi. Cu toate acestea, persoanele cu sistem imunitar slabit sau
boli pulmonare prezinta un risc mai mare de a dezvolta probleme de
sanatate din cauza Aspergillus, precum reactii alergice, infectii pulmo-
nare si infectii cu implicarea altor organe.
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Aspergiloza invaziva ramane in continuare o infectie cu potential pato-
gen la pacientii imunocompromisi. Astfel, la pacientii diagnosticati cu
leucemii, tumori maligne, tuberculoza, mucoviscidoza, SIDA sau aflati
sub tratament imunosupresor, se intalnesc mai frecvent forme severe
de infectie.

Complexul de specii Aspergillus fumigatus este unul dintre cele mai
raspandite specii, care provoaca infectii fungice. Un numar semnifica-
tiv de cazuri nu sunt diagnosticate, din cauza sensibilitatii reduse a tes-
telor disponibile. Screening-ul pacientilor, predispusi la infectii fungice,
la antigenul galactomannan in ser si LBA in combinatie cu metodele de
detectie moleculara (de exemplu, 18 ARNr, regiunea ITS) creste rata
de diagnosticare. Cu toate acestea, detectarea ADN-ului fungic nu poa-
te diferentia colonizarea de infectia activa (vezi Anexa 6).

Pneumonia pneumocistica este cauzata de Pneumocystis jirovecii. Este
cea mai frecventa cauza de pneumonie severa la pacientii cu infectie
avansata HIV/SIDA. Pneumonia cu pneumocist apare si la numerosi alti
adulti si copii imunocompromisi. Se prezinta subacut cu tuse, febra si
hipoxie ca trasaturi de baza si este deseori inaparenta initial. Cele mai
relevante prelevate pentru diagnostic sunt biopsia LBA si transbronhi-
ala, dar obtinerea acesteia din urma prezinta un anumit risc pentru pa-
cient. Specimenele LBA si de sputa indusa sunt utile pentru metodele
de detectie moleculara.

Unii agenti cauzali fungici rari ai TRI sunt endemici pentru zone geogra-
fice definite. Desi multe forme sunt subclinice, infectiile clinic aparente
pot fi ocazional importate. Aceste boli apar la persoanele imunocompe-
tente si sunt raportate cu manifestari mai severe la pacientii imunocom-
promisi. Diagnosticul trebuie luat in considerare la calatorii intorsi din
zonele endemice care prezinta boli respiratorii sau pneumonie, in special
daca acestia nu raspund la terapia standard. Aceste infectii includ: histo-
plasmoza, cauzata de Histoplasma capsulatum (sud-estul SUA, America
Centrala, Africa, Australia si Asia de Est); coccidioidomicoza, cauzata de
Coccidioide immitis si C. posadasii (sud-vestul SUA, America Centrala
si de Sud) si blastomicoza cauzata de Blastomyces dermatitidis (estul
SUA, America Centrala si de Sud si Africa). Aceste infectii prezinta carac-
teristici distinctive, cu toate acestea este adesea dificil sa le diferentiezi
clinic de alte infectii respiratorii, in special in fazele lor incipiente. Pa-
racoccidioidomicoza cauzata de Paracoccidioides brasiliensis (America
Centrala si de Sud) provoaca, de obicei, o infectie pulmonara primara
asimptomatica. Talaromyces (anterior Penicillium) marneffei (sud-estul
Asiei, sudul Chinei) ar trebui, de asemenea, sa fie luat in considerare
atunci cand persoana a calatorit in aceste regiuni. Infectiile fungice se
pot reactiva pe fundal de statut imunitar compromis.
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Criptococcoza este o0 cauza neobisnuita a pneumoniei, de obicei, la
gazda imunocompromisa, poate fi asociata cu meningita si este o boa-
la care defineste SIDA. Pneumonia poate fi cauzata de Cryptococcus
neoformans, acest patogen avand distributie la nivel mondial. Detec-
tarea antigenului criptococic circulant in ser sau LBA este semnificativ
in diagnosticul pneumoniei criptococice.

Infectii parazitare

Mai multe infectii cu helminti pot da nastere sindromului Loffler (in-
filtrat eozinofilic pulmonar tranzitoriu), caracterizat prin infiltrate pul-
monare neuniforme si eozinofilie insotite de simptome de tuse, febra
si scadere ponderala. Aceste semne si simptome sunt asociate cu tre-
cerea formelor larvare prin plamani si includ Ascaris lumbricoides, An-
cylostoma spp. si Strongyloides stercoralis.

Paragonimus westermanii are o distributie larga si este deosebit de
raspandit in Orientul Extrem, in subcontinentul indian si in Africa de
Vest. Infectia umana se dobandeste prin consumul de crabi sau raci
de apa dulce netratati termic. Desi infectia poate fi asimptomatica, in-
festarile grave se manifesta prin infiltrate pulmonare, care pot evolua
spre tuse cronica productiva cu dureri toracice pleuritice. Infectia este,
de obicei, diagnosticata prin identificarea oualor de P. westermanii in
sputa. Ouale se gasesc uneori in probe de scaun (ele fiind inghitite in
timpul tusei). De asemenea, se poate efectua o biopsie tisulara pentru
a cauta ouale intr-o proba de tesut. Teste specifice si sensibile pentru
determinarea anticorpilor pe baza antigenilor P. westermani sunt dis-
ponibile comercial.

3.4. Conditia microbiologica a cavitatilor conecte ale tractului
respirator

Sinusurile paranazale si urechea medie raman necolonizate datorita eli-
minarii eficiente a microflorei ocazionale, prin transportul muco-ciliar.

3.4.1. Entitdti nosologice si patogenetice ale cavitatilor conecte ale tractului
respirator

Rinosinuzite

Rinosinuzita este inflamarea mucoasei cavitatii nazale si a pituitarei
sinusurilor paranazale prin aparitia unei secretii purulente in interiorul
sinusurilor.

Toate conditiile care determina transportul muco-ciliar al epiteliului
respirator si/sau obtureaza orificiile ostiomeatale (reactii alergice, viro-
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ze respiratorii, vegetatii adenoide, deviatii ale septului nazal etc.) favo-
rizeaza colonizarea bacteriana a acestor cavitati si dezvoltarea proce-
sului infectios. Infectiile dentare mixte, dominate de bacterii anaerobe,
pot afecta, prin contiguitate, sinusurile maxilare.

Etiologia rinosinuzitelor bacteriene acute este dominata de Strepto-
coccus pneumoniae si Haemophilus influenzae (mai frecvent sero-
varuri non-b), streptococi grup A, Staphylococcus aureus si Moraxella
catarrhalis. Peptostreptococii, alte bacterii anaerobe nesporulate sau
neiserii sunt microorganisme rar implicate, iar bacilii Gram negativi
aerobi sau facultativ anaerobi si mai rar. Ocazional poate fi implicata si
Mycoplasma pneumoniae.

in rinosinuzitele bacteriene cronice infectia este, de obicei, mixta, cu
implicarea bacteriilor anaerobe nesporulate.

Otite

Etiologia si patogenia otitelor acute medii si a otitelor externe sunt
complet diferite.

Otita medie

Otita medie acuta reprezinta o afectiune inflamatorie a urechii medii,
cu etiologie predominant virala (45-70%). Factorii bacterieni incriminati
sunt: Streptococcus pneumoniae (25-50%), Haemophilus influenzae
(15-40%), Moraxella catarrhalis (3-20%), Streptococcus pyogenes (2%),
Staphylococcus aureus (1%). Conform studiilor si datelor prezentate in
literatura de specialitate, 50% din otitele medii acute sunt autolimitante.

Otita externa

Patogenetic au particularitati proprii infectiilor tegumentului. Dovezile
clinice demonstreaza necesitatea diferentierii intre tamponul cu exsu-
datul leziunii tegumentare a conductului auditiv extern si tamponul cu
exsudat prelevat din fistula timpanului.

Mai frecvent otita externa este cauzata de specii din genul Pseudomo-
nas, in special Pseudomonas aeruginosa si alte bacterii aerobe in con-
ditii favorizante. Ocazional poate fi ca agent etiologic si Staphylococ-
cus aureus, iar bacteriile anaerobe nu sunt implicate in aceste infectii
superficiale.

Otita externa cronica se datoreaza colonizarii cu Enterobacteriaceae,
fungi si se recomanda de a o trata prin toaleta conductului auditiv ex-
tern, fara indicarea tratamentului antibacterian/antifungic.
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4 " b PRELEVAREA SI TRANSPORTAREA
PROBELOR

Probele colectate din tractul respirator superior (material faringian,
nazal, nazo-faringian, auricular sau oral) sunt adesea contaminate cu
flora indigena.

Agentii microbieni depistati in faringe sau in cavitatea nazala ca factori
etiologici ai ITRS pot fi prezenti si la persoane sanatoase, avand statut
de purtatori de agenti patogeni.

Din aceste motive, probele non-invazive, in majoritatea cazurilor, nu
ofera suficienta informatie privind rolul bacteriilor, cum ar fi: Strepto-
coccus pneumoniae, Haemophilus influenzae si Moraxella catarrhalis
in infectiile tractului respirator inferior, otita medie sau sinuzita, si nu
necesita sa fie investigate de rutina.

in scopul diagnosticului microbiologic al otitei medii si rinosinuzitei, ghi-
durile internationale recomanda colectarea probelor prin metode inva-
zive (continutul din sinusuri, exsudat obtinut prin timpanocenteza).

Colectarea probelor prin metode non-invazive se practica la copii:

- identificarea agentilor patogeni specifici - streptococul beta-he-
molitic grup A (SBH-A), Bordetella pertussis, Corynebacterium
diphtheriae si virusurile respiratorii, la pacientii simptomatici cu
probabilitate mare de infectare;

- detectarea starii de purtator pentru unii agenti patogeni (de ex.
stafilococi la pacientii chirurgicali).

Informatia utila in scopul stabilirii unui diagnostic corect, prelevatele
relevante si agentii etiologici implicati in infectiile TRS sunt redate in
Tabelul 1.

Tabelul 1. Probe relevante pentru diagnosticul infectiilor bacteriene si fungice
ale tractului respirator superior

Maladia sau

Probe Agentul patogen infectia
Candida albicans Candidoza orala
Material oral Ulceratii In cavitatea

SBH-A, Staphylococcus aureus oral3, parotiditd

Staphylococcus aureus™

S. aureus (MRSA)* Portaj
Material nazal | SBH-A Portaj

Klebsiella ozaenae* Ozena

Klebsiella rhinoscleromatis* Rinoscleroma
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Maladia sau

Probe Agentul patogen infectia
Faringita, amigdalita
SBH-A streptococici
Corynebacterium diphtheriae* ggﬁgﬁ;ﬁ?ﬁ?ﬁgua
. j * ]
?/Ia.terl'al Corynebacterium ulcerans amigdalite
aringlan Neisseria gonorrhoeae* Faringita gonococica
Neisseria meningitidis™* Portaj
Borrelia vincentii (spirochete)* . .
+ anaerobi (bacili fusiformi)* Angina Vincent
Bordetella pertussis* Tuse convulsivi
Bordetella parapertussis*
Material SBH-A Faringita _
nazofaringian streptococica
Neisseria meningitidis* Portaj
Corynebacterium diphtheriae* Difterie

Material din
conductul
auditiv extern

Pseudomonas aeruginosa

S. aureus

SBH-A

Agenti mai rar Intalniti: Vibrio alginolyticus

Otita externa

Aspergillus spp., Candida albicans
Pseudomonas spp., enterobacterii

Otita externd cronica

Lichid recoltat
prin timpano-
centezd sau
recoltat dupa
timpanotomie

S. pneumoniae

H. influenzae

M. catarrhalis

Agenti patogeni rar Intalniti: S. aureus
SBH-A, enterobacterii, Alloiococcus otitidis
Cultura pura de orice microorganism

Otita medie acuta

Pseudomonas spp.,
S. aureus/MRSA, anaerobi, cultura pura de
orice microorganism**

Otita medie cronica

S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis,
S. aureus, S. anginosus, SBH-A,
Pseudomonas spp., enterobacterii,

E;I:lcztjf fungi, anaerobi (Fusobacterium spp., Sinuzita
Peptostreptococcus spp., Propionibacterium
spp., Prevotella spp.), cultura pura de orice
microorganism**

Material Haemophilus influenzae, Streptococcus

prelevat pneumoniae, S. aureus, N. gonorrhoreae?, Coniunctivita

din ochi Moraxella spp., SBH-A, Chlamydia )

(conjunctive) | trachomatis***

Hemoculturd | Fusobacterium necrophorum Sindromul Lemierre

* Indicare pentru examinare de catre medicul clinician;
** Importanta clinica trebuie anuntata medicului clinician;
*** Diagnostic molecular/detectarea antigenului/izolarea pe culturi celulare.
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4.1. Materialul oral

Indicatii

v

v
v

materialele orale se recolteaza in special in vederea evidentierii
unei micoze orale;

mai rar, pentru diagnosticul anginei Vincent;
parotidita.

Mod de recoltare si transportare

leziunile din cavitatea bucala (faringe, in cazul anginei) se sterg
cu tamponul steril;

tamponul se introduce in mediul de transport Stuart sau Amies;
transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-

rei. In caz ca proba nu poate fi transportatd in acest timp optim,
se permite o retinere de maxim 24 de ore.

4.2. Secretia nazala

Indicatii

Pielea si mucoasa nazala este colonizata de diverse microorganisme
(bacterii, micete si virusuri). Colonizarea nazala cu S. aureus creste
riscul infectiei stafilococice, in special infectii postoperatorii ale plagi-
lor sau infectii asociate cateterizarii. Prin urmare, aceasta colonizare
deseori este asociata cu infectii cutanate, precum si infectii asociate
asistentei medicale.

Astfel, prelevarea materialului nazal este relevanta in:

v

v

v
v

screening-ul pentru depistarea portajului de Staphylococcus au-
reus meticilin sensibil (MSSA) inainte de interventii pe cord si
piodermita persistenta;

depistarea portajului de MRSA (controlul focarelor de MRSA in
departamentele clinice de risc);
depistarea portajului de SBH grup A;

in unele infectii cauzate de Klebsiella rhinoscleromatis/Klebsiella
o0zaenae.

Nota: Investigarea probelor se efectueaza numai in cazul indicarii
scopului testarii. In lipsa acestei informatii este necesar de a con-
tacta medicul ORL pentru a concretiza scopul investigarii. in caz
contrar, proba se va rebuta.
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Mod de recoltare si transportare

pacientul se asaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina, ga-
tul in usoara extensie;

cu acelasi tampon umectat cu ser fiziologic steril se sterg pe
rand ambele orificii nazale anterioare;

tamponul se roteste de cel putin 5 ori in fiecare nara, apasand
egal si ferm peretele vestibulului nazal,

tamponul se introduce in mediul de transport Amies sau Amies
Cu carbune;

transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. In caz c& proba nu poate fi transportata in acest timp optim,
se permite o retinere pana la 24 de ore.

