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1REFERATE

INTRODUCERE

Sindromul clinic al bolii diareice acute (BDA)
infec¡ioase este determinat de un numår mare ¿i
mereu în cre¿tere de agen¡i etiologici. Sindromul
diareic infec¡ios implicå preocupåri în diverse do-
menii: clinice – prin intensitatea ¿i gravitatea mani-
festårilor; epidemiologice – prin manifestårile ex-
tensive (endemice ¿i, mai ales, epidemice) ale pro-
cesului epidemiologic; sånåtatea publicå – prin
nivelul de morbiditate ¿i mortalitate, ¿i îndeosebi
a costurilor ridicate ale asisten¡ei medicale.

Boala diareicå este mereu ¿i pretutindeni pre-
zentå, de regulå cu manifeståri benigne ¿i

autolimitante, nu înså ¿i în rândul copiilor, al celor
pânå la 5 ani, în rândul båtrânilor ¿i al pacien¡ilor
imunodeprima¡i. Prin extindere epidemicå, BDA
este una dintre cauzele majore de îmbolnåvire ¿i
deces la copii, în ¡årile în curs de dezvoltare (8).

Enteritele bacteriene constituie un domeniu
evolutiv, unde zonele de umbrå sunt încå nume-
roase, cu etiologie insuficient cercetatå, ceea ce
incitå microbiologul så ia o atitudine criticå în con-
duita investiga¡iei etiologice.

Cerin¡ele actuale de identificare a bacteriilor
enteropatogene nu se rezumå doar la determinarea
apartenen¡ei la o specie bacterianå, ci trebuie så
punå în eviden¡å factorii de agresivitate identifica¡i
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¿i la grupåri etichetate pânå nu demult ca „sa-
profi¡i“.

Familia Enterobacteriaceae reprezintå o cauzå
majorå de producere a bolii diareice, iar genul
Escherichia pare så fie „redescoperit“ (4).

Transferul de material genetic conferå tulpinilor
de E. coli proprietå¡i patogenice noi, periculoase,
fiind necesarå o disociere între diagnosticul taxo-
nomic ¿i diagnosticul de patogenitate. Identificarea
unei tulpini ca fiind E. coli nu prezintå nici un
interes dacå nu a fost completatå cu un inventar
de posibili factori (sau gene) de patogenitate.

Astfel, E. coli devine capabilå a produce o serie
de factori de virulen¡å ¿i patogenitate noi, ca:
adezine, invazine, toxine. Importå gene de rezis-
ten¡å la antibiotice, devenind lider în portajul de
gene care codificå sinteza de beta lactamaze cu
spectru extins (ESBL).

No¡iunea de patogenitate este relativå, deoarece
multe microorganisme se pot situa la originea me-
canismelor bolii diareice, dacå apårarea imunitarå
a organismului este alteratå. Astfel, manifestårile
digestive sunt frecvente la bolnavii infecta¡i HIV.
În explorarea bolii diareice la ace¿ti pacien¡i, o
aten¡ie cu totul particularå trebuie acordatå ¿i altor
agen¡i etiologici, cum ar fi: protozoare, virusuri,
levuri, mycobacterii, deoarece deficitul imun de-
terminå o susceptibilitate crescutå la infec¡ii, legatå
de germenii reputa¡i comensali, care pot deveni
patogeni ocazionali de temut (8).

Odatå cu analiza mecanismelor moleculare de
patogenitate, legate de structura antigenicå ¿i a
factorilor de virulen¡å, s-a realizat urmåtoarea clasi-
ficare a patotipurilor de E. coli diareigene, agre-
sive intestinal:

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

DATE EPIDEMIOLOGICE CARE INFLUENºEAZÅ
CONDUITA ÎN DIAGNOSTICUL BACTERIOLOGIC

S-a introdus no¡iunea de „zonå de influen¡å epi-
demiologicå“ (ZIE) (4,5), de care depinde la-
boratorul de analize bacteriologice ¿i no¡iunea de
„ecologie bacterianå“, pentru a defini parametrii
care caracterizeazå coprocultura standard ¿i pe cea
complementarå. Deosebirile între zonele temperate
¿i calde, diareea copilului ¿i cea a adultului, nive-
lurile diferite de dezvoltare economicå, pot con-
stitui criterii majore de aplicare a unei coproculturi
standard sau complementare.

