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MICROBIOLOGIA $1 DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL DIFTERIEI

o DIFTERIA - toxiinfectie acuta, caracterizata printr-o
MICROBIOLOGIA Sl (s (mioearais, polmata. nefosz). -
D IAG N OSTI CU L DE Est((:-) pro(l%caté de mi/c; din genul éorynebacterium familia
orynebacteriaceae
Genul Ci bacteri te mi/
LABORATOR AL * caracterizeaza prin prezenta in compozitia peretelui

celular a:

I N FECTI I LOR AE ROGEN E - acidului mezo-diaminopimelic

- acizilor micolici cu catena scurta (22-38 atomi de C)
Continutul GC intre 46-74 %.

Prezinta asemanari cu mi/o din genurile Mycobacterium si
Nocardia

Clasificarea genului Corynebacterium e 1821 — Bretonneau individualizeaza difteria si
Corinebacterii fitopatogene demonstreaza caracterul ei contagios
Corinebacterii patogene pentru animale, care e 1883 - Klebs descrie bacteria in membranele

afecteaza accidental omul: false de anglne.dlﬂerlc? . .
C.pseudotuberculosis, C.ulcerans e 1884 - Loeffler izoleaza bacteria, apoi
' demonstreaza patogenitatea ei pe cobai

e 1888 - Roux si Yersin demonstreaza secretia

Corinebacterii cu tropism uman:

Specie patogena: C.diphtheriae (biovaruri exotoxinei si inoculand-o la animal reproduc
gravis, mitis, intermedius). Colonizeaza frecvent manifestarile difteriei

rinofaringele, mai rar tegumentul. Exista si e 1890 - Behring si Kitasato imunizeaza animalele
purtatori sanatosi. cu toxind modificatd

Specii comensale (specii pseudodifterice, e 1923 - Ramon prepara anatoxina difterica, primul
difteroizi): C.xerosis, C.jeikeium, vaccin antidifteric

C.pseudodiphthericum, etc

- ..La diphtérie en Fédération de Russie et dans
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Caractere morfotinctoriale ale C.diphtheriae :

Bacterii (bastonage) de 1-8 ym x 0,3-0,8 pm,
drepte sau putin incurbate, cu extremitatile
rotunjite sau ingrosate (aspect de haltera sau
de maciuca), datorita granulatiilor de volutina
(corpii Babes-Ernst). n frotiuri se aranjeaza
ungiular, in palisade sau sub forma
caracterelor chinezesti, cifre romane sau litere
majuscule: Y, M, N, V... Imobile, asporogene,
necapsulate.

Se coloreaza G+, pentru evidentierea
granulatiilor de volutina - Loeffler, Neisser

e Caractere de cultura

C.diphtheriae este o specie facultativ anaeroba, exigentas
la cultivare, temperatura optima de cultivare 37°C, p
74.

Medii de cultura elective:

Mediul Loeffler (ser bovin coagulat): colonii S, mici,
neltede, opace, albe-cenusii, apar peste 16-24 ore de
cultivare

Geloza-sange (identic)
Medii de cultura selective diferentiale

Mediul Clauberg (geloza-sange cu telurit de potasiu).
C.diphtheriae gravis: colonii R, mari, negre
reducerea teluritului in teluriu), crenelate, aspect de
“floare de margareta”, nehemolitice; mitis: colonii S,
mijlocii, negre, bombate, cu zona de hemoliza

Mediul Tinsdale (geloza-ser-cistina-telurit de potasiu-
tiosulfat) - colonii negre cu halou brun

Mediul Bucin (geloza-sange cu hinozol) — colonii
albastre

Medii de transport si imbogatire
Geloza-ser semilichida cu telurit de K
Mediul OCST (ou-cistina-ser-telurit)

e Activitatea biochimica a C.diphtheriae:
Proteolitica:

Ureaza- (testul Zaks), cistinaza+ (testul Pizu), indol-.
Zaharolitica:

Gravis: glucoza+, amidon+, zaharoza-

Mitis: glucoza+, amidon-, zaharoza-

Poseda catalaza, citocromi a,b,c, oxidaza-

Se disting 22 lizotipuri de C.diphtheriae si multiple
serogrupuri (antigen O polizaharidic) si serovaruri
(antigen K proteic)
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Corynebacterium diphteriae

. o :

Copyright © 2004 Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

o Factori de patogenitate

Toxina difterica - origine proteica, secretata de tulplnll
lizogene (fagi beta, purtatori ai genei Tox),
prezenta unor cantltatl reduse de Fe. Un represor
proteic bacterian controleaza expresia genei Tox.
Acest represor este activat de cantitati mari de Fe.