Nota: Uneori medicul poate solicita examenul bacteriologic al ex-
sudatului nazal dintr-o anumita cavitate nazala (stanga sau dreap-
ta). In acest caz prelevarea se efectueaza cu tampoane diferite, din
cavitatea nazala dreapta sau stanga, dupa cum e specificat in fisa
de trimitere.

4.3. Exsudatul faringian

Indicatii
v diagnosticul faringitelor si anginelor cauzate de Streptococcus

pyogenes (Streptococ grup A) si de streptococii grup C, grup G,
Arcanobacterium hemolyticum;

in context clinic sugestiv, la cererea clinicianului, notat in fisa
de trimitere, se efectueaza diagnosticul altor faringite bacterie-
ne (faringita gonococica), a candidozei; angina Plaut-Vincent-Si-
manovschi (asociatii fuso-spirochetozice);

la pacientii cu transplant si cei hematologici, prelevatele vor fi
testate pentru izolarea Pseudomonas aeruginosa, Enterobacte-
riacea sau Candida albicans.

in cazul abceselor periamigdaliene, se recomand& ca materialul prele-
vat sa fie obtinut prin aspirare.

Mod de recoltare si transportare

se preleveaza dimineata inainte de toaleta cavitatii bucale si a
ingerarii alimentelor, lichidelor, fumat;

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator 4 ' 27



- In cazuri exceptionale este acceptata recoltarea exsudatu-
lui faringian, in timpul zilei, la minimum 3 ore dupa ultima inge-
rare de alimente, lichide, fumat;

- pacientul se asaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina,
gatul in usoara extensie, se deprima baza limbii cu o spatula
sterila;

- in timp ce pacientul pronunta vocala A, se aplica cu precizie
tamponul steril pe amigdale sau peretele posterior al faringe-
lui, orice zona inflamata, ulcerata sau cu depozit purulent, falsa
membrana, se patrunde in criptele amigdaliene;

- se evita atingerea tamponului de baza limbii sau de palatul moale;

- cand exista membrane false, acestea se detaseaza de la perife-
rie, iar pe mucoasa subdiacenta se aplica tamponul steril;

- tamponul se introduce in mediu de transport Amies sau Amies cu
carbune (obligator, de ex. in faringita cauzata de N. gonorrhoeae,
sursa/contact cu N. meningitidis);

- transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. In caz c& proba nu poate fi transportata in acest timp optim,
se permite o retinere de maxim 24 de ore.

4.4. Exsudatul nazofaringian

Indicatii
v depistarea unor bacterii mai frecvente la acest nivel (portajul de
Neisseria meningitidis, diagnosticul tusei convulsive, diagnosti-
cul difteriei);
v' detectarea prezentei in nazofaringe a speciei Moraxella
catarrhalis asociata cu laringita;

v diagnosticul faringitei streptococice la copii mici.

Probele recoltate din nazofaringe nu trebuie investigate de rutina in
cazul suspectiei de otita medie, sinuzita sau infectii ale tractului respi-
rator inferior.

Nota: Investigarea probelor se efectueaza numai in cazul indicarii
agentului patogen solicitat.

in lipsa acestei informatii este necesar de a contacta medicul clini-
cian pentru a concretiza scopul investigarii. In caz contrar, proba se
va rebuta.
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Mod de recoltare si transportare

pacientul se asaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina, ga-
tul in usoara extensie;

se introduce tamponul printr-o nara de-a lungul planseului nazal
pana ce atinge peretele posterior al nazofaringelui;

se roteste usor tamponul, pentru a-l incarca (nu este nevoie de
a introduce tamponul si in cealalta nara);

pentru cresterea cantitatii prelevatului si a ratei de izolare, se
poate retrage usor tamponul si reinsera pe acelasi traiect (prima
tamponare stimuleaza secretia);

la sugari este indicat aspiratul nazofaringian pe cale per-naza-
|a. Acesta se recolteaza cu o sonda Nélaton introdusa printr-o
nara si adaptata la o seringa etansa de 20 mi;

tamponul se introduce in mediul de transport Amies sau Amies
Cu carbune;

transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. In caz cd proba nu poate fi transportata in acest timp optim
se permite o retinere de maxim 24 de ore.

4.5. Secretul sinuzal

Indicatii

v

Rinosinuzita bacteriana acuta

Persoanele nespitalizate:

depistarea agentilor microbieni ca: Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis (mai frecvent la copiii mici), Haemophi-
lus spp., Staphylococcus aureus, streptococi grup ,,anginosus”
(Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus si Strep-
tococcus intermedius), alti streptococci a-hemolitici, streptoco-
cul B-hemolitic grup A;

anaerobi (rar la copii).

Persoanele spitalizate:

cu traumatisme craniene sau intubatie nazotraheala/nazogastri-
ca prelungita: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugino-
sa, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp., Proteus mirabilis, deseori infectii polimicrobiene;

pacientii imunocompromisi: Pseudomonas aeruginosa, fungi din
genul Aspergillus (in special, Aspergillus flavus), Rhizopus si Mu-
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cor, Sporothrix schenkii si Scedospium apiospermum, Candida
spp. si Cryptococcus neoformans.

Rinosinuzita bacteriana cronica

depistarea agentilor microbieni ca: S. pneumoniae, H. influen-
zae, streptococi grup ,anginosus”, M. catarrhalis, S. aureus,
Pseudomonas spp., anaerobi ca Peptostreptococcus spp., Pro-
pionibacterium spp., Fusobacterium spp., Prevotella spp. si alte
bacterii anaerobe Gram negative.

Rinosinuzita bacteriana cronica se poate dezvolta postoperato-

riu, la persoanele cu sindromul de imunodeficienta congenitala
sau cu vegetatii adenoide.

Mod de recoltare si transportare

secretul sau lavajul se colecteaza aseptic in recipiente sterile;
proba este prelevata de catre medicul specialist otorinolaringolog;

cantitatea minima a probei recoltate trebuie sa fie de 1 ml (can-
titatile mai mari de prelevat vor mentine viabilitatea microorga-
nismelor anaerobe un timp mai indelungat);

probele trebuie transportate si procesate cat mai curand posibil
in maximum 2 ore;

in cazul anaerobilor, pentru majorarea ratei de izolare, se va
utiliza mediul de transport anaerob, care permite prelungirea
timpului de transportare maxim 24 de ore.

Nota: Probele recoltate din nazofaringe nu sunt binevenite pentru
diagnosticul rinosinuzitei bacteriene, deoarece agentii microbieni
izolati din aceste prelevate coreleaza slab cu rinosinuzita!

4.6. Otoreea

Cauzele inflamatiei conductului auditiv extern si urechii medii sunt
foarte variate, de aceea prelevarea se va efectua cu tampone separate
pentru fiecare ureche si respectiv rezultatele vor fi eliberate separat.

Indicatii

v

Otita externa (infectia conductului auditiv extern)
inflamatia acuta: Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, SBH-A,
Vibrio alginolyticus;

inflamatia cronica: Candida spp., diversi fungi, micobacterii, en-
terobacterii, nocardii.
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» ,urechea Tnotatorului“: P. aeruginosa, S. aureus, anaerobi in
infectiile polimicrobiene;

e otita externa maligna (in special la pacientii cu diabet za-
harat, imunocompromisi), cel mai frecvent cauzata de P. ae-
ruginosa.

Mod de recoltare si transportare

in cazul otitei externe, eliminarile otice, sero-sangvinolente sau pu-
rulente din conductul auditiv extern se preleveaza cu tampon steril
si se introduc in mediul de transport Amies sau Amies cu carbune;

daca este suspectata o infectie fungica, cauza fiind exscoriatia
pielii, se indica efectuarea frotiului;

in fisa de trimitere se va indica tipul investigatiei solicitate si
urechea din care s-a recoltat prelevatul;

transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. in caz ca proba nu poate fi transportata in acest timp optim,
se permite o retinere pana la 24 de ore.

Otita acuta medie

in otite medii acute si cronice depistarea oricarui agent micro-
bian este relevanta. Cel mai frecvent sunt implicati S. pneumo-
niae, H. influenzae si M. catarrhalis, mai rar Alloiococcus otitidis,
S. aureus/MRSA, SBH-A, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.
si anaerobi.

Mod de recoltare si transportare

recoltarea se va efectua de catre medicul specialist. Daca acest
lucru nu este posibil, se recomanda ca asistentul care efectuea-
za recoltarea sa aiba un instructaj minim privind precautiile de
recoltare efectuate de catre medicul ORL;

exsudatul se aspira prin timpanocenteza si este transportat timp
de 2 ore la laborator;

pacientul este asezat pe scaun cu urechea indreptata spre sursa
de luming;

se va introduce cu grija tamponul in conductul auditiv extern si
se roteste. Daca secretia este foarte abundenta, se recomanda
stergerea secretiei scurse in pavilion cu un tampon steril si apoi
recoltarea exsudatului;

in caz de perforare spontana a timpanului, exsudatul se va pre-
leva cu un tampon fin steril, ghidat printr-un specul auricular
catre fistula;
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- In fisa de trimitere se va indica tipul investigatiei solicitate si
urechea din care s-a recoltat prelevatul;

- transportarea probelor se efectueaza in mediu de transport, in
interval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. In caz ca proba nu poate fi transportatd in acest timp optim,
se permite o retinere de maxim 24 de ore.

4.7. Abcese ale cavitatii bucale

De obicei, prezinta etiologie polimicrobiana, cu implicarea agentilor mi-
crobieni aerobi si anaerobi din cavitatea bucala. Cu toate acestea, de
rutina se testeaza prezenta urmatoarelor specii bacteriene: Staphylo-
coccus aureus, SBH-A, Haemophilus influenzae.

Mod de recoltare si transportare

- recoltarea se face cu ajutorul unui tampon steril, care se introdu-
ce in mediul Amies sau Amies cu carbune, pentru a pune ulterior
in evidenta agentii patogeni.

- transportarea probelor se efectueaza in mediul mentionat, in in-
terval de maximum 2 ore de la recoltare la temperatura came-
rei. in caz ca proba nu poate fi transportata in acest timp optim,
se permite o retinere pana la 24 de ore.

4.8. Secretia epiglotica

in epiglotite cel mai frecvent este izolat Haemophilus influenzae sero-
tip b, urmat de Staphylococcus aureus si SBH-A.

Mod de recoltare si transportare

- probele se recolteaza prin aplicarea tamponului steril pe mucoa-
sa epiglotei, utilizandu-se mediul Amies;

- transportarea probelor recoltate in abcese ale cavitatii bucale
si epiglotite se efectueaza in mediu Amies, in interval de ma-
ximum 2 ore de la recoltare la temperatura camerei. in caz ca
proba nu poate fi transportata in acest timp optim, se permite o
retinere pana la 24 de ore.

4.9. Secretiile tractului respirator inferior

Secretiile din tractul respirator inferior pot fi contaminate cu bacterii
din tractul respirator superior. Prin urmare, extrem de important in dia-
gnosticul infectiilor tractului respirator inferior este recoltarea corecta
a materialelor ce provin din partea inferioara a tractului respirator.
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Prelevatele relevante pentru diagnosticul infectiilor tractului respirator
inferior includ sputa, aspirate bronsice, endotraheale, lavaj bronhoal-
veolar, material bioptic.

La interpretarea rezultatului examenului bacteriologic se va tine cont
de contextul clinic al pacientului si de datele altor testari.

Dovezile clinice pun la baza determinarii caracterului adecvat (calita-
tii) al probelor primare nesterile, cum ar fi sputa si lavajul endotraheal
(AET), LBA, efectuarea preparatului Gram.

Calitatea materialului de cercetare se stabileste prin evaluarea anumi-
tor criterii:

* Numarul de celule epiteliale (CE) si/sau neutrofile po-
limorfonucleate (PMN) prezente in campul vizual (estimat
prin examinarea microscopica a 10 campuri vizuale, puterea de
marire10x10). Proba adecvata este considerata <10 CE si > 25
PMN intr-un singur camp vizual.

* Raportul dintre neutrofile si celulele epiteliale este impor-
tant in stabilirea calitatii probei si exclude eroarea distributiei
inegale a celulelor in timpul pregatirii preparatului. in cazul ra-
portului PMN:CE > 2:1 - probele sunt considerate adecvate, in
caz contrar proba este rebutata.

* Un numar mare de celule epiteliale sugereaza contaminarea cu
secretie orofaringiana, iar microorganismele fagocitate din PMN
intr-un preparat Gram indica infectia.

* La pacientii imunocompromisi, trebuie luata in considerare po-
sibila neutropenie, care va afecta numarul de PMN din tractul
respirator.

e Criteriul minim pentru necorespunderea probelor este numarul
de CE >10 per camp vizual (puterea de marire10x10).

Sputa (inclusiv probele obtinute prin tub endotraheal, traheostomie)

Sputa este produsa de catre epiteliocitele tractului respirator. La per-
soanele sanatoase, sputa se produce in cantitati minime, in timp ce
diverse stari patologice pot creste secretia sau pot modifica caracterul
sputei. Examinarea sputei ne poate ajuta la precizarea diagnosticului
si la stabilirea tacticii terapeutice in diverse patologii.

Microflora indigena din tractul respirator superior in majoritatea cazu-
rilor poate contamina probele prelevate din tractul respirator inferior si
nu ofera informatie relevanta privind rolul bacteriilor, precum Strepto-
coccus pneumoniae, Haemophilus influienzae si Moraxella catharalis in
infectiile tractului respirator inferior. In scopul diagnosticului microbio-
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logic al infectiilor tractului respirator inferior, al otitei medii si sinuzitei,
ghidurile internationale recomanda colectarea probelor prin metode
invazive (aspiratul nazofaringian, aspiratul bronsic, aspiratul endotra-
heal etc.). Ca alternativa in colectarea sputei de la copiii cu varsta mai
mica de 5 ani si in cazul copiilor cu intarziere in dezvoltare, indiferent
de varsta studiile recomanda tehnica de aspiratie nazofaringiana (vezi
Anexa 2). La copiii cu tub endotraheal sau traheostomie, sputa poate fi
usor aspirata din trahee. Adolescentii si copiii mai mari sunt de obicei,
capabili sa produca un specimen de sputa prin tuse, daca li se ofera
instructiuni clare.

Metodologia recoltarii: Se explica pacientului diferenta dintre sputa,
saliva si secretia rinofaringiana inghitita si expectorata.

Sputa emisa spontan se recolteaza dimineata, cand schimbarea pozi-
tiei corpului din clino- in ortostatism favorizeaza eliminarea secretiilor
bronsice. Pacientul elimina secretiile nazofaringiene, clateste abun-
dent gura si efectueaza gargara profunda cu solutie fiziologica sterila.
Sputa se obtine dupa o inspiratie profunda de cateva ori si apoi se ex-
pectoreaza prin tuse in recipient steril, cu capac inchis etans. Volumul
necesar de prelevat este =2 ml (minimum 1 ml).

