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1.Introducere

Rezistenta microorganismelor patogene la actiunea antibioticelor a devenit o
problema la nivel mondial, atat in medicina umana cat si in medicina veterinara avand

consecinte grave asupra tratamentului bolilor infectioase.

Utilizarea abuziva a antibioticelor, In medicina umana sau veterinara, precum si in
agriculturd, contribuie la aparitia acestui fenomen, ducand in timp la cresterea alarmanta a
numadrului de bacterii rezistente la antibiotice ce provoaca fie infectii comunitare, fie
nosocomiale [Shaikh S.Fatima J]., Shakil S., Rizvi S.M.D., Kamal M.A., 2015- Antibiotic
resistance and extended spectrum beta-lactamases: Types, epidemiology and treatment, Saudi
Journal of Biological Sciences, 22,90-101].

De asemenea, rezistenta multipla la substantele antimicrobiene, in cadrul serotipurilor
de E. coli, poate prezenta variatii Intre diferite zone geografice dependent de modul de
utilizare a substantelor antimicrobiene in procesul de crestere a animalelor [Fonseca, L.E.,
MyKkytczuk, L.O., Asensi, D.M,, Reis, F.M.E,, Ferraz, R.L., Paula, L.F., Ng, L.K,, Rodrigues,
P.D. (2006) - Clonality and antimicrobial resistance gene profiles of multidrug-resistant
Salmonella enterica serovar infantis isolates from four public hospitals in Rio de Janeiro,
Brazil, Journal of Clinical Microbiology, 2767-2772. Mueen Aslam, M., Sylvia Checkley,
Avery, B., Chalmers, G., Valerie Bohaychuk, Gensler, G., Reid-Smith, R., Boerlin, P.
(2012) - Phenotypic and genetic characterization of antimicrobial resistance in Salmonella
serovars isolated from retail meats in Alberta, Canada. Food Microbiology, 32(1), 110-117.].

Un interes deosebit se acorda infectiilor determinate de germeni cu o rezistenta
multipld la actiunea antibioticelor, dintre acestia literatura de specialitate mentionand
speciile de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus meticilino-rezistenti, Streptococcus pneumoniae penicilino-rezistent si Enterococcus
faecalis vancomicino-rezistent [Alekshun, M.N., Levy, S.B., 2007- Molecular mechanisms of
antibacterial multidrug resistance, Cell 128, 1037-1050].

Date recente confirma ca tulpinile bacteriene, apartinand familiei Enterobacteriaceae,
sunt microorganisme sensibile la antibiotice (cloramfenicol, tetracicline, neomicina,
gentamicina, amoxicilina, colimicina, cefalosporine) si chimioterapice (nitrofuran,
sulfametazing, fluorochinolona). De mentionat insa, ca utilizarea incorecta a acestora
creeaza cu usurinta tulpini cu rezistenta multipla [Ivana, Simona, Bogdan, A.T., Togoe, 1.,
Campeanu, Gh., Enache, T. Baraitareanu, S., Ipate Iudith, Popescu, A. (2011) -
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Microbiologia alimentelor, vol. I, Patogeni alimentary, Editura Asclepius, Bucuresti. Moga-

Manzat, R. (2001) - Boli infectioase ale animalelor - bacterioze. Ed. Brumar, Timisoara.].

Ulterior, tulpinile rezistente, pot fi transferate de la animale la om prin intermediul
consumului de carne si preparate din carne si pot provoca infectii mai severe decat tulpinile
sensibile datorita prezentei factorilor de virulen{da pe aceleasi elemente genetice mobile
[Verma, ]J.K., Greene, K.D., Ovitt, ]J., Barrett, T.J., Medalla, F., Angulo, F.J. (2005) -
Hospitalization and antimicrobial resistance in Salmonella outbreaks, 1984-2002, Emerging
Infectious Diseases, 11, 943-946.; Weill, F.X., Guesnier, F., Guibert, V., Timinouni, M.,
Demartin, M., Polomack, L., Grimont, P.A.D. (2006) - Multidrug resistance in Salmonella
enterica serotype Typhimurium from humans in France (1993 - 2003), J. Clin. Microbiol., 44,
700 - 708].

Importanta testarii sensibilitatii antimicrobiene, rezida din faptul ca aceste determinari
trebuie facute cu respectarea conditiilor de acuratete si rigurozitate, de catre laboratoare
specializate, capabile sa furnizeze rezultate corecte si reproductibile, ceea ce nu este posibil

decat daca aceste laboratoare sunt integrate intr-un sistem de asigurare a calitatii.

Pentru testarea sensibilitatii antimicrobiene a tulpinilor bacteriene, apartinand celor
doua genuri (Escherichia si Staphylococcus), in vitro, metodele clasice folosite includ tehnica
difuzimetrica si benzile cu gradient de antibiotic, macrodilutia si microdilutia, precum si,
dintre metodele moderne determinarea sensibilitatii cu ajutorul echipamentului Vitek 2
(BioMérieux, Franta).

Premergator efectudrii determinarilor pentru testarea antibiorezistentei tulpinilor
bacteriene luate in studiu este necesara identificarea si clasificarea microorganismelor, un
proces complex, care se poate realiza prin doua categorii de metode:

e metode clasice, care presupun utilizarea cheilor taxonomice de identificare a
germenilor,se  gasesc prezentate In manuale de specialitate cum sunt
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, pentru bacterii, si determinatoarele lui
Lodder, 1974, Kreger van Rij, 1984 sau Barnett, 1990, pentru fungi;

e metode moderne, care utilizeazd sisteme multitest de identificarea diferitelor grupe
de microorganisme, metode care au la baza cheile biochimice de identificare.

Cele mai utilizate sisteme multitest de identificare rapida sunt: sistemul Enterotube
Il pentru enterobacterii, sistemul Oxi/Ferm Tube pentru bacteriile Gram-negative si
oxidazo-pozitive, sistemul API pentru bacterii, fungi si stafilococi - API 20E, API 20C, API
Staph-Ident System.
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Comparativ cu metodele clasice, utilizarea sistemelor multitest de identificare

prezinta o serie de avantaje, dintre care amintim:

e obtinerea rezultatelor intr-un timp foarte scurt, in unele cazuri chiar intr-un
interval de cinci ore;

e uniformitatea rezultatelor;

e precizia/siguranta rezultatelor;

e simplitatea tehnicilor de lucru;

e un consum minim de materiale si medii de cultura.

2.Determinarea sensibilitatii la unele substante antimicrobiene a
speciilor Escherichia coli si Staphylococcus aureus prin metoda
macrodilutiilor

Aceasta metoda Inlocuieste metoda dilutiilor In agar si se foloseste la testarea

clostridiilor cu crestere invaziva. Principiul metodei se bazeaza pe urmatoarele etape:

Se dilueaza antibioticele in volume de 2,5 ml bulion Brucella suplimentat cu 1ug
vitamina KI/ml, 5 ug hemina/ ml si 1 mg NaHCO3/ml. Dilutiile se utilizeaza in interval de trei
ore de la preparare, dar pot fi conservate la -70°C, in tuburi Inchise ermetic, timp de sase

luni.

Se dilueaza 1:200, in bulion de testare, inoculul etalonat la densitatea standardului
0,5 McFarland si se insamanteaza cate 2,5 ml /tub. Se asigura astfel un inocul final de
aproximativ 2,5X10°5UFC/ml.

1.1. Metoda macrodilutiei in tub
1.1.1. Pregatirea si depozitarea agentilor antimicrobieni diluanti

Pentru efectuarea testului se folosesc tuburi sterile de 13 x 100 mm. Daca tuburile se

vor reutiliza trebuie sa ne asiguram ca ele se pot congela.

Se inchid tuburile cu capace cu suruburi late, capace de plastic sau cu inchidere
metalica sau dopuri din bumbac. Se utilizeaza un tub de control al cresterii, care contine

bulion, fara agent antimicrobian, pentru fiecare organism testat.
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Se prepara volumetric dilutiile finale duble ale agentului antimicrobian in bulion
conform care ofera o procedura convenabila si fiabila pentru prepararea dilutiilor. Pentru

test este necesar un volum final minim de 1 ml din fiecare dilutie.

Se utilizeaza o pipeta pentru masurarea diluantilor si apoi se adauga solutia
antimicrobiana stoc la primul tub. Pentru fiecare etapa de diluare ulterioara, utilizati o noua
pipetd. Deoarece exista o dilutie de 1:2 a medicamentelor, atunci cand se adauga volumul
final de inocul, dilutiile antimicrobiene sunt adesea preparate la dublu, pentru a ajunge la

concentratia finala dorita.

