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REZUMAT

Prin extindere epidemica, boala diareica acuta (BDA) este una dintre cauzele majore de imbolnavire si deces la copii, in tarile in
curs de dezvoltare. Enteritele bacteriene constituie un domeniu evolutiv, unde zonele de umbra sunt inca numeroase, cu etiologie
insuficient cercetata, ceea ce incita microbiologul sa ia o atitudine critica in conduita investigatiei etiologice. Familia Enterobacteriaceae
reprezinta o cauza majora de producere a bolii diareice, iar genul Escherichia pare sa fie ,redescoperit”. E. coli devine capabila a
produce o serie de factori de virulenta si patogenitate noi, ca: adezine, invazine, toxine. Importa gene de rezistenta la antibiotice,
devenind lider in portajul de gene care codifica sinteza de beta lactamaze cu spectru extins (ESBL). Identificarea si emergenta
patotipurilor agresive (E. coli enteropatogen — EPEC, E. coli enterohemoragic — EHEC, E. coli enteroinvaziv — EIEC) in etiologia
bolii diareice, a impus metode noi de investigare, confirmate prin metode moderne, de mare certitudine: ELISA, culturi celulare,
metode de biologie moleculara.

Cuvinte cheie: sindrom diareic infectios, patotip enteric, coprocultura orientata

ABSTRACT ——

Acute diarrhea disease is a major cause of morbidity and mortality in children, in developing countries, due to epidemical expansion.
Bacterial enteritidis issues are intriguing and interesting, because of the numerous unrevealed areas as insufficient defined
etiology. These are incentives for specialist in clinical microbiology that needs to adopt a critical attitude in the etiological investigation.
Enterobacteriaceae family represents a major cause for diarrhea syndromes and E. coli genus seems to be “rediscovered”. E. coli
is still able to produce some new virulence and patogenicity factors: adherence factors, invasins, toxins. E.coli genus is leader in
gene-carrying for extended-spectrum beta-lactamase (ESBL), because its capability of acquisition of resistance genes for
antibiotics. The aggressive serovars identification and emergence in diarrhea etiology (E.coli enteropathogen-EPEC, E.coli
enterohaemorragic-EHEC, E.coli enteroinvasive-EIEC) has lead to new identification tools, confirmed through modern methods,
like as: ELISA, cellular cultures, and molecular biology.
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INTRODUCERE

Sindromul clinic al bolii diareice acute (BDA)
infectioase este determinat de un numdir mare si
mereu n crestere de agenti etiologici. Sindromul
diareic infectios implicd preocupdri in diverse do-
menii: clinice — prin intensitatea si gravitatea mani-
festdrilor; epidemiologice — prin manifestarile ex-
tensive (endemice si, mai ales, epidemice) ale pro-
cesului epidemiologic; sdndtatea publicd — prin
nivelul de morbiditate si mortalitate, si Tndeosebi
a costurilor ridicate ale asistentei medicale.

Boala diareicd este mereu si pretutindeni pre-
zentd, de reguld cu manifestiri benigne si

autolimitante, nu insi si in rAndul copiilor, al celor
pani la 5 ani, in rAndul bétranilor si al pacientilor
imunodeprimati. Prin extindere epidemica, BDA
este una dintre cauzele majore de mbolndvire si
deces la copii, in térile in curs de dezvoltare (8).

Enteritele bacteriene constituie un domeniu
evolutiv, unde zonele de umbri sunt inci nume-
roase, cu etiologie insuficient cercetatd, ceea ce
incitd microbiologul si ia o atitudine critica Tn con-
duita investigatiei etiologice.

Cerintele actuale de identificare a bacteriilor
enteropatogene nu se rezuma doar la determinarea
apartenentei la o specie bacteriana, ci trebuie sa
puna in evidenta factorii de agresivitate identificati
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si la grupdri etichetate pand nu demult ca ,,sa-
profiti.

Familia Enterobacteriaceae reprezintd o cauzi
majord de producere a bolii diareice, iar genul
Escherichia pare sa fie ,;redescoperit” (4).

Transferul de material genetic conferd tulpinilor
de E. coli proprietiti patogenice noi, periculoase,
fiind necesard o disociere intre diagnosticul taxo-
nomic si diagnosticul de patogenitate. Identificarea
unei tulpini ca fiind E. coli nu prezintd nici un
interes dacd nu a fost completatd cu un inventar
de posibili factori (sau gene) de patogenitate.

Astfel, E. coli devine capabild a produce o serie
de factori de virulentd si patogenitate noi, ca:
adezine, invazine, toxine. Importd gene de rezis-
tentd la antibiotice, devenind lider in portajul de
gene care codificd sinteza de beta lactamaze cu
spectru extins (ESBL).

