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Rezumat

in prezentul referat bibliografic este destinat educatiei continue a specialistilor din domeniu. Sunt
prezentate metodele utilizate in diagnosticul de laborator al diverselor infectii produse de stafilococi.
Autorii prezinta in detaliu metodele de recoltare a probelor, modul in care se realizeaza transportul, dar si
totalitatea examenelor de laborator, unele executandu-se fara prea multa dificultate, chiar si in conditii de
teren, punand accent pe testele de biologie molecular. Foarte importante sunt si cele doua subcapitole in
care se discuta diferentierea stafilococilor de alte familii de bacteria, dar si rezistenta primilor amintiti la
antibiotic, o problema de actualitate in medicina moderna.

Abstract

In this review destined for education of specialists in the field are presented methods used in the
laboratory diagnosis of various staphylococcal infections. The authors present in detail the methods of
sampling, how the samples are transportated, and all laboratory tests, from which, some are done
without too much difficulty, even in field conditions, focusing on molecular biology tests. Very important
are the two chapters in which are discussed the differentiations between staphylococcus and other
bacteria families, but also the antibiotic resistance of the staphilococcuci, a problem of modern medicine
current year.

1.Introducere Majoritatea celulelor bacteriene sunt
distruse la 60°C in 30 minute, la 70°C in 15

Stafilococii  sunt considerati germeni  min, unele celule rezistand chiar pana la 80°C.
ubicvitari, de forma rotunda, gram-pozitivi Stafilococii sunt sensibili fatd de
dispusi in gramezi neregulate cu aspect de numeroase antibiotice precum: penicilina,
ciorchine (staphylos), cu variatii in dimensiuni, tetraciclina,  eritromicind,  cloramfenicolul,
comensali ai pielii si mucoaselor la animale si  neomicina, dar genereaza frecvent variante
om, ins&, curent, se izoleaza si din sol, aer si  antibiotico rezistente [28, 29, 31, 38].
apa [6, 7, 28, 29, 31 36]. Stafilococii prezintd sensibilitate la foarte

Se mai pot gasi, in numar foarte mare in - multi bacteriofagi, fapt care a permis
atmosfera incaperilor locuite, in adaposturile  segmentarea lor in lizotipuri.
de animale, pe diferite obiecte si utilaje. Lizotipia si-a facut loc in practica curenta
Frecvent sunt izolati din produsele alimentare g diagnosticului infectiilor cu stafilococi la om,
precum si din fainurile animale [6, 7, 10, 19 28,  mai ales in scopul stabilirii sursei de infectie si
29, 31, 37]. a filierei epidemiologice.

Stafilococii  sunt inclusi in  familia Setul international de fagi, utilizat in
Staphylococcaceae, genul Staphylococcus, bacteriologia umané, a fost adoptat si pentru
pana in prezent in acest gen sunt recunoscute  stafilococii de origine animala, adaugindu-se si
71 de specii [14]. In comparatie cu alte specii  fagii specifici pentru stafilococii bovini, pe care
nesporulate, rezistenta fata de factorii de i-a propus Davidson in 1965 [6, 7, 29, 31, 39,
mediu a stafilococilor este mai mare. 40].
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Totalitatea infectiilor ce sunt produse de
bacteriile incluse in genul Staphylococcus, au
primit generic denumirea de stafilococii,
putand apare ca infectii supurative localizate
sau boli infectioase  bine  conturate
epidemiologic si morfoclinic [21, 22, 24, 41].

Pentru a putea diagnostica stafilocociile
animalelor se vor utiliza mai multe examene,
respectiv: epidemiologic, clinic, anatomo-
patologic si de laborator.

Prin examenele de laborator se confirma
aceste infectii si se pun in evidenta caracterele
fenotipice si genotipice ale stafilococilor izolai
de la animale si oameni.

Prin intermediul testelor de biologie
moleculara, in ultimii ani, au fost detectate mai
multe gene care guverneaza fie sinteza unor
factori de patogenitate, fie rezistenta la
antibiotice, detasandu-se ca importanta gena
mec, care guverneaza rezistenta la meticiling,
stafilococii meticilin-rezistenti fiind consideratj
bacterii cu risc zoonotic [9, 10, 42].

1.1. Examenul bacteriologic

Examenul bacteriologic presupune
izolarea, cultivarea si identificarea germenilor
bacterieni din diferite produse patologice
suspecte.

Spre deosebire de examenul microscopic,
care permite decelarea prezentei agentului
etiologic, metodele bacteriologice complexe
permit, pe langa izolare si cercetarea diferitelor
insusiri biologice care caracterizeaza agentul
patogen, pe baza carora se poate afirma cu
certitudine natura procesului patologic, putand
apoi orienta corect masurile terapeutice de
combatere in focar si de profilaxie.

Aceste aspecte au o deosebita importanta
epidemiologica, prin intermediul acestor
examene evitdndu-se, de exemplu, darea in
consum a unor produse animaliere care pot
provoca la om infectii sau toxiinfectii, uneori cu
evolutie grava [40].

Izolarea  si  identificarea  agentului
etiologic, din infectile stafilococice se
realizeaza prin examen bacteriologic.

Si in cazul infectiilor stafilococice,
examenul bacteriologic se executa ca o
metoda complementara care ajuta la
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precizarea diagnosticului, prin coroborarea cu
rezultatele examenului epidemiologic si clinic
[37, 40].

1.1.1. Prelevarea
probelor de material patologic

Recoltarea trebuie sa se realizeze
inaintea administrarii de antibiotice si cu
respectarea riguroasa a regulilor de
antisepsie, atdt in ceea ce priveste
hemocultura, LCR, lichidul articular, urina, dar
si in cazul secretiilor purulente, aspiratul
bronsic, exsudatele faringiene si nazale si
totodatad trebuie sa fie facutd de medicul
veterinar, sau sub controlul acestuia si numai
in cazuri speciale direct de catre proprietari,
sefi de ferma etc., cu respectarea intocmai a
recomandarilor date de personalul de
specialitate [29, 31].

Cel mai mare risc este reprezentat de
contaminarea accidentala a prelevatelor cu
tulpini de S. aureus si S. epidermidis prezenti

la nivelul pielii.
Pentru diagnosticul stafilocociilor, in
general, se recolteaza probe care vor fi

expediate la laborator dupa cum urmeaza:

ede la caini si pisici cu piodermatite,
dermatite stafilococice, otite,
conjunctivite, infectii genitale,
pododermatite se recolteaza probe de
pe piele, par, mucoase conjunctivala,
genitala (secretii auriculare, genitale,
conjunctivale, exsudate din papule,
pustule, secretii purulente, cruste) sau
probe de sange, pentru determinarea
toxinogenezei [9, 42].

Materialele patologice utilizate pentru
diagnosticul de laborator al diferitelor boli la
animale sunt foarte diversificate in functie de
natura afectiunii, de faza evolutiva in care se
afla, in functie de starea animalului de la care
provin si de posibilitdtle materiale de
examinare [9, 42].

Pentru examenul bacteriologic, dar si
bacterioscopic se pot recolta:

e sange atat pentru examinarea sub forma
de frotiuri colorate prin metodele Gram
sau Giemsa, cat si pentru hemocultura,
recoltat prin punctie venoasa, dupa o
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prealabila asepsie. Se recolteaza 5 - 10
ml sénge, in functie de specie si talia
animalului, in eprubete sterile cu
anticoagulant sau cu perle de sticla.
Trebuie asigurata o proportie optima a
sangelui fata de mediul de insamantare,
pentru a satisface, pe de o parte,
neutralizarea efectului bactericid al
sangelui si pe de alta parte, conditiile
nutritive proprii unei dezvoltari optime.
Aceasta proportie este de 1/20, 1/30.
Pentru a se realiza blocare actiunii
fagocitare a lecucocitelor continute in
sangele insamantat se poate recurge si
la un adaos de saponina in proporiie de
2%. In caz c& animalul de la care
provine sangele de examinat a fost
supus unui tratament cu penicilina sau
sulfamide, este necesar sa se adauge 5
mg acid paraamino-benzoic la 100 mi
mediu care sa neutralizeze efectul
inhibitor al acestora. Se poate realiza
hemocultura si din sange coagulat.
Transportul séngelui pentru insamantare
trebuie sa se realizeze intr-un timp cat
mai scurt. Incubatia se va face la 37 °C
si eventual in atmosfera imbogatita cu
CO,, se urmareste circa 1 luna,
practicadu-se periodic subculturi [7, 9,
19, 42].

lichid cefalorahidian se poate recolta cu
ace de seringa sterile, in eprubete sterile
pe un anticoagulant (ex. heparina), se
vor realiza frotiuri din sedimentul
lichidului cefalorahidian care vor fi
colorate Gram sau Giemsa. Cel putin
0,5 ml de lichid cefalorahidian se
insamanteaza in bulion glucozat si pe
placi cu geloza cu sange [7, 19, 9, 42].
urina trebuie recoltatd Tn recipiente
sterile. De la femele se va realiza
recoltarea prin cateterism, in acest fel
evitdndu-se ca germenii de pe caile
urinare sa falsifice rezultatele
examenului. Urocultura este de dorit sa
se efectueze si ea cat mai rapid dupa
recoltare. Frotiurile vor fi colorate Gram
sau Giemsa. Deasemenea, se vor
insamanta, direct 3-4 picaturi de urina
luate cu pipeta Pasteur, pe suprafata
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unei placi cu geloza simpla si una cu
geloza cu sange, dupa care se
disperseaza cu ansa pe toata suprafata
mediului de cultura.Se repeta procedura
si cu sedimentul obfinut prin
centrifugarea a 10 ml urina timp de 10
minute la 3000 turatii/min [29].

secrefiile (oculare, nazale, vaginale,
otice, etc.) vor fi recoltate cu tampoane
sterile pregatite pentru acest scop. Se
efectueaza frotiuri colorate Gram si
Giemsa. Pentru examenul bacteriologic,
insdmantarea se efectueaza direct cu
tamponul cu care s-a facut recoltarea,
atat pe mediul lichid cat si pe cel solid.
Tampoanele mai pot fi spalate in ser
fiziologic steril din care ulterior se fac
insamantarile pe aceleasi medii [29].
lichidele patologice de punctie se vor
recolta asemanator cu sangele, in
eprubete sau recipiente sterile. Frotiurile
realizate vor fi colorate Gram si Giemsa.
Insamantarea va fi directs, fie se
asteapta sa apara sedimente din care
ulterior se fac insamantari [7, 19].
materiile fecale vor fi recoltate in vase
sterile urmand ca insamantarea sa se
faca in timpul cel mai scurt. Se
insamanteaza direct pe medii de cultura.
organele cu leziuni vor fi trimise la
laborator, preferabil intregi sau fara a fi
scoase din cadavrul respectiv, pentru ca
insdmantarea sa se faca in cele mai
bune conditji;