Exotoxina tipica (fragmente pollpeptldlce AsiB).
Mecanismul de actiune — toxina hidrolizeaza NAD si
transfera fragmentul ADP-ribozé rezultat pe factorul
de elongatie EF-2, care nu mai asigura translocarea
peptidil-ARNt de la situsul acceptor la situsul donor al
ribosomului eucariot. Rezulta stoparea sintezei
pr<|)t<|-)jce. O singura molecula este letala pentru
celula

Toxina difuzeaza in organism perturband functionarea
diferitor organe (in special SNC, cord, rinichi,
suprarenale), cauzand distrofii.

Poate fi transformata in anatoxina, utilizata in vaccinare


http://ro.wikipedia.org/wiki/Fi%C5%9Fier:Corynebacterium_diphtheriae_Gram_stain.jpg
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La poarta de intrare bacteriile se multiplica | ¢
si provoaca un focar inflamator local,
determinat de actiunea toxinei, care fiind
ulterior difuzata prin limfa si sdnge
provoaca starea de intoxicatie generala.

Focarul inflamator se localizeaza in faringe
(angina difterica), mai rar in laringe (crupul
difteric), nas, urechi, conjunctiva,
mucoasa organelor genitale, plagi
cutanate.
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==  Mécanisme d’action
de la toxine diphtérique
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Enzime de patogenitate: hialuronidaza,
neuraminidaza

Cord Factor — un glicolipid toxic din peretele
celular

Patogeneza si formele clinice de difterie

Sursa de infectie: bolnavul cu difterie si purtatorii
sanatosi de germeni (colonizeaza rinofaringele,
rareori tegumentul sau conjunctiva).

Mecanismele si caile de transmitere:
Direct pe cale aerogena (picaturi) sau contact
cu plagi contaminate
Indirect prin obiecte (jucarii, carti), praf sau
alimente contaminate (lactate)

e Leziunile locale se caracterizeaza prin
inflamatie fibrinoasa. Exotoxina cauzeaza
necroza, dilatarea vaselor si cresterea
permeabilitatii, eliminarea fibrinogenului,
care coaguleaza cu formarea unei
pseudomembrane fibrinoase. Ea contine
bacterii, hematii, PMN si celule necrozate.
Se detaseaza dificil, nu se dizolva in apa,
este reproductibild in situ in cateva ore.
Membrana are tendinta sa se extinda.

o In forma maligna difteria este insotité de
edem al gatului, semne toxice si paralizia
valului palatin.
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Diphtérie pharyngée

Laryngite
10 v/ oy with M . " N diphtérique ou
severe diphtheria -~ I \ ke croup
conjunctivitis .

pharyngeal membrane

bull neck

severe myocarditis

all vaccines contraindicated

Intoxicatia generala afecteaza SNC (disfagie,
paralizii), sistemul cardio-vascular (miocardite),
suprarenalele (insuficienta a suprarenalelor),
rinichii (nefroza)
Tulpini de C.ulcerans pot produce toxina identica i ) ; : o .
cu cea difterica Pharyngite diphtérique:
. - L fausse membrane
Diagnosticul de laborator al difteriei N s T g & 5
-, <
.

L3
o . o0
Metode de diagnostic 14
(L]
Examenul microscopic (Gram, Loeffler, H
Neisser), microscopia imunofluorescenta

e Este URGENT!!!

e Prelevate — in functie de forma clinica,
respectand strict regulile de prelevare si transport
(membrana falsa, tampoane de la periferia
membranelor, tampoane cutanate, conjunctivale,
etc).
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wws 1 €81 d’1mmuno-diffusion:
souches productices de toxine

Examenul bacteriologic (izolarea, identificarea
culturii pure). Studierea toxigenezei — obligator. Se
efectueaza prin RN cu ser antitoxic in vivo (cobai), in
vitro (RP Elek, Ouchterlony), sau depistarea genei
Tox in prelevat sau in cultura pura prin PCR.