Sputa indusa. Daca pacientul nu poate tusi spontan, se efectueaza
inhalatii cu solutie fiziologica incalzita sau solutie salina hipertonica (3-
15%) timp de 10-20 de minute. Datele din literatura denota ca sputa
indusa nu este deosebit de utila, cu exceptia detectarii P. jirovecii si M.
tuberculosis.

De la pacienti cu tub endotraheal se aspira secretie in recipient ste-
ril, In conditii aseptice. Varfurile de tuburi endotraheale obtinute de la
nou-nascuti se plaseaza in recipiente sterile si se transporta imediat
la laborator. Nu se accepta varfuri de tuburi endotraheale de la adulti,
deoarece acestea se contamineaza frecvent si bacteriile izolate nu co-
respund cu agentul etiologic.

Laboratorul respinge prelevatele care nu corespund calitativ macro-
scopic (saliva) si microscopic.

Secretul endotraheal (AET)

La pacientii intubati, continutul endotraheal este aspirat cu un cateter
steril. Exista riscul contaminarii probei cu secretiile din cavitatea bucala.

AET trebuie recoltat numai daca pacientul e suspectat cu pneumonie,
deoarece traheostoma este colonizata la 24 de ore dupa insertie si sem-
nificatia clinica a microorganismelor izolate este dificil de interpretat.
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Probele obtinute prin bronhoscopie

Desi probele sunt prelevate prin metoda invaziva, este posibila conta-
minarea lor cu microbiota orala.

Lavaj bronhoalveolar (LBA)

Proba obtinuta provine din bronsiole si alveole distale, vizate din zona
afectata de infectie. Este necesar sa se recolteze cel putin 1 ml de
prelevat.

Lavajul bronhoalveolar (LBA) reprezinta o procedura medicala (inves-
tigatie paraclinica) prin care bronhoscopul este introdus pe cale orala
sau nazala in plaman, cu introducere de lichid la nivelul regiunii pul-
monare investigate si apoi aspirarea acestui lichid pentru examinare.
Este o metoda putin invaziva care permite examinatorului recoltarea
de celule, particule anorganice sau agenti patogeni de la nivel bron-
ho-alveolar pentru diagnosticarea diferitor boli respiratorii.

Indicatii
v diagnosticarea infectiilor respiratorii la persoane imunocompro-
mise;
pneumonie asociata ventilatiei mecanice;
cancer bronhopulmonar;
boli pulmonare interstitiale;

stabilirea compozitiei proteice a cailor aeriene, in cercetari imu-
nologice pentru obtinerea de mostre celulare (exemplu: celule
T) si pentru o evaluare cantitativa a patogenilor de la nivel pul-
monar (exemplu: virusul gripal).

v
v
v
v

LBA, lavajele bronsice se efectueaza cand examenul microbiologic al
sputei nu evidentiaza agentul etiologic al unei pneumonii sau cand pa-
cientul nu poate expectora sputa. Lavajul este potrivit in special pentru
detectarea P. jiroweczi sau fungilor.

Se recolteaza aprox. 15-20 ml secretie in recipiente sterile cu capac
inchis etans. In lipsa bronhoscopului se efectueaza lavaj bronsic orb.

in cazul in care nu se obtine o cantitate suficientd de material pentru
testare, se extrage canula si se taie varful care contine o anumita can-
titate de lichid si se transfera aseptic intr-un recipient steril. Se indica
in fisa de trimitere denumirea matertialului de cercetare: lavaj bronsic.

Lavajul bronsic - proba se obtine din caile respiratorii principale (vezi
AET).
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Periajul bronsic protejat (PBP) este de fapt o biopsie tintita realizata
printr-o minuscula perie flexibila la extremitatea unui fir rigid protejat
de cateterul telescopat (prelevat valoros pentru o investigare virusolo-
gica si citologica).

Biopsie tisulara. Fragmentul de tesut obtinut intraoperator se introdu-
ce aseptic in recipient steril.

Transportarea probelor
1. Prelevate nesterile (sputa, ETA, LBA, spalatura bronsica)

Prelevatele trebuie transportate intr-un recipient steril la temperatura
camerei si procesate cat mai curand posibil, in interval de maximum 2
ore de la recoltare.

in caz c& proba nu poate fi transportata in acest timp optim se permite
refrigerarea probei (+4°C, maxim 24 de ore.). Proba ce constituie varf
de canula cu secretie, se acopera cu solutie fiziologica sterila si se
refrigereaza. in fisa de trimitere se mentioneaza: proba refrigerata si
durata.

Nota: Atentie, la refrigerarea prelevatului, S. pneumoniae si
H. influenzae isi pierd viabilitatea.

2. Materialele de cercetare sterile

Probele trebuie transportate in laborator cat mai curand posibil, intr-un
recipient steril.

in caz ca proba nu poate fi transportatd imediat, aceasta poate fi pas-
trata la temperatura camerei pana la 24 de ore, de preferinta in mediu
anaerob.

Fragmentele de tesut obtinute prin biopsie tisulara trebuie plasate in
cateva picaturi de solutie fiziologica sterila, pentru a mentine umedi-
tatea acestora.
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5 " b CULTIVAREA SI IDENTIFICAREA
MICROORGANISMELOR DIN TRS

Desi multe boli respiratorii sunt infectii de origine virala, autolimitate, care
se trateaza simptomatic, este necesara diferentierea lor de cele bacterie-
ne, cu identificarea agentului cauzal intr-un stadiu de debut al bolii (Anexa
3). Aceste actiuni sunt necesare pentru a indica un tratament antimicrobi-
an eficient si masuri corespunzatoare de control al infectiei.

in ultimii ani, diagnosticul infectiilor respiratorii a evoluat in mod sub-
stantial odata cu dezvoltarea si disponibilitatea testelor pentru identi-
ficarea tulpinilor noi de agenti microbieni.

Metodele inovative de laborator sunt rapide, sensibile si specifice si
inlocuiesc treptat metodele conventionale.

5.1. Metode non-moleculare de detectie si identificare
a virusurilor respiratorii

Microscopie electronica

Microscopia electronica este una dintre cele mai vechi metode de exa-
minare directa care a fost implementata atat pentru diagnosticul infec-
tiilor virale, cat si pentru studierea ultrastructurii virusurilor. Aceasta
metoda este laborioasa si costisitoare (TAT 3-6 de ore).

Cultivarea virusurilor

Detectarea virusurilor prin punerea in evidenta a efectului citopatic
si a hemadsorbtiei in cultura celulara a fost considerata ,standardul
de aur” pentru diagnosticul virusurilor respiratorii. Virusurile precum
Adenovirus, virusurile gripale A/B, RSV si virusul parainfluenza uman
sunt cele mai frecvente virusuri respiratorii care sunt izolate in culturi
celulare (TAT 24 de ore).

Depistarea Antigenului Viral
Teste imunologice rapide (TIR)

TIR pot furniza rezultate in mai putin de 30 de minute si sunt de obicei
efectuate la patul bolnavului (POC - Point of Care), permitand clinicia-
nului sa intervena rapid in algoritmul decizional clinic. Dintre cele patru
formate de TIR primare (latex-aglutinarea, dispozitive cu flux orizontal,
dispozitive cu flux lateral si imunologice), testul imunologic cu flux la-
teral (LFIA) este cea mai utilizata metoda imunocromatografica, sensi-
bilitatea variind intre 15-80%.
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Teste de depistare imunofluorescenta

Testele de detectie a antigenilor virali, prin metoda imunofluorescenta,
din prelevatele nazofaringiene sunt considerate a fi rapide si fiabile
pentru detectarea infectiilor virale respiratorii. Sensibilitatea acestor
teste variaza intre 35-85%.

Teste serologice de detectie a anticorpilor

Anticorpii specifici agentilor patogeni apar, de obicei, la aproximativ
2-3 saptamani de la debutul infectiei si pot fi detectati prin teste sero-
logice. Testele serologice detecteaza anticorpii impotriva majoritatii
agentilor patogeni ce provoaca infectii respiratorii, cum ar fi RSV, ade-
novirus, virul gripal A si B, virusul parainfluenza. Cu toate acestea, s-a
raportat ca testele serologice pentru detectarea virusului parainfluen-
za si adenovirusului sunt mai putin sensibile, din cauza reactiilor incru-
cisate, comparativ cu metodele moleculare.

5.2. Metode moleculare de detectie a microorganismelor

Prin metodele moleculare, din materialul de cercetare a tractului res-
pirator pot fi detectati numerosi agenti patogeni. Dezvoltarea acestor
metode a permis obtinerea rezultatelor in cateva ore, respectiv stabili-
rea unui diagnostic rapid. Metodele moleculare sunt mai rapide, decat
metodele conventionale si, de obicei, sunt si mai sensibile, avand un
impact semnificativ asupra deciziilor de tratament.

Detectarea precisa a virusurilor respiratorii prin metode moleculare nu
depinde numai de etapa analitica, dar este influentata in mod critic
si de tipul, cantitatea si calitatea probelor colectate. Pot fi mai multe
tipuri de testari moleculare: PCR RT single plex, multiplex, PCR rapid
POC (Point of Care) etc.

Studiile au raportat un randament de diagnostic crescut (60% fata de
35%), sensibilitate considerabil mai mare (80-100%) si specificitate
(82-100%) pentru tehnicile de testare moleculara, comparativ cu me-
todele de diagnostic conventionale, cum ar fi metodele imunofluores-
cente, izolarea virusurilor, etc.

Testarea sindromica* care poate depistta simultan mai multi agenti
patogeni este benefica pentru controlul infectiei, deciziile de tratament
in timp util si sunt substantial mai putin costisitoare decat detectarea
agentilor patogeni individuali de PCR RT monoplex.

Panelul pentru testarea sindromica poate detecta atat infectii bacteri-
ene, cat si coinfectii virale-bacteriene, ceea ce este vital pentru mana-
gementul corect al acestor infectii si al strategiilor eficiente de preve-
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nire. Aceste paneluri pot detecta ~20 de agenti patogeni, in functie de
dimensiunea panelului, timpul de testare fiind de cca 1-2 ore.

in comparatie cu alte metode moleculare bazate pe NAAT (eng. Nu-
cleic Acid Amplification Test), panelul sindromic multiplex demonstrea-
za performante comparabile, sensibilitate si specificitate Tnalta, variind
individual pentru fiecare agent microbian.

Studiile recente au demonstrat ca testarea moleculara imbunatateste
considerabil diagnosticul infectiilor respiratorii si in plan mondial este
considerata un nou ,standard de aur”.

*Abilitatea de a testa simultan o gama larga de agenti patogeni atunci cadnd
un pacient prezinta un set de simptome clinice care nu sunt specifice unui
anumit agent patogen.

5.3. Detectia bacteriana

Sunt metode rapide de detectie a streptococilor, cu rezultate intre 7-70
min, dar au o sensibilitate mai mica de 90% si o specificitate < 98%.

Standardul de aur ramane a fi metoda bacteriologica, care ofera o sen-
sibilitate >90-95% si o specificitate >98%, in schimb testarea dureaza
mai mult timp (cca 48-72 de ore), comparativ cu metodele moleculare
sau alte metode rapide.

Utilizarea combinata a metodelor rapide cu cele conventionale ofera
o solutie optima 1n indicarea tratamentului empiric antibacterian cu
ajustarea ulterioara a acestuia, la necesitate.

5.3.1. Materialul oral

Materialul oral de cercetare se va cultiva pe mediile si cu respectarea
conditiilor redate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Cultivarea probelor din cavitatea orala

Tabloul Incubatia Identi-
b Mediu = Conditii ficarea
T standard empera- Londifu .. microorga-
indicatii tura,'C de mediu PUl nismullgli
Candidoza Agar 40-48 | dupa 24 si .
orala Sabouraud 35-37 aerobe de ore | 48 de ore C. albicans
R Agar sange
Ulcer in N . . | SBH-A,
cavitatea (sange de 3537 |5-10% co,| 10-48 dupd 24 5i S. aureus,
< berbec), Agar 2| de ore | 48 de ore .
bucala fungi
Sabouraud
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in cazul izolarii Candida spp. identificarea speciei si testarea la antifun-
gice se face individual pentru fiecare pacient, la indicatiile clinicianului.

Particularitati specifice ale microorganismelor frecvent implicate in ITR
sunt date in Anexa 4.

5.3.2. Secretie nazald

Materialul de cercetare se va cultiva pe mediile si cu respectarea con-
ditiilor redate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Cultivarea probelor din cavitatea nazala

Incubatia Identi-
Tabloul .
clinic/ Mediu Tempe- Conditii ficarea
o standard  ratura, de  Timpul microorga-
’ °C mediu nismului
(5% sangerde 16:24 | 2161h;
Purtétori de berb b ore MS
S. aureus er] ec)/ 35-37 aerobe | oo dupi 48 S. aureus
’ Mannitol Salt de ore de ore
Agar
Agar
cromogen
pentru MRSA 16-24 >16-24 de
buli deore; | © ore:
ulion >
< 1 pe sub- }
Purtitorde | nutritiveu | 3537 | aerobe | strat | P€SUPST | MRrsA
MRSA 2.5 NaCl + X trat selec-
> : selectiv . -
subcultivare 48 de | WV dupa
cromogen
pentru MRSA
Purtétor de Agar sange 5-10% 16-24 Streptococi
Streptococi (5% sange de 35-37 co 0 de ore 16 ore u p A
grup A berbec) 2 §rup
In cazuri rare, se adaugé:
. Agar K. rhinos-
Iltllg/c())szcérelgo— MacConkey/ 35-37 | aerobe ;f;)zli >16 ore | cleromatis
CLED K. ozaenae

Microorganisme cu rezistenta neobisnuita sau neasteptata (de ex.
VRSA) si in cazurile dubioase trebuie trimise la laboratorul de referinta.
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5.3.3. Exsudatul faringian

Materialul de cercetare se va cultiva pe mediile si cu respectarea con-
ditiilor redate in Tabelul 4.

Tabelul 4. Cultivarea probelor din faringe

Incubatia Identifi
Tabloul clinic/  Mediu o entiicarea
s .. Tempe- Conditii microorganis-
indicatii standard .
ratura de me- mului
C diu
Faringita
Epiglotite Agar sange 5-10% | 18-24 | dupa | Streptococi grup
. i (5% sange | 35-37 .
Amigdalite de berbec) Co, ore | 18ore |A,CsiG
Laringite
In cazuri specifice:*
Faringita duns
membranoasa/ . UP& | Tylpini toxigene:
Amigdalite Tinsdale, | 35 37 | aerope | 2448 | 2451 | ¢ drl?phtheriie
. Hoyle deore| 48 -l
Calatorii peste de ore | G- ulcerans
hotarele tarii
Gonoree Agar cioco-
< latd pentru
Sursé de N. gonococ, | 35.37 | 510% | 40-48 | 240 | N.gonorrhoeae
meningitidis sau ) CO, |[deore | deore | N. meningitidis
persoand care a | Agar cioco-
fost in contact lata selectiv
Amigdalite A .
o gar sange 100 :
Faringite (5% sange | 3537 | ° Clg & ;O 48 dz 8 14 haemolyticum
si eruptii de berbec) 2 | GeOTe) deore
cutanate
. . Agar 5-10% | 24-48 oo .
Epiglotite ciocolata 35-37 co, de ore zilnic | H. influenzae
Agar sange
(5% sange
Portaj de de berbec)/
S. aureus Mannitol | 35-37 | aerobe cfile? ozr4e iig S. aureus
(MSSA) Salt agar
sau agar
cromogen
Diabet
. . Agar 40-48 | 240 .
Imunodeprimati Sabouraud 35-37 | aerobe de ore | de ore Micete
Candidoza orala

* La indicatiile clinicianului sau cand agentul este specificat in fisa de trimitere.
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Managementul faringitei acute este redat in Anexa 5.