1.2. Transportul probelor
1.2.1. Conditiile de ambalare si transport

Indiferent de natura materialului patologic
recoltat si de scopul examenului, pentru
ambalare, expediere, pastrare (daca este
cazul) este necesar sa se respecte
urmatoarele norme de lucru:

e Cadavrele, produsele patologice sau
organele recoltate de la cadavre se vor
expedia la laborator, in cel mai scurt
timp dupa moarte, deoarece procesele
de putrefactie creeaza Tintotdeauna
dificultati in diagnosticul bacteriologic,
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uneori fiind imposibil efectuarea acestui
examen, datorita prezentei florei
bacteriene de putrefactie;

» Recoltarea probelor trebuie realizata in
asa fel incat materialul sa fie cat mai
putin expus contaminarii cu germeni din
mediul ambiant;

e in cazul in care prelevarea nu a putut fi
efectuata inainte de inceperea aplicarii
terapiei cu antibiotice, se va nota pe
buletinul de trimitere antibioticul folosit si
doza aplicata;

e Daca prelucrarea nu se poate face din
cadavre sau organe proaspete, sau
atunci cand transportul dureaza un timp

mai  indelungat, este  obligatorie
asigurarea unei temperaturi scazute (in
jur  de 0°C) pentru materialele

respective, care se poate realiza prin
mentinerea materialelor in frigidere, lazi
izoterme efc. sau se ftransportd in
recipiente speciale cu gheata;

ein cazul in care in materialul patologic
recoltat exista flora asociata se vor folosi
lichide conservante care, prin confinutul
lor, in substanie bacteriostatice, sau
substante tampon, opresc dezvoltarea
florei saprofite;

e Ambalarea materialelor patologice in
vederea transportului la laborator se va
executa in asa fel incat sa asigure o cét
mai stricta etanseitate, pentru a se evita
raspandirea germenilor;

e Indiferent de natura materialului, probele
destinate examenul bacteriologic trebuie
sa fie Tnsotite de note anamnetice cat
mai explicite si mai detaliate din partea
medicului privind evolutia bolii, situatia

epidemiologica, descrierea leziunilor
etc.;
e Doar persoalul instruit poate realiza

transportul produselor.

e Transportul probelor recoltate se face
cat mai repede la laborator folosind
mediile de transport gelozate sau
recipiente  sterile  corespunzatoare:
urocultoare, coprocultoare, tampoane
pentru exudat faringian sau nazal etc.
[29, 54].
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Recoltarea, ambalarea si transportul
probelor de material patologic, prelevate de la
animale, sunt reglementat prin Ordinul
ANSVSA 25/03/2008 pentru aprobarea Normei
sanitare veterinare privind metodologia de
prelevare, prelucrarea primara, ambalare si
transport al probelor destinate examenelor de
laborator in domeniul sanatatji animalelor, fiind
insotite de un document sanitar veterinar legal
[54].

1.2.2. Mediile de transport

in  unele circumstante, materialele
patologice prelevate sunt pastrate in medii
nutritive pana la prelucrarea lor in laborator.

Mediul de transport universal Stuart este
un mediu non-nutritiv, semisolid, ce protejeaza
mult microorganismele de efectele autolitice si
letale ale oxidarii (hemofili, salmonele, coli,
stafilococi, streptococi, pneumococi). O
deficienta a acestui mediu este faptul ca nu se
poate controla eficient Tnmultirea coliformilor
contaminanti existenti 1n mediu. Mediul
conservat la 4°C, se poate utiliza timp de un
an [25].

Compozitia mediului:

Tioglicolat de sodiu 1,000 g;
Glicerofosfat de sodiu 10,000 g;
Clorura de calciu 0,100 g;
Albastru de metilen 0,002 g;
Agar 3,000 g;
Apa distilata ad 1000,0 ml.

Aceste substante se amesteca cu apa
distilata, se dizolva prin fincalzire si se
repartizeaza in tuburi de sticla de 13/100 mm
cu capac fnsurubat in volume de 7 ml.

Se autoclaveaza 15 minute la 121°C cu
capacul desurubat, iar inainte de solidificare
se insurubeaza capacele.

Tamponul cu material patologic prelevat
se va introduce adanc in mediu, retezand tija
tamponului la nivelul orificiului, dupa care se
fnsurubeaza capacul.

Cu ajutorul mediului Stuart se asigura
supravietuirea bacteriilor 24-72 ore [30].

Mediul de transport universal Amies.

Bazéndu-se pe principiul mediului Stuart,
mediul Amies a fost ameliorat prin schimbarea
glicerofosfatului cu o solutie tamponata de
saruri anorganice, care delimita multiplicarea
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coliformilor de contaminare, de asemenea, nu
contine indicator redox. Pentru bacteriile mai
putin fragile, mediul poate fi folosit si fara
carbune [30].

Compozitia:
Tioglicolat de sodiu 1,00 g;
Clorura de sodiu 3,00 g;
Clorura de potasiu 0,20 g;
Clorura de calciu 0,10 g;
Clorura de magneziu 0,10 g;
Fosfat diacid de potasiu 0,20 g;
Fosfat acid de disodiu 1,15 g;
Carbune farmaceutic neutru 10,00 g;
Agar 4,00 g;
Apa distilata ad  1000,0 ml.

Aceste substante se amesteca in apa
distilata si se dizolva prin incalzire la fierbere.
Se ajusteaza pH-ul la 7,3 0,2 si se
repartizeaza mediul in volume de 7 ml in tuburi
de sticla de 13/100 mm cu capac insurubat.

Se autoclaveaza mediul astfel obtinut 15
minute la 121°C cu capacul desurubat, iar
inainte de solidificare se insurubeaza capacele
si se intorc de cateva ori tuburile cu capacul in
jos pentru suspensionarea carbunelui in
mediu.

Tamponul cu proba de material patologic
prelevat se introduce in profunzimea mediului,
se reteaza tija la nivelul orificiului tubului si se
ingurubeaza capacul. Conservat la 4°C,
mediul Amies poate fi utilizat timp de 12 luni
[30].

2. Examenul bacteriologic
2.1. Mediile de cultura utilizate

Pentru a obtine culturi de stafilococi se
vor folosi urmatoarele medii de cultivare
(neselective si selective):

e agar-sange,

e bulion thioglicolat,

e agar hiperclorurat cu manitol si rosu
fenol (mediu tip Chapman),

e agar Vogel-Johnson,

e agar Baird-Parker,

eagar Columbia cu colistin si acid
nalidixic,
totodata, putandu-se utiliza ca mediu

diferential bulionul trehaloza - manitol si / sau
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agarul trehaloza-manitol  (fosfat), pentru
orientarea intr-o singura etapa a diagnosticului
de specie.

2.1.1. Mediile uzuale

Mediile de -cultura lichide, respectiv
diferitele tipuri de bulion, sunt mai rar utilizate
in izolarea stafilococilor din probele prelevate
de la animale.

Izolarea stafilococilor
prezinta unele avantaje:

e este cea mai sensibila metoda de izolare
in vitro, deoarece cultura poate fi inifiata
de un numar redus de stafilococi;

eneutralizeaza prin  dilutie  factorii
antimicrobieni  existen{i in  probele
prelevate destinate examinarii [6, 38].

Bulionul infuzie standard de carne este un
mediu nutritiv, de uz general, pentru cultivarea
bacteriilor nepretentioase nutritiv, inclusiv a
stafilococilor.

in medii lichide

Compozitia:
Triptona 10,0 g;
Extract de carne 5,0 g;
Clorura de sodiu 5,0 g.

Mediul deshidratat, in cantitate de 20
grame, se va dizolva intr-un litru de apa
distilata si se va omogeniza usor péana la
diluarea completa. Se va regla pH-ul la 7,2
10,2 si se va repartiza in tuburi sau flacoane.
Se sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp
de 15 min [50].

Mediile solide menite izolarii stafilcocilor
pot fi neselective, diferentiale si selective.

1) Agarul nutritiv standard este un mediu
neselectiv, uzual, ce prilejuieste cregterea unui
numar mare de bacterii, inclusiv a
stafilococilor. Pe acest mediu se poate pune in
evidenta forma, dimensiunea si
pigmentogeneza coloniilor de stafilococi.

2) Agarul imbogaiit cu 5% sange de
berbec reprezintda mediu neselectiv, fiind cel
mai folosit mediu solid pentru insamantarea
probelor prelevate si destinate izolarii
stafilococilor. Pe acest mediu este evidentiat si
tipul de hemoliza.

3) Mediile diferentiale inglobeaza
substratul pentru o anumitd enzima sau
citotoxina bacteriana si un indicator care
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denota atacarea acestui substrat. In aceasta
maniera  sunt favorizate izolarea @ si
identificarea preliminara in primocultura a unor
specii de stafilococi din probele prelevate,
respectiv a stafilococilor manita pozitivi.

4) Mediile selective includ substante care
inhiba dezvoltarea altor bacterii. Existd o
diversitate de medii selective in raport cu
diversitatea bacteriilor patogene, in cazul
stafilcocilor cel mai utilizat fiind mediul
Chapman (NaCl 75 g la 1000 ml mediu) [7,
47].

Agarul nutritiv standard reprezinta un
mediu de culturd universal pentru bacterii

nepretentioase.

Compozitia:
Extract de carne 3,0 g;
Peptona din carne 5,0g9;
Agar 15,0 g;
Apa distilata ad 1000,0 ml

Ingredientele enumerate mai sus se
amesteca si se dizolva la cald, dupa care se
ajustreaza pH-ul la 6,8, fiind apoi repartizate in
recipiente de sticla de diferite volume, apoi se
autoclaveaza 15 minute la 121°C. Pentru
examenele bacteriologice curente agarul se
topeste si se toarna in placi Petri [7].

Agarul cu sange (5%, 10%) este un
mediu des utilizat in laborator pentru bacteriile
mai pretentioase, ce cresc greu sau deloc pe

agar nutritiv. Mediile de baza pentru
prepararea  agarului cu sénge  sunt
reprezentate de agarul Columbia, agarul

infuzie de cord, agarul cu tripticaza din soia,
agarul triptoza si pot fi alese in raport cu
exigentele stafiloccilor.

Agarul cu sange are si capacitafi
diferentiale, respectiv detecteaza activitatea
hemolitica a diferitelor specii de stafilocci [7,
47].

Compozitia:
sange defibrinat de berbec 0,5 ml sau 1 ml;
agar nutritiv baza 9,5 ml sau 9 ml.

Se topeste agarul baza si se raceste in
baie de apa la 50°C, iar in final se alatura in
baia de apa si tubul sau fiola cu s&nge pentru
a le egaliza temperatura.

Se amesteca aseptic sangele cu agarul
printr-o agitare blanda pentru a se evita
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formarea bulelor de aer, dupa care se toarna
mediul Tn placi Petri [7].

2.1.2. Mediile speciale

Mediul Chapman (agar hiperclorurat cu
manita si rosu fenol) este un mediu selectiv
utilizat pentru izolarea stafilococilor din
prelevate contaminate si pentru diferentierea
speciilor manita pozitive.