COPROCULTURA STANDARD ªI
COMPLEMENTARÅ (1,2)

Conceptul de coproculturå tradi¡ionalå este
uneori confundat cu acela de coproculturå stan-
dardizatå, în timp ce coprocultura complementarå
se poate confunda cu cercetarea factorilor de viru-
len¡å. Acest lucru provine din faptul cå ini¡ial,
analiza „standardizatå“ s-a suprapus studierii spe-
ciilor bacteriene enteropatogene prin tehnici tradi-
¡ionale de bacteriologie. În plus, bacteriile reputat
comensale, care au câ¿tigat proprietå¡i entero-
patogene, sunt identificate prin metode comple-
mentare, cercetând factorii de virulen¡å elabora¡i.

Din ra¡iuni legate de raportul eficien¡å-cost, la-
boratorul nu poate cerceta sistematic, de rutinå,
to¡i agen¡ii susceptibili a fi enteropatogeni. În func¡ie
de circumstan¡e, microbiologul deruleazå investi-
ga¡iile progresiv, parcurgând etapele coproculturii
standard ¿i ale celei complementare, douå tehnici
care nu se exclud una pe cealaltå, ci doar se com-
pleteazå. Fårå indica¡iile precise ale clinicianului,
microbiologul este cel care decide examenele ce
trebuie efectuate.

Coprocultura standardizatå pentru copil ¿i
adult: trebuie så constituie un „standard local“
care se bazeazå pe metodologia ¿i protocoalele
alese conform caracteristicilor epidemiologice ale
zonei de activitate a laboratorului: bacteriile re-
putate enteropatogene din aceastå zonå, nivelul
socio-economic, obiceiurile alimentare, eveni-
mentele istorice (råzboi, migra¡ii popula¡ionale),
contextul geografic particular (zone litorale, deltå,
mun¡i). În zonele temperate, aceastå analizå se ba-
zeazå doar pe studierea patogenilor ca Salmonella
¿i Shigella, în timp ce în zonele intertropicale, este
necesar a include în coprocultura standardizatå ¿i
alte bacterii, al cåror nivel de inciden¡å este crescut:
ex. Vibrionaceae.

Coprocultura complementarå: este în prin-
cipal practicatå în caz de e¿ec al analizei standar-
dizate sau dacå pacientul a contractat boala
diareicå în afara zonei de influen¡å epidemiologicå,
de care depinde laboratorul (diaree dupå un sejur
într-o zonå endemicå, unde etiologia bacterianå
poate fi diferitå de cea din care provine pacientul).

În realizarea efectivå a unei coproculturi, se ¡ine
cont de:

– bacteriile a cåror virulen¡å este legatå de ca-
racterele de specie, care beneficiazå de iden-
tificare prin metode tradi¡ionale (caractere
enteropatogene constitutive ¿i exprimate).
Stabilitatea caracterelor de patogenitate aso-
ciatå cu anumite proprietå¡i culturale,
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metabolice sau structurale, au permis o ana-
lizå bazatå pe tehnici de identificare morfo-
logicå, biochimicå ¿i antigenicå,

– bacteriile cu un caracter enteropatogen câ¿-
tigat ¿i/sau par¡ial sub control cromosomic
a cåror identificare se bazeazå pe punerea
în eviden¡å a factorilor de virulen¡å expri-
ma¡i. Eventualele caractere culturale ¿i pro-
prietå¡ile biochimice sau antigenice nu permit
deosebirea lor de flora endogenå; se poate
suspecta prezen¡a unor factori de patoge-
nitate particulari, råmânând un diagnostic
de prezump¡ie. Observarea riguroaså a izo-
latelor asociatå cu anumite manifeståri cli-
nice ¿i o bunå cunoa¿tere a condi¡iilor epide-
miologice locale, permit suspectarea pre-
zen¡ei acestor bacterii.