Examenul serologic — retrospectiv,

- RA cu seruri perechi (I saptamana si a lll) si cultura de
C.diphtheriae. Titrul semnificativ — 1:100 sau cresterea
titrului de Ac.

- Evaluarea titrului de antitoxine in serul bolnavului (RN,
RHAI, ELISA). La debutul bolii antitoxinele sunt
absente sau nu depasesc nivelul de 0,5 Ul/ml

Receptivitatea la difterie poate fi
determinata prin:

- Testul Schick (in vivo): i/ldermic 0,1 ml
toxina difterica (1/40 DLM).

Reactie+: eritem 1cm (receptivitate la
difterie),

reactie-: lipsa eritemului (persoana imuna)

- RN in vitro

- RHAI

- ELISA

Titrul antitoxinelor > 0,1 Ul/ml — protector
Titru inferior 0,01 Ul/ml — lipsa protectiei

e Profilaxia specifica a difteriei

) dl‘\hlélu ue
|

Tratamentul difteriei
Seroterapie precoce (ser antitoxic

antidifteric, 1g). Neutralizeaza activitatea
toxinei, blocand fixarea ei pe receptorii

celulari.
Antibioterapie (macrolide, tetracicline,

cloramfenicol, aminozide, beta-lactamine).

Asigura eradicarea germenilor.
Tratament simptomatic

MICOBACTERIILE. MICROBIOLOGIA Sl
DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL
TUBERCULOZEI

Vaccinarea obligatorie cu anatoxina difterica . Familia Mycobacteriaceae
a copiilor conform calendarului de vaccinari. e  Genul Mycobacterium
Exista vaccinuri asociate: ADT, ADTP. e  Specii:
Vaccinarea primara cu ADTP la 4-5-6 luni; L Responsabile de tuberculoza umana:
revaccinarea la 22-24 luni cu ADTP; la 6-7, M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum
apoi la 14-15 ani cu ADT. (‘complex tuberculosis”) )
. . . Il Agentul leprei: M.leprae (strict umana)
Recent a fost obtinut un vaccin sintetic w.  Micobacterii “atipice”, conditionat patogene:
antidifteric. Reprezinta un polipeptid M.avium, M.ulcerans, M.fortuitum,
antigenic situat la jonctiunea fragmentelor A M.kansasii, M.marinum, etc. Cauzeaza
si B a toxinei difterice, o molecula peptidic ﬂﬁﬂg?gﬁgﬁ’gﬁ@e’aersoane
purtatoare” si un adjuvant sintetic. v.  Micobacterii nepatogene: M.smegmatis,

M.gastri, M.phley




e Caracteristica generala a micobacteriilor: .
Bastonase G+ drepte sau usor incurbate,
necapsulate, asporogene, imobile, peretele
celular este bogat in acizi micolici, acido-
alcoolorezistenta la colorarea Ziehl-Neelsen.
M.tuberculosis este o bacterie patogena strict
umana, responsabila de tuberculoza. Este
sensibila la caldura, lumina solara directa, raze
UV sau X. Rezistenta la frig sau desicare. Este
putin sensibila la acizi, baze (se utilizeaza in
decontaminarea prelevatelor) sau detergenti si
foarte sensibild la solutia de alcool de 70°.

Tuberculosis, 2001

g
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e Caractere de cultura

e M.thc este o bacterie strict aeroba, foarte
exigenta la cultivare. Toate mediile de
izolare au la baza ou coagulat. Mediul de
referintd — Lowenstein-Jensen (ou,
glicerina, asparagina, verde de briliant).
Alte medii solide — Popescu (acid
glutamic in locul asparaginei), Finn
(glutamat de Na).

21.09.2010

Mycobacterium tuberculosis a fost cauza
"Pestei Albe" in sec. 17 si 18 in Europa. In
aceasta perioada 100 % din populatia Europei a
fost infectata cu M.tbc si 25 % din adulti au
decedat.