Prezenta concentratiei
asigura inhibarea cresterii bacteriilor non-
halotolerante.  Degradarea manitei  este
caracteristica pentru Staphylococcus aureus
subsp. aureus si poate fi prezenta la unele
specii coagulaza-negative.

mare de sare

Compozitia:

Peptona 10,0 g;

Extract de carne 1,0 g;

Clorura de sodiu 75,0 g;

D-manita 10,0 g;

Rosu fenol 25,0 mg;
Agar 15,0 g;

Apa distilata ad 1000,0 ml.

Prin  incalzire blanda se dizolva

ingredientele, dupa care se ajusteaza pH-ul la
7,4-7,5. Se repartizeaza cate 20 ml in tuburi
20/200 mm sau 100 ml per flacon.

Se autoclaveaza mediul 15 minute la
121°C, iar apoi se toarna in placi Petri, care
dupa racire si uscare se finchid ermetic in
pungi de polietilena fiind, astfel, conservate o
luna, la 4°C [7, 47].

Mediul Baird Parker este un alt tip de
mediu  selectiv-diferential  utilizat  pentru
izolarea stafilococilor. Clorura de litiu si teluritul
de potasiu determina inhibarea cresterii altor
specii bacteriene, in timp ce piruvatul si glicina
impusioneaza selectiv cresterea stafilococilor.

Compozitia:
Peptona din cazeina 10,0 g;
Extract de carne 5,0 g;
Extract de levura 1,0 g;
Piruvat de sodiu 10,0 g;
Glicina 12,0 g;
Clorura de litiu 5,0 g;

Emulsie de galbenus de ou-telurit 50,0 ml;

Sulfametazina solutie 0,2% 25,0 ml;
Agar 15,0 g;
Apa distilata 925,0 ml.
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Se va recurge la amestecarea substantele
solide in apa si se vor dizolva prin incalzire,
prin fierbere, dupa care se va ajusta pH-ul la
7,0. Se vor repartiza in tuburi de 20/200 mm,
in volume de 19 ml, autoclavandu-se apoi 15
minute la 121 °C. Mediul se raceste la 45-50°C,
se adauga si se omogenizeaza 1 ml din
emulsia de galbenus de ou-telurit si se toarna
in placi Petri, care se inchid ermetic in pungi
de polietilena fiind, astfel, conservate o luna, la
4°C [7].

Mediul Vogel - Johnson este un mediu
selectiv  pentru izolarea stafilococilor din
prelevatele hipercontaminate si diferential
pentru stafilococii manita-pozitivi.

Teluritul de potasiu, clorura de litiu si
glicina inhiba bacteriile de asociatie. Inhibarea
slaba a stafilococilor prin aceste ingrediente
este compensata de prezenta manitei si a

glicinei.
Speciile care realizeaza degradarea
manitei (S. aureus subsp. aureus si unii

stafilococi coagulaza negativi) emit acid care
vireaza rosu fenol in galben. De asemenea,
Staphylococcus aureus subsp. aureus reduce
teluritul de potasiu la telur metalic si formeaza
colonii negre.

Compozitia:

Peptona de cazeina 10,0 g;
Extract de drojdie 5,00;
Fosfat diacid de potasiu 500¢;
D-manita 10,0 g;
Clorura de litiu 5,009;
Glicina 10,0 g;
Rosu fenol 25,0 mg;
Agar 15,0 g;
Apa distilata 1000,0 ml.

Prin incalzire timp de 30 minute la 100°C,
ingredientele se vor dizolva, agitdndu-se la
intervale de 5 minute. Mediul se ajusteaza la
pH-ul de 6,8 si se autoclaveaza 15 minute la
121°C. Se raceste, apoi, la 50°C, se adauga si
se omogenizeaza un volum de 20 ml solutie
1% de telurit de potasiu sterilizata prin filtrare.

Mediul aditionat numai cu 10 ml solutie de
telurit este mai putin selectiv. Se toarna mediul
in placi Petri si se conserva la 4°C in pungi de
polietilena inchise etans, fiind utilizat timp de o
luna de la turnare [7].
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Agarul Difco cu 1% maltoza si albastru
de bromcrezol e folosit pentru diferentierea lui
S. aureus subsp. aureus care realizeaza
fermentarea maltozei si produce acid, virand
culoarea mediului spre galben fata de S.
intermedius, care nu fermenteaza maltoza.

2.1.3. Caracterele de cultivare

Pe medii uzuale, in conditii de aerobioza,
in general, germenii din genul Staphylococcus
se dezvolta usor, in 18-24 de ore. Ca si factori
indispensabili cresterii lor, amintim vitamina B1
si acidul nicotinic. Pentru formele cu deficiente
ale peretelui celular este nevoie de mediu
hiperton, pentru a supravietui si a se
multiplica. Este cunoscut faptul ca stafilococii
suporta variatii mari de temperatura si pH la
crestere, dar temperatura optima este de
37°C, iar pH-ul de 7,5 [15].

Pe mediile solide, coloniile izolate de
stafilococi patogeni sunt de tip S, cremoase,
rotunde, cu diametrul de 2-3 mm, margini
regulate, suprafatd neteda, bombata si
lucioasa.

Mediul lichid prezinta turbiditate intensa si
uniforma, cu aspect omogen si depozit
granular in partea inferioara a eprubetei.

Aspectul cultural obisnuit poate fi
modificat dacéa este cazul unor tulpini
stafilococice ce prezintda deficiente ale
peretelui celular, care, de exemplu, pot proveni
din probe de lapte recoltate de la vaci supuse
anterior antibioterapiei.

in asemenea cazuri, se pot forma, pe
mediile solide, colonii de tip G (lucioase;
glossy = lucios) pitice sau R (rugoase; rough =
rugos), mici, cu margini neregulate, granulate,
nehemolitice. Aceste tulpini nu produc
turbiditate Tn mediul lichid, ci doar un depozit
granular in partea inferioara a tubului de
cultura. Extrem de rar, se formeaza colonii de
tip M, mucoase [15, 29].

Cu toate ca nu toate tulpinile de S. aureus
produc hemoliza si pigment, pe agar cu 5-8%
sange defibrinat de berbec sau de vitel, S.
aureus produce, in general, o zona circulara
de hemoliza in jurul coloniei.

Producerea  pigmentului  carotenoid,
portocaliu sau galben citrin, este observata
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relativ constant la coloniile de S. aureus, dar si
la stafilococii coagulaza-negativi: S. simulans,
S. saprophyticus, S. haemolyticus.

Producerea pigmentului la S. aureus
poate fi intarziata timp de 24 - 48 h, in cazul in
care tulpinile sub observatie au fost supuse
unor tratamente nefavorabile dezvoltarii lor
(antibiotic, antiseptic, termic), si nu se produce
in anaerobioza.

Pigmentogeneza se poate stimula prin
cultivarea probelor pe agar cu ser. in cazul
stafilococilor  coagulaza-negativi, aspectul
coloniilor variaza cu varsta coloniilor, insusirile
lor (pigment, hemoliza) fiind clar definite dupa
72-120 ore de incubare la 37°C [10, 19].

Daca S. aureus este insaméntat pe
mediul Baird-Parker, dupa 24 ore de incubare,
se formeaza colonii cu diametrul de 1-1,5 mm,
negre stralucitoare cu margine alba, Tngusta,
inconjurate de un halou clar cu diametrul de 2-
5 mm. Alii stafilococi si micrococii formeaza
colonii negre, fara halou clar [10, 19].

in practica, insa cu o valoare destul de
aproximativa se examineaza activitatea
enzimatica fatd de manitol, ca indicator de
patogenitate. Pentru realizarea acestui scop,
datoritd faptului ca stafilococii sunt germeni
halofili, se wva utiliza un mediu selectiv
hiperclorurat, respectiv mediul Chapman, care
din culoarea roz obignuita vireaza la culoarea
galbena, atunci cand are loc fermentarea
manitolului.

2.1.4. Caracterele morfologice si
tinctoriale

Stafilococii sunt bacterii cu forma sferica,
coci, cu dimensiuni cuprinse intre 0,8-1,0
micrometri, nesporulati, neciliati, necapsulati,
care se divid 1n planuri  succesive
perpendiculare [6, 7, 28, 29, 31].

Asezarea neregulatd a celulelor in
gramezi de coci este determinata de
incompleta separare a celulelor fiice de cele
parentale, asezare asemanatoare boabelor din
ciorchinele de strugure. Aceasta asezare este
caracteristica numai culturilor pe mediu solid.
in frotiurile realizate din produse patologice si
din culturi provenite din mediu lichid, cocii apar
izolati cate 2—3 sau in gramezi mici, avand
dispozitie neregulata [6, 7, 28, 29, 31].
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Frotiurile pot fi executate din produsul
patologic ca atare (puroi, sputa, exudat naso-
faringian, secreiii uretrale, secretii vaginale,
secretii otice, secretii conjunctivale) sau dupa
0 prealabila centrifugare, din sedimentul
rezultat (lichid cefalorahidian, urind, lichide de
punctie sau a diferitelor cavitati, considerate a
fi contaminate); efectuarea frotiului necesita 3
timpi:

1. Etalarea. Produsul de examinat se
aseaza pe o lama degresata si curata,
cu ajutorul unei anse sterile si apoi se
efectueaza etalarea uniforma pe o
suprafata de aproximativ 2 cm? (pentru a
obtine 0 mai buna omogenitate si pentru
a nu obtine un preparat prea gros este
indicata folosirea unei picaturi de ser
fiziologic in care se omogenizeaza
produsul patologic). In cazul in care
frotiul trebuie realizat din fragmente de
organe, se efectueaza amprente prin
atingerea lamei cu suprafata de sectiune
a acestora.

2. Uscarea. Este realizata la temperatura
camerei sau la termostat.
3. Fixarea. Se realizeaza cu ajutorul

caldurii, lama cu frotiul in sus se trece
de cateva ori, timp de 5-10 secunde,
prin flacara unui bec de gaz sau lampa
cu alcool. Temperatura nu trebuie sa fie
prea ridicata pentru a nu distruge
structura bacteriana. Incdlzirea este
controlata prin simpla atingere a lamei
de partea dorsala a mainii, astfel,
temperatura trebuind sa fie suportabila.
Prin fixare preparatul adera mai bine la
lama, iar microorganismele vor fi
omorate, eliminandu-se astfel
posibilitatea de contaminare si in acelasi
timp realizAndu-se cresterea afinitatii
celulei bacteriene fata de coloranti [7,
47].

Anumite tulpini de stafilococ pot realiza o
capsula mucopolizaharidica care poate fi
vizualizata cu ajutorul microscopiei cu contrast
de faza, contrast interferential, microscopie
electronica sau dupa coloratie negativa cu tus
de China, prin microscopie optica. Tulpina ce a
fost izolata de Smith este considerata a fi
tulpind capsulatd standard de stafilococ
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patogen. Colorarea frotiurilor se poate executa
in functie de caz prin: coloratii simple (folosind
un singur colorant), coloratii diferentiale (se vor
utiliza mai multi coloranti), coloratii speciale
(pentru evidentierea anumitor componente ale
celulei bacteriene).

