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Rezumat

A fost elaborat un mediu de culturd care permite indicarea rapida a stafilococilor. Metoda elaboratd dd posibilitate de a obtine un rezultat preliminar dupa
9 ore de la momentul inocularii materialului patologic in comparatie cu metodele obisnuite. Mediul este sensibil, economic si simplu in utilizare, accesibil

pentru laboratoarele microbiologice de diverse niveluri.
Cuvinte cheie: Staphylococcus spp., indicare rapida, sistemul respirator.

Summary

The culture medium for rapid indication of Staphylococcus spp. involved in respiratory tract infections. It was developed a culture medium that enables
rapid indication of staphylococci. The developed method gives the possibility to obtain a preliminary result after 9 hours from the time of inoculation of
pathological material, compared to conventional methods. Medium is sensitive, economical and easy to use, accessible for microbiological laboratories of

different levels.
Key words: Staphylococcus spp., rapid indication, respiratory system.

Introducere

Infectiile respiratorii reprezintd cea mai frecvent intalnita
boald la om, fiind motivul principal pentru vizita la medic.
Procesul inflamator este mai extensiv la copii decat la adulti,
in fiecare an adultii dezvoltind pana la 4 episoade de infectii
respiratorii acute, in timp ce copiii pot dezvolta intre 6-10 astfel
de infectii, imbolnavirile fiind mai frecvente in sezonul rece.

Infectiile stafilococice sunt si astizi o problema de mare
actualitate. Astfel, nicdieri in lume nu se inregistreaza o scadere
a indicilor morbiditatii prin infectii stafilococice si procese
supurativ — inflamatorii, mai mult de atét, stafilococii patogeni
au agravat cu mult situatia infectiilor asociate asistentei
medicale in institutiile curativ — profilactice de copii, in cele de
profil chirurgical, urologic, ginecologic etc.

Stafilococii pot dobandi accesul in parenchimul pulmonar
pe doua cai: aspiratia florei din ciile aeriene superioare si
diseminare hematogend. Pneumonia stafilococica este relativ
neobisnuita, dar produce o infectie severa. Ea apare frecvent
dupd intubatia traheala la pacientii spitalizati sau dupa infectii
virale ale tractului respirator [1, 3].

Deoarece infectiile tractului respirator se inregistreaza
frecvent in practica medicala, este binevenita perfectionarea
si elaborarea metodelor rapide de izolare si identificare a
microorganismelor care servesc drept factori etiologici ai

patologiei date, ce ar permite tratamentul precoce si prevenirea
complicatiilor.

Material si metode

Cercetarile au fost efectuate utilizdind materiale si reactive
standarde inregistrate in Republica Moldova de Ministerul
Sanatatii. Tulpinile de referinta au fost primite de la laboratorul
bacteriologic al Centrului National de Sinitate Publici. In
studiu au fost incluse 112 prelevate de la pacientii cu diverse
patologii ale sistemului respirator. Izolarea agentului cauzal s-a
facut pe medii selective si neselective adecvate, iar identificarea
tulpinilor izolate s-a facut prin metode conventionale si
automate (BD Phoenix) [2,4,5].

Rezultate si discutii

Investigatiile stiintifico-teoretice si experimentale efectuate
de noi au permis elaborarea unui mediului de culturda MSD-
St (Mediu Selectiv Dozat), care permite indicarea rapidd a
stafilococilor in prelevat si aprecierea etiologiei microbiene in
procesul patologic. Pentru a favoriza cresterea si multiplicarea
stafilococilor, am selectat in calitate de nutrienti bulionul
peptonat, hidrolizatul de cazeina si glucoza, ca factor selectivam
utilizat clorura de sodiu, iar ca indicator, pentru determinarea
scindarii glucozei de catre stafilococi, rosu de fenol. Bulionul
peptonat, cazeina hidrosolubila si glucoza se introduc in calitate
de baza nutritiva, care favorizeazd cresterea si multiplicarea
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stafilococilor, iar impreund cu gelatina, zaharoza formeazi
mediul de culturd sub formd de peliculd cristalizata, care
stabilizeazd mediul si mareste durata lui de pastrare. Clorura
de sodiu atribuie mediului selectivitate, inhiband cresterea si
multiplicarea altor microorganisme. Hidrogenofosfatul de sodiu
impreuna cu dihidrogenofosfatul de potasiu permite stabilirea
pH 7,2-7,4, optim pentru multiplicarea stafilococilor. Rosu de
fenol permite determinarea glucozidazei stafilococilor prin
schimbarea culorii in urma virarii pH-ului spre acid. Mediul este

Tabelul 1
Influenta ingredientelor mediului MSD-St asupra indicdrii stafilococilor

fixat la fundul unui flacon cu volumul de 10,0 ml, care serveste si
drept vas pentru multiplicarea si indicarea stafilococilor.