Tuberculoza (TB) in prezent este prima cauza
de deces din lume dintre toate infectiile
bacteriene. Maladia afecteaza 1.7 mird
persoane/an

RM incidenta TBC: 1990 — 49 cazuri la 100.000
(2149 anual); 2006 — 132 cazuri la 100.000
(5461 anual/3623), 2007 — 3578 cazuri, 2008 —
3399 cazuri

e Caractere morfotinctoriale

M.tbc este un bastonas fin sau usor incurbat, in
frotiu se observa izolat, in gramezi sau corzi.
Se coloreaza in rogu prin tehnica Ziehl-
Neelsen

e Micobacteriile patogene cresc lent
(perioada de generatie — 20 ore), la
37°C, pH 6,8-7,0.

Coloniile de M.tbc apar peste 2-4
saptamani, sunt rugoase, friabile,
conopidiforme, opace, de culoare crem-
bej (colonii R).

M.bovis si M.africanum formeaza colonii S,
mici, netede, nepigmentate, vizibile peste
4-8 saptamani.



““Nlycobacterium tubd
Culture sur milieu de Lower

Mediul lichid Sauton. Contine saruri minerale,

asparagina, glicerina. M.tbc creste in 8-10 zile
sub forma de voal. Este utilizat si pentru
repicarea tulpinilor de BCG.

Activitatea biochimica a micobacteriilor
patogene

- Toate micobacteriile patogene produc o catalaza

termolabila, distrusa la 68°C timp de 20 min.
Celelalte micobacterii poseda catalaza
termostabila.

- M.tbs si M.bovis hidrolizeaza ureea
- M.tbc produce acid nicotinic (niacina), reduce

nitratii in nitriti. M.bovis nu manifesta astfel de
activitate.

224 sur 310
Mycobactéries :

Enveloppe cellulaire

Lipids with ca Lipids with short-
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Lipoarabinomannan
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Compozitia chimica si
factorii de patogenitate ai micobacteriilor eel

Lipidele constituie 20-60% din masa celulei. Se
cunosc 3 componente lipidice majore:

1. Acizii micolici. Previn distrugerea
micobacteriilor in macrofage, protejeaza
micobacteriile extracelulare de complementul din
ser. Conditioneaza transformarea macrofagelor
n celule epitelioide si celule gigante Langhans.

2. Cord-factorul (sulfo-lipid) perturba respiratia in
mitocondrii i inhiba migratia PMN. Induce
cultivarea n corzi (cosite) a M.tbc.

3. Cerurile.

=¥ tuberculosis : phagocytose
et survie intra-macrophagique




Patogeneza si formele clinice
de tuberculoza

Sursa de infectie — omul bolnav cu TBC cu
leziuni pulmonare cavitare deschise in bronsii
(M.tbc, M.africanum) sau bovinele bolnave
(M.bovis).

Transmiterea se efectueaza pe cale aeriana
(picaturi, praf). Rareori este posibila
contaminarea prin obiecte, alimente (lapte
nepasteurizat) sau maini contaminate.

Receptivitatea este influentata de varsta si factorii
de mediu: carente nutritive, alcoolism, stare
imunosupresiva, etc

e Primoinfectia tuberculoasa

Reprezinta un ansamblu de manifestari
clinice, umorale si anatomice care se
desfasoara in organism in urma primului
contact cu agentul TBC.

Dupa contaminare (mai frecvent in copilarie),
bacteriile patrund in alveolele pulmonare
(90 %), unde sunt captate de macrofage in
care se multiplica (bacterii facultativ
intracelulare, impiedica formarea
fagolizosomei). Apare o leziune
inflamatoare exsudativa nespecifica.

21.09.2010

Lipidele din peretele celular al Mycobacterium
tuberculosis sunt asociate cu urmatoarele
proprietati ale bacteriei:

* Impermeabilitate la colorare

* Rezistenta la multe antibiotice )

« Rezistenta la substante acide si alcaline

* Rezistenta la activitatea litica a_complementului
* Rezistenta la oxidare si supravietuire in
interiorul macrofagelor

Polizaharidele joaca un rol important in formarea
Ac serici, conferind specificitatea imunologica.