Pentru a se realiza identificarea
microscopica a stafilococilor cele mai utilizate
coloratii utilizate sunt: coloratia cu albastru de
metilen si coloratia Gram.

Daca prima coloratie ne da informatii
asupra formei si asezarii celulei bacteriene in
frotiu, cea de-a doua coloratie permite o
diferentiere a bacteriilor Gram-pozitive de cele
Gram-negative pe baza afinitatii tinctoriale [10,
15, 19].

Obisnuit, stafilococii se coloreaza Gram
pozitiv, ca&nd celulele sunt tinere si cu
potentialul metabolic intact. Celulele provenite
din culturi vechi sau cele fagocitate de
leucocite sufera modificari tinctoriale ca
urmare a degradarii structurilor peretelui
bacterian putand astfel sa apara negative prin
coloratia Gram [10, 15, 19].

2.1.5. Diagnosticul bacteriologic

Examenul direct
Se efectueaza direct din produsele
patologice, prin doua tipuri de preparate:

eintre lama si lamela: pentru aprecierea
mobilitatii germenului, a prezentei sau
absensei capsulei bacteriene;

epe frotiuri fixate si colorate: Gram,
albastru de metilen si May-Grunwald
Giemsa.

Frotiurile efectuate direct din produsele
patologice, colorate Gram, evidentiaza coci
Gram pozitivi sferici, asezati in gramezi (in
ciorchine de strugure), nesporulati, uneori
incapsulati, care, in cazul produselor normal
contaminate, pot fi insotiti de alti coci sau bacili
(flora de asociatie), polimorfonucleare (PMN)
si celule epiteliale, intregi sau detritusuri.

Examenul direct intre lama si lamela
evidentiaza germeni imobili. Coloratiile cu
albastru de metilen si May-Grunwald Giemsa
evidentiaza aspectul citologic si relatia dintre
fagocite si germeni.
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2.1.6. Identificarea minimala

Din punct de vedere al semnificatiei
clinice a unui stafilococ coagulaza-negativ
(SCN), ideea este sustinuta de izolarea
acestuia in proportie predominanta sau in
culturd pura si de izolarile repetate ale
acelorasi tulpini din materialul patologic supus
examinarii.

Avand in vedere scopurile si mijloacele de
diagnostic ale unui laborator de analize
medicale, este obligatoriu ca identificarea
preliminara sa vizeze evidentierea, cu un grad
acceptabil de probabilitate, a speciilor mai
frecvent imiplicate in patologia infectioasa [40].

Daca exista rezistenta la antibiotice,
pentru monitorizarea tratamentului, in cazul
unor infeciii cronice, identificarea stafilococului
coagulaza-negativ (SCN) in unele laboratoare
de bacteriologie poate fi de asemenea,
necesara.

Aspectul microscopic, la fel si o serie de
caractere fenotipice cum ar fi forma coloniilor
pe medii neselective, alaturi de un set restrans
de teste enzimatice permit identificarea
preliminara a speciilor mai frecvent izolate din
infectiile stafilococice.

In anul 1975, Scleifer si Kloos au realizat
0 schema taxonomica a stafilococilor si au
propus un sistem simplificat de identificare
pentru uzul curent al laboratoarelor de
bacteriologie. in acel sistem dihotomic erau
utilizate 13 teste si permitea identificarea a 10
specii de stafilococi.

Cele 13 teste includeau: coagulaza,
hemolizinele, reducerea nitratilor si acidifierea
a 10 zaharuri. Aceste teste cheie au fost
interpretate in stransa legatura cu cresterea
anaeroba, sensibilitatea la lizostafin  si
sensibilitatea la novobiocina.

Activitatea hemolitica

Hemolizina este o exotoxina stafilococica
cu structura proteica ce actioneaza asupra
membranelor celulare, determinand liza
elementelor sangvine si a celulelor din tesuturi
[6, 7].

S-a identificat ca stafilococii produc patru
tipuri de hemolizine (alfa, beta, gamma si
delta), care se deosebesc prin proprietati
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fizico-chimice, antigenice si prin tipul de
hemoliza produsa. Prin cultivarea germenilor
pe agar cu sange (5-10%) sau prin punerea in
contact a filtratelor din culturi cu o suspensie
de hematii, procedeu care permite si titrarea
hemolizinelor, se poate determina proprietatea
de a secreta aceste exotoxine [6, 7, 10, 19,
28].

La S.aureus
determina hemoliza
completa a mediului.

Hemolizina B ce poate fi intalnita la
tulpinile animale de S.aureus, dar ocazional si
la tulpinile umane, determind o asa numita
hemoliza de tip ,cald-rece” caracterizata prin
zone de hemoliza incompleta la 37°C, care
dupa expunerea culturii cateva ore la 4°C,
devine completa, similara celei produse de
hemolizina a [6, 7].

hemolizina a poate
totald cu clarificarea

Fermentarea manitolului
Fermentarea manitolului este o]

proprietate foarte importanta daca sunt luate in
calcul tulpinile patogene. Pentru a se supune
acestui test stafilococii vor fi cultivati pe mediul
Chapman, mediu selectiv pentru izolarea
stafilococilor patogeni, mediu special cu adaos
de manitol si NaCl.

Compozitie: Extract de carne (1.C.) 4 g%,
peptona (1.C.) 20 g%., clorura de sodiu (p.a.)
75 g %o, agar pulvis 19 g%., D-Manita (p.a.) 10
g%o, rosu fenol (p.a.) 25 mg%. dizolvate in apa
lapH=7,4+0,2.

Aspect: produsul va fi un mediu solid de
culoare rosie, rosie-caramizie.

Modul de lucru: se va recurge la topirea
mediului la baia de apa si la repartizarea in
placi Petri. Produsul pentru cercetat va fi
insamantat cu o ansa sau cu un tampon, astfel
incéat sa se obtina colonii izolate.

Insamantarile pot fi realizate si cu ansa
din mediul de imbogatire (mediul hiperclorurat
lichid). Se va incuba 18 - 24 ore la 37°C.
Coloniile de stafilococi patogeni vor produce
virarea mediului din rosu in galben. in cazul
rezultatelor negative culoarea mediului raméane
neschimbata.

Cultivarea pe mediul Chapman
Pentru stafilococi acest mediu este este
un mediu selectiv-diferential.
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Compozitie pentru 1000 ml; NaCl 75.0 g,
agar 15.0 g, D-Mannitol 10.0 g, peptona A 5.0
g, peptona C 5.0 g, extract bovin 1.0 g, rosu
fenol 0.025gsiunpHde 7.4 £ 0.2 la 25<C.

Mediul se foloseste pentru izolarea
selectiva Si cultivarea stafilococilor.
Microorgonismele care utilizeazd manitolul
transforma mediul in galben.

2.2. Identificarea primara
2.2.1. Testul oxidazei

Cu ajutorul testului pentru oxidaza
(indolfenoloxidaza) se realizeaza diferentierea
stafilococilor de interes medical (oxidaza
negativij de unele genuri asemanatoare,
respectiv Micrococcus, Dermacoccus etc, care
sunt oxidaza pozitive [7, 19].

Principiul care sta la baza acestui test il
reprezintd reactia prin care se oxideaza
tetrametil-p-fenilendiamina intr-un component
de culoare purpurie, sub actiunea citocrom-
oxidazei. Citocrom-oxidaza, cunoscuta si sub
numele de indol-fenoloxidazd, este o
hemoproteina din lantul respirator de transport
al electronilor cuplat cu fosforilarea oxidativa
si, care, prin urmare, este absenta la bacteriile
strict anaerobe. Cocii Gram-pozitivi se
testeaza in cultura de 18-24 ore pe agar cu
7% sange de berbec.

Culturile realizate pe alte medii (agar
peptona si extract de levura cu sau fara
glucoza) pot fi testate abia dupa trei zile, iar
reactia se pozitiveaza intr-un interval de 5-10
minute.

in cazul cocilor Gram-pozitivi este nevoie
de 6 g de tetrametil-p-fenilendiamina
dihidroclorica si 100 ml de dimetil-sulfoxid care
se omogenizeaza pentru dizolvare.

Reactivul ce a fost astfel obtinut,
conservat la temperatura camerei si pastrat in
locuri ferite de lumina raméane activ timp de
mai multe saptamani [7, 19].

Cu ajutorul ansei bacteriologice se
preleveaza o portiune de colonie si se
disperseaza cultura pentru a forma un spot pe
un dreptunghi de hértie de filtru, umectata cu
reactivul pentru oxidaza, plasat intr-o placa
Petri. Reactia se developeaza cu o solutie de
6% tetrametil-p-fenilendiamina in DMSO. Timp
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de 2 minute se urmareste atent virajul spotului
de cultura la albastru inchis, ceea ce confirma
faptul ca testul este pozitiv, absenfa culorii
indicand un test negativ. Controlul de calitate
se realizeaza cu ajutorul unui martor pozitiv
reprezentat de Micrococcus luteus si un martor
negativ reprezentat de  Staphylococcus
epidermidis [7].

2.2.2. Testul catalazei

Testul cu ajutorul céruia se evidentieaza
activitatea catalazei ajutd la diagnosticul
diferential fata de alte specii de coci patogeni,
in special, streptococi si pneumococi.

Stafilococii sunt catalaza pozitivi, in timp
ce streptococii si pneumococii nu poseda
catalaza.

Acest test se poate realiza prin tehnica
rapida pe lama in care se depune o picatura
dintr-o solutie 30% peroxid de hidrogen, apoi
se preleveaza o ansa bine incarcata din
cultura de testat, pe geloza inclinata si se
amesteca in picatura de peroxid.

Bulele de gaz ce apar imediat, indica
prezenta catalazei. Nu este indicata
prelevarea coloniilor de pe mediul agar cu
sange, deoarece eritrocitele poseda catalaza
si falsifica reactia.

Este recomandata folosirea unei tulpini de
enterococ si unei tulpini de stafilococ auriu ca
martori negativi si pozitivi ai reactiei, paralel cu
tulpina de testat [19].

Teste pentru evidentierea coagulazei

Cu ajutorul acestui test se diferentieaza
cu succes stafilococii patogeni (coagulaza
pozitivi) de stafilococii nepatogeni (coagulaza
negativi).

Coagulaza este o enzima extracelulara,
produsa de majoritatea tulpinilor de stafilococ,
ce determina coagularea plasmei.

Coagulazele stafilococice pot fi libere sau
legate si au actiune toxica (cea libera
actioneaza asemanator protrombinei, iar cea
legata interactioneaza direct cu fibrinogenul) in
urma careia fibrinogenul este transformat in
fibrind. Aceasta actiune se poate evidentia prin
diferite metode in care suspensia de stafilococi
este pusa in contact cu plasma. Testul pozitiv
este indicat de aparitia aglutinarii (metoda pe
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lama) respectiv de coagularea amestecului
(metoda in tub) [19].