Folositi tuburile in ziua prepararii sau plasati-le imediat Intr-un congelator la < -20 °
C (de preferinta la < -60 ° C) pana cand este necesar. Desi agentii antimicrobieni din tuburile
inghetate raman de obicei stabili pentru de cateva luni, anumiti agenti (de exemplu, acidul
clavulanic si imipenemul) sunt mai labile decat altele si ar trebui depozitat la < -60 ° C. Nu
depozitati tuburile Intr-un congelator cu auto-dezghet. Solutiile antimicrobiene dezghetate
nu trebuie refacute; ciclurile repetate de inghet-dezghetare accelereaza degradarea unor

agenti antimicrobieni, in special beta-lactamici.
1.1.2. Prepararea inoculului si inocularea

1. Pregatiti un inocul standard utilizand fie suspensia directa a coloniilor, fie metoda
de crestere clasica.

2. In mod optim, in 15 minute de la preparare, se dilueazi suspensia de inoculat
ajustata in bulion dupa aceea inoculare, fiecare tub contine aproximativ 5 x 105 UFC / ml.
Acest lucru poate fi realizat prin diluarea suspensiei 0,5 McFarland 1: 150, rezultand un tub
contindnd aproximativ 1 x 106 UFC / ml.

Urmatoarea dilutie 1: 2 din etapa 3 aduce inoculul final la 5 x 105UFC / ml.

In 15 minute dupi ce inoculul a fost standardizat asa cum este descris mai sus,
addugati 1 ml din la fiecare tub continand 1 ml de agent antimicrobian in seria de dilutie (si
a tubului de control pozitiv contindnd numai bulion) si se amesteca. Aceasta are ca rezultat
o dilutie de 1: 2 din fiecare concentratia antimicrobiana si o dilutie 1: 2 a inoculului. Este
recomandabil sa se faca o puritate, verificarea suspensiei de inoculare prin subcultura a unei

parti alicote pe o placa agar neselectiva pentru incubarea simultana.
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1.2. Metoda microdilutiei in bulion

Aceasta metoda se numeste "microdilutie” deoarece implica utilizarea unor volume
mici de bulion distribuite placi sterile de microdilutie din plastic care au godeuri cu fundul

rotund sau conice. Fiecare godeu ar trebui sa contina 0,1 ml de bulion.
1.1.3. Pregatirea si stocarea agentilor antimicrobieni diluanti

1. Pentru a pregati placile de microdilutie, se fac dilutii intermediare duble
volumetrice ale agentului antimicrobian, In bulion sau apa sterild. Pentru solutiile
antimicrobiene intermediare (10 x), se dilueaza solutia concentrata din stocul
antimicrobian, sau prin dilutii seriate duble. Utilizati o pipeta pentru masurarea tuturor
diluantilor si apoi adaugati solutia antimicrobiana stocatd la primul tub. Pentru fiecare etapa

de diluare ulterioara, utilizati o noua pipeta.
Distribuiti solutiile antimicrobiene / bulion in placile de microdilutie din plastic.
2. Schema de diluare

3. Metoda cea mai convenabila de preparare a placilor de microdilutie este utilizarea
unui dispozitiv de distribuire a dilutiilor antimicrobiene efectuate in cel putin 10 ml de
bulion. Dispozitivul de distributie furnizeaza apoi 0.1 (* 0,02) ml in fiecare dintre cele 96 de

godeuri ale unei placi standard.

4. Daca inoculul este adaugat prin pipetare asa cum este descris In sectiunea de
preparare a solutiei antimicrobiene la concentratia dubla se umplu godeurile cu 0,05 ml in
locde 0,1 ml.

Fiecare placa trebuie sa includa un godeu de control al cresterii si un godeu de
sterilitate (neinoculat).

5. Etansati placile in pungi de plastic si plasati imediat intr-un congelator la < -20 ° C
(de preferinta la < -60 ° C) pana cand este necesar. Desi agentii antimicrobieni din placile
inghetate raman, de obicei, stabili pentru de cateva luni, anumiti agenti (de exemplu, acidul
clavulanic, imipenemul) sunt mai labiti decat ceilalti si ar trebui sa se depoziteze la < -60 ° C.
Nu depozitati placile intr-un congelator cu auto-dezghet. Solutiile antimicrobiene dezghetate
nu trebuie refacute; ciclurile repetate de inghet-dezghetare accelereaza degradarea unor

agenti antimicrobieni, in special beta-lactamici.
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1.1.4. Prepararea inoculului si inocularea

1. Pregatiti un inocul standard utilizand fie suspensia directa a coloniilor, fie metoda

de crestere clasica.

2. In mod optim, in 15 minute de la preparare, se dilueazi suspensia de inoculat
ajustata In apa, solutie salina, sau bulion astfel, dupa inoculare, fiecare godeu contine
aproximativ 5 x 105> CFU / ml (interval de 2 pand la 8 x 105> UFC / ml). Procedura de diluare
pentru obtinerea acestui inocul final variaza in functie de metoda din livrarea inoculului la
godeurile individuale si trebuie calculata pentru fiecare situatie. Pentru testele de
microdilutie, volumul exact al inoculului livrat in godeuri trebuie sa fie cunoscut pentru a
face calculul. De exemplu, daca volumul bulionului din godeu este de 0,1 ml si volumul de
inocul este 0,01 ml, apoi suspensia de 0,5 McFarland (1 x 108 CFU/ml) trebuie diluat 1:20
pentru a se obtine 5 x 106 CFU/ml. Cand 0,01 ml din aceasta suspensie este inoculata in
bulion, testul final concentratia de bacterii este de aproximativ 5 x 10> CFU/ml (sau 5 x 104

FU/godeu In metoda de microdilutie).

3. In 15 minute dupi ce inoculul a fost standardizat asa cum este descris mai sus,
inoculati fiecare godeu a unei placi de microdilutie utilizand un dispozitiv de inoculare care
ofera un volum care nu depaseste 10% din volumul in godeu (de exemplu, < 10 pl de inocul
in 0,1 ml solutie de agent antimicrobian). Invers, daca se utilizeaza o pipeta de 0,05 ml,
rezultd o dilutie 1: 2 a continutului fiecarui godeu (continand 0,05 ml), ca si In cazul

procedurii de macrodilutie.

4. Este recomandabil sa se efectueze o verificare a puritatii suspensiei de inocul prin

subcultura a unei alicote intr-o placa de agar neselectiva pentru incubare simultana.
1.1.5. Numarul de colonii al suspensiei de inocul

Laboratoarele sunt incurajate sa efectueze numarul de colonii pe suspensiile de
inoculat cel putin trimestrial, asigurati-va ca, concentratia finala de inocul obtinuta in mod
obisnuit se apropie de aproximativ 5 x 105UFC / ml pentru E. coli ATCC® 25922. Faceti acest
lucru prin indepartarea unui alicot de 0,01 ml din godeul sau tubul de control al cresterii,
imediat dupa inoculare si diluare in 10 ml de solutie salina (dilutie 1: 1000). Dupa
amestecare, indepartati a o alicota de 0,1 ml si se intinde pe suprafata unui mediu de agar
adecvat. Dupa incubare, prezenta aproximativ 50 de colonii indica o densitate a inoculului
de 5 x 105 UFC / ml
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1.1.6. Incubarea

1. Incubati tuburile de macrodilutie sau placile de microdilutie inoculatela35 +2°C
timp de 16 pana la 20 de ore Intr-o in termen de 15 minute de la data adaugarii inoculului.
Pentru a mentine aceeasi temperatura de incubare pentru toate culturile, nu lucrati mai mult

de patru placi de microdilutie.

2. Pentru a preveni uscarea, sigilati fiecare placa intr-o punga de plastic, cu banda din

plastic sau cu un capac din plastic care se fixeaza bine
Inainte de incubare.

3. Timpii de incubare pot diferi pentru organismele fastidioase sau pentru unele
organisme problematice cu dificultati de detectare a rezistentei [Clinical and Laboratory
Standards Institute, West Valley Road, Suite 2500 Wayne, PA 19087 USA;
https://www.researchgate.net/file.
PostFileLoader.html?id=56466b465f7f71946b8b45f2&assetKey=AS:295464181223441@
1447455558839].

1.3. Determinarea sensibilitatii la unele substante antimicrobiene a
speciilor escherichia coli si staphylococcus aureus prin metoda microdilutiilor

Aceasta metoda este numita metoda microdilutiilor deoarece implica folosirea unor
cantitati mici de bulion. Se folosesc placute sterile cu godeuri rotunjite sau in forma de v,

fiecare continand 0,05 pana la 0,1 ml de bulion. Antibioticele pot fi diluate.

Placutele pentru microdilutii pot fi obtinute in laborator, sau pot fi cumparate fiind
gata pentru a putea fi utilizate. Daca sunt pregatite in laborator, se poate folosi un sistem
care umple automat godeurile. In aceste sisteme, mediul necesar si agentii antimicrobieni
sunt obtinuti In cantitdti mai mari, iar un distribuitor umple automat fiecare godeu cu

volumul dorit.