Proteinele reprezinta suportul imunitatii celulare i
a hipersensibilitatii tardive.

Transmission des infections

aerosol
-
N2

saliva
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PHAGOCYTOSIS OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BY MACROPHAGES

227 sur 310

Phagocytosis of
M. tuberculosis

Macrophage activity
Proinflammatory
cytokine secretion
(e.g. TNF)

Adhesion molecule
expression

Chemokine secretion

IL-6 secretion

Pathophysiologic
consequences

Granuloma
formation

Cellular influx to
site of infection

Acute-phase
protein response

g MHC class || Antigen presentation
expression to T cell
Alveolar
macrophage Proteinases 3
7 released Tissue destruction
Cathepsins

Limit inflammatory

IL-10 secretion response
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Pathogénese de la tuberculose

des
ersistng mycobacteria
in grimary lymph noda
lesians and in lesion-free
Iymph nodes

Firm caseous core =
imibiting bacterial growth

Persisting mycobacteria
inlesion-free tissue

- Primoinfectia inaparenta. La cca 85% leziunile se|
vindeca si se pot autosteriliza. Nici o expresie
clinica sau radiologica.

- Infectia primara subclinicd. Daca multiplicarea
bacteriilor este masiva, in leziunile tuberculoase
se realizeaza o necroza cazeoasa (tuberculom).
Frecvent are loc calcifierea tuberculomului
(complexul Ghon, leziunea este vizibila
radiologic), cu autosterilizarea spontana sau cu
persistenta unor bacterii in leziune.

Consecintele primoinfectiei inaparente sau
subclinice: dezvoltarea imunitatii
antituberculoase si a sensibilizarii tuberculinice.

Tuberculoza primara manifesta necomplicata.

21.09.2010

Peste cateva saptamani (4-12) se dezvolta o
imunitate celulara si leziunea exsudativa
evolueaza in leziune granulomatoasa. Sub
actiunea unor citokine secretate de limfocitele T
(in special IFN gamma) are loc activarea
macrofagelor, care devin deja capabile sa
distruga micobacteriile. In acelasi timp
macrofagele activate se diferentiaza in celule
epitelioide si celule multinucleate gigante. Ele
sunt inconjurate de limfocite si fibroblaste.
Acesta este granulomul tuberculos, semn
caracteristic primo-infectiei. Infectia se extinde pe
cale limfatica, cu afectarea ganglionilor regionali.

Cbdmplexe de Ghon (T primaire)
et granulome

Pacientii au febra, astenie, pierdere in greutate,
etc. Etapa %anglionaré poate fi depasita cu
diseminari hematogene si afectarea pleurei,
meningelui, maduvei osoase, parenhimei
organelor. Leziunile pot evolua fie spre spre
cicatrizare, fie spre agravare.

Tuberculoza primara cu complicatii. Rareori (10%

cazuri), evolutia este defavorabila: masele
necrotice sunt evacuate in bronsii, vase sanguine,
pleura sau pericard cu formarea unei caverne,
unde bacteriile se multiplica intens. Fistulizarea
ntr-un vas sangvin disemineaza infectia sistemic
(tuberculoza miliara). Starea generala este alterata,
apare febra, tuse, uneori hemoptizie. Bolnavul
este contagios, eliminand bacterii cu sputa.
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Tuberculose miliaire

230 sur 310

Tuberculose primaire et post-primaire

Primary Past-primary

Lymgh noces Cavitary lesian(s)

Primary lung lesion Miliary (multipla) lesions

=guberculose extra-pulmonaire
Mal de Pott
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Caverne tuberculeuse

Tuberculoza secundara. Se manifesta in conditii s
de scadere a reactivitatii imune, prin reinfectii
masive sau reactivarea unor focare latente.
Focarele noi apar in ritm lent si evolueaza cronic
fara tendinta de vindecare spontana.

Alte forme clinice de tuberculoza: ganglionara,
meningeana, osteo-articulara, uro-genitala.