Testul de latex-aglutinare  pentru
identificarea stafilococilor coagulaza-pozitivi.

Este caracterizat a fi un test rapid de
latex-aglutinare, care se realizeazad prin
punerea in contact a culturilor bacteriene cu o
suspensie speciala ce contine anticorpi
specifici. Aparitia aglutinarii dupa aproximativ 2
minute, indica un test pozitiv [19].

Testul coagulazei pe lama

Aceasta tehnica se bazeaza pe
depunerea cu ansa bacteriologica a unei
picaturi de plasma pe o lama, apoi se incarca
ansa cu cultura veche de 18-20 ore de pe
geloza inclinata si se amesteca in picatura in
plasma. Actiunea coagulazei se poate observa
rapid prin aparitia de mici coaguli care se
ingramadesc datorita precipitarii fibrinogenului
plasmatic in fibrina sub actiunea enzimei.

Pe aceeasi lama se va realiza un martor
cu apa fiziologica si cultura. Tehnica este
fiabila daca se executda cu acuratete, lama
trebuie sa fie noua, bine spalata si degresata
[19].

Testul coagulazei in tub

Pentru acest tip de test se utilizeaza 3
tuburi tip hemoliza curate, sterile in care se vor
introduce cate 0,5 ml din plasma citratata de
iepure diluatd 1:5-1:10. in primul tub se
adauga 0,5 ml din cultura de stafilococ de
cercetat veche de 18-20 ore in bulion, in cel
de al doilea tub se adauga 0,5 ml bulion, iar in
cel de al 3-lea o tulpina de stafilococ despre
care se stie sigur ca este pozitiva.

Cele trei tuburi se vor incuba la 37°C intr-
0 baie de apa. Citirea trebuie sa se faca la
interval de 30 minute, 1 ora, 2 ore, 3 ore si 24
ore pentru a stabili aparitia coagularii.

Testul se considera a fi pozitiv atunci
cand apare un coagul care pluteste in amestec
sau se realizeaza coagularea intregului
amestec. Aparitia coagularii se evidentieaza
prin inclinarea tubului si observarea acestuia
cu ochiul liber. O coagulare care se realizeaza
tardiv, la 24 ore este discutabila, si testul
trebuie refacut dupa verificarea prealabila a
puritati  culturii.  Tulpinile  patogene de
stafilococ elaboreaza coagulaza in proportie
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de 97% si de aceea acest test este considerat
ca fiind de mare fiabilitate. Totusi s-a descris
existenta unor tulpini de stafilococ coagulazo-
negative care prezintd alfi factori de
patogenitate cu exceptia coagulazei [19].

Teste pentru evidentierea fosfatazei

Testul fosfatazei se foloseste pentru a se
putea diferentia specile de stafilococ.
Staphylococcus aureus prezinta in
echipamentul sau enzimatic fosfataza cu
ajutorul careia desface molecula de fosfat de
fenolftaleind punand in libertate fenolftaleina.
Prezenta fenolftaleinei libere a putut fi
evidentiata in mediu bazic. Se foloseste agar
nutritiv, la care se adauga 0,01% fosfat de
fenolftaleina [7, 19].

Placa cu agar nutritiv ce a fost impartita in
sectoare, va fi insamantata, prin dispersia cu
ansa, cu tulpinile de cercetat. in doua sectoare
se insamanteaza doua tulpini de control: una
pozitiva (S. aureus subsp. aureus) si una
negativa (S. epidermidis sau S.
saprophyticus).

Dupa realizarea insamantarii, cultura se
va incuba 18-20 de ore la 37°C, apoi se va
aseza in capacul cutiei Petri un disc de hartie
filtru imbibatd in amoniac. La interval de 1-2
minute se va putea observa colorarea in roz-
rosu a coloniilor cu fosfataza pozitive. Coloniile
ce nu poseda fosfataza raman nemodificate [7,
19].

2.3. Diferentierea familiei, genului si
speciilor de stafilococi

Pentru a se putea face diferentierea
speciilor de stafilococi se recomanda
respectarea unei scheme de diagnostic
etapizat, prin realizarea unor teste multiple de
diferentiere ale caror rezultate, coroborate,
permit diferentierea speciilor de stafilococi
[18].

Etapele cheie ale identificarii stafilococilor:

1. Diferentierea fam. Staphylococcaceae
de familia Streptococcaceae se face prin:

- aspectul microscopic;

- morfologia coloniilor;

- testul catalazei.

2. Diferentierea genului Staphylococcus
de genul Micrococcus prin:

35

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 9(1) Mai - Iunie 2015

- testul producerii de acid din glucoza, in
anaerobioz3;

- testul sensibilitatii la lizostafin;

- testul producerii de acid din glucoza in
aerobioza, in prezenta eritromicinei (0,4pg/ml);

- testul sensibilitatii la furazolidon (100 pg
/ disc);

- testul modificat pentru oxidaza;

- testul sensibilitatii la bacitracina (0,04 U /
disc).

3. Diferentierea lui S. aureus de alte
specii de stafilococi prin:

- caracterele de cultivare;

- testele coagulazei libere (in tub) si
legate (pe lama);

- testul proteinei A;

- testul termonucleazei;

- testul fermentarii manitei in anaerobioza.

4. Diferentierea celorlalte specii de
stafilococi.

Pentru realizarea testelor de identificare,
se recomanda utilizarea de culturi microbiene
ce s-au dezvoltat pe medii neselective: agar si
bulion simplu sau cu adaos de séange
defibrinat de berbec 5-8%.

In cazul SCN, pentru identificarea precisa
a agentului etiologic, se recomanda utilizarea
unui inocul din una sau mai multe colonii, in
varsta de cel putin 72 de ore.

2.4. Determinarea sensibilitatii la
antibiotice

Pe suprafata unui mediu de cultura cu
agar, preinsamantat cu bacteria testata se
depune o} cantitate de substanta
antimicrobiana si se poate observa producerea
a doua fenomene, concomitent: difuzarea
antibioticului si cresterea bacteriei [4, 52].

Laboratoarele care testeaza un numar
relativ mic de tulpini bacteriene cu crestere
rapida (inclusiv pentru testarea stafilococilor)
folosesc foarte des metoda difuzimetrica pe
cultura standardizata descrisa mai jos [4].

Pe placi cu agar Mueller Hinton vor fi
insamantate probe provenite din culturile pure
ale organismelor de testat. In placile cu agar
Mueller Hinton se va turna intr-un start uniform
de aproximativ 4 mm grosime ceea ce
corespunde cu o cantitate de 25 ml mediu per
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placa ce are diametrul de 9 cm sau 60 ml per
placa cu diametrul de 15 cm.

Se recomanda ca placile sa fie utilizate in
ziua in care au fost pregatite, iar, in cazul in
care vor ramane placi neutilizate, acestea se
vor impacheta in pungi de polietilena si vor fi
pastrate la 4°C maximum 7 zile.

Pentru controlul sterilitatii se incubeaza la
37°C timp de 24 ore o placa neinsamantata
care ulterior nu va mai fi utilizata.

Modul de Iucru. Se va recurge la
insamantarea n tubul cu bulion nutritiv (2-4 ml
bulion/tub) inoculul prelevat cu ansa din cca. 5
colonii bine individualizate, reprezentative
pentru bacteria testata.

in continuare se va recurge la incubare la
37°C pana ce turbiditatea culturii corespunde
etalonului 0,5 Mc Farland (uzual 3-5 ore).

Din momentul etalonarii placile pot fi
inoculate Tn maxim 15 minute. Se va proceda
identic si cu tulpinile de referinta ce vor asigura
controlul de calitate.

Placile vor fi insaméntate cu tamponul
imersat si scurs de excesul de suspensie prin
aplicarea unor striuri pe suprafata agarului
Mueller Hinton in 3 directii prin intoarcerea
placii cu cate 60° in final parcurgand cu
tamponul si circumferinfa mediului la limita cu
sticla [52].

Dupa ce s-a realizat insamantarea placilor
cu agar Mueller Hinton, acestea se vor lasa 3-
5 minute in repaus pentru adsorbtia inoculului.

Cu ajutorul unor pense sau a unor
aparate de repartizare se vor depune discurile
cu substante antimicrobiene la distante de
minim 15 mm de marginea placii si 30 intre
centrele a doua discuri invecinate.

Fiecare disc va fi presat ferm cu pensa
dupa care placile vor fi incubate timp de 16-18
ore la 37°C.

Citirea si interpretarea rezultatelor se va
realiza prin masurarea diametrelor zonelor de
inhibitie complete si compararea rezultatelor
obtinute cu diametrele acceptate pentru zonele
de inhibitie ale tulpinilor de referinta.

In  functie de rezultatele obtinute
diametrele zonelor de inhibite vor fi
transformate in una din categoriile: Rezistent,
Intermediar, Sensibil [52].
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2.4.1. Rezistenta la novobiocina si
furazolidon

Testul de sensibilitate la novobiocina

Este realizat pentru a se diferentia unele
specii de stafilococi coagulaza negativi fata de
speciile coagulaza pozitive.

in acest mod, S. saprophyticus, S. cohnii,
S. cohnii subsp. urealyticum si S. xylosus sunt
cunoscuti a fi stafilococi coagulaza negativi,
manita pozitivi, insa rezistenti la novobiocina,
caracter fenotipic care fii diferentiaza de
stafilococii coagulaza pozitivi si manita pozitivi.

Din multitudinea stafilococilor coagulaza
negativi, ce prezintd importantd medicala,
numai S. saprophyticus este rezistent la
novobiocina [10].

Se folosesc culturi tinere ce au fost
crescute in bulion, placi cu agar Mueller-
Hinton si discuri cu 5 pg novobiocina.

Modul de lucru este asemanator
antibiogramei. Citirea si interpretarea se
realizeaza in functie de diametrul de inhibitie
produs de discul cu novobiocina.

Astfel, in cazul tulpinilor rezistente,
diamterul de inhibitie este <16 mm, iar in cazul
culturilor sensibile este 216 mm [8, 10].

Prin testul de sensibilitate Ila
furazolidon se pot diferentiea stafilococii de
micrococi. Acest test se bazeaza pe faptul ca
stafilococii sunt sensibili la  compusii
bacteriostatici din clasa furanilor, in timp ce
micrococii sunt rezistenti.

Pentru realizarea acestei diferentieri, sunt
necesare: cultura pura de 24 de ore in bulion,
agar Mueller-Hinton si discuri cu 100 ug
furazolidon, modul de lucru fiind asemanator
antibiogramei.

Astfel, tulpinile sensibile au o zona de
inhibitie cu diametrul = 15 mm, iar cele
rezistente o zona de inhibitie cu diametrul < 10
mm [8].