Exista doud tipuri de plicute pe piatd. In una dintre ele mediul si agentul
antimicrobian sunt distribuite in godeuri si inghetate apoi fiind livrate cumparatorului.
Cumparatorul le depoziteaza in stare inghetata (preferabil -70°C) si le utilizeaza cand este

nevoie.
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Celalalt tip de placute contine agenti antimicrobieni uscati In godeuri. Agentii sunt
readusi in solutie prin addaugarea diluantului si a microorganismelor separat sau Impreuna
in fiecare godeu. Dilufia antimicrobiana este astfel realizata incat fiecare concentratie sa se
regdseasca in cel putin 10 ml bulion cu ajutorul unui distribuitor, godeurile placutelor de

microdilutie sunt umplute cu 0,1 (x0,02) ml.

Daca inoculul este adaugat cu pipeta solutia cu agentul antimicrobian este preparata

in doza dubla, iar godeurile sunt umplute cu 0,05 ml in loc de 0,1 ml.

1.4. Prepararea inoculului pentru testele de dilutie
1.1.7. Standardul de turbiditate pentru prepararea inoculului

Pentru a standardiza densitatea inoculului pentru un test de susceptibilitate, trebuie
sa se utilizeze un echivalent standard de turbiditate de sulfat de bariu la solutia standard 0,5

McFarland sau echivalentul sau optic (ex. suspensia particulelor de latex).
Standardul 0,5 McFarland sulfat de bariu se pregateste astfel:

(1) Se adauga 0,5 ml alicote de 0,048 moli/l BaClz (1,175% w/v BaCl2¢2H20) la 99,5
ml de 0,18 moli/l (0,36N) H2S04 (1% v/v) cu agitare continua pentru a mentine suspensia.

(2) Se verifica densitatea corecta a turbiditatii standard prin masurarea absorbtiei
folosind un spectrofotometru. Absorbtia la 625 nm ar trebui sa fie intre 0,08 si 0,13 pentru
standardul 0,5 McFarland.

(3) Se transfera suspensia de sulfat de bariu in 4-6 ml alicote, in eprubete cu capac de

aceeasi dimensiune cu a celor folosite pentru standardizarea inoculului bacterian.
(4) Se sigileaza eprubetele si se depoziteaza la temperatura camerei in Intuneric.

(5) Inainte de intrebuintare standardul de turbiditate de sulfat de bariu se agiti cu
ajutorul unei centrifuge si se verifica aparitia uniforma a turbiditatii. Se inlocuieste

standardul daca apar particule.

(6) Standardele de sulfat de bariu ar trebui sa fie inlocuite sau sa li se examineze
turbiditatea lunar.
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1.1.8. Standardizarea inoculului bacterian pentru testele de dilutie

(1) Se ajusteaza turbiditatea culturii inoculate pentru a obfine o turbiditate

comparabila cu standardul 0,5 McFarland.

(2) Se dilueaza cultura in apa sterila, salina sau bulion astfel Incat dupa inoculare,

fiecare godeu sa contina 5 x 10> UFC/ml.

(3) Procedura de dilutie pentru a abtine inoculul final variaza in functie de metoda si
trebuie calculata pentru fiecare sistem. Pentru a putea fi realizat acest calcul trebuie sa se

cunoasca volumul exact inoculat in godeuri.
1.1.9. Bulionul de inoculare

Fiecare godeu este inoculat cu 0,05 ml cu ajutorul unei pipete sau a unui replicator de
inoculare. Inoculul este diluat, iar bulionul este inoculat in 15 minute dupa ce inoculul este
standardizat. Daca volumul inoculului depaseste 10% din volumul godeului, efectul de
dilutie al inoculului si a agentului antimicrobian trebuie luat in considerare. Daca se
utilizeaza o pipeta pentru a inocula bulionul in godeu, dilufia care rezulta este de obicei de
1:2 (0,05 ml solutie antimicrobiana + 0,05 ml inocul); daca se foloseste un replicator, dilutia
care rezultd este de obicei neglijabila (In general <5pl inocul in 0,1 ml solutie
antimicrobiand). Pentru a preveni uscarea, fiecare placuta este sigilata intr-o punga de

plastic cu banda adeziva.
1.1.10. Incubarea

Placutele sunt incubate la 35°C timp de 16-20 ore intr-un incubator cu aer fortat.
Pentru a mentine aceeasi temperatura de incubare pentru toate culturile, placutele de

microdilutie nu trebuie sa fie suprapuse mai mult de 4.
1.1.11. Interpretarea rezultatelor

MIC reprezinta concentratia minima de agent antimicrobian care inhiba complet

dezvoltarea microorganismelor, detectabila cu ochiul liber.

Turbiditatea din godeurile care contin agentul antimicrobian este comparata cu
turbiditatea din placutele de control al fiecarui set de teste [Clinical and Laboratory
Standards Institute, West Valley Road, Suite 2500 Wayne, PA 19087 USA;

https://www.researchgate.net/file.
PostFileLoader.html?id=56466b465f7f71946b8b45f2&assetKey=AS:295464181223441@1447455558839].
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1.5. Determinarea sensibilitatii la unele substante antimicrobiene a
speciilor Escherichia coli si Staphylococcus aureus prin metoda difuzimetrica

A fost conceputa in anul 1940, fiind imbunatatita de Kirby si Bauer, care au inclus ca
procedura standard utilizarea unui mediu de testare, respectiv agarul Miieller-Hinton
[Bauer, A.W,, Kirby, W.M.M,, Sherris, ].C., Turck, M. (1966) - Antibiotic susceptibility testing
by a standardized single disk method, Am. J. Clin. Pathol., 36,493-496.].

Ulterior, plecand de la metoda Kirby-Bauer, diversele organisme internationale de
reglementare si standardizare au publicat mai multe tehnici de referinta standard, revizuite
periodic. Un astfel de organism, cunoscut in intreaga lume, este Institutul de Standardizare
pentru Clinica si Laborator (CLSI - The Clinical and Laboratory Standards Institute), un
organism de standardizare interdisciplinard, educationala si internationala non-profit care
promoveaza dezvoltarea de metode de referinta standardizate pentru testarea si raportarea
rezistentei si sensibilitatii la substantele antibacteriene [Clinical and Laboratory
Standards Institute, (2006) - Performance standards for antimicrobial disk susceptibility
tests; approved standard. Ninth Edition. CLSI document M2-A9 [ISBN 1-56238-586-0]. CLS],
M100-S16,USA,Vol.26(3).].

Institutul de Standardizare pentru Clinica si Laborator a creat metode de referinta
standardizate, pentru testarea sensibilitdtii microorganismelor la substantele
antibacteriene, a impus parametrii pentru controlul calitatii testarii si a furnizat criterii
pentru interpretarea rezultatelor obfinute, aspecte care ajuta laboratoarele sa obfina

rezultate corecte si reproductibile.

Metodele de referinta, elaborate de Institutul de Standardizare pentru Clinica si
Laborator, sunt proceduri de referinta, aplicabile pentru testarea de rutina a sensibilitatii
bacteriene de catre laboratoarele de microbiologie. De asemenea, Institutul de Standardizare
pentru Clinica si Laborator are rolul de a elabora liniile directoare pentru strategiile de
testare si raportare a sensibilitatii, de a optimiza detectarea mecanismelor de rezistenta prin

elaborarea de noi metode sau de revizuire a celor existente.

In concluzie, rolul acestui organism este de a furniza informatii corecte, care sa
permita laboratoarelor de microbiologie sa ajute medicii practicieni in alegerea unei terapii

antiinfectioase adecvate.
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Mentionam ca, necesitatea standardizarii metodelor de testare antimicrobiana s-a
nascut din nevoia de a elimina erorile cauzate de o multitudine de factori, dintre care putem
aminti: densitatea inoculului, calitatile mediului de testare, conditiile de termostatare,

concentratia substantei antimicrobiene etc.

Prin urmare, elaborarea unor proceduri de verificare a comportamentului bacteriilor
la agentii antimicrobieni a urmarit, in primul rand, optimizarea conditiilor de dezvoltare
bacteriana, pentru eliminarea posibilelor erori induse de mediile de cultura, temperatura,
sau conditiile de incubare, si in al doilea rand, optimizarea activitatii si integritatii substantei
antimicrobiene. Cele douad aspecte prezentate contribuie la obtinerea unor rezultate corecte,

consistente si reproductibile.

1.1.12. Principiul metodei

Metoda difuzimetricd de testare a sensibilitatii la substanfele antibacteriene este de
fapt o evaluare semicantitativa a sensibilitatii la substante antimicrobiene a bacteriilor
aerobe, a bacteriilor patogene cu crestere rapida, si a unor bacterii mai pretentioase la
conditiile de cultivare (Staphylococcus spp. Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Streptococcus spp., Enterococcus spp. s.a.), utilizdnd microcomprimate impregnate cu
substante antibacteriene in anumite concentratii, aplicate pe suprafata agarului Mueller-
Hinton, inoculat anterior cu suspensie bacteriana din tulpina supusa testarii [Andor, C.S.
(2009) - Teza de doctorat: Studiu asupra serovarurilor de Salmonella izolate de la animale
in arealul de epidemiosupraveghere al judetului Satu Mare. Facultatea de Medicind
Veterinard. Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca.].

