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Abstract

Background: Opportunistic infections of mycotic etiology are included in the group of new infectious diseases, and their proportion is higher in the
framework of infectious diseases, especially, in the context of the misuse of antibiotics synthesis.

Material and methods: 72 samples, collected from women with various gynecological diseases have been examined. In 41 cases the fungi with
Candida spp. have been detected.

Results: The nutrient, which allows a rapid detection of fungus Candida spp. has been developed. For the first time has been developed a nutrient
medium of a new culture in the form of a micro film for isolation, multiplication and a rapid identification of yeast form fungi of Candida species, which
allows to detect the microbes beginning from the time of 4-5 hours to 9-24 hours depending on their initial concentration in 1 ml; individual cells need
more than 9-24 hours and the concentrations of 10°-10* c.m./ml are detected within 4-5 hours of the incubation period at the temperature of 37°C and
higher. The medium MDC-Cand has a selectivity, mainly for yeast form fungi of Candida species.

Conclusion: This nutrient medium is sensitive, economical and simple for the usage in microbiological laboratories of various levels. The period
of storage of the medium is 2 years.

Key words: Candida, rapid detection, nutrient medium, vulvovaginitis.

Sistemul microtest pentru diagnosticul microbiologic rapid al vulvovaginitei candidozice

introducere

Infectiile oportuniste de etiologie micoticd fac parte din
grupul bolilor infectioase emergente si au pondere din ce in
ce mai mare in cadrul bolilor infectioase, mai ales in contextul
abuzului de antibiotice de sintezd [1]. Gravitatea infectiilor
produse de micetele din genul Candida este determinatd
de echilibrul dintre patogenitatea microorganismului si ca-
pacitatea de apdrare a gazdei, implicand afectarea sistemului
imun [2]. Numarul pacientilor cu disfunctii imune a crescut
dramatic datoritd pandemiei de SIDA, cresterii numéarului pa-
cientilor transplantati, chimioterapiei agresive antineoplazice.
Fungii sunt, de asemenea, recunoscuti ca importanti agenti
etiologici ai infectiilor nosocomiale, determinand infectii
severe la pacientii imunodeprimati: pacienti cu arsuri extinse,
cateterizati, hemodializati, pacienti aflati la virste extreme.

Micetele din genul Candida sunt prezente la aproximativ
50% din populatie fira a provoca semne sau simptome de
boald si sunt localizate la diferite niveluri: cavitate bucala,
vagin, tract gastrointestinal. Aceste zone pot constitui, sub
actiunea unor factori, adevirate “rezervoare” de Candida
albicans, grabind astfel aparitia manifestarilor. Acesti factori
pot fi: consumul prelungit de antibiotice, modificari apdrute
in timpul sarcinii, menstruatiei, menopauzei sau in urma
tratamentului cu medicamente hormonale, inclusiv cele
anticonceptionale, alti factori de infectie sau boli asociate,
deficienta sistemului imunitar, dar si diabetul zaharat [3].

Candidoza vaginald este una din cele mai frecvente prob-
leme genitale, cu care se confrunta femeile, fiind prezenta cel
putin o datd in viata fiecirei femei.

Se impune necesitatea cunoasterii speciilor implicate, pa-
togeniei (izolarea micetelor din genul Candida nu inseamna
intotdeauna infectie), formelor clinice §i cunoasterea aspec-
telor terapeutice ale infectiilor micotice. Pentru aceasta,
izolarea si identificarea agentului etiologic sunt esentiale [4].

Desi Candida albicans este inca cel mai frecvent implicata
in etiologia candidozelor, se remarcd tendinta de crestere a
frecventei cazurilor de infectie cu specii de Candida nonal-
bicans, in special, cu C. glabrata si C. parapsilosis. C. krusei
apare, in special, la pacientii care au administrat in scop de
profilaxie fluconazol [5].