Angina Plaut-Vincent-Simanovschi sau angina ulcero-necrotica se ca-
racterizeaza prin afectarea unilaterala a amigdalelor palatine si uneori
ca inflamatii severe ale gingiilor, fiind cauzata de asociatii de fusobac-
terii anaerobe si Borrelia vincentii. Diagnosticul se bazeaza pe simpto-
mele clinice si frotiu Gram.

5.3.4. Secretia nazofaringiand

Tabelul 5. Cultivarea probelor nazofaringiene pentru izolarea bordetelelor

Incubatia

Tabloul clinic/ Mediu Tem- Condi- Iﬁg};ﬁfiﬁ;
indicatii stanard pera- tiide Timpul &
tura’C mediu
tuse convulsiva/ Bordet- aergbg, . 4 zile |B. pertussis
parapertusis Gengou/ 35 umidi- | 7 zile si 7 zile | B. parapertussis
Regan-Lowe tate ’ )

Placile trebuie plasate intr-o atmosfera umeda aeroba la o temperatura
de 35°C (temperatura de 37°C nu permite cresterea unor tulpini de B.
pertussis).

Cultivarea probelor nazofaringiene pentru izolarea Corynebac-
terium diphtheriae, Neisseria meningitidis, Moraxella catarr-
halis si SBH-A
* Modul de cultivare este identic cu cel al probelor faringiene (Ta-
belul 4).

5.3.5. Secretul sinuzal

Materialul de cercetare se va cultiva pe mediile si cu respectarea con-
ditiilor redate in Tabelul 6.

Tabelul 6. Cultivarea probelor din sinusurile paranazale

Tabloul Incubatia .
hirite] Mediu Tem- Condi- Tim . Identificarea microor-
indicatii standard pera-  tii de ol ganismului
tura’C mediu
Streptococci
B-hemolitici,
Agar sange enterobacterii
Rinosinu- | (5% sange 100 . H. influenzae
zita acuta |de berbec),| 35-37 5-10% | 40-48 zilnic |M. catarrhalis
= co de ore
supuratd Agar 2 Pseudomonas spp.
ciocolata S. aureus

S. anginosis grup
S. pneumoniae
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Incubatia

Tcai]i)lllci’cl;l Mediu Tem- Condi- Tim- - Identificarea microor-
indicatii  Standard pera-  tiide pul ganismului
’ tura’C mediu
Anaerobi:
Agar sange >48 de |Fusobacterium spp.
A anaero-| 5-7
(5% sange | 35-37 be zile ore |Peptostreptococcus spp.
de berbec) zilnic | Propionibacterium spp.
Prevotella spp.
Agar Sabo- | 30 51 aerobe | 5 zile 2?)?‘3 ) Fungi
uraud 35-37 s §
zilnic
In cazuri specifice:
dacd micro-
scopic se : : .
suspecteaza Agar Mac 35-37 | aerobe 16-24 >16 ore enterobacterii
. : Conkey de ore Pseudomonas spp.
infectie
mixta

Examenul microscopic
* Din proba cu aspect purulent - se prepara frotiu Gram,;

* Din proba cu aspect apos - se centrifugheaza, apoi din sediment
se prepara frotiu Gram.

5.3.6. Otoreea

Materialul de cercetare se va cultiva pe mediile si cu respectarea con-
ditiilor redate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Cultivarea probelor colectate in otite

Incubatia .
Mediu ] Identificarea mi-

Tabloul

. ch_mc/__ standard Tempe- Conditii

indicatii ratura de me-
‘C diu

croorganismului

Otita externa

Agar sange Pseudomonas aeru-
(5% sange e ) ginosa,
Otita externa | de berbec), | 35-37 5-10% | 40-48 zilnic | SBH-A,
co de ore
Agar 2 S. aureus,
ciocolata Vibrio alginolyticus

In cazul infectiei cronice se adaugé:

Agar Mac- ) 16-24 | 216 | Pseudomonas spp.,
Otitd cronici Conkey 35-37 | aerobe deore| ore |enterobacterii
externa - -
Agar Sabo 3537 | aerobe | 20-48 | 240 de fungi
uraud de ore| ore
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In cazuri specifice se adauga:

Agar sange
,urechea 0 oA anae- | 48de | >40 .
inotatorului® ése/l‘;:?kr)leg; 3537 | robe ore | de ore | 2naerobi
Otita medie
Agar sange
(5% sange o .
Exsudat din ) 3-10% . .. | orice
urechea ae Iz\egggec), 337 Teo, |7 zile | Zinic | mieroorganism®

medie/tampon | cjocolata
din urechea
medie

Agar sange anae- >40 de
(5% sange | 35-37 robe 7 zile | ore |anaerobi
de berbec) zilnic

*QOrice microorganism care creste pe placa de mediu este considerat semnificativ, de-
oarece acestea sunt probe colectate prin metode invazive si prelevatul se considera a
fi steril. La etapa de interpretare a rezultatelor se ia in calcul posibilitatea de contami-
nare a canalului auditiv cu microflora tegumentului.

5.3.7. Secretiile tractului respirator inferior

Microscopia
Micropreparat din LBA, AET, sputa

Din fragmentele mucopurulente/hemoragice ale probei se pre-
para frotiul Gram.

Proba cu aspect lichid se centrifugheaza si din sediment se pre-
para frotiul Gram (microscopie 10x10).

Se raporteaza numarul de CE (<10, 10-25, >25), PMN (<10, 10-
25, >25) (vezi mai sus) si se indica cantitatea (putin, moderat,
mult) si tipul de microorganisme puse in evidenta;

Daca se pune in evidenta >10 CE intr-un camp, in frotiul efec-
tuat din sputa (dupa examinarea a 10 campuri) esantionul tre-
buie respins, comunicand verbal medicului clinician sau scriind
in concluzie: Proba de calitate joasa ce provine din tractul
respirator superior. inainte de a respinge proba, calitatea ei
trebuie evaluata prin microscopierea unui preparat efectuat din
trei locuri, cele mai suspectate (de ex. puroi).

Daca in micropreparat sunt determinate date cu importanta cli-
nica semnificativa (putine CE, un numar mare de PMN, domina-
rea unui tip de bacterii fagocitate in PMN), aceasta constatare
trebuie raportata medicului clinician in aceeasi zi.
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5.4. Determinarea cantitativa a microorganismelor din sputa, AET si
prelevate obtinute prin bronhoscopie

Sputa

Specimenele examinate doar macroscopic nu trebuie respinse, insa se
va indica aspectul utilizand urmatorii termeni: mucoasa, mucopurulen-
ta, purulenta, sangvinolenta.

in cazul sputei neomogene sau vascoase se recurge la fluidificarea ei
prin suplimentare a unui volum egal de solutie proaspata 0,5 % de
N-acetil- L-cisteina sterila. Se urmaresc instructiunile producatorului
pentru adaugarea unei solutii 0,1% de ditiotreitol sau N-acetil L-cistei-
na (NALC) la sputa.

I Nota: esantioanele mucoide se trateaza ca sputa.

Se inoculeaza 1ul cu ansa sterila din dilutia finala preparata (10 pl de
sputa omogenizata in 5 ml de apa distilata sterila) pe fiecare tip de
placa de mediu (vezi Tabelul 8).

Pentru FC si pacientii imunocompromisi, de asemenea, se inoculeaza
1 pl din dilutia sputei mai concentrata pe aceleasi placi. Dilutiile pot
fi inoculate pe jumatate de placi, pentru a permite o comparatie mai
usoara a cresterii.

Pentru pacientii cu fibroza chistica, care nu au avut o colonizare an-
terioara de B. cepacia, se inoculeaza 100 pl de sputa lichefiata pe o
placa de mediu selectiv pentru B. cepacia si se repartizeaza inoculul pe
intreaga suprafata a placii de agar.

Tabelul 8. Medii de cultura, conditii si microorganisme relevante pentru probe de sputa

Incubatia

Tabloul . . Identificarea
.. Mediu Tem- Condi- 5 .
clinic/ standard i d microorganis-
indicatii [DECEE | IHEE mului
’ tura’C mediu
Bronsita
Boala cronica .
obstructiva a I\H/I lgﬁgﬁ%gzs
cailor respira- S .aureus
torii Agar ciocolata ' ;
: : 5-10% | 40-48 | _., . |S- pneumoniae
Pneumonie + disc de Baci- | 35-37 co d zilnic
ing 2 e ore Alte microorga-
dobandita in tracina P
itat nisme in crestere
comunitate pura pot fi semni-
Pneumonie ficative
achizitionata
in spital
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Tabloul

clinic/
indicatii

Mediu
standard

Tem-
pera-

Incubatia

Condi-
tii de

Identificarea
microorganis-
mului

tura°’C mediu

in anumite situatii, este necesar sa se adauge:
Brongectazie CLED/Agar 35-37 | aerob 40-48 zilnic Enterobacteriaceae
Fibrozi MacConkey de ore Pseudomonas spp.
chistica Agar Manitol 40-48 | .. .
Imuno. Salt/Cromogen 35-37 | aerob de ore zilnic | S. aureus
compromisi
) ’ 40-48
Unitate de Agar Sabou- | g5 35 | aapop de | >40h |fungi
tratament raud ore*
intensiv
Mediu selectiv B. cepacia com-
pentru B. 35-37 | aerob | 5zile | zilnic piexp
cepacia
Micobacterii
. < Medii pentru netuberculoase***
Fibroza : s .
chistici micobacterii La 4, (Mycobacterlum
netuberculoa- 3042 aerob 28 de | 7,14, |avium, Mycobacte-
se solide sau - zile | 28 de |roides abscessus,
lichide (de ex. zile | Mycobacteroides
NTM agar**) chelonae, Mycobac-
terium gordona)
40-48
Micoze Agar Sabou- | 55 35 | aapop de | >40h |fungi
raud ore*
Agar selectiv Umi- | Pand | La3,
Legionella %e ionella 35-37 | ditate | la10 |7si10 |Legionella spp.
8t sporitd | zile zile

*Poate fi necesara o incubare de pana la 6 saptamani, in cazul izolatelor fungice (daca
sunt suspectati agenti patogeni dimorfi); probele vor fi citite initial la 40 de ore, apoi
reincubate.

**NTM agar - conditiile indicate in tabel sunt doar pentru acest mediu, alte medii ne-
cesita alte conditii si alt timp de incubare (de ex. Middlebrook 7H9, Lj - incubarea timp
de minim 6-8 saptamani la temperatura de 35-37°C).

*+k|dentificarea micobacteriilor netuberculoase se realizeaza prin: ex. MALDI-TOF, PCR.

LBA si AET
Probele contaminate cu microbiota orala sunt insamantate cantitativ,
pentru a diferentia contaminantii de microflora implicata in proces.

Proba prelucrata cantitativ nu este centrifugata inainte de insaman-
tare. Daca proba este lichida, initial se efectueaza cultivarea pe placi,
apoi se centrifugheaza pentru prepararea frotiului Gram.

LBA
Se centrifugheaza LBA la 1200xg timp de 10 minute.
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Se inlatura tot supernatantul, cu exceptia a 0,5 ml, si se resuspendea-
za in sedimentul ramas.

Folosind o ansa sterila, se inoculeaza fiecare placa de agar cu depozitul
probei centrifugate.

Metoda semicantitativa
LBA centrifugat este resuspendat in lichid si se fac trei dilutii seriale
(1/10, 1/1000 si 1/100 000). Din fiecare dilutie se inoculeaza cate 0,1
ml, conform Tabelului 9.

Se analizeaza particularitatile culturale si se cuantifica fiecare morfotip
prezent, exprimandu-se in unitati formatoare de colonii.

in mod alternativ, se utilizeaza o ansa calibratd. Pentru esantioanele
lichide de LBA, se utilizeaza anse calibrate cantitative destinate pen-
tru administrarea de 0,01 si 0,001 ml. Dupa incubare, se calculeaza
coloniile si se determina numarul de UFC pe mililitru prin inmultirea
numarului de colonii cu factorul de diluare.

Nota: Inocularea placilor de agar trebuie efectuata imediat dupa
diluarea probei.

Pragul diagnostic este:
- 10°-10% UFC/ml pentru aspirate bronhoscopice,
- 102 UFC/ml pentru PBP si
- 10*UFC/ml pentru LBA.

Pragul de diagnostic nu poate fi atins la etapa initiala a procesului infectios
sau daca este prezenta bronsiolita infectioasa. Esantioanele de la pacien-
tii care au primit antibiotice pot da, de asemenea, rezultate fals-negative.

ETA

Proba prelucrata cantitativ nu e centrifugata inainte de insamantare.
Daca proba e lichida, dupa insamantare se centrifugheaza pentru pre-
pararea micropreparatului (vezi mai sus).

* Un numar semnificativ de bacterii (UFC /ml):
v AET =105 UFC/ml

* Metoda cea mai simpla, este insamantarea cu ansa calibrata
(10 ul), care aplica 0,01 ml de proba pe placi (vezi Tabelul 9).

Aceasta metoda face dificila citirea unui numar mare de colonii (=10%)
Si se recomanda inocularea AET dupa dilutia probei 1:10 sau proba se
inoculeaza nediluata cu ansa de 1 pl. in acest caz, cresterea a >100 de
colonii inseamna 10> UFC/mI de prelevat, ceea ce reprezinta o crestere
semnificativa pentru AET (vezi Tabelul 10).

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator 4 ' 47



Numarul de colonii dintr-o proba de 1 ml poate fi determinat cu o exac-
titate mai Tnalta, diluand proba de 20 de ori in modul urmator:

- 0,5 ml de proba se dilueaza cu 9,5 ml de solutie fiziologica;
- 50 pl de proba diluata este insamantata pe placa de mediu.

Numarul de colonii crescute se indica conform datelor din Tabelul 11.