Substanta antimicrobiana existenta in microcomprimate difuzeaza in mediul inoculat
anterior cu tulpina bacteriana de testat, consecinta fiind aparitia unei zone de inhibitie,
circulard, al carei diametru este dependent de sensibilitatea tulpinii bacteriene supusa
testarii. Pentru a obtine rezultate valide si reproductibile, este absolut esentiala aplicarea
integrald a metodei de referinta elaborate de CLSI, in conditii de testare precizate, intregul
proces de testare fiind validat de rezultatele obtinute la controlul calitatii (consecutiv
utilizarii de tulpini bacteriene de referinta - ATCC cu comportament cunoscut la diverse
substante antibacteriene).

Alegerea substantelor antimicrobiene, criteriile de interpretare a zonelor de inhibitie
si validarea rezultatelor se face pe baza cercetarilor clinice si de laborator, care sunt revizuite

anual. Astfel, conform ultimelor revizuiri ale metodelor de referinta, testarea prin metoda
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difuzimetrica, bazata pe prezenta sau absenta unei zone de inhibitie, fara ca aceasta sa fie
masuratd, nu mai este acceptata. CLSI considera valide numai rezultatele obtinute prin
masurarea diametrului zonei de inhibitie, corelate cu concentratia minima inhibitorie (CMI) si
cu tulpini cunoscute ca fiind sensibile sau rezistente la diverse substante antimicrobiene
[Clinical and Laboratory Standards Institute (2013) - Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing; 16th informational supplement, CLSI document M100-
S$23. CLSI, Wayne, PA.].

Mentiondm c3d, evaluarea comportamentului la substantele antimicrobiene este
oportuna si extrem de utilad atat pentru studiul epidemiologic al antibiorezistentei microbiene,

cat si pentru evaluarea noiilor substanfe antimicrobiene.

De asemenea, este foarte important de subliniat faptul c3, in cazul tulpinilor izolate din
cazuri clinice, consecutiv unei toxiinfectii alimentare, cand se pune problema comunicarii
rapide a rezultatelor, se pot testa colonii bine izolate din culturile primare aflate pe mediul
solid. Deseori, testarea sensibilitatii se face In paralel cu identificare tulpinilor izolate.

Dorim sa mentiondam ca nu este recomandata testarea culturilor bacteriene mixte, a
culturilor impure, sau direct a prelevatelor din probe, deoarece este dovedit faptul ca
rezultatele sunt eronate. Exceptie fac urgentele majore, cand pentru testare se poate utiliza
prelevatul clinic, daca examenul bacterioscopic sugereaza prezenta unui singur agent
patogen, iar 1n acest caz, rezultatele se vor raporta ca fiind preliminarii, urmand a se repeta
testarea conform procedurii de referinta standardizate [Dumitrache, Rodica, (2008) - Teza
de doctorat: Studiul tulpinilor de Salmonella izolate din episoade de salmoneloza n animala.
Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina veterinara Bucuresti.].

1.1.13. Materiale necesare

Tulpinile bacteriene Escherichia coli si Staphylococcus aureus

Pentru experimentele privind comportamentul la unele substante antimicrobiene, se
vor lua in studiu atat tulpini de Escherichia coli si Staphylococcus aureus izolate din diverse
procese patologice, cat si din teste de sanitatie. Astfel, vor fi testate, prin metoda
difuzimetrica un numar de aproximativ 600 tulpini de Escherichia coli si Staphylococcus

aureus, izolate pe parcusul perioadei experimentale.
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1.1.14. Selectarea substantelor antimicrobiene

Din considerente care includ relevanta clinica, prevalenta antibiorezistentei,
limitarea riscului de aparifie a multirezistentei, strategia de pastrare a unei game de
antibiotice (de rezerva), pentru cazurile clinice, in care rezultatele obtinute (in vitro) au
aplicabilitate in terapia antiinfectioasa, selectarea antibioticelor, testarea si raportarea

rezultatelor se face dupa reguli foarte stricte si rigide.

Cand insa testarea se face in scop experimental, ea nu mai este supusa acestor
retrictii, cu conditia ca rezultatele obtinute sa aiba o circulatie controlata si eventual sa fie
comunicate pe clase de antibiotice [Dumitrache, Rodica, (2008) - Teza de doctorat: Studiul
tulpinilor de Salmonella izolate din episoade de salmoneloza n animala. Universitatea de

Stiinte Agricole si Medicina veterinara Bucuresti.].

Pentru cazurile clinice, selectarea celor mai adecvate substante antimicrobiene,
pentru a fi testate si raportate, este cea mai buna decizie pe care o adopta laboratorul, prin
consultarea cu specialistii implicati in combaterea bolilor biotice, terapeuti, farmacistii si

organisme guvernamentale de profil.

CLSI face astfel de recomandari, pentru selectarea substantelor antimicrobiene, in
mod diferentiat, pentru grupe de agensi patogeni, recomandari ce includ substante ce

manifesta performante acceptabile la testare (in vitro).

Pentru a evita interpretarile eronate, reportarea catre terapeuti va contine numai
acele substante antiinfectioase, adecvate pentru terapie. In scop epidemiologic sau
taxonomic, pot fi testate si alte substante decat cele utilizate in terapie, insa acestea nu vor fi
incluse pe lista rezultatelor furnizate terapeutilor. La nevoie ele pot fi comunicate

epidemiologilor sau specialistilor implicati in controlul antiinfectios.

Selectarea substantelor antimicrobiene pentru testare este in stransa corelatie cu
spectrul de activitate al acestora. De asemenea, pentru evitarea unor rezultate
neconcludente, este recomandabil ca la raportarea rezultatelor obtinute sa se utilizeze

substanta activa, inclusa in microcomprimate, si nu denumirea lor comerciala.

Pentru testarea antibiorezistentei, prin metoda difuzimetrica, vom folosi cartuse
disponibile in comert{, impregnate cu o anumita cantitate din substanta antimicrobiana.
Astfel, vom utiliza microcomprimate produse de OXOID Ltd, Anglia (tabelul 1), care sunt cu
indicatii speciale pentru testarea sensibilitatii microbiene si care sunt ambalate in conditii
anhidre. Practic, acestea sunt discuri confectionate dintr-o hartie speciala absorbanta, cu
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diamentrul de 6 mm, impregnate cu substante antimicrobiene, marcate pe ambele fete cu
litere si numere care codificd substanta antimicrobiani si concentratia acesteia. Incircitura
per disc este normata de CLSI si precizata in standardele de referinta [Andor, C.S. (2009) -
Teza de doctorat: Studiu asupra serovarurilor de Salmonella izolate de la animale in arealul
de epidemiosupraveghere al judefului Satu Mare. Facultatea de Medicind Veterinard.

Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca.].

1.1.15. Microcomprimate utilizate in testarea sensibilitatii tulpinilor tulpinilor

bacteriene prin metoda difuzimetrica

Pastrarea microcomprimatelor se va face, conform recomandarilor producatorului, prin
refrigerare la 2-42C sau congelare la -142C. Cutiile sigilate care confin microcomprimate
impregnate cu antibiotice din clasa 3-lactaminelor se vor stoca prin congelare, exceptand
cartusele retinute pentru utilizare imediata, care se vor pastra la temperatura de
refrigerare timp de maxim sapte zile.

Tabelul 1

Nr. Denumirea Simbolul = Incidrcare

crt.
1  Ampicilin/sulbactam SAM 20 pg
2 Acid nalidixic NA 30 ng
3 Colostin sulfat CT 10 pg
4  Claritromicina CLR 15 pg
5  Furazolidon FR 100 pg
6  Gentamicina CN 10 pg
7 Nitrofurantoin F 100 pg
8  Polimixina B PB 300 pg
9  Tetraciclina TE 30 pg
10  Trimethroprim/sulfamethoxazol SXT 25 pg

Mentionam ca Tnainte de a fi utilizate, cartusele nedeschise, aflate la temperatura de

congelare sau refrigerare, pentru a se evita fenomenul de condens, se vor mentine la
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temperatura camerei timp de 1-2 ore. Se vor utiliza doar microcomprimate aflate in perioada

de valabilitate.

1.1.16. Agarul Mueller-Hinton

Pentru testarea sensibilitatii antimicrobiene a tulpinilor de Escherichia coli si
Staphylococcus aureus, luate in studiu, vom utiliza agarul Mueller-Hinton, mediu de cultura
recomandat de CSLI, pentru testarea sensibilitatii la substantele antimicrobiene.