2.5. Mediile cromogene

In ultimii 20 de ani, au fost inventate medii
de culturd cromogene, cu ajutorul carora se
poate difrentia unele bacterii patogene fata de
bacterii nepatogene. In aceste medii sunt
inglobate diferite substraturi chimice ce pot fi
hidrolizate de enzimele bacteriene, punand
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astfel in libertate substante care coloreaza
coloniile formate pe mediile solide, iar pe baza
culorii rezultate se pot diferentia speciile
bacteriene patogene de cele comensale.

in anumite situatii, bacteriile comensale
pot fi inhibate complet, de agentii chimici
selectivi,  permitdnd,  astfel,  bacteriilor
patogene sa "iasa in evidenta", respectiv sa
creasca si sa formeze colonii caracteristice.

Mediile cromogene sunt folosite, 1in
principal, pentru diagnosticul bacteriologic de
rutind, avand ca scop reducerea timpului si a
consumabilelor utilizate in metodologia clasica
a examenului bacteriologic [11, 21, 32].

Daca se aduc in discutie examenele
bacteriologice efectuate pentru izolarea si
tipizarea stafilococilor de la animale si cameni

la care s-au utilizat medii cromogene,
obiectivele urmaresc doua aspecte:
e pentru identificarea tulpinilor de S.
aureus subsp. aureus rezistente la
meticilina (S. aureus methicilline

resistent - MRSA)
e diferentierea Iui S. aureus subsp. aureus
de stafilococii coagulaza negativi [23].
Mediile cromogene folosite intens pentru
diferentierea lui S. aureus subsp. aureus sunt:
e Chromatic Staph Aureus;
e S. aureus ID
e CHROMagar™ Staph aureus [23].

Mediile cromogene utilizate pentru
diferentierea tulpinilor de S. aureus subsp.
aureus meticilin rezistente sunt reprezentate
de: Chromatic MRSA, BBL CHROMagar™
MRSA, MRSA Select, ChromID MRSA, Oxoid
MRSA Chromogenic medium, MRSA Screen,
Brilliance™ MRSA 2 Agar [17, 23, 25, 26].

2.6. Sistemele comerciale

Multe companii care produc consumabile
destinate examenelor bacteriologice, expun pe
piata truse de identificare si / sau instrumente
automatizate care identifica speciile de
stafilococi cu o precizie cuprinsa intre 70-90%
[10].

Astfel, cu precadere in medicina umana,
dar mai nou si in cea veterinara, se poate
apela la o gama variata de microteste pentru
diagnosticul  bacteriologic  al infectiilor
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stafilococice, insa acestea cresc costul
identificarii, din care cauza utilizarea lor nu
este intotdeauna disponibila [10].

2.6.1. Identificarea cu sistemul API Staph

Prin utilizarea microtestului APl Staph
(bioMérieux SA, Franta) si a programului
software Apiweb ™ se pot identifica la nivel de
specie atat stafilococii catalaza pozitivi, cat si
cei catalaza negativi [21, 27, 53].

Principiul metodei: Sistemul API! Staph
este caracterizat a fi un sistem standardizat de
recunoastere a genurilor Staphylococcus,
Micrococcus si Kocuria, care contine folii cu 20
de microtuburi  cu diferite  substraturi
deshidratate.

in aceste microtuburi se depoziteaza o
suspensie bacteriana, preparata in AP/ Staph
Medium, urmand ca folia sa fie introdusa la
termostat timp de 18-24 ore, la 36 +2°C,
perioada de-a lungul careia, din cauza
metabolismului bacterian, se produc modificari
tinctoriale, care fie sunt spontane, fie sunt
relevate cu reagentii aditionali ai sistemului
API Staph.

La sfarsitul perioadei de incubare, reactiile
enzimatice sunt citite cu ajutorul unui tabel de
identificare sau al unui program software,
asigurat de firma bioMérieux SA, bacteriile din
cultura de cercetat fiind, astfel, incadrate
taxonomic intr-unul din genurile mai sus
mentionate [20, 53].

Interpretarea si citirea rezulatelor testului
necesita mai multe etape, bine evidentiate, in
prospectul producatorului, prin completarea
unei fise preexistente, obtinandu-se in acest
mod un cod numeric care va fi interpretat cu
ajutorul programului Apiweb™ sau se vor citi
reactiile prin raportare la un tabel de citire si un
tabel de identificare [27, 53].

2.6.2. Identificarea cu sistemul Vitek 2
Compact

Vitek 2 compact reprezintd un sistem
automat prin intermediul caruia se identifica si
se testeaza sensibilitatea la antibiotice a
bacteriilor,  utilizdnd  carduri  disponibile
sistemului pentru identificarea bacteriilor si a
fungilor, totodata si pentru testarea
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sensibilitati  la antibiotice a bacteriilor
identificate [46, 49].

Cardurile colorimetrice de identificare cu
ajutorul carora functioneaza sistemul contin 64
de microcelule, in interiorul carora se gaseste
substratul biochimic specific deshidratat [49].

1. Echipamentul Vitek 2, ce este folosit
pentru verificarea rezistenfei la substantele
antimicrobiene, prezintd un sistem de analiza,
denumit “Advanced Expert System (AES)’,

capabil sa recunoasca si sa clasifice tulpinile
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testate dupa anumite tipare de sensibilitate la
substantele antibacteriene care identifica un

fenotip specific si, care, ulterior este
interpretat.

Metode utilizate pentru testare se
bazeaza pe tehnica concentratiei minime

inhibante, prin metoda dilutjilor.
in fiecare celuld din card, in afara de
agenti microbieni specifici mai exista si mediu
de cultura, iar conditile de crestere sunt
microaerofile.
Tabelul 1

Sisteme de microteste utilizate pentru identificarea stafilococilor [55].

. . Numar  Citire

Denumire comerciala bioteste la
API STAPH IDENT System 10 5h
API 20 GP System 20 24 h
API 20 STAPH System 20 24 h
API STAPH Trac System 20 24 h
DMS STAPH Trac System 20 24 h
ID 32 STAPH System 3 24 h
Auto Microbic System (Gram 27 24 h
Positive Identification Card)
Micro Scan Pos ID Panel 27 24 h
Micro Scan Rapid Pos ID Panel 42 24 h
Pos Combo Type 6 Panel 24 h
Rapid Pos Combo Type 1 5h
Panel
Minitek Gram Positive Set 21 18 h
Sceptor Staphylococcus 24 h
MIC/ID Panel
Sceptor Gram Positive Break 24 h
Point / ID Panel
GP Micro Plate test Panel 95 24 h

Microbial Identification System
(MIS)

Producator

Analytab produts

Bio — Merieux Vitek
Montalieu Vercieux
Plainview N.Y.

DMS Lab. Flemington
Bio — Merieux Vitek

Vitek System
Hazelwood

Baxter Diagnostic
Sacramento
Baxter Diagnostic
Sacramento
Baxter Diagnostic
Sacramento
Baxter Diagnostic
Sacramento
Becton Dickinson
Instrument System,
Cockeysville
Becton Dickinson
Instrument System,
Towson

Becton Dickinson
Instrument System,
Towson

Biolog, Haywood

MIDI, Newark, del.

Observatii

Citire automata

Citire automata
Citire automata
Citire vizuala sau
automata
Automatizat

Citire automata sau
vizuala
Citire automata

Citire automata +
antibiograma
Citire automata +
antibiograma

Citire automata +
antibiograma

Citire automata +
antibiograma

Citire vizuala (software
Biolog),

Citire automata (Biolog
Micro Station)

Citire automata,
combina analiza
acizilor grasi cu gaz
cromatografia

Schimbarile ce se produc in cresterea si
metabolizarea bacteriilor, de-a lungul incubarii,
determina schimbari de transmitanta care sunt
inregistrate de aparat la fiecare 15 minute.

Cu ajutorul masuratorile se poate realiza
o curba de crestere pentru fiecare celula in
parte, iar ca urmare a analizei algoritmice se
obtine un profil biochimic al speciei testate.
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Rezultatele obtinute sunt comparate cu datele
stocate in baza de date a aparatului [45, 46,
49].

2. in vederea testarii sensibilitati la
antibiotice sunt utilizate carduri care contin
dilutii variate de agenti antimicrobieni specifici,
iar valorile concentratiei minime inhibante sunt
determinate pentru fiecare antibiotic din card.
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La fiecare 15 minute, programul
calculatorului realizeaza citirea cardurilor.

Masuratorile determina obtinerea unei
curbe de crestere pentru fiecare concentratie
de antibiotic in parte [49].

3. Rezultatele obtinute se ccompara cu
cele din metoda de referinta care sunt stocate
in soft-ul de analiza a aparatului [45, 49].

3. Teste de biologie moleculara
3.1. Reactia polimerazica in lant

Exitd numeroase studii care descriu
folosirea reactiei de polimerizare in lant (PCR)
pentru identificarea si caracterizarea tulpinilor
de S. aureus.

PCR se traduce prin amplificarea
exponetiala a unei regiuni de interes medical
din genomul bacterian.

Reactia decurge dupa modelul replicarii
naturale a ADN [2, 13, 16, 43, 44].

Pentru a se realiza cresterea sensibilitatii,
majoritatea metodelor utilizeaza amplificarea
regiunilor conservate ale genelor ARNr-ului
bacterian si necesita etape suplimentare, ca
de exemplu hibridizarea cu sonde specie-
specifice.

Alte  protocoale vizeaza detectarea
S.aureus prin amplificarea genelor intalnite
numai la aceasta specie (gena nuc, pentru
endonucleaza termostabilda, gena coa, pentru
coagulaza, un fragment nedefinit de 442
perechi de baze al cromozomalui S. aureus
gena clfA, pentru proteina de legare a
fibrinogenului etc.) [51].

Data fiind importanta detectarii rezistentei
la meticilind (oxacilind), anumite metode
utilizate se concentreaza direct pe amplificarea
genei mec A, fie singura, fie in PCR multiplex,
cu amplificarea simultana a unor markeri
aditionali [2].

Real Time PCR IDI-MRSA a fost elaborat
si difuzat de catre CLSI (Institutul pentru
Standarde de Laborator Clinic, fostul NCCLS),
test validat de Food and Drug Administration,
pentru controlul infectiilor nosocomiale [51].

Pentru diferentierea tulpinilor de S.aureus
in scop epidemiologic, de-a lungul timpului au
fost dezvoltate alte categorii de metode.
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Cu ajutorul acestor metode este posibila
diferentierea tulpinilor circulante, dar totodata
se ofera si posibilitatea diferentierii tulpinilor
epidemice de cele neepidemice, precum si a
celor de provenienta spitaliceasca de cele
comunitare [13].

intr-o prima fazd a fost abordata
compararea  pattern-urilor de  restrictie
endonucleazicd ale ADN cromozomial sau
plasmidic. Multe tehnici de generatia a doua
au inclus hibridizarea pe suport solid folosind
sonde specifice, ribotipia, polimerizarea in lanf
(PCR-RFLP) si PFGE (electroforeza in camp
pulsatil) [2].

Metodele de ultima generatie realizeaza
analiza mutatiilor situs-specifice ale
secventelor ADN, iar rezultatele sunt utilizate
pentru intercompararea tulpinilor de S.aureus
[16].