Notiunea de patogenitate este relativd, deoarece
multe microorganisme se pot situa la originea me-
canismelor bolii diareice, dacd apararea imunitard
a organismului este alteratd. Astfel, manifestarile
digestive sunt frecvente la bolnavii infectati HIV.
In explorarea bolii diareice la acesti pacienti, o
atentie cu totul particulard trebuie acordatd si altor
agenti etiologici, cum ar fi: protozoare, virusuri,
levuri, mycobacterii, deoarece deficitul imun de-
termind o susceptibilitate crescuti la infectii, legata
de germenii reputati comensali, care pot deveni
patogeni ocazionali de temut (8).

Odati cu analiza mecanismelor moleculare de
patogenitate, legate de structura antigenica si a
factorilor de virulentd, s-a realizat urmédtoarea clasi-
ficare a patotipurilor de E. coli diareigene, agre-
sive intestinal:

1. Patotipul E. coli enteropatogen (EPEC);
Patotipul E. coli enterotoxigen (ETEC);
Patotipul E. coli enteroinvaziv (EIEC);
Patotipul E. coli enterohemoragic (EHEC);
Patotipul E. coli enteroagregativ (EAggEC);
Patotipul E. coli difuz aderent (DAEC):

A O

DATE EPIDEMIOLOGICE CARE INFLUENTEAZA
CONDUITAIN DIAGNOSTICUL BACTERIOLOGIC

S-a introdus notiunea de ,,zond de influenta epi-
demiologica“ (ZIE) (4,5), de care depinde la-
boratorul de analize bacteriologice si notiunea de
»ecologie bacteriand®“, pentru a defini parametrii
care caracterizeaza coprocultura standard si pe cea
complementard. Deosebirile Intre zonele temperate
si calde, diareea copilului i cea a adultului, nive-
lurile diferite de dezvoltare economicd, pot con-
stitui criterii majore de aplicare a unei coproculturi

standard sau complementare.

COPROCULTURASTANDARD S
COMPLEMENTARA (1,2)

Conceptul de coproculturd traditionald este
uneori confundat cu acela de coproculturd stan-
dardizatd, in timp ce coprocultura complementara
se poate confunda cu cercetarea factorilor de viru-
lentd. Acest lucru provine din faptul cid initial,
analiza ,,standardizatd* s-a suprapus studierii spe-
ciilor bacteriene enteropatogene prin tehnici tradi-
tionale de bacteriologie. In plus, bacteriile reputat
comensale, care au castigat proprietdti entero-
patogene, sunt identificate prin metode comple-
mentare, cercetand factorii de virulentd elaborati.

Din ratiuni legate de raportul eficientd-cost, la-
boratorul nu poate cerceta sistematic, de rutina,
toti agentii susceptibili a fi enteropatogeni. In functie
de circumstante, microbiologul deruleazd investi-
gatiile progresiv, parcurgand etapele coproculturii
standard si ale celei complementare, doud tehnici
care nu se exclud una pe cealaltd, ci doar se com-
pleteazd. Férd indicatiile precise ale clinicianului,
microbiologul este cel care decide examenele ce
trebuie efectuate.

Coprocultura standardizata pentru copil si
adult: trebuie sd constituie un ,,standard local*
care se bazeazd pe metodologia si protocoalele
alese conform caracteristicilor epidemiologice ale
zonei de activitate a laboratorului: bacteriile re-
putate enteropatogene din aceastd zond, nivelul
socio-economic, obiceiurile alimentare, eveni-
mentele istorice (rdzboi, migratii populationale),
contextul geografic particular (zone litorale, delta,
munti). In zonele temperate, aceasti analizi se ba-
zeazd doar pe studierea patogenilor ca Salmonella
si Shigella, in timp ce in zonele intertropicale, este
necesar a include In coprocultura standardizatd si
alte bacterii, al cdror nivel de incidentd este crescut:
ex. Vibrionaceae.

Coprocultura complementara: este in prin-
cipal practicatd in caz de esec al analizei standar-
dizate sau dacd pacientul a contractat boala
diareicd in afara zonei de influentd epidemiologici,
de care depinde laboratorul (diaree dupd un sejur
intr-o zond endemicd, unde etiologia bacteriand
poate fi diferitd de cea din care provine pacientul).