Scopul studiului: elaborarea microtestsistemului si a
metodei de utilizare pentru determinarea rapidd a micetelor
levuriforme din genul Candida.

Material si metode

Cercetirile au fost efectuate, utilizind materiale si reactive
standard, inregistrate in Republica Moldova de Ministerul
Sanatatii. Izolarea si identificarea micetelor levuriforme din
genul Candida a fost efectuatd paralel cu metodele descrise in
literatura de specialitate [6, 7, 8]. Tulpinile de referintd au fost
primite de la laboratorul bacteriologic al Centrului National
de Sanatate Publicd. In studiu au fost incluse 72 de femei cu
patologie ginecologica.

Rezultate si discutii

Alegerea mediului pentru izolarea primara a germenilor
constituie un factor principal in stabilirea diagnosticului
etiologic corect.

Sarcina pe care o realizeazd MSD-Cand (mediu selectiv
dozat), consta in sporirea sensibilitatii, selectivititii si specifi-
citatii de indicare a micetelor levuriforme din genul Candida.

Procedeul include insdmantarea materialului cercetat in
mediul de culturd cu incubarea ulterioara si indicarea mice-
telor levuriforme din genul Candida.

Acest mediu include in componenta sa urmétoarele in-
grediente: bulion peptonat uscat, glucoza, gelatind, mediul
199, dehidrogenofosfat de sodiu, hidrogenofosfat de potasiu,
rosu fenol si ciprofloxacind. Drept bazd nutritiva serveste
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bulionul peptonat, glucoza, gelatina si mediul 199, ce includ,
practic, toate substantele necesare care favorizeaza cresterea
si multiplicarea micetelor levuriforme din genul Candida.
Ciprofloxacina este factorul de selectivitate, deoarece inhiba
cresterea si multiplicarea altor microorganisme, astfel asigu-
rand si specificitatea mediului de cultura.

Indicarea micetelor levuriforme din genul Candida are loc
in conditiile pH-ului format de dihidrogenofosfatul de sodiu,
hidrogenofosfatul de potasiu si substantele scindarii glucozei
cu ajutorul indicatorului rosu fenol. Mediul este fixat la fun-
dul unui flacon cu volumul 10,0 ml, care serveste totodata si
drept vesela pentru multiplicarea si indicarea levurilor genului
Candida. Pentru indicarea levurilor in flacon se aplica 2,0
ml de apd distilatd sterild, in care se dizolva mediul, apoi se
insdméanteaza prelevatul. Flaconul se incubeaza la 37°C pana
la9-24 de ore. In cazul prezentei levurilor din genul Candida
in materialul de examinat, culoarea amestecului din flacon se
schimbd din rosu in galben.

Pentru prepararea mediului MSD-Cand au fost elaborate
9 variante de imbinare a ingredientelor. In urma experimen-

telor repetate am constatat cd varianta optiméd a componentei
mediului MSD-Cand este varianta 1 care include: bulion pep-
tonat uscat, glucozd, gelatind, mediul 199, hidrogenofosfat de
sodiu, dihidrogenofosfat de potasiu, rosu de fenol si ciprinol
(ciprofloxacina) (tab. 1).

Variantele 4 si 9, de asemenea, permit indicarea micetelor
levuriforme din genul Candida, timp de pani la 9 ore, insd
la omiterea ciprofloxacinei, mediul este lipsit de selectivitate,
iar lipsa gelatinei nu permite formarea mediului sub formé de
pelicula. In lipsa mediului 199 si a indicatorului, determinarea
micetelor levuriforme este posibild peste 24 de ore.

De asemenea, am stabilit sensibilitatea mediului MSD-
Cand in functie de componenta cantitativa a ingredientelor.
Pentru aceasta am testat 5 variante ale componentei cantitative
a mediului MSD-Cand (tab. 2).

S-a stabilit cd varianta 3 include ingredientele in raportul
optim necesar pentru indicarea rapida a micetelor levuriforme
din genul Candida.