ALEGEREA METODOLOGIEI POTRIVITE

Coprocultura beneficiazå azi de o evolu¡ie teh-
nologicå calitativå ¿i cantitativå prin numårul de
factori de virulen¡å ce pot fi identifica¡i, dar ¿i prin
dezvoltarea metodelor rapide de identificare în mai
multe e¿antioane de produs. Astfel existå metode
de diagnostic direct pentru anumite bacterii sau
pentru factorii de virulen¡å pe care îi exprimå.
Aceste tehnici se bazeazå pe principii diverse
(imunodiagnostic, hibridizare molecularå, amplifi-
care genicå), iar microbiologul trebuie så evalueze
contextul clinic sau epidemiologic pentru a pune
în practicå aceste metode rapide: urgen¡a de a de-
monstra prezen¡a toxinelor din familia Shiga în
prelevate fårå a a¿tepta izolarea bacterianå.

OBºINEREA UNUI REZULTAT CARE SÅ PERMITÅ
MEDICULUI INDICAºIA UNUI TRATAMENT

ADECVAT

Inten¡ia medicului microbiolog este de a stabili
dacå este prezentå sau nu o bacterie enteropato-
genå.

Identificarea unei bacterii cu caractere de en-
teropatogenitate sau punerea în eviden¡å a unui
factor de virulen¡å cunoscut, nu pune în general
probleme de interpretare. O bacterie este suspec-
tatå a avea rol enteropatogen dacå este izolatå în
culturå purå sau predominantå (dismicrobism mar-
cat) ¿i contextul epidemiologic este evocator.

Dacå nici un factor de virulen¡å cunoscut nu a
fost identificat, clinicianul împreunå cu micro-
biologul integreazå datele clinice, epidemiologice
¿i microbiologice pentru a interpreta rezultatele
disponibile, ¿tiindu-se cå virulen¡a entericå este

un fenomen evolutiv ¿i cå nu to¡i factorii de viru-
len¡å sunt cunoscu¡i.

Rezultatul trebuie så cuprindå: rezultatele exa-
minårilor macroscopice, microscopice, germenii
¿i factorii de virulen¡å studia¡i, prezen¡a sau absen¡a
lor trebuie men¡ionatå, precum ¿i metoda de lucru
aplicatå. Antibiograma trebuie efectuatå pe ger-
meni identifica¡i ca poten¡iali patogeni.

METODOLOGIA INVESTIGAºIILOR DE
LABORATOR

În practica actualå a diagnosticului bacterio-
logic al sindromului diareic sunt conturate douå
tipuri de metodologii:

I. Metodologii conven¡ionale: bazate pe postu-
latele lui Koch, care urmåresc „izolarea ¿i identi-
ficarea agentului cauzal“, deci cultivarea ¿i carac-
terizarea sa fenotipicå: coprocultura (1,2).

Recoltarea ¿i însåmân¡area prelevatelor

Prelevarea e¿antioanelor de materii fecale se
efectueazå la debutul bolii (faza acutå), atunci
agen¡ii patogeni sunt în numår mare în scaun ¿i,
desigur, înaintea administrårii unui tratament cu
antibiotice sau pansamente digestive.

Cantitatea minimå prelevatå trebuie så fie de
aproximativ 10 grame. La un pacient în episod
acut diareic sunt necesare 2 sau 3 e¿antioane, în
timp ce pentru determinarea portajului cronic (în
medicina preventivå) este consideratå suficientå
o singurå probå.