Mentionam ca utilizarea acestui mediu are urmatoarele avantaje:

- confera reproductabilitate testarilor;

- este sdrac in inhibitori ai tetraciclinelor, sulfonamidelor si trimethoprimului;

- ofera suportul nutritiv, adecvat bacteriilor patogene cu dezvoltare rapida;

- este inclus In metoda de referinta standardizatd, ceea ce permite verificarea
proprietatilor nutritive ale fiecarei sarje, prin evaluarea diametrului zonelor de inhibitie
produse de tulpinile de referintd, al caror comportament, fata de anumite substante
antimicrobiene, este cunoscut;

- existenta, in literatura de specialitate, a numeroase date privind testarea

sensibilitatii bacteriilor pe mediul Mueller-Hinton.

1.1.17. Scala McFarland

Pentru obtinerea unei culturi bacteriane, cu o turbiditate standard (0,5 McFarland),
se va utiliza standardul McFarland, preparat din sulfat de bariu. Mentionam ca in testare este
necesara ajustarea inoculului utilizat pentru efectuarea testului.

Standardul 0,5 McFarland sulfat de bariu se pregateste astfel:

- se amesteca 0,05 ml clorura de bariu dihidrat 1,175% (BaClz « 2H20), cu 9,95 ml acid

sulfuric 1% (H2S04) cu agitare continua, pentru a mentine suspensia;

- se verificd densitatea corecta a turbiditatii standard prin masurarea absorbtiei
folosind un spectrofotometru; absorbtia la 625 nm ar trebui sa fie intre 0,08 si 0,13 pentru
standardul 0,5 McFarland;

- se transfera suspensia de sulfat de bariu in 4-6 ml alicote in eprubete cu capac de

aceeasi dimensiune cu a celor folosite pentru standardizarea inoculului bacterian;

- se sigileaza eprubetele si se depoziteaza la temperatura camerei In intuneric.
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De retinut c3, atunci cand este utilizata, suspensia de sulfat de bariu trebuie sa aiba o
turbiditate uniforma, ceea ce se poate obtine printr-o agitare energica, sau cu ajutorul unui
vortex. In cazul in care se utilizeazi o suspensie de particule de latex, omogenizarea se face

lent, cu mana, fara a fi folosit vortexul.

1.1.18. Tulpinile bacteriene martor

Pentru controlul acuratetei procedurii de testare se vor folosi tulpini bacteriene de
referintd, calitativ certificate, care au un comportament cunoscut la actiunea anumitor
substante antimicrobiene. Astfel, pentru controlul calitativ al testarii tulpinilor de
Escherichia coli si Staphylococcus aureus se vor utiliza trei tulpini de referinta:

o E. coli ATCC 35218 - este producatoare de B-lactamaza, si se utilizeaza pentru
controlul calitativ, atunci cand se aplica In testare combinatii de antibiotic cu inhibitori de (3-
lactamaza (acid clavulanic, sulbactam sau tazobactam);

o E. coli ATCC 25922 - o tulpind intens studiata si stabilda in ceea ce priveste
comportamentul sau fata de o gama foarte larga de substante antiinfectioase, constituind un
instrument foarte eficace pentru monitorizarea acuratetei modului de lucru in studiul
comportamentului la substante antimicrobiene a tulpinilor bacteriene;

e Enterococcus faecalis ATCC 29212 - este utilizat pentru stabilirea calitatii agarului
Mueller-Hinton In ceea ce priveste confinutul in timina si timidind, prin verificarea
diametrului zonei de inhibitie pe care tulpina o formeaza cand este testata cu
trimethoprim/sulfametoxazol.

Testarea tulpinilor de referintd, pentru controlul calitatii, se face In aceleasi conditii,
si cu aceleasi materiale, ca si testarea propriu-zisa. Inoculul se prepara din colonii izolate,
prin suspensionare sau cultivare In mediu lichid, in mod asemanator cu procedura descrisa
in standardul de referinta. Culturile de lucru se prepara din cultura stoc (liofilizata) si se pot
pastra la refrigerare, transferandu-le saptamanal. La interval de cel pufin o luna se vor
prepara noi culturi de lucru din cultura stoc (liofilizata).

Pentru testare se utilizeaza culturi pure, in stare proaspata. Prepararea inoculului se
face din colonii izolate, din cultura de 24 de ore, obtinuta din pasarea culturii refrigerate.
Culturile congelate vor fi pasate de doua ori, inainte de prepararea inoculului. Culturile de
referinta se pot folosi pentru verificarea controlului calitdtii, atata timp cat nu apar
modificari ale zonei de inhibitie. Daca sunt sesizate astfel de modificari, In mod obligatoriu,

se va reface testarea cu noi culturi proaspete ale tulpinii de control.
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Validarea calitativa a intregului proces analitic se face prin compararea zonelor de
inhibitie, formate din tulpina de referinta, testate cu limitele furnizate de metoda standard
(tabelul 2) [Clinical and Laboratory Standards Institute, (2006) - Performance standards
for antimicrobial disk susceptibility tests; approved standard. Ninth Edition. CLSI document
M2-A9 [ISBN 1-56238-586-0]. CLSI, M100-S16,USA,Vol.26(3).].

1.1.19. Modul de lucru

Prepararea agarului Mueller-Hinton
Bulionul Mueller-Hinton este mediul utilizat curent pentru testele de
antibiorezistenta, aplicate pentru microorganismele aerobe sau facultativ aerobe cu crestere

rapida deoarece:

- ademonstratun nivel acceptabil de reproductibilitate in testele de susceptibilitate;
- are o concentratie foarte redusa de inhibitori ai sulfonamidelor, trimethoprimului
si tetraciclinei;
- asigura cresterea satisfacatoare a majoritatii agentilor patogeni;
- majoritatea rezultatelor obtinute pana in prezent prin aceasta metoda au la baza
utilizarea acestui mediu.
Tabelul 2

Limite ale zonelor de inhibitie acceptabile pentru tulpinile de referinta utilizate
pentru

monitorizarea acuratefei metodei difuzimetrice [dupa CLSI, 2006]

Agentul Incarcatura/ E. coli ATTC E. coli ATCC
antimicrobian disc 25922 35218
30 ug 19-26 -
20/10 pg 18 - 24 17 - 22
30 ug 16 - 22 6
10/10 pg 19-24 13-19
15 ug - -
75 ug - -
30 ug 28-36 -
100 ug 23-29 -
30 ug 23-27 -
30 ug 26 - 32 -
30 pg 21-27 -
5ug 24 -28 -
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5pug
30 ug
10 ug
5pg
30 ug
30 pg
75 ug
30 ug
30 pg
30 ug
10 ug
30 pg
30 ug
30 ug
30 pg
30 ug
30 ug
30 pg
30 ug
30 ug
100 pg
S5pg
5ug
10 pg
30 ug
10 pg
10 pg
5pg
200 pg
5ug
5pg
5ug
10 pg
5pg
10 pg
30 ug
5pg
10 pg
30 ug
10 ug

22-28
31-37
24 -29
23-27
26 - 32
25-29
28 -42
29-35
24 - 38
23-29
23-38
21-27
25-32
27 -35
30-36
30-36
29-35
20-26
15-21
21-27
26 - 32
30-40
31-40
28-35
18 - 24
28-36
29-36
28 -34
22-30
28-35
30-37
29 -36
19-26
28 -36
26 - 32
17 - 25
29 -37
27 -33
23-29
24 - 30
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10 ug 28-34 -
5ug 23-29 -
30 pg 19-25 -
30 ug 28 -35 -
5ug 28-35 -
30 ug 22-28 -
30 ug 22-30 -
300 ug 20 - 25 -
10 pg 28 -35 -
5ug 29 -33 -
100 ug 24 - 30 12-18
100/10 pg 24 -30 24 -30
5ug 8-10 -
5ug 30-38 -
10 pg 12 -20 -
250 sau 300 25 - 23 )
Hg
30 ug 18- 25 -
75 ug 24 -30 6
75/10 pg 24 - 30 21-25
15 ug 20-27 -
10 ug 18- 26 -
5ug 21-28 -
1,25/23,75ug 23-29 -
30 ug 10-16 -
10 pg 29 -36 -

in cadrul cercetirilor noastre, pentru efectuarea experimentelor, vom utiliza mediul
Mueller-Hinton, in varianta deshidratata, produs de firma OXOID Ltd. (Anglia), cu

urmatoarea compozitie (g/1):
- extract de carne 20g;
- hidrolizat acid de cazeina 17,5 g;
- amidon 1,5g;