Programul satelit al Sistemului European
de Supraveghere a Rezistentei la Antibiotice
(EARSS), SeqEU-Net, in care participa si
Laboratoarele de Referinta din Romania,
abordeaza armonizarea metodologiei de tipare
a S.aureus prin secventierea genei spa (pentru
proteina A) [2, 13, 16].

3.2. Hibridizarea

Hibridizarea este o metoda care utilizeaza
capacitatea acizilor nucleici de a disocia, in
momentul in care sunt supusi unor conditii de
stres (factor termic, stringenta ionica) si de a
reasocia, atuci cand conditile de denaturare
au fost eliminate.

Deanaturarea se traduce prin ruperea
legaturilor de H intre bazele azonate ale celor
doua lanturi de ADN si prin urmare
prezentarea ADN-ului sub forma
monocatenara (single ADN-ssADN). Dupa ce
se produce reasocierea cu lantul pereche va
rezulta un duplex omolog, in timp ce daca
reasocierea se realizeaza prin
complementaritate cu un lant ARN sau ADN
heterolog se obtine un duplex hibrid
(hibridizare).

Prin studiul hibrizilor se obtin informatii cu
privire la gradul de similitudine intre moleculele
de ADN extrase din celule diferite si reprezinta
baza stiintifica a taxonomiei moleculare.
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Pentru identificarea speciei S.aureus se
utilizeaza hibridizarea pe suport solid cu sonde
specie-specifice.

3.3. Alte metode

Alte metode ce pot fi utilizate n
identificarea stafilococilor sunt:
emetode bazate pe studiul acizilor

nucleici (altele decat PCR): izolarea si

purificarea acizilor nucleici,
transformarea genetica, clonarea,
electroforeza in gel de agaroza,

secventierea, ribotipia etc.
e testul imunoenzimatic ELISA.

3.4. Identificarea definitiva
3.4.1. Fermentarea zaharurilor

in scopul punerii in evidentd a activitatii
fata de glucide si polialcooli, bacteriile se
cultivd pe medii solide sau lichide, la care se
adauga substantele respective, in proportie de
0,5-1%, si un indicator de reactie a mediului

[10, 29].

Cele mai utilizate substante sunt
urmatoarele: glucoza, lactoza, zaharoza,
galactoza, manoza, sorbitolul, trehaloza,

arahinoza, maltoza si manitolul, adaugate in
apa peptonata, care se alcalinizeaza si se

incalzeste 15 minute la 115°C, apoi se
filtreaza si se sterilizeaza 20 minute la 112-
115°C [29].

in mediul ce a fost preparat cum s-a
relatat mai sus, se adauga, doar in condifii
sterile, solutile de monoglucide, care au fost
preparate in prealabil. Aceste substante pot fi
adaugate si Tnainte de sterilizarea apei
peptonate, in acest caz, insa, mediul se
sterilizeaza prin tindalizare [29].

Solutia de albastru de bromtimol este
utilizatd ca si indicator, adaugandu-se dupa
dezvoltarea bacteriilor, in  momentul citirii
rezultatului, introducand in cultura 2-3 picaturi
[29].

4, Identificarea clonala

in vederea preveniri si controlului
infectiilor produse de stafilococi atat la oameni
cat si animale este indispensabila cunoasterea
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surselor si a cailor de transmitere a acestor
bacterii, avadnd in vedere riscul zoonotic
pronuntat pe care il prezinta unele specii de
stafilococ.

Date fiind aceste motive, se impune o
identificare rapida a acestora, bazata pe
evidentierea unor markeri clonali de interes
epidemiologic. Identificarea clonala cuprinde in
mod curent antibiotipia si lizotipia [10].

4.1. Antibiotipia

Antibiotipia este o metoda de identificare
a fenotipurilor de rezistenta, la stafilococi,
realizatda in  scopul stabilirii  circuitul
epidemiologic al tulpinilor multiplu rezistente,
in special, a tulpinilor de S. aureus subsp.
aureus rezistente la  meticilina, tulpini
caracterizate de un risc zoonotic pronuntat.

La baza acestei metode sta testarea
sensibilitati  fatd de antibiotice dupa
metodologia disc-difuzimetrica [1].

Antibiograma (testarea sensibilitafii unei
tulpini bacteriene la agenti antimicrobieni)
reprezinta una din ce le mai dese examinari
solicitate, in primul rand, din motive
clinicoterapeutice, dar efectuata si in alte
scopuri, ca investigatie epidemiologica,
cercetare etc. [33].

1. Principiul antibiogramei difuzimetrice:

Prin asezarea biodiscurilor cu antibiotice

pe suprafata unui mediu de cultura

agarizat, pe care s-a insamantat in
prealabil  bacteria  supusa testarii,
substanta antimicrobiana activa va difuza
in mediu prezentand o scadere constanta

a gradientului de concentratie, de la

marginea discului catre periferie [11, 33].

Dupa incubatie (caracterizata ca si
perioada critica), 24 ore in cazul stafilococilor,
se vor observa doua zone distincte, respectiv
una in care cresterea bacteriana este inhibata
de concentratii de substanta antimicrobiana si
0 zona de crestere, in care concentratia de
antibiotic este prea mica pentru a inhiba
cresterea.

Cu cat diametrul zonei de inhibitie este
mai mare, cu atat germenul este mai sensibil,
respectiv cantitatea de antibiotic necesara
inhibifiei germenului (concentraia minima
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inhibanta = CMI) este mai mica si invers, astfel
ca, diametrul zonei de inhibiie variaza invers
proportional cu CMI [11, 33].

Tulpina bacteriana testata este clasificata
in categorii de sensibilitate, respectiv sensibila,
intermediara sau rezistenta.

Diametrele critice au o valoare, orientativa
statistic, valabila, dar nu reprezinta criterii
absolute universal acceptabile in clinica. Orice
abatere de la respectarea cu exirema
scrupulozitate a indicatiilor date pentru tehnica
Kirby-Bauer vor compromite rezultatele [11,
33].

Metoda Kirby-Bauer este o metoda uzuala
pentru laboratoarele care testeaza, un numar
relativ mic de tulpini bacteriene, cu crestere
rapida (crestere peste noapte la 35-37°C) si
fara diferente semnificative, de la tulpina la
tulpind, a ratei de crestere (stafilococi,
streptococi, enterococi etc.

Mediul de cultura este agarul Mueller-
Hinton pe considerentul ca are o valoare
nutritiva care permite dezvoltarea optima a
unei mari varietati de germeni si nu contine
inhibitori  ai  actiunii  unor  substante
antimicrobiene. Acesta se toarna in placi in
strat uniform de 4 mm grosime: 25 ml mediu
per placa cu diametrul de 9 cm sau 60 ml per
placa cu diametrul de 15 cm [11, 33].

Este absolut necesar ca inoculul din
tulpina de cercetat sa fie reprezentativ, adica
sa cuprinda toate categoriile populatiei
microbiene, din punct de vedere al rezistentei.

Asftel, pentru prepararea inoculului, se va
pleca im mod obligatoriu de la 4-6 colonii
identice dezvoltate pe un mediu neselectiv
[33].

Citirea si interpretarea rezultatelor se
bazeaza pe masurarea diametrului zonelor de
inhibitie completa, iar valorile ce au fost
obtinute vor fi raportate la un tabel
interpretativ cu fiecare substanta
antimicrobiana pentru a le transforma in
categorii de sensibilitate, respectiv sensibil,
intermediar sau rezistent [11].

La stafilococii patogeni incriminati in
etiopatogeneza unor infectii la animale si la
oameni au fost descoperite mai multe
fenotipuri de rezistenta fata de:

e macrolide cu 14 atomi;
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e macrolide cu 16 atomi;

e tetracicline;

e cloranfenicoli;

e penicilinele clasice (fenotipul clasic,
fenotipul inactivator prin B-lacatmaza si
fenotipul MRSA);

e aminoglicozide;

e quinolone (1, 11).

4.2. Lizotipia

Foarte multe tulpini de stafilococi sunt
lizogene, respectiv purtatoare de bacteriofagi
integrati Tn cromozomul celular ca gene
suplimentare ce se pot transmite filogenetic la
celulele fiice asigurand perpetuarea fagilor
stafilococici in natura.

Celulele in a caror compozitie exista fagi,
nu sunt afectate de actiunea lor litica, dar
aceasta se poate manifesta in anumite conditii
fata de stafilococii apartindnd altor specii
denumite lizosensibile [19].

Baza sistemului este reprezentata de
stabilirea pattern-ului (modelului) de
lizosensibilitate ce este manifestat de o tulpina
de stafilococ patogen, de provenienta umana,
la mai multi bacteriofagi antistafilococici.

Pattern-urile (modelele) de
lizosensibilitate, ale tulpinilor  stafilococ
patogen de provenientd umana, au putut fi
grupate in lizotipuri care cuprind majoritatea
tulpinilor patogene izolate de la oameni si mai
putin de la animale, iar cele care nu au putut fi
incadrate, in grupurile fagice, au fost
considerate grup suplimentar [12, 19].

Tipajul fagic se face cu ajutorul mai multor
seturi de fagi, dintre care la noi in tara, in
Institutul "Dr. I. Cantacuzino”, se utilizeaza
urmatoarele:

a. fagi umani din setul international de

baza:
grupa |: 29, 52 A, 72, 80;
grupall: 3A,3C, 55, 71;
grupa lll: 6, 42 E, 47, 53, 54, 75, 77,
83 A, 84, 85;

b. fagi umani din setul aditional:

42 B, 47 C,52B, 69, 73, 78;
fagi umani din setul experimental:
81, 94, 95, 96, 88, 89, 90, NKy, Dy1;
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c. fagi din setul bovin al lui Davidson:
116,117,118, 119 [29].

Lizotipia stabileste sursa de infectie si
filiera epidemiologica, respective circuitul
epidemiologic al unor tulpini de stafilococi, mai
ales, in cazul focarelor de toxiinfectii
alimentare si a infectjiilor nosocomiale [29].

Baza metodei este reprezentatda de
stabilirea grupului fagic, la care o tulpina este
sensibilid, sau lizotipului tulpinii de stafilococ
patogen izolate cu ajutorul unui set de
bacteriofagi activi asupra tulpinilor de S.
aureus subsp. aureus de origine umana [19].

5. Detectarea toxinogenezei

Toxinele stafilococice denumite si factori
toxici reprezinta factori de patogenitate care
actioneaza direct asupra unor celule sau
tesuturi, producand tulburari morfologice sau
functionale.

Aceste toxine sunt produse de stafilococii
patogeni, fiind eliminate extracelular, respectiv
in tesuturi [19, 29, 48].

Toxinele  stafilococice au  structura
proteica si sunt puternic antigenice, stimuland
formarea anticorpilor antitoxici neutralizantj.

Prin aceste caracteristici pot fi considerate
ca factori majori ai patogenitatii tulpinilor de
stafilococ.