Recomandåri de care trebuie så se ¡inå cont:
– analiza bacteriologicå a materiilor fecale

trebuie så porneascå, teoretic, de la exami-
narea scaunului emis spontan sau, când acest
lucru nu este posibil, examinarea a 3 tam-
poane rectale,

– biopsia de mucoaså rectalå sau colicå,
precum ¿i biopsia de ganglion mezenteric,
efectuatå prin rectoscopie, se trateazå ca ¿i
materiile fecale,

– în cazul copiilor bolnavi, prelevarea sca-
unului poate fi posibilå ¿i din scutece, len-
jerie; o aten¡ie deosebitå trebuie acordatå
prelevårii de mucus, lambouri de epiteliu,
striuri de sânge.

Recoltarea de materii fecale prin emisie naturalå
(spontanå)

Materiile fecale emise spontan trebuie recoltate
în recipiente sterile de unicå utilizare, comerciale,
suficient de mari, închise ermetic, prevåzute cu o
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spatulå pentru prelevarea produsului. Se aleg
fragmente purulente, mucoase, sanghinolente –
dacå acestea existå. E¿antionul odatå sosit în la-
borator este recep¡ionat, înregistrat ¿i prelucrat în
mai pu¡in de o orå de la recoltare.

Tamponul rectal

Prelevarea cu tamponul se practicå la copii nou-
nåscu¡i sau adul¡i, în contextul clinic al unui sin-
drom dizenteric, când bacteriile invadeazå mu-
coasa recto-sigmoidianå, iar izolarea acestora de
pe mucoasa rectalå este recomandatå. Tampoanele
sterile se umecteazå în solu¡ie de transport, lipsitå
de activitate bacteriostaticå. Se recolteazå minim
3 tampoane pentru: examen microscopic, însåmân-
¡are pe medii neselective ¿i pe medii de îmbogå¡ire.

Tamponamentul rectal nu amplificå frecven¡a
izolårii bacteriilor enteropatogene.

CONSERVAREA EªANTIONULUI RECOLTAT

În måsura în care este posibil, prelevatele sunt
expediate la laborator în ora urmåtoare recoltårii.
Aceastå cerin¡å, adesea neglijatå, a stat la originea
unui numår important de e¿ecuri ale diagnosticului
bacteriologic. Dupå emisia de materii fecale se
petrec urmåtoarele fenomene:

– prelevatul se acidificå în 30 minute de la
recoltare; aceastå modificare de pH pericli-
teazå supravie¡uirea bacteriilor enteropato-
gene,

– proliferarea bacteriilor comensale duce la
izolåri aleatorii ¿i face dificil studiul dismi-
crobismului.

E¿antioanele de materii fecale care nu pot fi
prelucrate în vederea diagnosticårii (examinare mi-
croscopicå, însåmân¡are culturi), în intervalul de
o orå, trebuie refrigerate la 4°-8°C, evitând des-
hidratarea ¿i scåderea volumului. În aceste condi¡ii,
probele nu trebuie så stea mai mult de 4h.

Este de men¡ionat cå se preferå utilizarea unui
mediu de transport pentru germenii care supra-
vie¡uiesc mai pu¡in de 2 ore. Bacteriile enteropato-
gene rezistå câteva zile (o såptåmânå) în mediu
de transport, la o temperaturå de 15°C. Nu existå
un mediu de transport ideal ce ar permite prezer-
varea tuturor bacteriilor poten¡ial enteropatogene.

MEDII DE TRANSPORT

La o temperaturå exterioarå de peste 20°C este
de preferat a se refrigera mediul de transport înså-
mân¡at, la o temperaturå de 4°-8°C. Medii de
transport utilizate au fost:

– mediul Cary-Blair recomandat ¿i utilizat de
rutinå în laboratoarele din ¡ara noastrå,
pentru Salmonella, E. coli, Vibrionaceae,
Yersinia enterocoliticå,

– solu¡ie salinå glicerolatå ¿i tamponatå (în
cazul sindromului dizenteriform) pentru
Shigella spp., E. coli EIEC.

EXAMINAREA MACROSCOPICÅ

Aceastå examinare nu trebuie neglijatå, pentru
cå orienteazå diagnosticul bacteriologic ¿i decizia
de a pune în practicå o tehnicå particularå de lucru.
În func¡ie de aspectul macroscopic al prelevatului,
se poate decide izolarea pe un mediu cu sorbitol a
E. coli enterohemoragic – EHEC, cercetarea unei
bacterii invazive sau producåtoare de citotoninå,
utilizarea de medii de îmbogå¡ire.