Trebuie de mentionat faptul cé la prepararea mediului
MSD-Cand necesar pentru efectuarea unei analize, ingre-

Tabelul 1
Influenta ingredientelor mediului de cultura la indicarea micetelor levuriforme din genul Candida
Nr Variantele compozitiei mediului si rezultatele indicarii
d/r Ingredientele mediului 1 Py 3 4 5 6 7 3 9
1. | Bulion peptonat uscat + - + + + + + + +
2. | Glucoza + + - + + + + + +
3. | Gelatina + + + - + + + + +
4. | Hidrogenofosfat de sodiu + + + + - + + + +
5. | Dihidrogenofosfat de potasiu + + + + + - + + +
6. | Mediul 199 + + + + + + - + +
7. | Rosu de fenol + + + + + + + - +
8. | Ciprofloxacina + + + + + + + -
Indicarea dupa 9 ore O o} o 0 o o X X 0
Noti: “+” - prezenta ingredientului,“-“ - lipsa ingredientului, x — cresterea si multiplicarea micetelor ce permite indicarea lor dupé 24 de

ore de incubare la 37°C; @ - nu permite indicarea micetelor; ¢ - cresterea si multiplicarea micetelor ceea ce permite indicarea lor timp de

pand la 9 ore de incubare la 37°C.

Tabelul 2

Sensibilitatea mediului de cultura pentru indicarea micetelor levuriforme din genul Candida in dependenta de
componenta cantitativa a ingredientelor

Concentratia initiala a micetelor si
Raportul cantitativ al ingredientelor, in % de masa indicarea lor peste 9 ore de incubare
la 37°C (c.m./ml)
lion R
Bulion |\ cozs | Gelatind | NaHPO, | KH.PO, | Mediul199| Y | Ciprinol | 10° 10 104 10°
peptonat 2 4 2 4 fenol
1. 30,86 37,04 12,35 15,43 2,47 0,62 0,62 0,62 + + - -
2. 30,74 35,86 15,37 13,58 2,56 0,56 0,77 0,56 ++ ++ ++ ++
3. 30,23 37,79 15,11 12,56 2,41 0,57 0,76 0,57 ++ ++ ++ ++
4. 30,41 39,10 14,77 11,60 2,26 0,56 0,74 0,56 ++ ++ ++ ++
5. 30,95 38,68 15,47 10,44 2,32 0,77 0,77 0,58 ++ + + -
Nota: ,,++” - sensibil; ,,+” — slab sensibil; ,,-” - nesensibil.

(a7)
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dientele se utilizeazd in cantitati minimale, ceea ce-1 face
destul de econom.

Pentru determinarea termenului de pastrare a mediului
MSD-Cand, l-am testat timp de 24 de luni (tab. 3).

Experimental am constatat ca mediul pelicular MSD-Cand
poate fi pastrat la temperatura camerei fird a-si modifica
proprietatile initiale timp de 2 ani (termen de observare).

Timpul indicarii micetelor depinde de concentratia lor
initiald intr-un mililitru de material examinat (tab. 4).

Indicarea celulelor unice de micete levuriforme din genul
Candida este posibild dupd 9-24 de ore de incubare, iar a
concentratiilor de 10°*-10* c.m./ml timp de 4-5 ore de incubare,
la temperatura de 37° C.