- agar 17,0 g.
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Din compozitia obtinuta se adauga 38 g pulbere la un litru de apa distilata. Se lasa pe
baia de apa, pana la completa dizolvare, apoi se sterilizeaza prin autoclavare la 121°C, timp

de 15 minute. In timpul prepararii trebuie respectate urmitoarele conditii:

e prepararea se va face numai din medii deshidratate, existente pe piatd, respectand
instructiunile producatorului;

e imediat dupa autoclavare, mediul se raceste pe baie de apa, la 45-509C;

e turnarea mediului proaspat, racit la 45-502C, in placi Petri din plastic sau sticla, in
strat uniform, gros de 4 mm; pentru indeplinirea acestei conditii se rapartizeaza cate 60-70
ml mediu, in placile cu diametrul de 150 mm, sau 25-30 ml, in placile cu diametrul de 100
mm, aflate pe o suprafata perfect orizontald, care asigura uniformitatea stratului de agar;

e solidificarea placilor, la temperatura camerei, in hota cu flux laminar; in cazul in care
placile nu se utilizeaza in aceeasi zi, se vor pastra la 2-82C, in pungi de polietilena;

e placile astfel pregatite, se vor utiliza in decurs de sapte zile, cu exceptia cazurilor in
care sunt luate masuri pentru a se evita deshidratarea mediului (ambalare In pungi de
polietilend, prevazute cu sistem de etanseizare);

Inainte de insamantare, plicile care au picituri de condens se lasi in hotd, cu capacul
intredeschis, pentru evaporarea condensului existent pe suprafata agarului sau pe capacul
placii. De asemenea, este obligatorie verificarea sterilitatii fiecarei sarje de mediu, prin

incubarea placilor la 359C, timp de 24 ore.

La fiecare sarja, in momentul prepararii, se verifica pH-ul, care trebuie sa se situeze
intre 7,2-7,4, la temperatura camerei, dupa solidificare. Un pH mai mic poate inhiba
activitatea unor antibiotice (aminoglicozide, macrolide, quinolone) sau, dimpotriva,
potenteaza activitatea altora (tetracicline). Cand pH-ul este prea mare, sunt de asteptat

efecte inverse.

Cantitatile excesive de timidina sau timina, existente In compozitia mediului pe care
se face testarea, pot anula efectul inhibitor al sulfonamidelor si trimethoprimului, prin
micsorarea sau absenta zonelor de inhibitie, ceea ce poate duce la obtinerea unor rezultate
eronate de falsa rezistenta. Acest aspect a facut necesara verificarea lotului de mediu
Mueller-Hinton, privind continutul acestor substante, verificare ce a constat in testarea pe
lotul de mediu achizitionat de laborator a tulpinii de Enterococcus faecalis ATCC 33186 sau
ATCC 29212, cu discuri de trimethoprim/sulphamethoxazol; obtinerea unor zone de

inhibitie, cu diametrul de peste 20 mm, a validat calitatea mediului.
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1.1.20. Prepararea inoculului

Inoculul bacterian, utilizat la insamantarea placilor, trebuie sa aiba o densitate
standard, corespunzatoare cu 0.5 pe scala McFarland, sau o densitate optica echivalenta.
Pentru standardizarea inoculului, vom utiliza un turbidimetru electronic, care masoara
electronic gradul de turbiditate. Suspensia bacteriana se prepara prin selectarea a 3-5 colonii
izolate, tipice, cu aceleasi caracteristici morfologice, care se vor transfera intr-un tub cu 4-5 ml

mediu lichid cu suport nutritiv adecvat (ex. bulion soia triptona).

Cultura 1n bulion se incubeaza pentru 2-6 ore la 372C, timp suficient sa dobandeasca
o turbiditate echivalenta cu 0.5 pe scala McFarland. Daca turbiditatea este mai mare, se poate
ajusta cu ser fiziologic sau bulion steril, astfel incat sa se obtina o turbiditate standard,
corespunzdtoare cu 0.5 pe scala McFarland, ceea ce corespunde cu o suspensie de
aproximativ 1-2x108 UFC/ml pentru E. coli ATCC 25922.

In absenta turbidimetrului, misurarea turbidititii inoculului se poate face prin
comparatie vizuala cu suspensia de sulfat de bariu, echivalenta cu 0.5 pe scala McFarland, in

lumina adecvata, pe un fond alb cu linii orizontale de culoare neagra.

O alta modalitate de preparare a inocululuim consta in suspensionarea directa (fara
termostatare) in bulion sau ser fiziologic steril a coloniilor de testat, existente pe un mediu
solid neselectiv, incubat 18-24 ore pe agar cu sange sau agar nutritiv. Ajustarea densitatii
echivalenta cu 0.5 pe scala McFarland se face la fel.

1.1.21. Inocularea placilor

Placile cu mediul Mueller Hinton, a caror suprafatd este perfect uscata, fara picaturi
de condens, se vor Insamanta prin inundare in maxim 15 minute de la ajustarea turbiditatii
suspensiei bacteriene. Placile astfel insamantate, se inclina de citeva ori pentru distribuirea

uniforma a suspensiei, dupa care excesul de cultura se aspira cu o pipeta Pasteur.

Pentru uscarea suprafetei mediului insamantat, placile se lasa in vecinatatea flacarii
unui bec de gaz, sau in hota cu flux laminar, cu capacul intredeschis, timp de aproximativ 15

minute, inainte de a aplica microcomprimatele impregnate cu substanta antibacteriana.

Deoarece rezultatele sunt In mare masura conditionate de corectitudinea acestor
etape, nu se vor utiliza pentru inoculare culturi in bulion incubate peste noapte si nediluate,
sau suspensii mai dense de 0.5 pe scala McFarland.
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1.1.22. Aplicarea microcomprimatelor

Aplicarea microcomprimatelor cu substanta antibacteriand, pe suprafata mediului, se
poate face manual, sau cu ajutorul unei pense (fig. 1). La aplicare, fiecare microcomprimat
trebuie usor presat, pentru a adera ferm la suprafata mediului. Indiferent de modalitatea de
aplicare, microcompartimentele vor fi plasate astfel incat distanta dintre doua discuri sa fie
de minim 24 mm (de la un centru la altul). Mentionam, ca pe o placa de 150 mm pot fi aplicate
maxim 12 microcomprimate (fig. 2), iar pe cea de 100 mm, maxim cinci microcomprimate.
Dupa amplasarea microcomprimatelor, placile se Intorc cu capacul in jos si se vor incuba la

372C, In maxim 15 minute, in conditii de aerobioza.

A

Fig. 1. Aplicarea micocomprimatelor in antibiograma prin metoda difuzimetrica
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Fig. 2. Placa Petri cu micocomprimate in metoda difuzimetrica

Citirea placilor

Citirea se va face dupa o incubare a placilor de minim 16-18 ore. Daca toate etapele
au fost corect efectuate ar trebui ca zona de inhibitie sa fie uniform circulara, iar cultura
bacteriani si fie uniform dezvoltati. In cazul in care suspensia bacteriana a fost saraca,

coloniile nu conflueaza, ci se dezvolta izolat, caz In care testarea trebuie repetata.

Diametrul zonelor de inhibitie se masoara in milimetri, cu ochiul liber, sau cu ajutorul
unei rigle sau subler, pe spatele placii Petri, de la o margine la alta, inclusiv dimensiunile

microcomprimatului (fig. 3).

Coloniile nesesizabile cu ochiul liber vor fi neglijate. Daca insa apar colonii discrete in
interiorul zonei clare de inhibitie acestea trebuiesc recultivate, reidentificate si retestate.

Marimea zonelor de inhibifie este interpretata conform tabelelor furnizate de
standardele in vigoare. In functie de mirimea diametrului zonelor de inhibitie, tulpina
testata va fi raportata ca fiind sensibila, moderat sensibild sau rezistenta la substantele

antimicrobiene testate.
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Fig. 3. Zone de inhibitie in metoda difuzimetrica

Interpretarea rezultatelor
Metoda standardizata a elaborat criterii de interpretare a zonelor de inhibitie, prin
consultarea carora se poate stabili nivelul de sensibilitate al diverselor substante

antimicrobiene a tulpinilor testate.

Aceste criterii de interpretare au fost stabilite prin corelarea zonelor de inhibitie cu
concentratia minima inhibitorie. Elaborarea lor s-a facut pe baza studiului unui mare numar
de germeni bacterieni, inclusiv a celor ce poseda mecanisme de rezistenta, cunoscute pentru
anumite clase de substante antimicrobiene, si in corelatie cu famacocinetica substantelor

antimicrobiene utilizate In terapie, precum si cu eficacitatea lor clinica.

In functie de diametrul zonei de inhibitie, tulpina bacteriani testatd poate fi
interpretata ca fiind sensibila, moderat sensibild sau rezistenta la actiunea substantelor

antimicrobiene.

Categoria ,sensibild” presupune faptul ca tulpinile testate sunt inhibate de concentratii

uzuale ale substantei antimicrobiene, atunci cand aceasta este utilizata in doza obisnuita.

Categoria ,moderat sensibild” include situatiile In care concentratia minima
inhibitorie a substanfei antimicrobiene atinge un anumit nivel sangvin si tisular, insa rata de

raspuns a organismului poate fi mai scazuta decat cele din categoria “sensibila”.