In realizarea efectivi a unei coproculturi, se tine
cont de:

— bacteriile a cdror virulentd este legatd de ca-
racterele de specie, care beneficiazd de iden-
tificare prin metode traditionale (caractere
enteropatogene constitutive si exprimate).
Stabilitatea caracterelor de patogenitate aso-
ciatd cu anumite proprietdti culturale,
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metabolice sau structurale, au permis o ana-
lizd bazatd pe tehnici de identificare morfo-
logicd, biochimica si antigenica,

— bacteriile cu un caracter enteropatogen cas-
tigat si/sau partial sub control cromosomic
a caror identificare se bazeazd pe punerea
in evidentd a factorilor de virulentd expri-
mati. Eventualele caractere culturale si pro-
prietitile biochimice sau antigenice nu permit
deosebirea lor de flora endogend; se poate
suspecta prezenta unor factori de patoge-
nitate particulari, rdimanand un diagnostic
de prezumptie. Observarea riguroasd a izo-
latelor asociatd cu anumite manifestari cli-
nice si o bund cunoastere a conditiilor epide-
miologice locale, permit suspectarea pre-
zentei acestor bacterii.

ALEGEREA METODOLOGIEI POTRIVITE

Coprocultura beneficiazd azi de o evolutie teh-
nologicd calitativd si cantitativd prin numadrul de
factori de virulentd ce pot fi identificati, dar si prin
dezvoltarea metodelor rapide de identificare in mai
multe esantioane de produs. Astfel existd metode
de diagnostic direct pentru anumite bacterii sau
pentru factorii de virulentd pe care ii exprima.
Aceste tehnici se bazeazd pe principii diverse
(imunodiagnostic, hibridizare moleculard, amplifi-
care genicd), iar microbiologul trebuie sd evalueze
contextul clinic sau epidemiologic pentru a pune
in practicd aceste metode rapide: urgenta de a de-
monstra prezenta toxinelor din familia Shiga in
prelevate fird a astepta izolarea bacteriand.

OBTINEREA UNUI REZULTAT CARE SA PERMITA
MEDICULUI INDICATIA UNUI TRATAMENT
ADECVAT

Intentia medicului microbiolog este de a stabili
dacd este prezentd sau nu o bacterie enteropato-
gend.

Identificarea unei bacterii cu caractere de en-
teropatogenitate sau punerea in evidentd a unui
factor de virulentd cunoscut, nu pune 1n general
probleme de interpretare. O bacterie este suspec-
tatd a avea rol enteropatogen dacd este izolatd in
culturd purd sau predominantd (dismicrobism mar-
cat) si contextul epidemiologic este evocator.

Daci nici un factor de virulentd cunoscut nu a
fost identificat, clinicianul Tmpreuna cu micro-
biologul integreazd datele clinice, epidemiologice
si microbiologice pentru a interpreta rezultatele
disponibile, stiindu-se ca virulenta entericd este

un fenomen evolutiv §i cd nu toti factorii de viru-
lentd sunt cunoscuti.

Rezultatul trebuie sd cuprindd: rezultatele exa-
mindrilor macroscopice, microscopice, germenii
si factorii de virulentd studiati, prezenta sau absenta
lor trebuie mentionatd, precum si metoda de lucru
aplicatd. Antibiograma trebuie efectuatd pe ger-
meni identificati ca potentiali patogeni.

METODOLOGIA INVESTIGATIILOR DE
LABORATOR

In practica actuald a diagnosticului bacterio-
logic al sindromului diareic sunt conturate doud
tipuri de metodologii:

I. Metodologii conventionale: bazate pe postu-
latele lui Koch, care urmiresc ,,izolarea si identi-
ficarea agentului cauzal“, deci cultivarea §i carac-
terizarea sa fenotipicd: coprocultura (1,2).

Recoltarea si insamantarea prelevatelor

Prelevarea esantioanelor de materii fecale se
efectueazi la debutul bolii (faza acuta), atunci
agentii patogeni sunt in numdr mare Tn scaun si,
desigur, inaintea administririi unui tratament cu
antibiotice sau pansamente digestive.

Cantitatea minimd prelevatd trebuie sd fie de
aproximativ 10 grame. La un pacient Tn episod
acut diareic sunt necesare 2 sau 3 esantioane, in
timp ce pentru determinarea portajului cronic (in
medicina preventivd) este consideratd suficientd
0 singurd proba.

Recomandiri de care trebuie sd se tind cont:

— analiza bacteriologicd a materiilor fecale
trebuie sd porneascd, teoretic, de la exami-
narea scaunului emis spontan sau, cand acest
lucru nu este posibil, examinarea a 3 tam-
poane rectale,

— biopsia de mucoasd rectald sau colica,
precum si biopsia de ganglion mezenteric,
efectuatd prin rectoscopie, se trateazd ca si
materiile fecale,

— 1n cazul copiilor bolnavi, prelevarea sca-
unului poate fi posibild si din scutece, len-
jerie; o atentie deosebitd trebuie acordatd
preleviarii de mucus, lambouri de epiteliu,
striuri de sange.