Pentru determinarea selectivititii mediului MSD-Cand,
am efectuat experiente in serie cu 4 loturi de microorganisme
in asociatie, in 30 de repetitii. In urma cercetirilor efectuate
am stabilit cd mediul MSD-Cand dispune de selectivitate inaltd
fata de C. albicans in functie de concentratia initiala a candi-
delor si microorganismelor din asociatie. Datele din tabelul

5 demonstreaza cd indicarea C. albicans la o concentratie de
10° c.m./ml din asociatiile microbiene Candida albicans 10°
c.m./ml + Staphylococcus aureus 10° c.m./ml; Candida albicans
10° c.m./ml + Pseudomonas aeruginosa 10°c.m./ml; Candida
albicans 10° c.m./ml + Escherichia coli 10° c.m./ml este posibila
péand la 6 ore de incubare la temperatura de 37°C. Indicarea
C. albicans la o concentratie de 107, 10°% 10* in 1 ml din aso-
ciatiile microbiene cu S. aureus 10° c.m./ml; P. aeruginosal0°
c.m./ml; E coli 10° c.m./ml se efectueaza dupa 9 ore.

Am stabilit veridicitatea statisticd a indicilor aprecierii
selectivitatii mediului MSD-Cand in asociatia microorga-
nismelor C. albicans 10° c.m./ml + S. aureus 10° c.m./ml;
C. albicans 10° c.m./ml + P. aeruginosa 10° c.m./ml; C. albicans
10° c.m./ml + E. coli 10° c.m./ml in comparatie cu asociatiile,
in care concentratia C. albicans este de 102 10°, 10* c.m./ml
(p < 0,001).

Am confirmat veridicitatea statistici intre indicii indi-
carii C. albicans in asociatiile microbiene timp de 6-9 ore
(P6;9) si 9-24 de ore (P9;24), unde (0,05> p <0,001). Putem

Tabelul 3
Durata pastrarii proprietatilor mediului de cultura pentru indicarea micetelor levuriforme din genul Candida
Timpul indicarii micetelor levuriforme din genul Candida in concentratiile initiale de 1-10 c.m./ml,g
Intervalul observarilor inore
1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
30 de zile - - - - - - - + +++ +++
3 luni - - - - - - - + +++ +++
6 luni - - - - - - - + +++ +++
12 luni - - - - - - - + ++ +++
18 luni - - - - - - - - ++ +++
24 luni - - - - - - - - ++ +++
Nota: “-“~ culoare initiala rosie (rezultat negativ); “+”- culoare galben-deschis (rezultat slab pozitiv); “++”- culoare galbena (rezultat pozitiv);
“+++7- culoare galben-inchis (rezultat evident pozitiv).
Tabelul 4
Timpul indicdrii micetelor levuriforme din genul Candida in functie de concentratia lor
initiald in materialul de examinat
Concentratia Timpul indicarii in ore
(c.m./ml,g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
10 - - - - - - - + +++ +++
102 - - - - - - - +++ +++
10° - - - - - + ++ +++ +++ +++
10 - - - - + ++ +++ +++ +++ +++
10° - - - + ++ ++ +++ +++ +++ +++
10° - - + + ++ ++ +++ +++ +++ +++
107 - + + ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
10° - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
10° - + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Control - - - - - - - - - -
Nota: “-“ - culoare initiald rosie (rezultat negativ); “+” - culoare galben-deschis (rezultat slab pozitiv); “++” - culoare galbend (rezultat

pozitiv); “+++” - culoare galben-inchis (rezultat evident pozitiv).
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mentiona c¢d mediul MSD-Cand dispune de selectivitate fata
de C. albicans, inhiband cresterea si multiplicarea celorlalte
microorganisme din asociatie.

Pentru determinarea sensibilitatii mediului MSD-Cand
am efectuat in serie experimente cu 7 tulpini de micete levu-
riforme din genul Candida in concentratii de 10% 10° c.m. in
1 ml, in 12-19 repetitii. Paralel am efectuat insamantarea pe
mediile agar Sabouraud cu glucozi si bulion Sabouraud cu
glucoza (tab. 6).

Experimental s-a stabilit, cd mediul MSD-Cand este
mult mai sensibil decat mediile agar Sabouraud cu glucoza si
bulion Sabouraud cu glucozi si permite indicarea micetelor
levuriforme din genul Candida timp de 6 ore de incubare,
la temperatura de 37°C, la o concentratie de 10* c.m./ml in
93,6% din cazuri; la o concentratie de 10° c.m./ml in 100% din

cazuri, in comparatie cu 24-72 de ore la utilizarea mediilor
agar Sabouraud si bulion Sabouraud cu glucoza.