Pentru prepararea mediului MSD-St au fost testate 10
variante de imbinare a ingredientelor. In urma cercetarilor
repetate optima s-a dovedit a fi varianta 10, care include bulion
peptonat, hidrolizat de cazeind, glucozd, clorura de sodiu,
gelatind, dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de sodiu
si rosu de fenol (tab.1).

Nr Ingredientele mediului
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Notd: ,+"— prezenta ingredientului; ,—, — lipsa ingredientului; X — cresterea si multiplicarea - stafilococilor ce permite indicarea lor dupd 24 ore de incubare la 37°C; % - nu
permite indicarea stafilococilor; ¢ - cresterea si multiplicarea stafilococilor permite indicarea lor timp de pdnd la 9 ore de incubare la 37°C.

Variantele 4,5 si 6 la fel permit indicarea stafilococilor timp
de pana la 9 ore, insa la omiterea clorurii de sodiu mediul este
lipsit de selectivitate, iar lipsa gelatinei si zaharozei nu permit
formarea mediului sub forma de peliculd care stabilizeazd

mediul si méreste durata lui de pastrare.

De asemenea, am stabilit sensibilitatea mediului in functie de
componenta cantitativé al ingredientelor. Pentru aceasta au fost testate
5 variante de componenti cantitativa a mediului MSD-St (tab.2).

Tabelul 2
Sensibilitatea mediului MSD-St la indicarea stafilococilor in functie de continutul cantitativ al ingredientelor (in % de masa)
Bulion (azeind Glucozd Zaharozd Gela Clorurd de kH,PO, Na,HPO, Rosu Concentratia initiald a stafilococilor
peptonat hidrolizata sodiu si indicarea lor timp 9 ore de
N tind de fenol incubare la 37°C, cm./ml
10 106 10° 10
1 12,24 4,71 12,24 0,11 4,71 56,48 3,76 5,65 0,11 + + - -
2 11,49 492 11,49 0,12 4,92 57,43 4,10 541 0,12 ++ ++ ++ ++
3 11,42 571 11,42 0,11 571 57,12 3,63 4,76 0,11 ++ ++ ++ ++
4 11,37 6,31 1,37 0,11 6,31 56,83 3,28 4,29 0,11 ++ ++ ++ ++
5 10,89 6,31 10,89 0,12 6,31 57,34 344 4,59 0,12 + + - -

Notd: ,++" - reactie pozitivd (culoare galbend intensd); ,+" — reactie slab pozitivd (culoare gdlbuie); ,-” — reactie negativa (culoare rosie).

Experimental am stabilit ca varianta 3 contine ingredientele
in raportul optim pentru indicarea rapidd a stafilococilor.
Trebuie mentionat faptul ca la prepararea mediului pentru
efectuarea unei analize, ingredientele se utilizeaza in cantitati

minime, ceea ce-1 face destul de econom.

Pentru a determina durata de pastrare a mediului MSD-St,

l-am testat timp de 12 luni (tab.3).
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Tabelul 3
Durata pdstrarii proprietdtilor indicatorii ale mediului MSD-St
Intervalul observarilor Timpul indicarii stafilococilor in concentratiile initiale 1-10 c.m./ml, in ore
1 2 3 5 6 7 8 9 24
30zile - - - - - - + ++ ++
3 luni - - - - - - + ++ ++
6 luni - - - - - - + ++ ++
9 luni - - - - - - + ++ ++
10 luni - - - - - - + ++ ++
12 luni - - - - - - + ++ ++

Notd: “-“ - culoare initiald rosie (rezultat negativ); “+” - culoare galben-deschis (rezultat slab pozitiv); “++" - culoare galbend (rezultat pozitiv).