Principalele toxine stafilococice sunt:
hemolizinele, leucocidinele, enterotoxinele si
toxina epidermolitica si exfolianta [32, 48].

Unele tulpini de stafilococ coagulazo-
pozitive prezinta capacitatea de a sintetiza
molecule toxice cu proprietati de exotoxine
difuzibile si cu tropism pentru mucoasa
intestinala.

Studii recente au demonstrat ca si unele
tulpini coagulazo-negative produc
enterotoxine. Aceste molecule toxice au o
structura proteica simpla cu greutate
moleculara de 26.000-35.000 de daftoni si o
structura antigenica variata.

Bergdoll si Calman, prin studiile lor asupra
structurii antigenice a enterotoxinei au permis
delimitarea a 6 variante antigenice, notate A,
B, C4, C,, C3, D si E care pot fi identificate prin
imunodifuzie in gel cu antiseruri specifice [5,
19]. Informatia genetica pentru sinteza de

42

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 9(1) Mai - Iunie 2015

enterotoxina poate fi cromozomiala sau
plasmidica. S-a demonstrat ca enterotoxinele
reprezinta una din cauzele cele mai frecvente
ale sindromului de toxiinfectie alimentara si
totodata au fost implicate si in enterocolitele
pseudo-membranoase post antibiotice.

in cazurile de toxiinfectie alimentara cu
stafilococ, cele mai frecvent intalnite sunt
enterotoxinele A si D.

Enterotoxina B a fost declarata ca fiind
cauza pentru enterocolitele post tratament cu
antibiotice, in urma descoperirii unei asociatii
intre rezistenfa la meticilind si sinteza de
enterotoxina B la tulpinile izolate din intestinul
bolnavilor cu enterocolitda post antibiotica [5,
19, 32].

Enterotoxinele stafilococice sunt relativ
termostabile, comparativ cu alte exotoxine
bacteriene, rezistand aproximativ 1 ora la
100°C, astfel ca ele nu pot fi degradate in
cursul prepararii alimentelor.

Termostabilitatea permite separarea lor
cu usurinta fata de celelalte toxine si enzime
extracelulare stafilococice prin incalzire la
80°C, timp de 30 minute a filtratului de cultura
[19].

Moleculele de enterotoxine prezinta o
rezistenfa marcata fatda de unele enzime
proteolitice cum ar fi tripsina, papaina si
chemotripsina, precum si la variatii de pH [19].

Enterotoxinele stafilococice produc
frecvent toxiinfectii alimentare, la oameni, prin
mecanisme de actiune foarte complexe,
identificate  prin  observafii clinice si
experimentale [5, 32].

Hemolizinele stafilococice sunt molecule
toxice stafilococice, ele fiind mai intens
studiate cu ajutorul experimentelor, molecule
ce exercita o activitate biologica variata,
reprezentatd in principal de actiunile:
hemolitica, letala si dermonecrotica.

Acestea sunt distincte antigenic, fiind
denumite: alfa, beta, gamma si delta
hemolizine, avand o distributie heterogena la
speciile de stafilococi [19, 29].

Leucocidina prezintd o actiune exclusiva
Si selectiva asupra neutrofilelor  si
macrofagelor de iepure si om.

Structura moleculei de leucocidina este
complexa, fiind reprezentatd de 2 subunitaf;
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proteice distincte electroforetic, una
termolabila si una termostabila.

Cele 2 bucati separate sunt inactive
biologic, dar prin intermediul actiunii sinergice
exercita asupra neutrofilelor o activitate de
degranulare (distrugerea membranei
lizozomale) si 0 actiune de degradare asupra
membranei leucocitelor neutrofile care se
umfla si se deformeaza.

Sub tensiunea acestor doua actiuni ale
leucocidinei, membrana leucocitului cedeaza
si celula este distrusa. Activitatea leucocidinei
depinde foaret mult de prezenta ionilor de
calciu care-i mareste actiunea.

Ambele componente ale moleculei de
leucocidina sunt puternic antigenice si
activitatea biologicda a leucocidinei este
neutralizata de anticorpii corespunzatori [5,
19].

Leucocidinele sunt de trei tipuri, insa doua
au fost asimilate cu hemolizinele a si &, iar a
treia denumita si leucolizina este nehemolitica,
fiind considerata un factor accesoriu de
patogenitate al stafilococilor fata de
neutrofilele organismului gazda [5].

Toxina epidermolitica si exfolianta.

Unii stafilococi patogeni apartindnd mai
frecvent grupului Il bacteriofagic prezinta un
tropism marcant pentru {esutul cutanat
provocand variate infecti la  nivelul
tegumentelor.

Molecula toxica stafilococita responsabila
pentru aceste manifestari, cunoscuta sub
denumirea de toxina epidermolitica exfoliativa
sau epidermolizina a putut fi decelata si
studiata experimental pe soareci nou nascuti
la care se poate reproduce sindromul
generalizat de epidermoliza-exfoliere [19].

5.1. Metode de detectie

Identificarea enterotoxinelor
stafilococice prin inoculari la animale
(bioproba) poate fi realizata pe maimuta si
pe pisoi [5].

Bioproba pe primate non-umane din
speciile M. rhesus si, in special, M. mulatta,
animale care s-au aratat a fi cele mai sensibile
fatd de enterotoxinele stafilococice, acestea
fiind cei mai vechi detectori de toxine si
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mijloace pretioase de diagnostic. Manipularea
dificila si intretinerea costisitoare a acestor
animale nu permit a fi utilizate pentru
diagnostic in probele de rutina. De multe ori,
ele devin rezistente fata de enterotoxine dupa
o0 prima inoculare si, deci, folosirea lor este
limitata [5].

Bioproba pe pisoi, inauguratda de
Dolman, Wilson si Cockcroft in 1936, este
cunoscuta si sub denumirea de Testul
Dolman.

Pisoii cu wvarstda cuprinsa intre 6
saptamani si 3 luni prezinta sensibilitatea cea
mai mare si pot deveni rezistenti la 10-14 zile
dupa o prima inoculare, de aceea, ei pot fi
folositi la bioprobe repetate numai in cadrul
acestei perioade [4].

in vederea detectarii enterotoxinelor prin
teste imunologice este nevoie de extractia si
purificarea lor din materialele de cercetat (5).

Reactia  de  imunoprecipitare  prin
imunodifuzie in gel a reprezentat multa vreme
unicul mijloc cu ajutorul caruia se putea pune
in evidenta enterotoxinele stafilococice ‘in
vitro”. Avand in vedere sensibilitatea sa, relativ
mica, dar pentru a putea fi totusi folosita s-a
recurs la concentrarea enterotoxinei purificate,
extrase din supernatantul culturilor. Exista trei
tehnici dupa care se poate executa reactia de
seroprecipitare [5].

Testul imunoenzimatic (Enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) prezinta o
sensibilitate foarte mare, fiind capabil sa
deceleze cantitati mai mici de 1 ng/g (ml).

De asemenea, este deosebit de specific,
consumind foarte putin timp, e foarte rapid si
operativ, iar rezultatul lui poate fi aflat in 90-
120 de minute.

Testul ELISA pe langa detectare, permite
si determinarea cantitatilor de enterotoxina A
din substraturile examinate [5].

Reactiile de aglutinare.

Reactia de hemaglutinare pasiva inversa
si latex aglutinarea pasiva inversa au fost
utilizate pentru detectarea enterotoxinelor
stafilococice, reactii care folosesc particule de
latex sensibilizate cu imunoglobuline anti-
enterotoxine, care aglutineaza in prezenfa
enterotoxinelor stafilococice omoloage [5].
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6. Teste de biologie moleculara

Cercetarea genotipului, a organizarilor
genetice in general, infatiseaza unul dintre
principalele obiective ale biologiei moleculare
si, In acelasi timp, un instrument esential al
biotehnologiilor moderne.

In vederea realizarii acestui scop, au fost
create metode prin aplicarea carora sunt
decelati si caracterizati acizii nucleici,
permitand, totodatd, evitarea analizelor
fenotipice care confera date cu privire la
produsele de expresie a genelor si la efectele
lor biologice, respectiv. morfologice si
functionale [13, 43, 44].

in functie de apartenenta genomului care
este caracterizat in scop de diagnostic,
tehnicile de investigatie genetica, la nivel
molecular, pot fi diferentiate :

e celule din cadrul sistemelor biologice ale
organismului afectat de o anumita boala
cu determinare genetica (om, animale);

e agentii etiologici, in principal bacterii si
virusuri [44].

Localizarea si caracterizarea genelor
implicate in etiologia multor boli au devenit
posibile prin aplicarea tehnicilor genetice
moleculare [13, 44].

Atat pentru medicina veterinara, cat si
pentru cea umana, o importantd deosebita
este reprezentata de aplicarea acestor metode
pentru detectarea agentilor etiologici animatj,
deci pentru diagnosticul bolilor bacteriene,
virale, micotice si parazitare [2, 13, 43].

Principalele metode aplicate in scopul
analizarii genotipului sunt reprezentate de:

e transformarea genetica

este caracterizatd ca fiind modificarea
proprietatilor unei celule bacteriene ca
urmare a achizitiei, in mod dirijat, a unui
frgament de ADN exogen;

e amplificarea genica
reda cresterea numarului de copii ale
unor fragmente de acizi nucleici luati in
studiu, fiind reprezentata prin intermediul
urmatoarelor tehnici:

- clonarea;
- electroforeza in gel de agar;
- reactia  polimerazica in  lant

(polymerase chain reaction - PCR );
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¢ hibridizarea moleculara
- hibridizare in solutie;
- hibridizare pe membrana;
e secventierea
cu ajutorul acesteia se determina
ordinea nucleotidelor in lantul de acid
nucleic, fiind utilizata ca:
pyrosecventiere;
secventiere automata;

e microchips (microarray)(expresia
genica) presupune transcrierea
informatiei din ADN in ARN mesager
plus traducerea acestei informatii in
proteine cu rol structural sau functional;

e profilul plasmidic
reprezintd o metoda folosita in studierea
clonalitati tulpinilor bacteriene care
genereaza fenomene epidemiologice,
fiind efectuata sub forma:

- profilului de restrictie enzimaticd a
ADN-ului plasmidic;

e metoda de analiza a fragmentelor de
restrictie
se poate efectua sub doua forme:

- ribotipia, definité ca profilul de restrictie
a genelor responsabile de sinteza
ARN-ului ribozomal;

- profilul de macrorestrictie in camp
pulsator reprezinta o metoda
standard a epidemiologiei moleculare
[43, 44].

Metodele moleculare pot

pentru:

edetectarea rapida a S.aureus si a
stafilococilor  coagulaza-negativi, in
combinatie cu identificarea genelor de
rezistentd la antibiotice (mecA cu sau
fara alte gene de rezistenta);

edetectarea rapida a stafilococilor
probele prelevate;

e detectarea genelor care codifica factorii
de patogenitate;

e identificarea tulpinilor de stafilococi;

e tipizarea tulpinilor de stafilococi in scop
epidemiologic.

fi utilizate

n
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