Tabelul 9. Medii de cultura, conditii si microorganisme relevante pentru probe LBA

Incubatia
Tabloul cli- Mediu Tem- Condi- Ti Identificarea mi-
nic/indicatii ~ standard  pera- tiide m}- croorganismului
tura’C mediu P
. H. influenzae
Bronsita M. catarrhalis
Boala cronica | ). cigcolats o aureus
obstructiva a +%. i beoi | a7 | 510% | 4048 | . . |S pneumoniae
ailor respira- 15C d€ bacl- ) co de ore | M€ i
calc p tracini 2 Alte microorga-
torii nisme in cultura
Pneumonie pura pot fi semni-
dobéndita in ficative
comunitate Agar Sabou- } . | 240 de .
Preumonic raud 35-37 | aerobe |5 zile ore Fungi
achizitionata CLED/Agar 35-37 | aerobe 40-48 zilnic }Ciéggrobacterla-
in spital MacConkey ore Peeudomonas
In anumite situatii, este necesar si se adauge:
Agar Manitol 40-48 | . .
Salt/Cromogen 35-37 | aerob de ore zilnic S. aureus
Micobacterii netu-
seksk
Brongectazie, | Medii pentru ?]\sliicclcl)ll?c?gteerium
Fibroza nrg:ﬁ%};%ﬁgg_ _ %‘ ali’ avium, Mycobacte-
chistica se solide sau 30+2 aerob |28 zile 223 dé roides abscessus,
L . Mycobacteroides
lichide (ex. zile chelonae
ek 4]
NTM agar™) Mycobacterium
gordona)
Fibroza Mediu selectiv
chistica pentru B. ce- | 35-37 | aerob | 5zile | zilnic |B. cepacia complex
pacia selectiv
Pneumonie . A x
. . Umi- Pana | La3
sau simptome | Agar selectiv } - e .
asemanatoare | Legionella 35-37 Sdl(;[fitt% liﬂleo 728111:0 Legionella spp.
celor gripale p

* Poate fi necesara o incubare de pana la 6 saptamani, in cazul izolatelor fungice (daca
sunt suspectati agenti patogeni dimorfi); probele vor fi citite initial la 40 de ore, apoi
reincubate.

**NTM agar - conditiile indicate Tn tabel sunt doar pentru acest mediu, alte medii ne-
cesita alte conditii si alt timp de incubare (de ex. Middlebrook 7H9, Lj - incubarea timp
de minim 6-8 saptamani la temperatura de 35-379).

**x|dentificarea micobacteriilor netuberculoase se realizeaza prin: ex. MALDI-TOF, PCR.
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Nota: Testarea de rutina a urinei la antigenul pneumococic nu este
recomandata adultilor cu PC, cu exceptia celor cu pneumonie comu-
nitara cu o evolutie severa (PCS).

Testarea de rutina a urinei adultilor cu PC la antigenul Legionella nu
se recomanda. Aceasta investigatie se efectueaza numai in cazurile
indicate de factorii epidemiologici, cum ar fi asocierea cu un focar
de Legionella sau o calatorie recenta.

Ghidurile internationale recomanda utilizarea metodelor performante
si mult mai rapide (ex. PCR RT, PCR multiplex rapid) pentru microorga-
nismele care sunt dificil de identificat prin metoda culturala (Legione-
lla, Chlamidia, Bordetella, fungi, virusuri, etc.). Implementarea acestor
metode ar avea un impact major asupra micsorarii timpului de rapor-
tare (TAT~1 ora) a potentialilor agenti patogeni ai ITR, ceea ce ar per-
mite initierea unui tratament antimicrobian adecvat in timp util si/sau
ajustarea celui empiric.

Alte metode de identificare a microorganismelor sunt:

Spectrometria de masa

MALDI-TOF MS (eng. Matrix assisted laser desorption ionization-ti-
me-of-flight mass spectrometry) este o tehnologie noua de identifica-
re a speciilor de microorganisme utilizata pentru a analiza compozitia
proteica a unei celule microbiene. Acest sistem s-a dovedit a fi un in-
strument mai rapid, exact si rentabil, comparativ cu tehnicile fenoti-
pice conventionale sau metodele moleculare. Datorita simplitatii de
manipulare, obtinerea rezultatelor asociate cu costuri minime pentru
consumabile este eficienta pentru identificarea de rutina a izolatelor
clinice.

Teste comerciale de identificare (de ex : latex-test)
Testele latex de aglutinare sunt utilizate pentru identificarea rapida si

prezumtiva a unor microorganisme din cultura pura sau direct din pre-
levatele patologice, respectand instructiunile producatorului.

Studiile Tn domeniu recomanda validarea testelor comerciale de iden-
tificare de catre laboratorul de referinta, pentru a demonstra utilitatea
acestuia in anumite scopuri.
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5.4.1. Diagnosticul infectiei cauzate de noul coronavirus

Pandemia COVID-19 are un impact major asupra laboratoarelor de mi-
crobiologie. in etapa preanalitica, colectarea biosubstratului corespun-
zator din locul anatomic adecvat al tractului respirator si in momen-
tul potrivit al infectiei este esentiala pentru un diagnostic molecular
prompt si precis al COVID-19. De o importanta majora sunt si masurile
adecvate ce trebuie intreprinse pentru a mentine in siguranta persona-
lul de laborator, in timp ce se obtin rezultate fiabile ale testelor.

in etapa analitica, metoda de transcriere inversa PCR RT ramane a fi
testul molecular de electie pentru diagnosticul etiologic al infectiei cu
SARS-CoV-2, in timp ce tehnicile bazate pe detectia anticorpilor sunt
introduse ca instrumente suplimentare.

in etapa postanalitic, rezultatele testarii trebuie interpretate cu aten-
tie, folosind atat inovatiile moleculare, cat si cele serologice. in cele din
urma, dispozitivele, ce contin tehnici integrate (de ex. extractie, ampli-
ficare si interpretare intr-un singur instrument) cu capacitati scalabile,
vor facilita diagnosticul si monitorizarea rapida si precisa a infectiilor
cu SARS-CoV-2 si vor ajuta in mare masura la controlul acestei infectii.
Aceste teste ce ofera rezultate rapide vor fi foarte importante pentru
managementul pacientului si deciziile de control si raspuns al infectiei,
in special atunci cand sunt prezente alte forme infectioase de pneumo-
nie si izolatele respiratorii sunt rare. Aceste teste sunt sigure, simple,
rapide si pot fi utilizate in clinicile si spitalele care au deja instrumen-
tele necesare recomandate de ghidurile internationale si care sunt res-
ponsabile pentru identificarea si tratarea acestor pacienti. Sistemele
care determina mai multi agenti patogeni intr-o perioada scurta de
timp contribuie la un diagnostic diferential standardizat, in principal,
pentru a distinge alte virusuri cunoscute in dezvoltarea pneumoniei
de geneza virala, cum ar fi virusurile gripale, virusul parainfluenza,
adenovirusul, virusul sincitial respirator, rinovirusul, metapneumovi-
rusul uman, MERS-CoV etc., de asemenea, pneumonia provocata de
micoplasme, hlamidii si alte bacterii. in plus, ar trebui sa se distinga de
bolile neinfectioase, cum ar fi vasculita, dermatomiozita si pneumonia
in organizare.

Rolul diagnosticului de laborator (Figura 1) la pacientii cu COVID-19
depaseste cu mult diagnosticul etiologic si supravegherea epidemio-
logica, iar testele IVD pot fi utilizate pentru evaluarea severitatii bolii,
definirea prognosticului, monitorizarea pacientilor si ghidarea trata-
mentului.
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VIRUSUL:
SARS-CoV-2

* Detectie directa:

RT-PCR

Detectie indirecta:
Serologie (IgM, IgG,
IgA)

ALTI PATOGENI

Coinfectie (alte viru-
suri, bacterii)

Suprainfectie (bacte-
rii, fungi) in princi-
pal la pacientii din
ATT/pacienti ventilati

Diagnosticul etiologic
si supravegherea
epidemiologica

Diagnostic etiologic

STAREA GAZDEI ST A
ORGANELOR TINTA

Inflamatie
Coagulare
Miocard
Rinichi

Celule sangvine
Ficat

Evaluarea severitatii,
prognostic,
monitorizare

Figura 1. Diagnosticul de laborator in managementul pacientilor cu COVID-19

La pacientii cu COVID-19 unii parametri de laborator pot fi considerati
predictori semnificativi ai rezultatului clinic advers (vezi Tabelul 10).

Tabelul 10. Principalele modificari ale parametrilor de laborator
la pacientii adulti cu progres nefavorabil al COVID-19

Test de laborator

Anormalitati
Numar crescut de
celule albe

Semnificatia clinica potentiala

Infectie/suprainfectie bacteriana

Numar crescut de

Infectie/suprainfectie bacteriana

Raspuns imunologic scazut catre
virus

Hemoleucograma | neutrofile
completa Numaér scazut de
limfocite
Numadr scazut de
trombocite

Coagulopatie diseminata

Gazele din sange

Modificari estimate

Important in managementul
ingrijirilor critice

Albumina Scazuta Afectarea functiei hepatice
Lactat < Leziuni pulmonare si/sau leziuni
. Crescuta . ’
dehidrogenaza extinse ale organelor
Alanin « Leziuni hepatice si/sau leziuni
. Crescuta : ;
aminotransferaza extinse ale organelor
Aspartat = Leziuni hepatice si/sau leziuni
. Crescuta . ’
aminotransferaza extinse ale organelor
Bilirubina totala Crescuta Leziuni hepatice
Creatinina Crescutd Leziuni renale
Troponina < o .
ponn Crescuta Leziuni cardiace
cardiaca
. Activarea coagularii sangvine si/sau
D-Dimer Crescut & gvine si/

coagulopatie diseminata
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Test de laborator Anormalitati Semnificatia clinica potentiala

Timpul Activarea coagularii sangvine si/sau
s Crescut Lo, L ’

protrombinei coagulopatie diseminata

Procalcitonina Crescuta Infectie/suprainfectie bacteriana

Proteina « Infectie virala severd/viremie/sepsis

- Crescuta o1

C-reactiva viral

Feritina Crescuta Inflamatie severa

Citokine (IL-6) Crescute Sindromul furtunii de citokine

Testele rapide de diagnostic bazate pe detectarea antigenului

Actualmente se produc si se comercializeaza teste rapide care detec-
teaza prezenta proteinelor virale (antigene) SARS-CoV-2 in prelevatele
tractului respirator. Cele mai multe dintre acestea sunt imunoanalize
cu flux lateral (LFl), care, de obicei, dau un rezultat in 30 de minute.
Spre deosebire de NAAT, nu exista o amplificare a tintei detectate,
ceea ce face ca testele antigenului sa fie mai putin sensibile. in plus,
pot aparea rezultate fals-pozitive (care indica faptul ca o persoana este
infectata atunci cand nu este) daca anticorpii de pe banda de testare
recunosc si antigenii altor virusuri decat SARS-CoV-2, precum alte co-
ronavirusuri umane.

Sensibilitatea acestor teste, comparativ cu PCR RT la exemplarele din
TRS (tampoane nazofaringiene) este foarte variabila, pe cand speci-
ficitatea este raportatd in mod constant ca fiind ridicata. in prezent,
datele privind performanta antigenului in cadrul clinic sunt inca limi-
tate, Insa atunci cand performanta este acceptabila, testele rapide de
detectie a antigenului pot fi implementate intr-un algoritm de diagnos-
ticare pentru a reduce numarul de teste moleculare care trebuie efec-
tuate si pentru a sprijini identificarea si gestionarea rapida a cazurilor
de COVID-19. Modul in care detectia antigenului ar fi incorporata in
algoritmul de testare depinde de sensibilitatea si specificitatea tes-
tului antigenului si de prevalenta infectiei cu SARS-CoV-2 in populatia
testata. O incarcatura virald mai mare este asociata cu performante
fmbunatatite ale testului rapid de detectie a antigenului; prin urmare,
performanta testului poate fi cea mai buna in jurul debutului simpto-
melor si in faza initiala a unei infectii cu SARS-CoV-2.

Testarea anticorpilor

Testele serologice care detecteaza anticorpii produsi de corpul uman
ca raspuns la infectia cu SARS-CoV-2 pot fi utile in diverse situatii. De
exemplu, studiile de serosupraveghere pot fi utilizate pentru a sprijini
investigatia unui focar in curs de desfasurare si pentru a sprijini eva-
luarea retrospectiva a ratei de infectare sau a dimensiunii unui focar.
Deoarece SARS-CoV-2 este un agent patogen nou, raspunsurile la anti-
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corpii pe care 1i genereaza sunt inca in curs de dezvoltare, prin urmare
si testele de detectare a anticorpilor ar trebui utilizate cu precautie si
nu utilizate pentru a determina infectiile acute.

Testele necantitative (de exemplu, testele de flux lateral) nu pot detec-
ta o crestere a titrelor de anticorpi, spre deosebire de testele semican-
titative. Testele de detectie rapida a anticorpilor cu flux lateral nu sunt
in prezent recomandate pentru diagnosticul acut si managementul cli-
nic al COVID-19.

Serologia nu trebuie utilizata ca diagnostic independent pentru iden-
tificarea cazurilor acute in ingrijirea clinica sau in scopuri de urmarire
a contactelor. S-a observat ca seroconversia (dezvoltarea raspunsului
masurabil al anticorpilor dupa infectie) este mai robusta si mai rapida
la pacientii cu boala severa, comparativ cu cei care avut forma usoara
sau in infectii asimptomatice. Anticorpii au fost detectati inca de Ia
sfarsitul primei saptamani de boala la un numar mic de pacienti, dar
ei pot dura si saptamani pentru a se dezvolta la pacientii cu infectie
subclinica/usoara.

Prin urmare, serologia nu este un inlocuitor adecvat pentru testele vi-
rusologice pentru a informa urmarirea contactelor sau managementul
clinic. Durata persistentei anticorpilor generati ca raspuns la SARS-
CoV-2 este inca in studiu. in plus, prezenta anticorpilor care se leaga
de SARS-CoV-2 nu garanteaza ca acestia sunt anticorpi neutralizanti
sau ca ofera imunitate de protectie.

Testele serologice disponibile pentru detectarea anticorpilor

Testele comerciale care detecteaza anticorpii de legare (Imunoglobu-
linele totale (Ig), IgG, IgM si/sau IgA in diferite combinatii) utilizand
diverse tehnici, testul imunosorbent enzimatic (ELISA, ELFA) si imu-
noanaliza chemiluminescenta (CLIA) au devenit disponibile. Testele
de detectare a anticorpilor pentru coronavirus pot, de asemenea, sa
reactioneze incrucisat cu alti agenti patogeni, inclusiv cu alte corona-
virusuri umane, sau cu conditii preexistente (de exemplu, sarcina, boli
autoimune) si astfel sa dea rezultate fals-pozitive.

Testele de neutralizare a virusului sunt considerate a fi testul standard
de aur pentru detectarea prezentei anticorpilor functionali. Aceste tes-
te necesita personal inalt calificat si facilitati de BSL-3 si, prin urmare,
nu sunt adecvate pentru a fi utilizate ca teste de diagnostic de rutina.
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6 N b INTERPRETAREA SI RAPORTAREA
REZULTATELOR

Rezultatele investigatiilor de laborator sunt prezentate in scris/electro-
nic, lizibile, validate de supervizor si sunt raportate persoanelor auto-
rizate. Laboratorul trebuie sa dispuna de proceduri clare documenta-
te, bune practici pentru interpretarea si eliberarea rezultatelor. Pentru
ghidarea tratamentului, rezultatele preliminare sunt transmise in timp
util clinicianului prin telefon, fax sau alte legaturi electronice, ulterior
rezultatele fiind confirmate printr-un raport final. Toate rapoartele emi-
se trebuie pastrate ca inregistrari tehnice. Laboratorul trebuie sa fie
responsabil pentru informatia furnizata in raport.