Recoltarea de materii fecale prin emisie naturala
(spontana)

Materiile fecale emise spontan trebuie recoltate
in recipiente sterile de unicd utilizare, comerciale,
suficient de mari, Tnchise ermetic, prevdzute cu o
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spatuld pentru prelevarea produsului. Se aleg
fragmente purulente, mucoase, sanghinolente —
dacd acestea existd. Esantionul odata sosit 1n la-
borator este receptionat, Tnregistrat si prelucrat in
mai putin de o ord de la recoltare.

Tamponul rectal

Prelevarea cu tamponul se practici la copii nou-
ndscuti sau adulti, in contextul clinic al unui sin-
drom dizenteric, cand bacteriile invadeazi mu-
coasa recto-sigmoidiand, iar izolarea acestora de
pe mucoasa rectald este recomandatd. Tampoanele
sterile se umecteazd in solutie de transport, lipsitd
de activitate bacteriostaticd. Se recolteazd minim
3 tampoane pentru: examen microscopic, insiman-
tare pe medii neselective si pe medii de imbogdtire.

Tamponamentul rectal nu amplifica frecventa
izolarii bacteriilor enteropatogene.

CONSERVAREA ESANTIONULUI RECOLTAT

In misura in care este posibil, prelevatele sunt
expediate la laborator in ora urméitoare recoltdrii.
Aceastd cerintd, adesea neglijatd, a stat la originea
unui numdr important de esecuri ale diagnosticului
bacteriologic. Dupd emisia de materii fecale se
petrec urmitoarele fenomene:

— prelevatul se acidificd in 30 minute de la
recoltare; aceastd modificare de pH pericli-
teazd supravietuirea bacteriilor enteropato-
gene,

— proliferarea bacteriilor comensale duce la
izoldri aleatorii si face dificil studiul dismi-
crobismului.

Esantioanele de materii fecale care nu pot fi
prelucrate in vederea diagnosticirii (examinare mi-
croscopicd, fnsdmantare culturi), in intervalul de
o ord, trebuie refrigerate la 4°-8°C, evitand des-
hidratarea si sciderea volumului. in aceste conditii,
probele nu trebuie si stea mai mult de 4h.

Este de mentionat cd se preferd utilizarea unui
mediu de transport pentru germenii care supra-
vietuiesc mai putin de 2 ore. Bacteriile enteropato-
gene rezista citeva zile (o sdptdmand) In mediu
de transport, la o temperaturd de 15°C. Nu existd
un mediu de transport ideal ce ar permite prezer-
varea tuturor bacteriilor potential enteropatogene.

MEDII DE TRANSPORT

La o temperaturd exterioara de peste 20°C este
de preferat a se refrigera mediul de transport Tnsa-
mantat, la o temperaturd de 4°-8°C. Medii de
transport utilizate au fost:

— mediul Cary-Blair recomandat si utilizat de
rutind in laboratoarele din tara noastrd,
pentru Salmonella, E. coli, Vibrionaceae,
Yersinia enterocoliticd,

— solutie salind glicerolatd si tamponatd (in
cazul sindromului dizenteriform) pentru
Shigella spp., E. coli EIEC.

EXAMINAREA MACROSCOPICA

Aceastd examinare nu trebuie neglijatd, pentru
cd orienteazd diagnosticul bacteriologic si decizia
de a pune in practicd o tehnica particulard de lucru.
In functie de aspectul macroscopic al prelevatului,
se poate decide izolarea pe un mediu cu sorbitol a
E. coli enterohemoragic — EHEC, cercetarea unei
bacterii invazive sau producdtoare de citotonina,
utilizarea de medii de Tmbogdtire.

Principalele aspecte ale unui scaun anormal sunt:

Mirosul:

— fecaloid (salmoneloze, shigeloze, campilo-
bacterioze),

— fetid: (caracteristic V. cholerae, E. coli en-
teropatogen),

Culoarea:

— verzuie (V. cholerae),

— galben necaracteristica (E. coli, Salmonella),

— rosu-viu (,,sindromul scutecului rosu“ — co-
lonizare anormald cu Serratia marcescens
la nou-ndscut, rarisimi),

— hemoragicd-sindrom enterohemoragic (EHEC,
EIEC, Shigella).