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 necaracteristicå (E. coli, Salmonella),
– ro¿u-viu („sindromul scutecului ro¿u“ – co-

lonizare anormalå cu Serratia marcescens
la nou-nåscut, rarisimå),

– hemoragicå-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 ¿i sanghinolent sau scaun

înglobat în mucus (Shigella, E. coli entero-
invaziv) (1,2).

Aceste observa¡ii relevå mecanismul fiziopa-
tologic legat de factorii de virulen¡å exprima¡i de
bacterie precum ¿i de faza bolii.

OBSERVAºII MICROSCOPICE

Dupå studierea buletinului înso¡itor al prele-
vatului ¿i examinarea macroscopicå, se trece la
examinarea microscopicå. Se efectueazå pe douå
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frotiuri (albastru metilen ¿i Gram) ¿i un preparat
proaspåt. În acest stadiu, s-au putut emite uneori,
informa¡ii preliminare asupra tipului de proces
fiziopatologic probabil, foarte important pentru
orientarea clinicianului.

Frotiul colorat albastru metilen: se urmåre¿te
prezen¡a granulocitelor, celulelor epiteliale, hema-
tiilor, apreciate ca fiind caracteristice într-un pro-
ces invaziv.

În cazul unei salmoneloze, numårul de leu-
cocite este adesea inferior celui de 20/câmp. Sin-
dromul dizenteric se caracterizeazå prin prezen¡a
a > 50 leucocite/câmp, în gråmezi, hematii ¿i celule
degradate grupate, macrofage. În cazul diareei cu
Campylobacter, exudatul este format din leuco-
cite, hematii ¿i germeni cu morfologie ¿i mobilitate
caracteristicå.

În holerå, infec¡ii cu ETEC, viroze, numårul
de PMN este foarte redus: 2-5/câmp.

Frotiul colorat Gram: este mult mai sårac în
informa¡ii din cauza abunden¡ei florei Gram nega-
tive. El pune în eviden¡å un eventual dismicrobism,
dezechilibru al florei bacteriene, apreciazå densi-
tatea relativå a diferi¡ilor germeni, permite obser-
varea prezen¡ei (majoritare sau nu) unei morfologii
bacteriene caracteristice. Aspectul monomorf ¿i
dominan¡a (>75%) unei categorii de germeni orien-
teazå diagnosticul bacteriologic. Totu¿i:

– flora Gram negativå dominantå cu bacili
incurba¡i sub formå de virgulå, indicå posibil
Campylobacter spp. ca agent etiologic,

– flora Gram pozitivå: coci Gram pozitivi în
tetrade ¿i gråmezi (posibil toxiinfec¡ie ali-
mentarå cu Staphylococcus aureus), bacili
Gram pozitivi cu capete tåiate drept, a¿eza¡i
frecvent în lan¡uri scurte, cu spor oval central
sau subterminal (posibil toxiinfec¡ie bac-
terianå cu Bacillus cereus), bacili Gram po-
zitivi în scaunul pacien¡ilor sub terapie oralå
cu antibiotice (posibil Clostridium difficile).

– dominanta fungilor.
Absen¡a leucocitelor ¿i a hematiilor sugereazå

prezen¡a unei diarei al cårei mecanism fiziopa-
tologic se bazeazå pe un proces citotonic ce orien-
teazå etiologia spre bacterii care nu altereazå vilo-
zitå¡ile sau nu implicå emisia de citotoxine în pro-
cesul patologic (4).