Experimentele au aratat cd mediul MSD-St sub formé de
micropelicula uscata si fixatd la fundul recipientului poate fi
péstrat la temperatura camerei, fira asi schimba proprietitile
initiale, timp de 1 an (termen de observare).

Pentru indicarea stafilococilor in flaconul cu mediul
pelicular se introduc 2,0 ml de apd distilatd sterila in care
se dizolvd pelicula, obtinandu-se o solutie de culoare rosie.
Apoi se insdmanteaza tulpina de stafilococ in concentratia

Tabelul 4
Timpul indicdrii stafilococilor in functie de concentratia lor initiald

de 10! - 10° c.m./ml. Flaconul se incubeaza la temperatura de
37°C pani la 9 ore. In cazul prezentei stafilococilor, culoarea
mediului se schimba in galben, sub actiunea metabolitilor
acestora, pe cind in flaconul martor (mediu fira culturd de
stafilococ) culoarea ramane rosie.

Timpul indicarii stafilococilor depinde de concentratia
initiald a acestora intr-un mililitru de material examinat
(tab.4).

Concentratia microorganismelor ] s
’ Timpul indicdrii, ore
(c.m./ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 24

10! - - - - - - - + ++ ++

102 - - - - - - - + ++ ++

10° - - - - - - + + ++ ++

10¢ - - - - - + ++ ++ ++ ++

10° - - - - + ++ ++ ++ ++ ++

10¢ - - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++

107 - - + + ++ ++ ++ ++ ++ ++

108 - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

10° - + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

2 mld. si mai mult ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Notd: “++" — reactie pozitivd pronuntatd; ,+" — reactie pozitivd; ,-” — reactie negativa.

Dupéd cum ne-au demonstrat experimentele realizate,
indicarea celulelor unice de stafilococi este posibild deja peste
8-9 ore de incubare, iar a concentratiilor 10*-10° c.m./ml
peste 5-6 ore de incubare la temperatura de 37°C.

Pentru determinarea selectivititii si  specificitatii
mediului MSD-St am recurs la efectuarea experientelor in
serie, cu 4 loturi de microorganisme in asociatie, in 30 de
repetitii. La formarea asociatiilor microbiene am selectat
microorganismele cel mai frecvent implicate in infectiile
tractului respirator (tab.5).

In urma cercetirilor efectuate am stabilit ca mediul MSD-
Stdispune de selectivitate inalta fatd de stafilococi, in functie de
concentratia lor initiald si a microorganismelor din asociatie.
Conform datelor din tabelul 5, indicarea stafilococilor
in concentratie de 10° c.m./ml din asociatiile microbiene
Staphylococcus aureus 10° cm./ml + Pseudomonas
aeruginosa 10° c.m./ml; Staphylococcus aureus 10° c.m./ml +
Escherichia coli 10° c.m./ml; Staphylococcus epidermidis 10°

c.m./ml + S.pyogenes 10° c.m./ml este posibild dupa 6 ore de
incubatie la temperatura de 37°C, iar in concentratii de 107,
10°,10* c.m./ml dupd 9 ore.

Am stabilit veridicitatea statisticd a indicilor
aprecierii selectivitatii mediului MSD-St din asociatia
microorganismelor Staphylococcus aureus 105 c.m./ml +
Pseudomonas aeruginosa 106 c.m./ml; Staphylococcus aureus
105 c.m./ml + Escherichia coli 106 c.m./ml; Staphylococcus
epidermidis 105 c.m./ml + S.pyogenes 106 c.m./ml in
comparatie cu asociatiile in care concentratia stafilococilor
este de 102, 103, 104 c.m. in 1 ml (P<0,001).

De asemenea am stabilit veridicitatea statistica intre indicii
indicarii stafilococilor din asociatiile de microorganisme
timp de 6 ore si 9 ore (P6;9), si 9 ore si 24 ore (P6;24), unde
(0,05>P<0,001).

Putem conchide ca mediul MSD-St dispune de selectivitate
inalta fatd de stafilococi, inhiband cresterea si multiplicarea
microorganismelor din asociatie.