Aspectul:

— moale, fecaloid neformat (Salmonella, Cam-
pylobacter),

— moale, cu grunji fecaloizi (Yersinia, Aero-
monas),

— lichid ca apa de orez, nefecal (Vibrio, E. coli
enterotoxigen),

— muco-sanguinolent (Shigella),

— hemoragic cu lambouri de epiteliu (E. coli
enterohemoragic),

— mucopurulent si sanghinolent sau scaun
inglobat in mucus (Shigella, E. coli entero-
invaziv) (1,2).

Aceste observatii releva mecanismul fiziopa-

tologic legat de factorii de virulentd exprimati de
bacterie precum si de faza bolii.

OBSERVATII MICROSCOPICE

Dupd studierea buletinului insotitor al prele-
vatului §i examinarea macroscopicd, se trece la
examinarea microscopicd. Se efectueazd pe doud
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frotiuri (albastru metilen si Gram) si un preparat
proaspit. In acest stadiu, s-au putut emite uneori,
informatii preliminare asupra tipului de proces
fiziopatologic probabil, foarte important pentru
orientarea clinicianului.

Frotiul colorat albastru metilen: se urmareste
prezenta granulocitelor, celulelor epiteliale, hema-
tiilor, apreciate ca fiind caracteristice Intr-un pro-
ces invaziv.

In cazul unei salmoneloze, numirul de leu-
cocite este adesea inferior celui de 20/camp. Sin-
dromul dizenteric se caracterizeazd prin prezenta
a > 50 leucocite/camp, 1n gramezi, hematii si celule
degradate grupate, macrofage. In cazul diareei cu
Campylobacter, exudatul este format din leuco-
cite, hematii si germeni cu morfologie si mobilitate
caracteristicd.

In holera, infectii cu ETEC, viroze, numarul
de PMN este foarte redus: 2-5/camp.

Frotiul colorat Gram: este mult mai sdrac in
informatii din cauza abundentei florei Gram nega-
tive. El pune 1n evidentd un eventual dismicrobism,
dezechilibru al florei bacteriene, apreciazad densi-
tatea relativd a diferitilor germeni, permite obser-
varea prezentei (majoritare sau nu) unei morfologii
bacteriene caracteristice. Aspectul monomorf si
dominanta (>75%) unei categorii de germeni orien-
teazd diagnosticul bacteriologic. Totusi:

— flora Gram negativa dominantd cu bacili
incurbati sub forma de virguld, indici posibil
Campylobacter spp. ca agent etiologic,

— flora Gram pozitivd: coci Gram pozitivi in
tetrade si gramezi (posibil toxiinfectie ali-
mentard cu Staphylococcus aureus), bacili
Gram pozitivi cu capete tdiate drept, asezati
frecvent in lanturi scurte, cu spor oval central
sau subterminal (posibil toxiinfectie bac-
teriand cu Bacillus cereus), bacili Gram po-
zitivi in scaunul pacientilor sub terapie orald
cu antibiotice (posibil Clostridium difficile).

— dominanta fungilor.

Absenta leucocitelor si a hematiilor sugereaza
prezenta unei diarei al cdrei mecanism fiziopa-
tologic se bazeazd pe un proces citotonic ce orien-
teazd etiologia spre bacterii care nu altereazd vilo-
zitdtile sau nu implicd emisia de citotoxine In pro-
cesul patologic (4).

PREPARATUL PROASPAT

Un esantion de materii fecale (in functie de
consistentd, se practica si o dilutie in ser fiziologic)
sau tamponul rectal (mucus, singe) se suspensio-

neazd Intr-o picdturd de ser fiziologic si se aplicd
pe doud lame curate. Preparatul proaspit se exa-
mineaza imediat, cu obiectiv 40X. Se are in vedere
examinarea coproparazitologica, calitatea digestiei
si identificarea mobilitdtii bacteriene majoritare si
caracteristice: Campylobacter, Vibrionaceae, care
orienteazd etiologia.

IZOLAREA E. COLI, iN CULTURA PURA

Constd din Tnsdmantarea prelevatului direct pe
mediile selective, pentru obtinerea de colonii izo-
late caracteristice, in scopul identificarii lor. Me-
diile selective sunt Intotdeauna medii solide (agari-
zate), cu componente nutritive, factori selectivi si
diferentiali.

Identificare preliminara: are ca scop incadra-
rea taxonomica a izolatelor printr-un minim de
teste, compus din asocierea de medii multitest,
TSI, MIU, MILF. E. coli produce gaz din glucozd
in cantititi moderate, nu produce H2S si acidifica
partea inclinatd a mediului TSI (lactozd/zaharoza).
Este, in general, o grupare de germeni mobili (sunt
frecvente si tulpinile imobile), care produce constant
indol si variabil, lizindecarboxilaza; nu produc fe-
nilalanindeaminaza.