27
Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361



Raport: Metode clasice perfectionate si pregatite pentru screening: macrodilutie, microdilutie, difuziune in jurul discurilor

Substantele incluse in categoria moderat sensibild se pot utiliza In terapia unor infectii
localizate, unde antibioticul se concentreaza in mod fiziologic, sau in situatiile in care este
posibila utilizarea unei doze mai mari decat cele obisnuite. Utilizarea substantelor incluse in
aceasta categorie ar trebui facuta cu precautie, mai ales pentru substantele cu limite de

farmacotoxicitate apropiate.

Categoria ,rezistentd” presupune ca tulpina testata nu este inhibata de concentratia
sistemica obisnuitd, atinsa de substanta antimicrobiana, administrata in doza uzuala, sau ca
tulpina testata poseda mecanisme specifice de rezistentd; in astfel de cazuri, terapia este

ineficace.

Exista si situatii particulare, in care anumite combinatii tulpina testata/substanta
antimicrobiana par a fi eficace ,in vitro”, insa sunt complet ineficiente clinic si, prin urmare,
nu vor fi raportate terapeutilor. Un astfel de exemplu il constituie tulpinile de Salmonella si
Shigella care, ,in vivo”, sunt rezistente la prima si la a doua generatie de cefalosporine,
cefamicin si aminoglicozide. Astfel de situatii sunt specificate si marcate corespunzator in

tabelele de interpretare elaborate de CLSI.

1.6. Determinarea sensibilitatii la unele substante antimicrobiene a
speciilor Escherichia coli si Staphylococcus aureus cu ajutorul echipamentului
Vitek 2 (Biomérieux, Franta)

1.1.23. Tupini bacteriene utilizate

Dintre tulpinile bacteriene, apartinand genului Escherichia si Staphylococcus, izolate
din mamite clinice, furaje si hrana, apa, portanta etc., vor fi testate minim 300 tulpini pentru

fiecare specie luata in studiu.

1.1.24. Substante antimicrobiene utilizate

Pentru tulpinile izolate va fi testata sensibilitatea la un numar mare de substante
antibacteriene, dintre care putem mentiona: ampicilind, cefotaxim, ceftazidim,
cloramfenicol, ciprofloxacind, gentamicina, acid nalidixic, streptomicing, sulfametoxazol,

tetraciclind, trimetoprim, florfenicol, kanamicina etc.
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Echipamentul Vitek 2, utilizat pentru testarea rezistentei la substantele
antimicrobiene a tulpinilor bacteriene, apartinand genurilor Escherichia si Staphylococcus,
este format dintr-un sistem de analiza, denumit ,Advanced Expert System (AES)”, capabil sa
recunoasca si sa clasifice tulpinile testate dupa anumite tipare de sensibilitate la substantele
antibacteriene care indica un fenotip specific si care ulterior este interpretat.

Tulpinile bacteriene vor fi izolate pe agar cu sange (Fig. 4) si identificate cu ajutorul
echipamentului Vitek 2. Culturile stoc, dupa izolare, vor fi fost pastrate la -50°C, in bulion
cord creier (bulion BHI Oxoid) si glicerol. Inainte de fiecare experiment tulpinile vor fi

insamantate pe agar cu sange si incubate la 37°C, timp de 24 de ore.

Fig. 4. E. coli. - cultura pura pregatita pentru testarea sensibilitatii la
substantele antimicrobiene prin metoda microdilutiilor

1.1.25. Pregatirea probelor

Dupa 24 de ore, din fiecare cultura pura va fi realizata o suspensie bacteriana care va
fi suspendata 3 ml ser fiziologic (0,9% NaCl), obtinandu-se o densitate de 0.5 pe scala
McFarland, intr-un tub de plastic de 12 x 75 mm (Fig. 5).
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Fig. 5. Masurarea turbiditatii suspensiei bacteriene cu ajutorul aparatului
DensiCheck

1.1.26. Inocularea

Testarea tulpinilor bacteriene va fi facuta cu ajutorul unor cartele specifice cu 64 de
godeuri, In care se vor regasi diverse antibiotice in diferite concentratii.

Astfel, cardurile de identificare, impreuna cu suspensia de microorgansime, va fi
introdusa in camera de presurizare (tip vacuum) (Fig. 6), dupa care tubul cu suspensia de
microorganisme va fi introdusa intr-un locas special al casetei de identificare al
echipamentului iar cardul de identificare In imediata vecinatate.

Dupa ce caseta cu cardul si suspensia bacteriana vor fi introduse In camera vacuum,

suspensiile de microorgansime vor fi transferate la nivelul cardului.
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Fig. 6. Prelucrarea cardurilor pentru testarea sensibilitatii la substantele
antimicrobiene
in camera de presurizare

1.1.27. Sigilarea cardurilor

Dupa inocularea cardului, se va Intrerupe transferul de la nivelul tuburilor si acesta
se sigileaza Tnainte de a fi introdus in incubatorul sistemului. Cardul a fost preluat si incubat
la temperatura de 35.52C. In timpul incubirii fiecare godeu al cardului a fost periodic analizat
de un spectrofotometru integrat in echipament, fiecare reactie fiind citita din 15 in 15 minute
pentru a masura turbiditatea sau colorarea rezultata in urma metabolizarii substratului (Fig.
7 si 8). Dupa un interval de timp, cuprins Intre opt si 24 de ore, sistemul de analiza AES a
facut interpretarea citirilor si a afisat rezultatele [Kuper, K.M., Boles, D.M., Mohr, ].F.,
Wanger, A. (2009) - Antimicrobial Susceptibility Testing: A Primer for Clinicians - Ph. D.
Pharmacotherapy, 29(11), 1326-1343. Pincus, D.H. (2005) - Encyclopedia of Rapid
Microbiological Methods Volume 1. Ed. Miller, M. J. Chapter 1 Microbial Identification using
the Biomérieux VITEK® 2 System Biomérieux, Inc. Hazelwood, MO USA PDA/DHI 1-32.].

e, |

Fig. 7. Incubarea cardurilor pentru testarea sensibilitatii la
substantele antimicrobiene prin metoda microdilutiilor

In ultima etapi s-a realizat interpretarea rezultatelor cu citirea codului de bare
pentru identificare si a datelor obtinute, transferate in calculatorul atasat echipamentului.

Metoda este denumita a ,microdilutiilor” deoarece presupune utilizarea unor mici
volume de bulion introduse in placi de microtitrare care au portiunea inferioara a godeurilor
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rotunda sau conica. Fiecare godeu va contine 0,1 ml bulion. Metoda microdilutiilor in bulion
descrisa in acest standard este identica cu cea prezentata in ISO 20776-1.

Fig. 8. Citirea codului de bare si interpretarea rezultatelor

1.1.28. Medii utilizate in testare

Bulionul Mueller-Hinton (MHB) este mediul de electie pentru testele de
susceptibilitate aplicate pentru microorganismele aerobe sau facultativ aerobe cu crestere

rapida deoarece:

- a demonstrat un nivel acceptabil de reproductibilitate in testele de susceptibilitate;

- are o concentratie foarte redusa de inhibitori ai sulfonamidelor, trimethoprimului si
tetraciclinei;

- asigura cresterea satisfacatoare a majoritatii agentilor patogeni;

- majoritatea rezultatelor obtinute pana in prezent prin aceasta metoda au la baza
utilizarea acestui mediu.

Pentru testarea de rutina se utilizeaza bulionul Mueller-Hinton suplimentat cu

cationi. Acest bulion este comercializat sub doua forme:

- fara supliment de cationi - BMH;
- cu supliment de cationi (20-25 mg Ca2+*/1 si 10-12,5 mg Mg2*/1) - CAMHB.
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Primul produs trebuie suplimentat cu calciu si magneziu, iar cel de-al doilea se

utilizeaza ca atare, cu exceptia urmatoarelor situatii:

- pentru testarea daptomicinei, este necesara o concentratie de 50 mg/1 Ca2+;

- pentru testarea dalbavancinei si oritavancinei se adauga polisorbat-80 (P-80) in
concentratie de 0,002%;

- pentru testarea oxacilinei si a stafilococilor se adauga NaCl in concentratie de 2%.

In vederea determindrii calititii mediului si a pretabilititii sale pentru testele de
susceptibilitate, se recomanda determinarea concentratiei inhibitorii minime (CIM) cu
ajutorul Enterococcus faecalis ATCC®29212. Punctul terminal ar trebui sa fie usor de citit -
cu o reducere a nivelului de crestere cu 80% sau mai mare, In comparatie cu matorul. Se
poate considera ca mediul este adecvat daca CIM pentru trimethoprim-sulfamethoxazole are

valoarea < 0,5/9,5 pg/ml.