PREPARATUL PROASPÅT

Un e¿antion de materii fecale (în func¡ie de
consisten¡å, se practicå ¿i o dilu¡ie în ser fiziologic)
sau tamponul rectal (mucus, sânge) se suspensio-

neazå într-o picåturå de ser fiziologic ¿i se aplicå
pe douå lame curate. Preparatul proaspåt se exa-
mineazå imediat, cu obiectiv 40X. Se are în vedere
examinarea coproparazitologicå, calitatea digestiei
¿i identificarea mobilitå¡ii bacteriene majoritare ¿i
caracteristice: Campylobacter, Vibrionaceae, care
orienteazå etiologia.

IZOLAREA E. COLI, ÎN CULTURÅ PURÅ

Constå din însåmân¡area prelevatului direct pe
mediile selective, pentru ob¡inerea de colonii izo-
late caracteristice, în scopul identificårii lor. Me-
diile selective sunt întotdeauna medii solide (agari-
zate), cu componente nutritive, factori selectivi ¿i
diferen¡iali.

Identificare preliminarå: are ca scop încadra-
rea taxonomicå a izolatelor printr-un minim de
teste, compus din asocierea de medii multitest,
TSI, MIU, MILF. E. coli produce gaz din glucozå
în cantitå¡i moderate, nu produce H2S ¿i acidificå
partea înclinatå a mediului TSI (lactozå/zaharozå).
Este, în general, o grupare de germeni mobili (sunt
frecvente ¿i tulpinile imobile), care produce constant
indol ¿i variabil, lizindecarboxilazå; nu produc fe-
nilalanindeaminazå.

Coprocultura orientatå (1,2): În prezen¡a unui
scaun de consisten¡å reduså, cu aspect muco-
sanguinolent, în context epidemiologic, dar ¿i cu
examen microscopic de aspect caracteristic (neu-
trofile, hematii, preponderen¡å de bacili Gram
negativi monomorfi), orientarea diagnosticului de
laborator trebuie så se facå spre izolarea ¿i identi-
ficarea E. coli enterohemoragic (EHEC/STEC-
Shiga-Toxin E. coli). Pentru aceasta, se urmåre¿te
schema de diagnostic:

– scaun diareic hemoragic sau, eventual, apos
(în faza ini¡ialå, de diaree apoaså, febrilå,
¿ansa izolårii EHEC este mai mare, proba-
bilitatea izolårii tulpinilor scade dupå apa-
ri¡ia scaunelor hemoragice),

– însåmân¡are, izolare bacterianå pe mediu cu
sorbitol. Prepararea mediului MacConkey
cu sorbitol: la MacConkey, mediu de bazå
(fårå lactozå), se adaugå 1% sorbitol.

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

– o parte dintre colonii sunt supuse unei reac¡ii
de aglutinare, pentru a identifica E. coli sero-
grup O157 (latex sensibilizat sau aglutinare
directå cu ser anti O157).
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Identificarea de certitudine: s-a bazat pe carac-
terizarea exoenzimaticå a izolatelor.

Se pot folosi diverse metode automate de iden-
tificare ¿i anume: galerii API 20E, kituri cu citire
rapidå, ID32E, precum ¿i sistem VITEK 2
Compact. Întrucât costurile pentru identificare sunt
relativ înalte, pentru identificarea izolatelor dintr-o
coproculturå (3+10 colonii), în practicå 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,
utilizeazå teste biochimice miniaturizate, precum
¿i o bazå de date adiacentå.

O condi¡ie esen¡ialå în ob¡inerea unei identificåri
corecte, este utilizarea de culturå bacterianå purå,
provenitå dintr-o singurå colonie izolatå, pe mediu
neinhibitor.

Sistemul VITEK 2 Compact: sistem automat
cu performan¡å ridicatå, care identificå ¿i testeazå
sensibilitatea la antibiotice a bacteriilor izolate din
prelevatele clinice.

Citirea cardurilor se bazeazå pe metoda colori-
metricå, pentru identificarea speciilor bacteriene
¿i metoda turbidimetricå, pentru testarea rezisten¡ei
la antibiotice.

Identificarea biochimicå trebuie completatå de
o identificare serologicå, pentru precizarea apar-
tenen¡ei la un serogrup „O“, utilizând seruri aglu-
tinante polivalente ¿i monovalente.