Timpul de raportare a rezultatelor depinde de metoda de diagnostic
utilizata.

Interpretarea rezultatelor in functie de prelevat este redata in Anexa 6.

6.1. Materialul oral

Rezultat negativ, se raporteaza:

* microorganisme de importanta clinica nu au fost identificate sau
proba a fost contaminata cu microflora cavitatii bucale;

* lipsa cresterii microorganismelor din biosubstratul examinat.

Rezultat pozitiv, se raporteaza:

* microorganismele enumerate in Tabelul 1, in cazul bacteriilor si
antibiograma.

6.2. Secretia nazala

Rezultat negativ, se raporteaza in functie de agentul cauzal solicitat:
e nu a fostizolat S. aureus/MRSA;
e nu a fost izolata Klebsiella rhinoscleromatis/Klebsiella ozaenae.

Rezultat pozitiv, se raporteaza in functie de agentul cauzal solicitat:

e S. aureus (MSSA) fara antibiograma cu nota: S. aureus colo-
nizeaza frecvent mucoasa nazala. Semnificatia clinica trebuie
consultata cu un medic microbiolog.

* MRSA, cu sau fara antibiograma (in functie de indicatia medicu-
[ui clinician);
* Klebsiella rhinoscleromatis/Klebsiella ozaenae, cu antibiograma.
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* S. pyognenes fara antibiograma cu nota: S. pyognenes colo-
nizeaza frecvent mucoasa nazala. Semnificatia clinica trebuie
consultata cu un medic microbiolog.

Timp de raportare

Raportarea urgenta a rezultatelor relevante clinic se va efectua tele-
fonic/electronic imediat ce acestea sunt disponibile. Rezultatul final in
forma scrisa va fi eliberat in 16-72 de ore.

6.3. Exsudat faringian

Rezultat negativ, se raporteaza:
» streptococi B-hemolitici grup A, C si G nu au fost izolati;

* in functie de maladia sau cauza indicata in Tabelul 2, de ex. nu a
fost izolat Corynebacterium diphtheriae .

Rezultat pozitiv:
» streptococi B-hemolitici grup A, C si G cu eliberarea antibiogramei;

 alte microorganisme relevante clinic indicate in Tabelul 2, cu eli-
berarea antibiogramei.

Timp de raportare

Raportarea urgenta a rezultatelor relevante clinic se va efectua tele-
fonic/electronic imediat ce sunt disponibile. La depistarea N. gonorr-
hoeae/meningitidis si C. diphtheriae/ulcerans, in mod urgent este con-
tactat medicul clinician prin telefon, inaintea efectuarii antibiogramei
pentru a intreprinde masuri corespunzatoare. Rezultatul final in forma
scrisa va fi eliberat in 16-72 de ore.

in cazul investigatiilor suplimentare, de ex. rezultatul testarii
toxicitatii C. diphtheriae, se raporteaza cand acesta este disponibil.

6.4. Secretul nazofaringian

Rezultat negativ, se raporteaza:

e in functie de maladia sau cauza indicata in Tabelul 5, de ex. B.
pertussis nu a fost izolat.

Rezultat pozitiv, se raporteaza:

* microorganismul solicitat (vezi Tabelul 5), cu eliberarea antibio-
gramei.
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Timp de raportare

* Raportarea urgenta a rezultatelor se va efectua telefonic/elec-
tronic imediat ce acestea sunt disponibile.

e Rezultatul final in forma scrisa va fi eliberat imediat ce este dis-
ponibil.

6.5. Secret sinuzal

Raportarea rezultatelor microscopiei

Se descrie evidentierea de polimorfonucleate (PMN) si microorganisme
(bacterii, micete levuriforme, prezenta hifelor).

Raportarea rezultatelor bacteriologice

Rezultat negativ, se raporteaza:
* nu sunt izolate bacterii relevante din punct de vedere clinic;
* lipsa cresterii microorganismelor din biosubstratul examinat.

Rezultat pozitiv, se raporteaza:

* microorganisme relevante clinic indicate in Tabelul 6, cu elibera-
rea antibiogramei.

Timp de raportare

* Raportarea urgenta a rezultatelor se va efectua telefonic/elec-
tronic imediat ce acestea sunt disponibile.

e Rezultatul final in forma scrisa va fi eliberat imediat ce este dis-
ponibil.

6.6. Otoreea

Rezultat negativ, se raporteaza:
* nu suntisolate bacterii relevante din punct de vedere clinic;
* lipsa cresterii microorganismelor din biosubstratul examinat.

Rezultat pozitiv, se raporteaza:

* microorganisme relevante clinic indicate in Tabelul 7, cu elibera-
rea antibiogramei.

Timp de raportare

* Raportarea urgenta a rezultatelor se va efectua telefonic/elec-
tronic imediat ce acestea sunt disponibile.

e Rezultatul final in forma scrisa va fi eliberat imediat ce este dis-
ponibil.
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6.7. Secretiile tractului respirator inferior

Raportarea rezultatelor microscopiei

Se descrie evidentierea si numarul de PMN si CE, cantitatea si tipul de
microorganisme.

Raportarea rezultatelor bacteriologice

Rezultat negativ, se raporteaza:
* nu sunt izolate bacterii relevante din punct de vedere clinic;
* lipsa cresterii microorganismelor din biosubstratul examinat.

Rezultat pozitiv, se raporteaza:

* microorganisme relevante din punct de vedere clinic* cu indica-
rea cantitativa a bacteriilor (UFC/ml);

* 1n cazulin care, potrivit examenului microscopic, prelevatul este
inadecvat, in rezultat trebuie mentionat: Prelevat de calitate
joasa. Proba provine din tractul respirator superior.

*Vezi mai jos ,Interpretarea rezultatelor”

Timp de raportare

* Raportarea urgenta a rezultatelor se va efectua telefonic/elec-
tronic imediat ce acestea sunt disponibile.

e Rezultatul final in forma scrisa va fi eliberat imediat ce este dis-

ponibil.
Tabelul 11. Interpretarea numarului de colonii (aplicarea prelevatului cu ansa de 10 pl)
Relevanta
Nr. de colonii UFf/ ol d
prelevat PBP LAB AET
<10 10? - - -
10-99 103 + - -
100 -999 104 + + -
> 1000 10° + + +

Tabelul 12. Interpretarea numarului de colonii (dilutia de 20 de ori a probei)

.. UFC/ml Relevanta
Nr. de colonii
prelevat PBP LAB AET
3-24 10 + _ .
24— 249 10¢ + N _
>250 >10° + + .
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Interpretarea rezultatelor
1. Se proceseaza si se raporteaza indiferent de numar:

SBH-A

SBH-B (pentru copii)
Bordetella spp.
*Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Staphylococcus aureus
Francisella tularensis*
Yersinia pestis*

Neisseria gonorrhoeae*
Nocardia spp.

Bacillus anthracis*
Cryptococcus neoformans
micete cu potential patogen*

* A se consulta cu medicul clinician

2. Se proceseaza si se raporteaza daca izolatul este cantitativ
=10% UFC/ml pentru LBA si =10°> UFC/ml pentru AET, chiar
daca acesta nu este predominant in cultura:

Moraxella catarrhalis
Neisseria meningitidis

Pentru pacientii spitalizati:

Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Acinetobacter spp.
Burkholderia spp.

3. Se proceseaza si se raporteaza daca izolatul este cantitativ
=10% UFC/ml pentru LBA si =10° UFC/ml pentru AET numai
daca acesta este predominant in cultura:

bacterii Gram negative (in special Klebsiella pneumoniae)
Corynebacterium spp. (pacienti din terapie intensiva)
Rhodococcus equi (imunocompromisi)

SBH-B (adulti), C, G

4. De asemenea, se proceseaza Si se raporteaza daca izolatul este
cantitativ <10* UFC/ml pentru LBA si <105 UFC/ml pentru
AET:
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* microorganisme multirezistente (MRSA, ESBL, CPE, s.a.)-
pentru controlul infectiilor asociate asistentei medicale.

5. In cazul in care cultura nu se incadreaza in criteriile de mai sus si
sunt prezente mai multe tipuri de bacterii Gram negative/Gram
pozitive, in rezultat se mentioneza: ,,Cultura mixta de bacte-
rii Gram negative/Gram pozitive”.

6. Daca au fost pusi in evidenta Streptococcus grup Viridans, nei-
serii nepatogene, stafilococi coagulazo-negativi, Haemophilus
spp. (cu exceptia H. influenzae), enterococi si levuri*, in rezultat
se raporteaza: ,Microbiota mixta a tractului respirator su-
perior”.

*Prezenta de Candida spp. poate fi indicata si relevanta la pacientii imunocompromisi,

cu adaugarea unei note la rezultat: ,,Candida spp. izolata face parte din microbiota
cavitatii orale si provoaca pneumonie numai in cazuri exceptionale”.
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Anexa 1

CAUZELE INFECTIILOR TRACTULUI RESPIRATOR

Agenti infectiosi

S. penumoniae, H. influenzae, C. pneumoniae,
Bronhii M. pneumoniae, Adv, HRV, CoV, EV, RSV, PIV,
Influ A, B, hMPYV, Virusul rujeolic

Bronhiole Adv, HRV, CoV, EV, RSV, P1V, Influ A, B, hMPV

Bacterii (Gram negative, Gram pozitive), virusuri,

o (s eolls) micobacterii, fungi, paraziti.

EV - enterovirus, HRV - human rhinovirus, PIV - parainfluenza virus, Influ - influenza
virus, CoV - coronavirus, AdV - adenovirus, RSV - respiratory syncytial virus, EBV -
Epstein Barr virus, hMPV - human metapneumovirus, HSV - Herpes simplex virus, CMV
- cytomegalovirus, GAS - grup A Streptococcus.
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Anexa 2

Tehnica recolectarii probelor de sputa de la copii
prin aspirare nazofaringiana

Aspirarea poate determina stimularea directa a fibrelor nervoase vaga-
le, in special la un sugar.

Consilierea familiei

Se va oferi consiliere individualizata familiei si copilului, adecva-
ta dezvoltarii.

Se va explica copilului si familiei scopul evitarii utilizarii apei de
gura si a pastei de dinti inainte de efectuarea procedurii.
Instruirea copilului si familii in scopul evitarii contaminarii exte-
riorului colectorului pentru sputa pentru a reduce riscul de ras-
pandire a infectiei.

Utilizati echipament de protectie individuala adecvat, in functie de
semnele si simptomele pacientului si de indicatiile pentru masurile de
izolare.

Materiale necesare:

1.

o Uk WwN

© ~

respirator N95 pentru lucratorul medical si asistentul sau;
manusi de unica folosinta;

ochelari de protectie, daca sunt disponibili;

tub nazofaringian (se conecteaza la colectorul de mucus);
aspirator electric (se conecteaza la colectorul de mucus);

recipient steril pentru colectarea sputei cu mediu de transport,
etichetat cu informatiile despre pacient;

pulsoximetru;

completati formularul-cerere de laborator cu informatiile despre
pacient.

Pregatiri:

1.

Informarea familiei si copilului despre necesitatea efectuarii pro-
cedurii si in ce consta aceasta pentru a minimiza starea de anxi-
etate a acestora.

Verificarea identitatii copilului, utilizand cel putin doi indicatori.
Precizarea cand copilul a mancat ultima data (copilul nu trebuie
sa manance timp de aproximativ 4-6 ore inainte de procedura).

Procedura va fi efectuata intr-o incapere bine ventilata.
Completarea formularelor de solicitare de laborator.
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6. Pregatirea unui colector suplimentar pentru sputa pentru a co-
lecta proba in cazul in care copilul va prezenta tuse in timpul

procedurii.

7. Pregatirea unui cateter de aspiratie in caz de varsaturi in timpul
procedurii.

8. La necesitate se va solicitata ingrijitorului/asistentului sa tina
copilul.

9. Asezarea copilului in pozitie verticala sau semiverticala; sugarii
se tin In decubit dorsal in pozitia de hranire.

10.Se apreciaza tipul de respiratie al copilului, inclusiv frecventa,
profunzimea si paternul acesteea, precum si culoarea mucoase-
lor si tequmentelor.

Tehnica efectuarii:

1. Se spala mainile cu apa si sapun, apoi se imbraca echipamentul
de protectie.

2. Se pregateste aspiratorul electric si se verifica daca mecanismul
de suctiune functioneaza la propriu.

a. se seteaza vacuum-reglatorul intre 60 si 100 mmHg (15-20
kPa) (presiune recomandata pentru copii si nou-nascuti).

Presiunea recomandata pentru suctiune in functie de varsta

Varsta copilului Presiunea recomandata pentru suctiune

Nou-nascut 60-80 mmHg

Copii pandla 5 ani 80-100 mmHg
Copii mai mari de 5 ani 100-120 mmHg
Adulti 100-150 mmHg

3. Se conecteaza tubul de suctiune al aspiratorului la adaptorul colec-
torului de sputa.

4. Se verifica daca dimensiunile cateterului de suctiune (cateterul na-
zofaringian) corespund varstei copilului, se iau masurarile necesa-
re, masurand distanta pana la nazofaringe, plasand capatul tubului
la nivelul tragusului urechii si extinzandu-l pana la varful nasului, se
marcheaza lungimea pe tub.

5. Se monteaza cateterul de suctiune la adaptorul recipientului
pentru colectarea sputei.

6. Se aplica o cantitate mica de lubrefiant steril la capatul catete-
rului de suctiune (daca aspiratia se va realiza prin nazofaringe).
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7. Se explica copilului sa respire obisnuit pe parcursul procedurii
pentru a preveni hiperventilarea. Se explica copilului ca poate
sa tuseasca pe parcursul procedurii.

8. E necesar ca persoana care asista la procedura sa detina contro-
lul asupra capului si mainilor copilului.

9. Se explica copilului cum sa tuseasca inainte de initierea proce-
durii, daca acesta este dezvoltat corespunzator si intelege cele
explicate (tusea Tnainte de initierea procedurii va determina
acumularea secretiilor, facilitand astfel procesul de colectare a
sputei).

10.Foarte atent si usor se introduce capatul cateterului de suctiune
prin una dintre nari spre nazofaringe, prin tubul endotraheal sau
traheostoma, fara sa porniti mecanismul de suctiune (introduce-
rea cateterului fara aplicarea suctiunii micsoreaza riscul de trau-
ma a mucoasei). Se inainteaza cateterul doar pana la punctul de
rezistenta in nara.

11.Se inainteaza cateterul usor si rapid spre trahee. Trecerea prin
laringe si trahee va declansa reflexul de tuse.

12.Se aplica mecanismul de suctiune apasand butonul aspiratorului
cu degetul mainii nondominante, timp de 5-10 secunde, in timp
ce copilul tuseste. Timpul limita pentru suctiune este de 5 se-
cunde pentru sugari si pana lal0 secunde pentru copii.