Coprocultura orientati (1,2): in prezenta unui
scaun de consistentd redusi, cu aspect muco-
sanguinolent, in context epidemiologic, dar si cu
examen microscopic de aspect caracteristic (neu-
trofile, hematii, preponderenta de bacili Gram
negativi monomorfi), orientarea diagnosticului de
laborator trebuie sd se faca spre izolarea si identi-
ficarea E. coli enterohemoragic (EHEC/STEC-
Shiga-Toxin E. coli). Pentru aceasta, se urmareste
schema de diagnostic:

— scaun diareic hemoragic sau, eventual, apos
(In faza initiald, de diaree apoasd, febrild,
sansa izolarii EHEC este mai mare, proba-
bilitatea izoldrii tulpinilor scade dupa apa-
ritia scaunelor hemoragice),

— Tnsamaintare, izolare bacteriand pe mediu cu
sorbitol. Prepararea mediului MacConkey
cu sorbitol: la MacConkey, mediu de bazd
(fard lactozd), se adaugd 1% sorbitol.

— selectarea coloniilor sorbitol negative (in-
colore pe MacConkey cu sorbitol),

— o parte dintre colonii sunt supuse unei reactii
de aglutinare, pentru a identifica E. coli sero-
grup O157 (latex sensibilizat sau aglutinare
directd cu ser anti O157).
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COPROCULTURA ORIENTATA
PRELEVAT
Scaun apos/Scaun hemoragic
. .. MacConkey cu sorbitol MacConkey cu
Examen bacterioscopic direct 24n, 35-37°C lactozi
Ex. lama/ Frotiu colorat * colonii *colonii sorbitol * TSI + MILF:
lamela albastru de sorbitol negative | negative: — suspiciune:
metilen (2 min) (transparente): — TSI, MILF —API20E,
*ex.parazitologic, | * morfologie * latex- —API20E, —Rapid ID 32 E,
* calitatea celulara: aglutinare —Rapid ID 32 E
digestiei, — celule serogrup O157, *E. coli, * alte
* mobilitatea epiteliale, * latex- — latex aglutinare Entero-
florei majoritare — granulocite, aglutinare H7, O157 + H7 bacteriaceae
— hematii (+)
[ J 4
Proces EHEC EHEC
invaziv? (prezumptiv) (certitudine)

Identificarea de certitudine: s-a bazat pe carac-
terizarea exoenzimatica a izolatelor.

Se pot folosi diverse metode automate de iden-
tificare si anume: galerii API 20E, kituri cu citire
rapidd, ID32E, precum si sistem VITEK 2
Compact. Intrucat costurile pentru identificare sunt
relativ nalte, pentru identificarea izolatelor dintr-o
coprocultura (3+10 colonii), in practica s-a preferat
»screeningul prealabil al coloniilor suspecte pe
baza asocierii mediilor multitest TSI, MIU, MILF,
citrat Simmons.

Sistemul API: sistem standardizat de identi-
ficare a germenilor din familia Entero-bacteriaceae,
utilizeazi teste biochimice miniaturizate, precum
si o baza de date adiacenti.

O conditie esentiald in obtinerea unei identificari
corecte, este utilizarea de culturd bacteriand purd,
provenitd dintr-o singuri colonie izolatd, pe mediu
neinhibitor.

Sistemul VITEK 2 Compact: sistem automat
cu performanta ridicatd, care identifica si testeaza
sensibilitatea la antibiotice a bacteriilor izolate din
prelevatele clinice.

Citirea cardurilor se bazeaza pe metoda colori-
metricd, pentru identificarea speciilor bacteriene
si metoda turbidimetricd, pentru testarea rezistentei
la antibiotice.

Identificarea biochimica trebuie completatd de
o identificare serologica, pentru precizarea apar-
tenentei la un serogrup ,,0“, utilizdnd seruri aglu-
tinante polivalente si monovalente.

Metodologii neconventionale: ce pun in evi-
dentd prezenta agentului etiologic in prelevat, prin
identificarea unor elemente structurale (antigenice
ori genetice) caracteristice (3,9,10).

Metode imunologice (identificarea structurilor
antigenic caracteristice):

— imunofluorescenta (directd, indirecta),

— aglutinare (latex-aglutinare, coaglutinare),

— imunodifuzie, imunobloting,

— imunoenzimatice,

— alte imunoteste.

Metode genetice (recunoasterea agentului etio-
logic):

— amplificare genica,

— hibridare acizi nucleici.