1.1.29. Prepararea agentilor antimicrobieni

Pentru efectuarea experimentelor se vor realiza dilutii seriale ale agentilor
microbieni in bulion sau apa sterila. Astfel, pentru solutiile antimicrobiene intermediare
(10x) se va dilua solutia concentrata (solutia stoc) conform schemei prezentate in tabelele 4
si 5. Pentru adaugarea diluantului si a solutiei stoc in primul tub se utilizeaza o singura
pipetd, apoi se va schimba pipeta la fiecare etapa a realizarii dilutiilor seriale. Schema
prezentata in tabelul 5 va fi aplicata pentru agentii antimicrobieni insolubili In ap3, precum

dalbavancina.
Tabelul 4

Schema diluarii agentilor antimicrobieni in vederea utilizarii in teste de
susceptibilitate bazate pe metoda microdilutiei

Agentul antimicrobian

Etapa Concentratia Sursa Volumul? Volum Concentratie Log:
pg/ml (ml) CAMHB (ml) finala
1 5120 Sol. stoc 1 9 512 9
2 512 Etapa 1 1 1 256 8
3 512 Etapa 1 1 3 128 7
4 512 Etapa 1 1 7 64 6
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5 64 Etapa 4 1 1 32 5

6 64 Etapa 4 1 3 16 4

7 64 Etapa 4 1 7 8 3

8 8 Etapa 7 1 1 4 2

9 8 Etapa 7 1 3 2 1

10 8 Etapa 7 1 7 1 0

11 1 Etapa 1 1 0,5 -1
10

12 1 Etapa 1 3 0,25 -2
10

13 1 Etapa 1 7 0,125 -3
10

aVolumul solutiei antimicrobiene poate fi orice multiplu al valorii prezentate in
tabel, in functie de numarul de teste care trebuie efectuate; CAMHB - bulion Mueller-
Hinton cu supliment de cationi

Solutia stoc se prepara prin diluarea agentului antimicrobian (pudra) intr-un solvent
adecvat. In final, solutia va trebui si aibd o concentratie mai mare de 1000 pg/ml,
recomandandu-se o concentratie de zece ori mai mare decat cea mai mare concentratie care

trebuie testata.

in conditiile in care contaminarea solutiilor antimicrobiene este rara, se considera ca
prepararea aseptica a acestora este adecvata. Dacda se doreste, se poate recurge si la

sterilizarea prin filtrare (nu se vor utiliza filtre de hartie, azbest sau sticla sinterizata).

In godeurile plicii de microtitrare se va pipeta cate un volum de 0,1 ml pentru fiecare

concentratie de agent antimicrobian care trebuie testata.
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Tabelul 5

Schema diluarii agentilor antimicrobieni insolubili in apa in vederea utilizarii in
teste de susceptibilitate bazate pe metoda microdilutiei [conform standardului

M100-S22]

Concentra Sursa Volumu Solvent Conc. Conc. Lo
Stapa tia 1 (ex. DMSO) intermedi finala g2

(ng/ml) (ml) (ml) ara la1:100

(ng/ml)  (pg/ml)
1 1600 Sol. stoc 1600 16 4
2 1600 Sol.stoc 0,5 0,5 800 8 3
3 1600 Sol. stoc 0,5 1,5 400 4 2
4 1600 Sol.stoc 0,5 3,5 200 2 1
5 200 Etapa4 0,5 0,5 100 1 0
6 200 Etapa4 0,5 1,5 50 0,5 -1
7 200 Etapa4 0,5 3,5 25 0,25 -2
8 25 Etapa 7 0,5 0,5 12,5 0,125 -3
9 25 Etapa 7 0,5 1,5 6,25 0,062 -4
10 25 Etapa 7 0,5 3,5 3,1 0,03 -5
11 3,1 Etapa10 0,5 0,5 1,6 0,016 -6
12 3,1 Etapa10 0,5 1,5 0,8 0,008 -7
13 3,1 Etapa10 0,5 3,5 0,4 0,004 -8
14 0,4 Etapa 13 0,05 0,5 0,2 0,002 -9

1.1.30. Prepararea inoculului

Metoda suspensiei directe
Este cea mai facila metoda si presupune suspendarea in bulion, sau solutie salina

izotong, a coloniilor bacteriene izolate de pe agarul turnat intr-o placa Petri, dupa 18-24 de

ore de incubatie.

Inoculul trebuie adus la turbiditatea de 0,5 unitati McFarland. Aceasta presupune
utilizarea unei suspensii care contine, de exemplu, aproximativ 1-2x108 UFC/ml pentru

Escherichia coli ATCC®a 25922. Pentru verificarea si ajustarea acestei turbiditati se va
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recurge la utilizarea fie a unui aparat fotometric, fie a unei eprubete cu solutie standard (de
obicei BaSO4 cu turbiditatea de 0,5 McFarland), care va fi comparata vizual pe un fond alb cu
linii negre.
Metoda cultivérii

Se aplica pentru germenii mai putin pretentiosi, in situatia in care nu sunt disponibile
culturi proaspete ale bacteriilor luate in studiu. Astfel, se preiau de pe o placa cu agar doua,
trei colonii cu morfologie similara si se transfera intr-o eprubeta cu 4-5 ml bulion (de obicei
bulion tripticaza soia). Se incubeaza la 35+2°C pana se atinge o turbiditate de 0,5 unitati

McFarland sau superioara acestei valori (de regula dupa 2-6 ore de incubatie).

In interval de 15 minute de la obtinerea inoculului cu turbiditatea de 0,5 unitati

McFarland se va realiza ajustarea suspensiei la 5x105 UFC/ml (limite 2-8 x 105 UFC/ml).

De exemplu, daca volumul de bulion tripticaza soia cu agent antimicrobian din godeuri
este 0,1 ml, volumul de inocul care se adauga nu trebuie sa depaseasca 10%, adica 0,01 ml.
Suspensia inifiala, cu turbiditatea 0,5 unitati McFarland (1x108 UFC/ml), va trebui diluata 1:20
pentru a se atinge densitatea de 5x106 UFC/ml, apoi se va transfera 0,01 ml din aceasta
suspensie in cei 0,1 ml de bulion din godeu, rezultand densitatea ceruta, de 5 x 105 UFC/ml.

Pentru verificarea puritatii inoculului se recomanda insamantarea unui alicot din
suspensia ajustata pe o placa cu mediu neselectiv (agar nutritiv). De asemenea, se recomanda
verificarea numarului de colonii, pentru a se asigura o densitate de aproximativ 5x105>
UFC/ml. Pentru aceasta se aspira 0,01 ml suspensie, din godeul martor imediat dupa
addugarea inoculului, si se dilueaza In 10 ml solutie salina izotona (dilutie 1:1000). Dupa
omogenizare, se insamanteaza 0,1 ml de suspensie pe o placa cu mediu solid. Dezvoltarea a

circa 50 de colonii/placa indica o densitate de 5x105 UFC/ml.

Incubarea
Placile de microtitrare vor fi introduse in termostat in maxim 15 minute de la

addugarea inoculului. Termostatarea se realizeaza la 35+2°C Intr-un incubator clasic, pe o

perioada de timp de aproximativ 16-20 de ore.

In vederea termostatarii placile vor fi introduse in pungi de plastic, vor fi sigilate cu
banda adeziva sau vor fi acoperite cu capacul, pentru a se evita evaporarea conginutului
godeurilor. Pentru a asigura aceeasi temperatura de incubatie pentru toate culturile, se

recomanda suprapunerea a maxim patru placi de microtitrare.

36
Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361



Raport: Metode clasice perfectionate si pregatite pentru screening: macrodilutie, microdilutie, difuziune in jurul discurilor

Determinarea punctelor terminale ale concentratiei inhibitorii minimale
Concentratia minima inhibitorie este cea mai redusa concentratie a unui agent

microbian care inhiba cresterea microorganismelor din godeuri. Citirea se realizeaza vizual
(cu ochiul liber), avand ca termen de comparatie godeul martor (care confine mediu de
cultura si agentul patogen, fara substanta antimicrobiand). De asemenea, se pot utiliza si
diferite dispozitive de vizualizare, dar se recomanda folosirea acestora doar atunci cand

capacitatea de a detecta cresterea in godeuri nu este viciata.

Astfel, se va compara gradul de crestere al bacteriilor din godeuri cu nivelul de
crestere al bacteriilor din godeurile martor la diferite concentratii ale agentilor
antimicrobieni. Pentru ca testul sa fie considerat valid, cresterea din godeul martor trebuie

sa fie acceptabila - sediment de 2 mm sau turbiditate evidenta a mediului.

In cazul testdrii trimethoprimului si sulfonamidei se va tine cont de faptul ci
antagonistii din mediu reduc actiunea antimicrobiana a acestora. Astfel, punctul terminal va fi

considerat godeul in care se obtine o reducere a cresterii cu 80% comparativ cu godeul martor.
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