Metodologii neconven¡ionale: ce pun în evi-
den¡å prezen¡a agentului etiologic în prelevat, prin
identificarea unor elemente structurale (antigenice
ori genetice) caracteristice (3,9,10).

Metode imunologice (identificarea structurilor
antigenic caracteristice):

– imunofluorescen¡a (directå, indirectå),
– aglutinare (latex-aglutinare, coaglutinare),
– imunodifuzie, imunobloting,
– imunoenzimatice,
– alte imunoteste.
Metode genetice (recunoa¿terea agentului etio-

logic):
– amplificare genicå,
– hibridare acizi nucleici.

IDENTIFICAREA DE CERTITUDINE

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

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

Încadrarea serologicå într-un grup „O“ este
frecvent aproximativå, din cauza neconcordan¡ei
între activitatea patogenå ¿i apartenen¡a la serovar.
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Multe tulpini apar¡inând grupelor „O“ listate nu
dovedesc activitate patogenå, a¿a cum tulpini apar-
¡inând altor serogrupe pot fi enteroaderente ori
enteropatogene. Chiar în patotipul EHEC, alåturi
de serogrupul O157, cunoscut ¿i acceptat ca pato-
gen, au mai fost incluse recent alte douå serogrupe:
O126 ¿i O111, altådatå acceptate ca EPEC (5,6).

Citotoxicitatea: pe diverse linii celulare este
accesibilå laboratoarelor cu o dotare corespun-
zåtoare, care pot produce, între¡ine ¿i testa culturi
celulare. Aprecierea efectului citopatogen, aderent
difuz sau localizat, agregativ etc., se face corect
de persoane cu experien¡å (4).

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

Tehnica de hibridizare molecularå este utilizatå
în identificarea tulpinilor patogene de E. coli. Fo-
losirea sondelor ADN în detectarea genelor
codante pentru entero-toxinele produse de tulpinile
patotipului ETEC, respectiv toxina termolabilå
(LT) ¿i cea termostabilå (ST), a revolu¡ionat studiul
acestor microorganisme, contribuind la înlocuirea

unor metode fenotipice, care se dovediserå greoaie
¿i costisitoare.

Metoda cel mai frecvent utilizatå este hibridi-
zarea pe colonii, care necesitå, în prealabil, izo-
larea tulpinilor de E. coli din produsul patologic
(materii fecale). Deoarece atât tulpinile patogene,
cât ¿i cele comensale prezintå caractere tinctoriale,
culturale ¿i exoenzimatice identice, existå riscul
pierderii tulpinii de interes clinic în cadrul etapelor
de diagnostic bacteriologic clasic.

Identificarea prezen¡ei genelor de virulen¡å prin
hibridizare se poate realiza ¿i folosind cultura
primarå, ob¡inutå direct din produsul patologic (ex.
materii fecale). Teoretic, metoda este mai avanta-
joaså datoritå rapiditå¡ii, fiindcå eludeazå etapa de
izolare, cât ¿i a sensibilitå¡ii, tulpina patogenå fiind
detectatå chiar în condi¡iile în care nu dominå can-
titativ. Se sus¡ine cå pragul limitå al concentra¡iei
patogenului ¡intå trebuie så fie de aproximativ
100.000-1.000.000 UFC/g materii fecale pentru
ca rezultatul hibridizårii så fie edificator. În plus,
nu întotdeauna folosirea bloturilor, efectuate direct
din produsul patologic, u¿ureazå munca de labo-
rator, deoarece fårå o izolare a tulpinii, deci fårå

Tabelul 1
Identificarea tipurilor patogene enterice de Escherichia coli (2)
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cultura purå, nu se poate realiza concomitent ¿i
analiza fenotipicå a acesteia.