IDENTIFICAREA DE CERTITUDINE

Identificarea patotipurilor de Escherichia coli:
in tabelul 1 sunt grupate metodele ce pot fi utilizate
pentru identificarea fenotipurilor diareigene. Ale-
gerea metodelor 1n practicid depinde de accesibi-
litatea laboratoarelor la unul sau mai multe mij-
loace de testare (1,2).

Testele imunoenzimatice si latex aglutinarea
s-au impus indeosebi prin sensibilitatea si accesi-
bilitatea lor, pentru detectarea toxinelor la patoti-
purile ETEC si EHEC (4,5).

Incadrarea serologica intr-un grup ,,0“ este
frecvent aproximativa, din cauza neconcordantei
intre activitatea patogena si apartenenta la serovar.
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Tabelul 1
Identificarea tipurilor patogene enterice de Escherichia coli (2)
METODE
IN VITRO
PATOTIP :
© INVIVO Citopato- Genetice
Serotipare genitate Imunologice
e (PCR)
(linii celulare)
lepure: LTI:
—ansa ligaturata, — latex,
— factor de perme- CHO-Globulizare — ELISA, It
ETEC . < ) o .
abilitate cutanata, - Y1-picnoza — imuno- st/
Soarece n.n. difuzie.
— inoculare intra- STa:
gastrica — ELISA
— aglutinare
. latex,
EHEC | Purce: 0157 H7 Vero: _ELISA: SLT | SItIB
. e — leziuni tip A/E 1si2 eae A
intragastrica
— sero-neu-
tralizare
Cobai: 28,29,124, HelLa: _ aqlutinare
EIEC — sac conjunctival | 136,143,144 — dezvoltare Iate?( ipaH
(Test Sereny) 152,164,167 intracelulara
HEP2, HelLa: Plasmid
EAQQEC | - B — agregare B EAggEC
26,55,86, .
111,114,11912 | HEP2, Hela: 1) inare
EPEC - — aderenta difuza, Operon afa,
5,126,127128, | _ leziuni tip A/E latex eae A
142,158 P
HeLa- nedif. D gene
DAEC - - CaCo2- - e
Aderenta difuza

Multe tulpini apartinand grupelor ,,O* listate nu
dovedesc activitate patogena, asa cum tulpini apar-
tinand altor serogrupe pot fi enteroaderente ori
enteropatogene. Chiar in patotipul EHEC, alituri
de serogrupul O157, cunoscut si acceptat ca pato-
gen, au mai fost incluse recent alte doud serogrupe:
0126 si O111, altddata acceptate ca EPEC (5,6).

Citotoxicitatea: pe diverse linii celulare este
accesibila laboratoarelor cu o dotare corespun-
zdtoare, care pot produce, intretine si testa culturi
celulare. Aprecierea efectului citopatogen, aderent
difuz sau localizat, agregativ etc., se face corect
de persoane cu experientd (4).

INVESTIGAREA CARACTERELOR GENOTIPICE
DE ENTEROPATOGENITATE LA E. COLI (3,9,10)

Tehnica de hibridizare moleculard este utilizatd
in identificarea tulpinilor patogene de E. coli. Fo-
losirea sondelor ADN 1n detectarea genelor
codante pentru entero-toxinele produse de tulpinile
patotipului ETEC, respectiv toxina termolabild
(LT) si cea termostabild (ST), a revolutionat studiul
acestor microorganisme, contribuind la inlocuirea

unor metode fenotipice, care se dovedisera greoaie
si costisitoare.

Metoda cel mai frecvent utilizatd este hibridi-
zarea pe colonii, care necesitd, in prealabil, izo-
larea tulpinilor de E. coli din produsul patologic
(materii fecale). Deoarece atat tulpinile patogene,
cat si cele comensale prezinta caractere tinctoriale,
culturale si exoenzimatice identice, exista riscul
pierderii tulpinii de interes clinic in cadrul etapelor
de diagnostic bacteriologic clasic.

Identificarea prezentei genelor de virulentd prin
hibridizare se poate realiza si folosind cultura
primara, obtinuti direct din produsul patologic (ex.
materii fecale). Teoretic, metoda este mai avanta-
joasd datorita rapiditatii, fiindcd eludeazi etapa de
detectatd chiar in conditiile n care nu domina can-
titativ. Se sustine cd pragul limitd al concentratiei
patogenului tintd trebuie sa fie de aproximativ
100.000-1.000.000 UFC/g materii fecale pentru
ca rezultatul hibridizirii si fie edificator. In plus,
nu Intotdeauna folosirea bloturilor, efectuate direct
din produsul patologic, usureazd munca de labo-
rator, deoarece fira o izolare a tulpinii, deci fard
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cultura purd, nu se poate realiza concomitent si
analiza fenotipicd a acesteia.