Au fost examinate 72 de prelevate recoltate de la femei
cu diverse patologii ginecologice. In 41 de cazuri au fost
indicate micete levuriforme din genul Candida. Rezultatele
obtinute prin metoda rapida s-au confirmat in 100% cazuri
prin metoda obisnuita.

Concluzii

Pentru prima daté a fost elaborat un mediu de cultura nou,
sub forma de micropelicula, pentru izolarea, multiplicarea si
indicarea rapidd a micetelor levuriforme din genul Candida,
care permite determinarea germenilor timp de la 4-5 ore pana
la 9-24 de ore, in functie de concentratia lor initiala in 1ml
prelevat (celule unice — peste 9-24 de ore; iar concentratiile

Tabelul 5
Selectivitatea mediului MSD-Cand
Nr. Specia microorganismelor in Indicarea, in ore P
d/o asociatie Nr. exp. 6 9 24 6;9 9;24
% + ESp % + ESp % + ESp Ore Ore
1. | C albicans (10%) S. aureus (10°) 40 0 100+ 0,0 100+ 0,0 - -
2. | C.albicans (10%) P. aeruginosa (10°) 40 0 97,5+1,42 97,5+ 1,42 - <0,05
3. | C albicans (10%) E. coli (10°) 40 0 100+ 0,0 100+ 0,0 - -
4. | C albicans (10°) S. aureus (10°) 40 10,0+0,71 97,5+1,42 100+ 0,0 < 0,001 < 0,05
5. | C. albicans (10°) P. aeruginosa (10°) 40 12,5+0,86 100+0,0 100£0,0 < 0,001 -
6. | C. albicans (10° E. coli (10°) 40 17,5+0,94 950+1,53 100£0,0 < 0,001 <0,05
7. | C.albicans (10%) S. aureus (10°) 40 60,0+ 1,22 97,5+ 1,42 100+ 0,0 < 0,001 <0,05
8. | C.albicans (10 P. aeruginosa (10°) 40 70,0+ 1,26 100+ 0,0 100£0,0 < 0,05 -
9. | C albicans (10%) E. coli (10°) 40 65,0+£1,25 100+ 0,0 100£0,0 < 0,001 -
10. | C. albicans (10°) S. aureus (10°) 40 90,0 £ 1,41 100+ 0,0 100+ 0,0 < 0,001 -
11. | C. albicans (10°) P. aeruginosa (10°) 40 95,0+1,53 100+0,0 100£0,0 < 0,05 -
12. | C.albicans (10°) E. coli (10°) 40 950+1,53 100+ 0,0 100£0,0 < 0,05 -
Tabelul 6
Sensibilitatea indicarii micetelor levuriforme din genul Candida cu mediul MSD-Cand
Concentratia microorganismelor c.m./ml suspensie si indicarea (dupa culoare)
timp de 6 ore de incubatie la temperatura de 37°C
Ne Specia microbiana Nr. repe- - 3
titii MSD-Cand Agar Sabouraud Bulion Sabouraud
104 10° 104 10° 104 10°
1. | C.albicans ATCC 10231 15 93,3+ 1,61 100+ 0,0 0 0 0 0
2. | C.albicans ATCC 38248 12 100 + 0,00 100+0,0 0 0 0 0
3. | C. albicans* 16 93,7+ 1,53 100+0,0 0 0 0 0
4. | C. albicans* 13 84,6 + 1,42 100+0,0 0 0 0 0
5. | C.albicans ATCC 36232 18 100 £ 0,00 100+ 0,0 0 0 0 0
6. | C. tropicalis ATCC 1369 12 889+1,63 100+ 0,0 0 0 0 0
7. | C krusei ATCC 24480 19 94,7 £1,25 100+ 0,0 0 0 0 0
Total 102 93,6 £0,41 100+ 0,0 0 0 0 0