19

At . Nr. 2 (55), 2015
Medica

Tabelul 5

Selectivitatea mediului MSD-St
\ o dermi o B \ Indicarea, in ore
) /ro ?:J:)nq/am ; microorganisme in asociatie eXperimré - 6 9 2% 69 924

% + ESp % + ESp % + ESp ore ore

1. S.aureus (10%) Paeruginosa (10°) 29 0 93,142,9 100+0,0 - <0,05
2. S.aureus (10%) E.coli (10°) 28 0 96,4+2,6 100+0,0 - <0,05
3. S.epidermidis (10) S.pyogenes (10°) 30 0 93,3+2,7 96,6+2,4 - <0,05
4, S.aureus (10%) Paeruginosa (10°) 29 0 89,7+2,9 96,6+2,3 - <0,05
5. S.aureus (10%) E.coli (10°) 30 0 90+2,8 96,6+2,4 - <0,05
6. S.epidermidis (10°) S.pyogenes (10°) 30 0 93,3+£2,7 100+0,0 - <0,05
7. S.aureus (10*) Paeruginosa (10°) 30 10,0+0,7 93,3+2,7 96,6+2,4 <0,001 <0,05
8. S.aureus (10%) E.coli (10°) 28 7,204 96,4+2,6 100%0,0 <0,001 <0,05
9. S.epidermidis (10%) S.pyogenes (10°) 30 16,740,9 100+£0,0 100+£0,0 <0,001 -
10. S.aureus (10°) Paeruginosa (10°) 29 13,8+0,8 96,62,4 100+0,0 <0,001 <0,05
11. S.aureus (10°) E.coli (10°) 30 16,7+0,9 96,6+2,4 100+0,0 <0,001 <0,05
12. S.epidermidis (10°) S.pyogenes (10°) 30 23,3+1,2 100+0,0 100+0,0 <0,001 -

Pentru determinarea sensibilititii mediului MSD-St am
efectuat in serie experimente cu 5 tulpini de stafilococi in 2
concentratii 10%, 10° c.m. in 1 ml, in 11-13 de repetitii. Paralel
am efectuat insdmantarea pe mediile geloza salind cu galbenus
de ou si geloza-sange (tab.6). Am stabilit ca MSD-St este mult
mai sensibil fatd de mediile geloza salind cu galbenus de ou si
gelozi-sange si permite indicarea stafilococilor timp de 6 ore de
incubare la temperatura de 37°C la o concentratie de 104 c.m./

ml in 58,2% din cazuri; la o concentratie de 105 c.m./ml in 100
% din cazuri, in comparatie cu 18-24 ore la utilizarea mediilor
gelozd salina cu galbenus de ou si geloza-sange.

Au fost examinate 112 prelevate recoltate de la pacienti cu
diverse patologii ale tractului respirator. In 32 cazuri au fost
indicate tulpini de Staphylococcus spp. Rezultatele obtinute prin
metoda rapda au fost confirmate in 100% cazuri prin metoda
obisnuita.

Tabelul 6
Sensibilitatea indicdrii stafilococilor cu mediul MSD-St in comparatie cu mediile gelozd salind cu gdlbenus de ou si gelozd-sdnge
Nr. Concentratia microorganismelor si indicarea lor (dupa culoare) dupa 6 ore de incubare la temperatura de 37°C, c.m./ml
exp. MSD-5t Gelozd salind ou Geloza-sange
Nr Specia microorganismelor 10 108 10° 10° 10¢ 105
di %zESp %=ESp %=+ESp %=ESp %zESp %zESp
1. S.aureus ATCC 25923 13 53,8+1,5 100+0,0 0 0 0 0
2. S.aureus ATCC 12600 12 66,7+1,7 100+0,0 0 0 0 0
3. S.aureus® 12 58,3+1,2 100+0,0 0 0 0 0
4, S.epidermidis ATCC14990 n 45,5+1,1 10040,0 0 0 0 0
5. S.saprophyticus ATCC 15305 12 66,7+1,7 100+0,0 0 0 0 0
Total 60 58,2+0,9 100+0,0 0 0 0 0

Notd: *- tulpind clinicd

Concluzii

Mediul MSD-St dispune de selectivitate, permite cultivarea,
acumularea si indicarea stafilococilor in concentratii initiale de
10'-10? c.m./ml timp de 8 - 9 ore, iar in concentratii de 10*-
10° c.m./ml - dupa 5-6 ore de incubare la temperatura de 37°C.
Forma de prezentare a mediului de culturd sub forma de pelicula
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