Tehnologia PCR a pdtruns cu succes in labo-
ratorul clinic, raspunzand prin caracteristicile sale
exigentelor diagnosticului microbiologic definite
prin rapiditate, sensibilitate si specificitate. Proto-
coalele PCR concepute pentru a permite diagnos-
ticul la nivel de patotip E. coli tintesc individual
sau concomitent (PCR multiplex) structuri genetice
cromosomale sau plasmidice codante pentru
factori de virulentd (adezine fimbriale, afimbriale,
toxine, siderofori etc.). Aceste metode, desi ne-
standardizate, se pot aplica atat izolatului clinic,
in culturd purd, cét si direct produsului patologic
(tabelul 2).

Pentru ca se preteaza mai bine la standardizare,
varianta ,,real time PCR* tinde si ia locul testului
PCR traditional, datoritd capacitdtii acesteia de a
cuantifica gi identifica 1n timp real infectia/conta-
minarea cu tulpini patogene de E. coli. (7).

Atentia se concentreaza in principal pe tulpinile
O157:H7 si non O157:H7 apartinand patotipului
Shiga-like Toxin E. Coli (SLTEC), recunoscute ca
deosebit de patogene pentru om. Analiza tulpinilor
EHEC/SLTEC reprezintd una dintre cele mai im-
portante aplicatii PFGE, metoda fiind consideratd
»standardul de aur* pentru tipajul molecular al tul-
pinilor de E. coli. (3, 9, 10).

Pe langa utilizarea ca alternativa 1n diagnosticul
bacteriologic conventional al tulpinilor de E. coli,
metodele moleculare gi-au dovedit utilitatea 1n
tiparea acestora in scopuri epidemiologice. Pentru
a identifica tulpinile de E. coli cu acelasi fond

genetic, 1n investigarea unor focare de toxiinfectie
alimentard asociate cu consumul de apd, alimente
sau 1n anchetele epidemiologice declangate pentru
identificarea cdilor de transmitere si a factorilor
de risc in cazuri izolate de boald, se aplica tehnici
diverse, in functie de avantajele pe care le oferd
in respectivul context. Se folosesc urmaitoarele
metode: analiza prin PFGE, ribotipia si o serie de
metode bazate pe tehnica PCR (RAPD, rep-PCR,
PCR-RFLP, AFLP) (7).

Ribotipia, folositd multd vreme ca prima me-
todd de analizd epidemiologicd, si-a demonstrat
utilitatea in identificarea tulpinilor de E. coli.
Tulpini de EPEC si SLTEC au fost studiate prin
ERIC-PCR si ribotipie, In scopul evaludrii me-
todelor din punct de vedere al specificititii si re-
productibilitdtii. Tulpini apartindnd la 26 de
serotipuri au fost Incadrate In 24 de ribotipuri si
25 de tipuri ERIC. Clonele inrudite de O55:H7 si
O157:H7 au prezentat ribotipuri similare gi au fost
incadrate in acelasi cluster in dendrogramd, in timp
ce tulpini cu evolutie divergentd de EPEC si EHEC
au fost incluse in clustere diferite. Rezultatele au
demonstrat utilitatea asocierii celor doud metode
in studiul clonalitdtii tulpinilor (7).

Tehnicile de biologie moleculard se recomanda
prin specificitate, selectivitate si rapiditate ca
metode de analiza epidemiologicad. Extractia si sec-
ventierea automatd a acizilor nucleici au redus
considerabil consumul de reactivi si timp de exe-
cutie, iar aparatele pentru PCR au revolutionat
diagnosticul infectiilor microbiene, reactiile pu-
tandu-se efectua direct pe produsul patologic
(3,9,10).

Tabelul 2
Structuri genetice implicate in patogenitatea tulpinilor de E. coli
diareigene
. Factor de Determir_1ant .
Patotip . < genetic Localizare
virulenta
codant
ETEC toxina LT It plasmid
toxina ST st plasmid
EIEC invazina ipaH plasmid
EHEC toxina Stx 1 stx 1 bacteriofag
toxina Stx 2 stx 2 bacteriofag
enterohemolizina ehx A plasmid
EPEC adezina BFP bfp A plasmid
intimina eaeA cromosom
EAEC adezina AAF/1 agg plasmid
toxina EAST 1 astA plasmid
DAEC adezine DR afa cromosom/plasmid

Legenda: BFP: bundle forming pilus, AAF/1: factor de aderentd agregativa/;

EAST1=EAEC enterotoxina termo-stabili;
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