13.Dupa cel mult 10 secunde, se opreste mecanismul de suctiune
(daca este aplicata suctiunea in timpul extragerii se poate dete-
riora mucoasa) si prin miscari de rotatie se extrage rapid catete-
rul (miscarile de rotatie minimizeaza traumatismul mucoasei).

a. durata fiecarei proceduri de aspiratie (suctiune) nu trebuie
sa depaseasca 10 secunde, iar numarul maxim de incercari
nu trebuie sa depaseasca cifra 3, cu scopul de a minimaliza
hipoxemia, traumatismele mucoasei cailor respiratorii si arit-
miile cardiace;

b. daca este nevoie de o alta suctiune, se lasa copilul pentru cel
putin 30-60 secunde sa isi revina, apoi procedura se repeta;

c. daca copilul devine hipoxic in timpul procedurii, procedura se
stopeaza imediat si se administreaza copilului oxigen;

d. e necesar de a mentine sterilitatea cand se aspira din tubul
endotraheal sau din tubul de traheostoma.

14.Imediat dupa finalizarea procedurii se evalueaza starea copilului.
De remarcat orice semne de respiratie dificila sau hipoxemie.

15.Se demonteaza cateterul de aspiratie de la colectorul de sputa
Si se arunca in recipientul corespunzator.
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16.

17.

18.
19.

b.

20.
21.

22.

Se demonteaza tubul de suctiune al aspiratorului de la adaptorul
din plastic al colectorului de sputa.

Se prelucreaza suprafata externa a colectorului de sputa cu so-
lutie dezinfectanta aprobata.

Oferiti copilului sa bea, daca este necesar.

Se eticheteaza proba la patul copilului in prezenta parintilor/in-
grijitorului, conform standardelor in vigoare.

pentru a evita contaminarea probei recoltate, se inchide etans
vasul, apoi se dezinfecteaza suprafata externa a acestuia;

proba colectata si etichetata se plaseaza intr-o punga marcata
Cu ,risc biologic”.

Se realizeaza transportarea imediata a probei in laborator.

Se arunca consumabilele in recipiente speciale, se indeparteaza
echipamentul de protectie si se realizeaza igiena mainilor.

Procedura se documenteaza in fisa de observatie a copilului.

Procedura se stopeaza imediat, in caz ca:

1.
2.

Dupa

apar semne de detresa respiratorie;

apare transpiratie abundenta, greata/voma, ameteli sau pierde-
re de cunostinta.

efectuarea procedurii de aspirare nazofaringiana:

Se monitorizeaza starea copilului pentru cel putin 10-15 mi-
nute. Daca saturatia cu oxigen scade sau apar semne de detre-
sa respiratorie - se administreaza copilului oxigen si se aspira
din caile respiratorii secretiile de mucus in exces.

Se explica insotitorului (parintele) ca tusea poate fi mai frecven-
ta in urmatoarele 24 de ore dupa efectuarea procedurii.

Se observa in continuare caracterul sputei, inclusiv culoarea,
consistenta, mirosul, viscozitatea si volumul. Se identifica pre-
zenta sau absenta urmelor de sange. Caracteristicile anormale
ale sputei pot indica anumite entitati patologice.

Se raporteaza medicului caracteristicile neobisnuite ale sputei
sau modificarile acesteia.

Se realizeaza evaluarea, tratarea si reevaluarea durerii.

Se verifica daca toate probele au fost etichetate corect si daca
ca formularele de laborator sunt completate suficient.

Probele NU se expun la actiunea razelor solare directe.
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Tehnica efectuarii procedurii de aspirare nazofaringiana
exemplificata prin imagini

‘

Se roaga pacientul sa stranute (daca e
posibil), se imbraca echipamentul de
protectie si se curata nasul cu solutie fi-
ziologica.

Se masoara distanta pana la nazofaringe
plasand capatul tubului la nivelul tragu-
sului urechii si extinzadndu-1 pana la varful
nasului. Se marcheaza lungimea pe tub.

Daca pacientul tuseste in timpul intro-
ducerii tubului si elimind sputad de buna
calitate, se recolteaza in recipientul steril
pregatit. Daca a expectorat > 2 ml de spu-
ta, colectarea sputei este completa.

A ek |

Se porneste aspi-
ratorul electric la
0 presiune de 15-
20 kPa (60 si 100
mmHg) si se creste
la necesitate.

Se aspirad pentru a colecta secretiile respi-
ratorii cAnd se extrage usor tubul. Se as-
pird pana cand cel putin 2 ml de sputa
sunt colectate in colector.

Se conecteaza colectorul de sputd la as-
piratorul electric, se monteaza cateterul
de suctiune la adaptorul recipentului
pentru colectarea sputei (dupa ce se iau
masurile vezi pasul 3).

Se introduce tubul prin nari in nazofarin-
ge. Daca pacientul nu are dinti, se sintro-
duce tubul in orofaringe prin cavitatea
bucala.

Daca copilul nu expectoreaza sputa, se
introduce tubul In nazofaringe péana la
lungimea marcata. Atentie sa nu se pro-
voace traume nejustificate.

Se inchide etans recipientul si se eti-
cheteaza corespunzator.
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Contraindicatii
Aspirarea nazofaringiana este contraindicata copiilor cu:

v

NN N N NN

<

Astm bronsic (faza activa);

Wheezing;

Semne vitale anormale;

Orice semne de detresa respiratorie moderata sau severa;
Epistaxis;

Pneumotorace;

Interventii chirurgicale recente la ochi;

Interventii chirurgicale abdominale recente;

Fracturi de coaste sau traumatisme toracice;

Rezultate neasteptate:

v

v

Copilul devine hipoxic, creste frecventa si eforul respirator sau
respiratia devine superficiala.

Scade nivelul de saturatie Tn oxigen al sangelui periferic si nu se
restabileste dupa finalizarea procedurii.
Dupa realizarea aspiratului nazofaringian, copilul dezvolta aritmie.

Copilul poate sa ramana anxios sau sa prezinte disconfort dupa
finalizarea procedurii de aspiratie.

Specimenul de sputa poate sa contina saliva.

Esantionul colectat contine sange, microorganisme patogene
sau celule anormale.

Se colecteaza o cantitate anormala de sputa.
Mucoasa nazofaringelui este deteriorata sau edematiata.
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Anexa 3

Variabile utilizate pentru a distinge pneumonia virala

de cea bacteriana

Sugestii de cauze

Sugestii de cauze

virale bacteriene
Varsta Mai mica de 5 ani Adulti
Situatie epidemiologica Epidemie virala -
Istoria bolii Debut lent Debut rapid

Profil clinic

Rinita, respiratie

Febrad inalta, tahipnee

suierdtoare
Biomarkeri
Numar total de celule albe | <10x10° celule perl >15x10°celule perl
Proteina C-reactiva in ser <20 mg/l >60 mg/l
Procalcitonina in ser <0-1 pg/l >0-5 ug/l
. . . Infiltrat interstitial Infiltrate lobare
Radiografia cutiei toracice o
unic, bilateral alveolare
Raspuns la tratament cu Lent sau niciun .
Rapid

antibiotic

raspuns
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Anexa 4

Particularitati specifice ale microorganismelor
frecvent implicate in ITR

Specia Caracteristici generale

Streptococcus pyogenes
(Lancefield grup A)

Streptococcus pyogenes — coci Gram pozitivi, ovalari,
dispusi in lanturi, uneori izolat. Hemoliza se observa
cel mai bine prin incubarea culturii in conditii anae-
robe, deoarece hemolizinele sunt mai stabile in absen-
ta oxigenului. Streptococii grupului A nu se dezvolta
pe medii ce contin bild. Sensibilitatea la bacitracina a
fost utilizata prezumtiv in scopuri de screening, insa in
baza studiilor recente s-a constatat ca acest test prezin-
ta o specificitate redusa.

Streptococcus agalactiae
(Lancefield grup B)

Streptococcus agalactiae — coci Gram pozitivi, frecvent
dispusi in lanturi scurte, uneori in perechi. Coloniile tind
sd fie putin mai mari decat la alti streptococi (aproxima-
tiv 1 mm) si au o zond mai putin evidentiata de p-hemoli-
za. Unele tulpini pot fi nehemolitice. Streptococii grupu-
lui B se dezvoltd pe medii care contin bila. S. agalactiae
este un agent patogen important care cauzeaza boli inva-
zive la nou-ndascuti si adulti imunocompromisi.

Streptococcus
dysgalactiae subspecies
equisimilis (grup C)
Streptococcus equi
subspecies zooepidemicus

Streptococii grup C si G - cocci Gram pozitivi, aranjati
in lanturi. Aceste grupuri de streptococi produc colo-
nii mai mari (0,5 mm), similare cu streptococii grup A.
Streptococii grupele C si G nu se dezvolta pe medii care
contin bila. La utilizarea testelor de aglutinare, S. an-

anginosus grup (anterior
»Streptococcus milleri”
grup):

Streptococcus anginosus,
Streptococcus anginosus
subspecies whileyi,
Streptococcus constellatus
subspecies constellatus,
Streptococcus constellatus
subspecies pharyngis,
Streptococcus constellatus
subspecies viborgensis,
Streptococcus intermedius

Lancefield grupele A, C, F
sau G

(Lancefield grup C) ginosus poate prezenta reactii incrucisate cu anticorpii
Streptococcus canis grupelor C si G. S. anginosus poate creste pe medii care
(Lancefield grup G) contin bila.

Streptococcus Streptococcus anginosus grup, microscopic sunt cocci

Gram pozitivi, aranjati in lanturi. Coloniile de pe agar
sdnge sunt mici (<0.5mm) si pot prezenta a, B sau lip-
sa hemolizei dupa 16-24 de ore la 35-37°C. Conditiile de
incubare pot prezenta o anumita valoare pentru iden-
tificarea prezumtiva a grupului S. anginosus, cresterea
acestora fiind favorizatd de o concentratie maritd de
CO,. Microorganismele din acest grup pot contine antige-
nul grupelor A, C, F sau G ori pot fi negrupabile. S. inter-
medius nu posedd antigen de grup si la utilizarea testelor
de aglutinare rezultatul va fi fals-negativ. S. constellatus
poate exprima antigeni din grupul C sau F si S. anginosus
poate exprima antigeni din grupele A, C, F sau G. Strepto-
cocii din acest grup vor creste pe medii care contin bila.
Rezistenta la sulfonamide si bacitracina poate fi utiliza-
ta ca teste de screening pentru microorganismele din
grupul S. anginosus. Identificarea unei specii a acestui
grup dintr-un prelevat este semnificativa din punct de
vedere clinic, datorita posibilitatii acestui grup de a ca-
uza infectii piogene invazive.

68 ‘ k GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator




Specia Caracteristici generale

Enterococcus species, Streptococii grupului D se dezvolta pe medii care con-
Streptococcus bovis grup | tin bila si pot fi diferentiati de alti streptococi prin hi-
Lancefield grup D droliza rapida a esculinei In prezenta a 40% de bila.

Enterococii sunt facultativi anaerobi.

Doua specii: E. casseliflavus si E. gallinarum, sunt mo-
bile. Enterococii sunt ozidazo-negativi si fermenteaza
carbohidratii. Majoritatea speciilor sunt catalazo nega-
tive, dar unele tulpini produc o pseudocatalaza.

E. faecalis este foarte rar rezistent la ampicilina.

in ultimul timp, enterococii, care de obicei, prezentau
sensibilitate la vancomicind sau glicopeptide (V/GRE),
atesta o tendinta de crestere a rezistentei catre aceste
preparate.

In prezent, existd opt fenotipuri cunoscute de rezistenta
la vancomicina: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG,
vanL si vanM.

Grupul S. bovis cuprinde sase specii: S. bovis, S. equinus,
S. gallolyticus (anterior S. bovis biotip 1), S. infantarius
(anterior S. bovis biotip II/1), S. pasteurianus (anterior
biotip II/2 S. bovis) si S. lutetiensis.

Streptococcus Streptococcus pneumoniae sunt coci lanceolati, dispusi
pneumoniae in perechi, pot fi capsulati. Coloniile sunt de 1-2 mm,
Non-Lancefield grup a-hemolitice.

S. pneumoniae este, de obicei, sensibil la optochina,
ceea ce permite identificarea rapida a microorganis-
mului, In acelasi timp, au fost inregistrate cazuri de tul-
pini rezistente. O zond de inhibitie clard >14 mm din
jurul discului indica faptul cd microorganismul testat
este S. pneumoniae.

S. pneumoniae este solubil in bila.

Haemophilus influenzae | Sunt bacterii mici Gram negative, imobile, facultativ
anaerobe. Pe agar ciocolatd, coloniile sunt mici, gri,
rotunde si convexe. Nu cresc pe agar MacConkey sau
CLED. De asemenea, necesita factori X si V pentru cres-
tere. Majoritatea tulpinilor de Haemophilus spp. nu
cresc pe agar sange (5% sange de berbec), deoarece
contine doar hemin (factor X), dar lipseste NAD (facto-
rul V).

S. aureus produce NAD ca produs secundar metabolic
atunci cand creste intr-un mediu de cultura ce contine
sange. Prin urmare, Haemophilus spp. poate creste pe
agar cu sange de berbec in zona de hemoliza a coloni-
ilor de S. aureus (deoarece acesta produce NAD), feno-
men cunoscut sub numele de satelitism.

Haemophilus spp. sunt pozitive pentru oxidaza, catala-
za, fosfataza si reducerea nitratilor.
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Moraxella spp. Speciile Moraxella sunt bacili sau cocci Gram nega-
tivi, adesea Gram variabili. Bacilii sunt frecvent foarte
scurti si grosi, apropiindu-se de forma de coc (cocoba-
cili). Celulele se aranjeazd, de obicei, in perechi sau lan-
turi scurte, morfologic dificil de distins de Neisseria.
Temperatura optima de crestere este de 33-35°C. Specii-
le Moraxella sunt de obicei catalazo- si oxidazo-pozitive
si nu produc acid din carbohidrati.

M. catarrhalis (anterior Branhamella catarrhalis) creste
bine pe agar sange, precum si pe agar ciocolatd, mai
putin pe agar MacConkey. Pe agar sange coloniile sunt
nehemolitice, de culoare gri pand la alb, opace, nete-
de, uscate si cu diametrul de 1-3 mm dupa 24 de ore de
incubare. Colonii maronii-roz, asemandatoare coloniilor
Neisseria gonorrhoeae, pe agar ciocolata. Intrucat Neis-
seria spp. au o temperaturd optima de crestere de 35-
37°C, tulpinile M. catarrhalis tolereaza temperaturi mai
scazute si cresc bine la 28°C, criteriu diferential.
Coloniile raman intacte atunci cAnd sunt impinse pe su-
prafata agarului si sunt nepigmentate.