Nota: * - tulpina clinica.
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10°-10* c.m./ml, timp de 4-5 ore de incubare, la temperatura
de 37°C). Mediul MSD-Cand dispune de selectivitate, pre-
ponderent pentru micetele levuriforme din genul Candida
(p <0,001), este econom, simplu in utilizare, accesibil pentru
laboratoarele microbiologice de diverse niveluri. Termenul
de péstrare al mediului este de 2 ani (termen de observare).
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Abstract

Background: Nosocomial infections (IN) remain a serious problem for public health in modern medicine both at the global level and for all health
care institutions of the Republic of Moldova. This paper provides the analysis of hospital morbidity in Chisinau in the period of 2008-2012.

Material and methods: The analysis shows that the growth and the highest incidence of nosocomial infections take place in pregnant women - from
8.6 cases per 1000 births in 2008 to 18.9 cases per 1000 births in 2012.

Results: Hospital morbidity is caused by a significant increase of the number of caesarean births which contribute to the highest level of endometritis
being 16.1 cases per 1000 births, compared with 10.8 cases per 1000 cases of vaginal delivery. The level of hospital morbidity among surgical patients and
infants is lower - 2.3 cases per 1000 operations and 4.1 cases per 1000 births of live children. In the general structure of nosocomial infections purulent septic
infections prevail, their share being 93.7-97.1%. The etiology of septic purulent infections is very wide, including 18 species of opportunistic pathogens.

Conclusion: More frequently the associations of different microorganisms have been isolated, which have made up 23,6%, S. aureus — 17,9%, E. Coli
-16,9%, S. epidermidis — 10,3%, P. aeruginosa — 9,3%. The isolated microorganisms are resistant to 36.4% of the mostly used antibiotics. The causes of

hospital-acquired infections are varied and require the concerted actions on the side of medical institutions and the Center of Public Health.
Key words: hospital morbidity, septic-purulent infections, microorganisms.

Caracteristicile epidemiologice ale infectiilor nosocomiale in mun. Chisinau

introducere

Infectiile nosocomiale (IN) raman in continuare o proble-
md majora de sandtate publicd a medicinei contemporane la
nivel mondial, precum si pentru toate institutiile de asistentd
medicala din Republica Moldova. Ele se deosebesc prin
incidentd inaltd si consecinte grave, care duc la majorarea
cheltuielilor pentru tratament, precum si a pagubelor econo-
mice, morale si sociale. Conform datelor statistice oficiale
ale OMS se estimeaza ca in tdrile Uniunii Europene, infectiile
nosocomiale (asociate asistentei medicale) se inregistreaza la
8-12% dintre pacientii spitalizati [1]. In Republica Moldova,
infectiile nosocomiale constituie una dintre problemele pri-
oritare pentru sanatatea publicd. De rdnd cu mecanismele si

caile naturale (aerogend, parenterald, habituald) de transmitere
a infectiilor nosocomiale, in ultimele decenii, in legitura cu
dezvoltarea progresului tehnico-stiintific si utilizarea mul-
tiplelor si diverselor manopere invazive (agresive) asupra
organismului pacientului, a aparut un mecanism artificial
puternic de transmitere a infectiilor nosocomiale. Dotarea
institutiilor medico-sanitare cu tehnicd medicala sofisticatd
presupune utilizarea unor metode deosebite de dezinfectie
si sterilizare a aparatajului medical [2, 3]. Un alt factor care
contribuie la dezvoltarea IN in institutiile medico-sanitare,
indeosebi in stationarele de profil chirurgical, este prezenta
intr-un numar mare a persoanelor cu statut imun diminuat
si sunt create conditii prielnice pentru formarea tulpinilor
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