Tehnologia PCR a påtruns cu succes în labo-
ratorul clinic, råspunzând prin caracteristicile sale
exigen¡elor diagnosticului microbiologic definite
prin rapiditate, sensibilitate ¿i specificitate. Proto-
coalele PCR concepute pentru a permite diagnos-
ticul la nivel de patotip E. coli ¡intesc individual
sau concomitent (PCR multiplex) structuri genetice
cromosomale sau plasmidice codante pentru
factori de virulen¡å (adezine fimbriale, afimbriale,
toxine, siderofori etc.). Aceste metode, de¿i ne-
standardizate, se pot aplica atât izolatului clinic,
în culturå purå, cât ¿i direct produsului patologic
(tabelul 2).

Pentru cå se preteazå mai bine la standardizare,
varianta „real time PCR“ tinde så ia locul testului
PCR tradi¡ional, datoritå capacitå¡ii acesteia de a
cuantifica ¿i identifica în timp real infec¡ia/conta-
minarea cu tulpini patogene de E. coli. (7).

Aten¡ia se concentreazå în principal pe tulpinile
O157:H7 ¿i non O157:H7 apar¡inând patotipului
Shiga-like Toxin E. Coli (SLTEC), recunoscute ca
deosebit de patogene pentru om. Analiza tulpinilor
EHEC/SLTEC reprezintå una dintre cele mai im-
portante aplica¡ii PFGE, metoda fiind consideratå
„standardul de aur“ pentru tipajul molecular al tul-
pinilor de E. coli. (3, 9, 10).

Pe lângå utilizarea ca alternativå în diagnosticul
bacteriologic conven¡ional al tulpinilor de E. coli,
metodele moleculare ¿i-au dovedit utilitatea în
tiparea acestora în scopuri epidemiologice. Pentru
a identifica tulpinile de E. coli cu acela¿i fond

genetic, în investigarea unor focare de toxiinfec¡ie
alimentarå asociate cu consumul de apå, alimente
sau în anchetele epidemiologice declan¿ate pentru
identificarea cåilor de transmitere ¿i a factorilor
de risc în cazuri izolate de boalå, se aplicå tehnici
diverse, în func¡ie de avantajele pe care le oferå
în respectivul context. Se folosesc urmåtoarele
metode: analiza prin PFGE, ribotipia ¿i o serie de
metode bazate pe tehnica PCR (RAPD, rep-PCR,
PCR-RFLP, AFLP) (7).

Ribotipia, folositå multå vreme ca prima me-
todå de analizå epidemiologicå, ¿i-a demonstrat
utilitatea în identificarea tulpinilor de E. coli.
Tulpini de EPEC ¿i SLTEC au fost studiate prin
ERIC–PCR ¿i ribotipie, în scopul evaluårii me-
todelor din punct de vedere al specificitå¡ii ¿i re-
productibilitå¡ii. Tulpini apar¡inând la 26 de
serotipuri au fost încadrate în 24 de ribotipuri ¿i
25 de tipuri ERIC. Clonele înrudite de O55:H7 ¿i
O157:H7 au prezentat ribotipuri similare ¿i au fost
încadrate în acela¿i cluster în dendrogramå, în timp
ce tulpini cu evolu¡ie divergentå de EPEC ¿i EHEC
au fost incluse în clustere diferite. Rezultatele au
demonstrat utilitatea asocierii celor douå metode
în studiul clonalitå¡ii tulpinilor (7).

Tehnicile de biologie molecularå se recomandå
prin specificitate, selectivitate ¿i rapiditate ca
metode de analizå epidemiologicå. Extrac¡ia ¿i sec-
ven¡ierea automatå a acizilor nucleici au redus
considerabil consumul de reactivi ¿i timp de exe-
cu¡ie, iar aparatele pentru PCR au revolu¡ionat
diagnosticul infec¡iilor microbiene, reac¡iile pu-
tându-se efectua direct pe produsul patologic
(3,9,10).

Tabelul 2
Structuri genetice implicate în patogenitatea tulpinilor de E. coli
diareigene

Legenda: BFP: bundle forming pilus, AAF/1: factor de aderen¡å agregativå/;
EAST1=EAEC enterotoxina termo-stabilå;
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