Neisseria meningitidis Diplococi sub forma de ,boabe de cafea”, Gram nega-
tivi. Aerobi, oxidazo-pozitivi, ce utilizeaza glucoza si
maltoza cu producere de acid. Nu produc hemoliza si
nu reduc nitratii. N. meningitidis precum si N. gonorr-
hoeae formeaza colonii mari/gri, uniforme, rotunde,
umede, lucioase si margini regulate. Nu produc pig-
ment galbui. In timp, datoritd autolizei, coloniile pot
deveni cauciucate la atingere.

Corynebacterium spp. Bacili Gram pozitivi, drepti sau usor incurbati, cu ca-
pete maciucate sau elipsoizi cu extremitatile ascutite
sau rotunjite, grupate caracteristic sub forma de ,\V”,
,palisade” sau ,litere chinezesti”. Fixeaza colorantul
neregulat si pot avea incluziuni de polimetafosfat, care
se coloreazd metacromatic cu albastru de metilen po-
licrom (in rosu). Nu sunt acido-rezistenti, nesporulati,
aerobi sau facultativ anaerobi, imobili si prezinta un
metabolism fermentativ (carbohidrati in acid lactic) in
anumite conditii. Microorganisme pretentioase, cresc
lent chiar si pe medii imbogdtite. Agarul singe cu telu-
rit de potasiu, cum ar fi Hoyle telurit, serveste ca mediu
selectiv si diferential.

Pe mediile cu telurit morfologia coloniilor tipice de C.
diphtheriae este mai bine conturata dupa 48 de ore de
incubare la 37°C.

C. diphtheriae gravis formeaza colonii plate cu diame-
trul de 1-2 mm, margini crenelate, striatii radiale si
suprafata granulara, consistenta friabila sau semifria-
bila, greu emulsionabile. Coloniile sunt negre, cenusii
sau negre cu marginea transparentd. Uneori coloniile
au aspectul florii de margareta.
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C. diphtheriae intermedius formeaza colonii de marime
variabild, mijlocii sau mici, cu diametrul de 0,5-0,75 mm,
aspect plat si centrul usor mamelonat; marginile sunt
circulare, cu suprafata granulara sau lucioasa. Coloniile
sunt negre, iar marginea lor este mai transparenta.

C. diphtheriae mitis formeaza colonii de marime varia-
bila cu diametrul de 1-2 mm, convexe, cu margine cir-
culard, suprafata lucioasa si consistenta cremoasa. Cu
timpul coloniile devin mai plate si suprafata granulara.
Izolatele speciilor potential toxice de Corynebacterium
vor creste, de asemenea, pe agar sange. Morfologia
coloniilor variaza in functie de specie. Coloniile C. ul-
cerans si C. pseudotuberculosis pot fi usor p-hemoliti-
ce. C. diphtheriae, C. ulcerans si C. pseudotuberculosis
sunt facultativ anaerobe, nesporulate, necapsulate si
nu sunt acido-rezistente, imobile si catalazo pozitive.
C. ulcerans si C. pseudotuberculosis sunt ambele ureazo
pozitive, fiind utilizat acest test pentru a le distinge pre-
zumtiv de C. diphtheriae.

Bordetella spp. Cocobacili Gram negativi, subtiri, dispusi solitari sau in
perechi, rareori in lanturi. Unele tulpini pot fi capsula-
te. Se cultiva pe agar selectiv cu carbune, incubat aerob,
in conditii de umiditate ridicatd si o buna circulatie a
aerului, timp de 7 zile la 35-37°C. Cu toate acestea, stu-
diile denota ca extinderea incubarii pana la 12 zile a
ardtat o recuperare mai buna a speciilor de Bordetella.
B. parapertussis este oxidazo-negativa, pe cand B. per-
tussis — oxidazo-pozitiva.

Metoda bacteriologica are o specificitate inaltd, fiind
deosebit de utild pentru confirmarea diagnosticului de
pertussis atunci cand sunt suspecti dintr-un focar. Mai
mult, obtinerea izolatelor din cultura permite identi-
ficarea tulpinilor si testarea sensibilitatii la antimicro-
biene. Preferabild este obtinerea culturii din prelevate
nazofaringiene colectate in primele 2 saptamani de tuse,
cand bacteriile viabile sunt inca prezente in nazofarin-
ge. Dupd primele 2 saptdmani, sensibilitatea metodei
scade si creste riscul obtinerii rezultatelor fals-negative.
Metode moleculare: PCR, PCR multiplex sunt teste ra-
pide cu sensibilitate Inaltd. Cu toate acestea, testele PCR
variaza in functie de specificitate. Rezultatele se inter-
preteaza in concordantd cu simptomele clinice si infor-
matiile epidemiologice. Tehnica PCR este recomandata
in testarea probelor din nazofaringe, recoltate de la 0
pana la 3 sdptdmani dupa debutul tusei si, de aseme-
nea, poate oferi rezultate exacte pana la 4 saptamani.
Dupa a 4-a saptamana de tuse, cantitatea de ADN bact-
erian din nazofaringe scade brusc, ceea ce creste riscul
de a obtine rezultate fals-negative.

Serologia: este extrem de utild pentru confirmarea di-
agnosticului, in special in timpul unor focare suspecte,
momentul optim pentru recoltarea prelevatelor fiind
de la 2 pana la 8 sdptdmani dupa debutul tusei, cAnd
titrul de anticorpi este la cel mai mare nivel.
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Legionella spp. Familia Legionellaceae cuprinde in prezent 52 de specii
si peste 70 de serogrupuri. Aproape o jumatate din spe-
ciile Legionella sunt implicate in patologia umana. Mai
mult de 90% din izolatele asociate cu boala legionarilor
sunt Legionella pneumophila, cu 84% din L. pneumophi-
la serogrup 1 (sgl). Exista 3 subspecii si 16 serogrupuri
de L. pneumophila, dar serogrupul 1 este cel mai frec-
vent izolat din biosubstratele umane.

Reprezentantii familiei Legionellaceae sunt bacili Gram
negativi, pleomorfi. De obicei, in micropreparatele
efectuate direct din prelevate (tesut/secretii) sunt vi-
zualizati sub forma de coccobacili, iar cei din coloniile
izolate au forma filamentoasd. Sunt aerobe, pretentioa-
se nutritiv si nu cresc pe agar sange. Metode de detectie
si performanta lor:

Cea mai utilizatd metoda este detectia antigenului in-
tr-o proba de urind, In timpul fazei acute a bolii. Testul
detecteaza in special tulpinile de Legionella pneumophi-
la serogrup 1.

Totusi, gold standard-ul rdméane cultura din proba res-
piratorie, datoritd rolului pe care il poate avea In iden-
tificarea sursei, prin compararea tulpinilor din probele
biologice si de mediu si datoritd abilitatii acesteia de a
detecta tulpini mai putin comune.

Din acest motiv, este ferm recomandatd colectarea de
sputd sau a unei probe de lavaj bronho-alveolar de la
pacienti cu pneumonie, in scopul identificarii bacteriei
din cultura izolata.

Metoda bacteriologica: medii speciale — sensibilitate
20-80%, specificitate — 100%, tehnica laborioasa, creste
lent (>5 zile), influientata de antibioterapie.

Metoda serologica: sensibilitate 80-90%, specificita-
te >99%, examinarea serurilor perechi. Laboratoarele
internationale nu efectueaza teste serologice din cauza
inconvenientelor in obtinerea specimenelor adecvate.
Prin aceastd metodd rezultatele sunt raportate tardiv si,
prin urmare, nu sunt utile pentru diagnosticarea cazu-
rilor acute sau In investigarea focarelor active.

DFA (Direct Fluorescent Antibody): sensibilitate 25-
75%, specificitate >95%, tehnica dificila si deficiente in
achizitionarea reagentilor.

Antigen urinar pentru L. pneumophila serogrup
(Lp1): sensibilitate 70-100%, specificitate 95-100%, sunt
inregistrate reactii incrucisate.

PCR: lipseste aprobarea FDA, sensibilitate 95-99%, spe-
cificitate >99%. PCR multiplex rapid, cu abrobarea FDA.
Nota: Antigenul urinar se recomanda a fi utilizat in
combinatie cu metoda bacteriologica.
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Chlamydia pneumoniae | Chlamydia pneumoniae, bacterie intracelulara obligato-
rie, Gram negativa (0,2 pana la 1 pm) care suporta mai
multe transformari in ciclul sdau de viata.

Pentru diagnostic pot fi utilizate mai multe metode: cul-
turald (in laboratoare specializate/de referintd), serolo-
gicd sau metode moleculare. PCR raméane a fi metoda
preferabild de testare pentru diagnosticul infectiei acu-
te cu C. pneumoniae.

Cultivarea in culturi de celule este rareori utilizata.
Serologie (faza acuta si convalescentd), seroprevalenta
40-70%, dificil de interpretat.

Metode moleculare (PCR, PCR multiplex rapide -
aprobate FDA): sensibilitate si specificitate inaltd, re-
zultate rapide.

Mycoplasma Mycoplasma spp. sunt microorganisme de dimensiuni
pneumoniae mici, lipsite de perete celular, polimorfe. Sunt cunoscu-
te peste 120 de specii si doar 13 dintre ele au importan-
ta In patologia umand, Mycoplasma pneumoniae fiind
agentul patogen cel mai frecvent inregistrat. Exigent
nutritiv, necesitda medii de cultura speciale si creste
lent. Din aceste motive, nu este cultivat de rutina.
Laboratoarele clinice pot oferi teste diagnostice pentru
infectiile cu Mycoplasma pneumoniae, utilizand metoda
bacteriologica, serologica sau PCR.

Metoda bacteriologica este realizata doar in labora-
toare de referinta.

Metoda serologica se utilizeazd in perioada acuta a bo-
lii si convalescenta.

Metode moleculare (PCR, PCR multiplex rapide
aprobate FDA): sensibilitate si specificitate inalta, re-
zultat rapid.

Aspergillus spp. Societatea Europeana pentru Microbiologie Clinica si
Boli Infectioase, Confederatia Europeana de Micologie
Medicala precum si Ghidurile Clinice Comune ale Socie-
tatii Respiratorii Europene se concentreaza pe diagnosti-
cul si managementul aspergilozei umane si recomanda
un algoritm complex de diagnostic al acestei patologii.
Tomografia computerizata toracicd, precum si bron-
hoscopia cu recoltarea lavajului bronhoalveolar (LBA)
sunt obligator indicate la pacientii cu suspectie de as-
pergiloza invaziva pulmonara.

De asemenea, pentru stabilirea diagnosticului, sunt
strict recomandate microscopia directa, de preferin-
ta opticd pe cAmp luminos, examenul histopatologic
si metoda culturala (medii speciale, de ex. Sabouraud
dextrose agar cu gentamicind, plus cloramfenicol la
30°C si 37°C timp de 72 de ore) si de identificare pana
la nivel de specie prin tehnica MALDI-TOF MS (pentru
izolatele relevante clinic de la pacientii care au nevoie
de tratament si In scop epidemiologic).
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Testul de determinare a antigenului Aspergillus (galac-
tomannan) se face din ser si LBA si este recomandat ca
marker pentru diagnosticul aspergilozei invazive. De-
tectarea galactomannanului (In special din LBA) este
mai sensibild decat metoda culturala.

Pentru antigenul Aspergillus este raportata o ratd de
rezultate fals-pozitive de 7-14%. Unele produse alimen-
tare contin galactomannan si modificarile peretului
intestinal induse de chimioterapie, iradiere sau de re-
actia grefa-contra gazdei faciliteaza transferul antige-
nului din lumenul intestinal in sange, fiind responsabil
partial de rezultatele fals-pozitive obtinute la acest test.
Antibioticele semisintetice (de ex. piperacilina, amoxi-
cilina, amoxicilina/acid clavulanic) pot da reactii Incru-
cisate cu anticorpii monoclonali inclusi in test. Probele
care contin antigenul Histoplasma pot da, de asemenea,
reactii incrucisate.

Un rezultat negativ nu exclude o aspergiloza invaziva.
Rezultatele tehnicilor PCR vor fi luate in considerare
impreuna cu rezultatele altor teste de diagnostic. Iden-
tificarea agentului patogen la nivel de specie este strict
recomandata pentru toate izolatele de Aspergillus spp.
relevante clinic.

Testarea sensibilitdtii antimicotice se efectueaza la pa-
cientii cu infectii invazive.

Isavuconazolul si voriconazolul sunt preparatele anti-
fungice indicate pentru tratamentul de prima linie a as-
pergilozei invazive pulmonare, In timp ce amfotericina
B este mai putin recomandatd. Combinatii de antifungi-
ce ca optiuni de tratament primar nu sunt indicate.
Rezistenta speciilor de Aspergillus la antifungice este o
problemad in crestere si infectiile cauzate de aceste tul-
pini sunt dificil de tratat si soldate cu esec terapeutic.
Rezistenta la unele preparate antifungice se poate dez-
volta atat la persoanele care primesc o terapie antifun-
gica, cat si la cele care nu au utilizat aceste preparate,
sugerand ca rezistenta unor tulpini este partial deter-
minatd de factorii de mediu. Studiile au demonstrat ca
tratarea culturilor agricole cu fungicide azolice, simi-
lare cu preparatele azolice (de ex. voriconazol), poate
conduce duce la aparitia tulpinilor rezistente de Asper-
gillus in sol si In alte obiecte de mediu.
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Anexa 5

Managementul faringitei acute

[Dureri acute de gat

Semne si simptome ale faringitei provocate de Streptococ grup A

I
v Y

[ Rapid Antigen Test ] Cultura ] Investigarea
* + + * imediata nu este
esentiala, dar

diagnoza faringitei
streptococice nu
este exclusa

Tratament cu antibiotic
si simptomatic

GHID. Diagnosticul Microbiologic al Infectiilor Tractului Respirator ‘ '75



Anexa 6

Interpretarea rezultatelor in functie de prelevat

Criterii pentru S . Informatie
5 : Criterii pentru lipsa v
semnificatie . . o aditionala
s unei semnificatii =
clinica clinice care sugereaza
probabila semnificatia clinica
Sputa Patogen Patogen predominant | Patogen potential
expectorata predominant din | ce nu este prezent in neutrofile
sau indusa cultura si frotiu | in frotiu si cultura (intracelular)
in cantitati: putin/
moderat
Cultura > 108 UFC/ml <108 UFC/ml Absenta microflorei
cantitativa indigene
Neutrofile Abundent Neabundent
Aspirat Patogen Patogen predominant | Patogen potential
endotraheal predominant din | ce nu este prezent in | in neutrofile
culturd si frotiu | cultura in cantitati: (intracelular)
putin/moderat
Cultura > 10° UFC/ml <105 UFC/ml <108 UFC/ml,
cantitativa 1-2 patogeni
Neutrofile Abundent Neabundent predommanu n
cultura si absenta
florei normale
Lavaj Patogen Absenta unui patogen | Patogen potential
bronheoalveolar | predominant predominant in in neutrofile
evidentiat in frotiu (intracelular)
fiecare camp din
frotiu (100x)
Cultura > 10* UFC/ml <10* UFC/ml <10* UFC/ml,
cantitativa 1-2 patogeni
Neutrofile Abundent Neabundent predomma}nt,l o
absenta microflorei
indigene
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