Imunitatea antituberculoasa este celulara,
nesterild. Hipersensibilitatea tardiva insoteste
imunitatea celulara. Ac circulanti nu au rol
protector.

236 sur 310

Tuberculose rénale

10



= LUDErculose génitale et
periton¢ale

“Ascites™

Diagnosticul de laborator al tuberculozei

e Prelevate: in functie de forma clinica: sputa
matinala (5-10 ml), tubaje gastrice, urina, lichid
pleural, articular, peritoneal, LCR, bioptate, etc

e In caz de necesitate se efectueazi

omogenizarea /decontaminarea cu NaOH si
concentrarea (prin centrifugare) a prelevatelor.
Metode de diagnostic
. Examenul microscopic — frotiuri colorate
Ziehl-Neelsen (bastonage purpurii izolate) sau
cu auramina (bastonase galbene pe fondul
negru). Sensibilitatea — 104 bacili/ml

[N

241 sur 310

Coloration a I’auramine
Bacilles alcoolo-acido-résistants
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Infectla tuberculoasa

Tuberculoza pulmonal

M.tbc prezenta in organism

M.tbc prezenta in organi

Testul tuberculinic pozitiv

Testul tuberculinic pozitiv

Examen radiologic normal

Examenul radiologic
evidentiaza leziune

Frotiurile gi culturile din
sputa sunt negative

Frotiurile gi culturile din
sputa sunt pozitive

Fara simptome

Tuse, febra, scadere in
greutate

Necontagios

Frecvent contagios pana la
tratament

Nu este definit ca
tuberculoza

Definit ca bolnav de
tuberculoza

=G loration de Ziehl-Neelsen:
Bacilles alcoolo-acido résistants

2. Examenul bacteriologic — izolarea culturii pure

pe mediile speciale, identificarea ei, testarea
sensibilitatii la chimioterapice (prin metoda

dilutiilor in'mediu solid)

3. Metoda biologica (inocularea la cobai). )
Serveste uneori pentru confirmarea virulentei

micobacteriei

4. PCR pentru detectarea rapida a micobacteriilor

direct in prelevate

5. Intradermoreactia la tuberculina (reactia
Mantoux). Se cerceteaza starea de
hipersensibilitate cutanata la tuberculina.
Tuberculina reprezinta un filtrat dintr-o cultura
bulionica autoclavata de M.tuberculosis.

11



Pe fata anterioara a antebratului se injecteaza
ildermic 2, 5 sau 10 Ul de tuberculina in volum
de 0,1 ml. Lectura peste 72 ore. Reactia pozitiva
se manifesta printr-o induratie si congestie cu
diametrul superior sau egal cu 5 mm.
Interpretarea se efectueaza in functie de
contextul clinic

Reactia + indica ca subiectul a fost infectat cu
micobacterii (primoinfectie), a fost vaccinat cu
BCG sau este bolnav de tuberculoza (in acest
caz diametrul depaseste 10 mm).

Reactia negativa exclude diagnosticul de
tuberculoza si indica receptivitatea individului la
tuberculoza.

p
MDR-TB IN CHILE AND ESTONIA
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1991 1994 1995 1997 1598
. Chile. DOTS for maore than 200 years, efficient TR control
W Ectonia. No DOTS, poor T8 control

Source: CDS/CPE
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=sus0 [ntra-dermo réaction a la
tuberculine

Injection intra-dermique
de PPD (tuberculine)

*Examen aprés 72 h :
induration (réaction

d *hypersensibilité
retardée) : diamétre > 10

mm
Coarrect Measurement

Tratamentul tuberculozei

e DOTS (Directly Observed Treatment Short
Course Chemotherapie). DOTS este o
strategie a OMS implementata in 1993.

e Principiile DOTS
- tratament standardizat

- tratament bifazic constituit dintr-o faza intensiva si
faza de continuare

- asocieri de medicamente antituberculoase
- supraveghere directa a regularitatii administrarii
tratamentului antituberculos

Din 2005 — Program National de Control si
Profilaxie a Tuberculozei (2006-10)

1. Antibiotice cu spectru larg: rifampicina,
streptomicina, kanamicina, D-cicloserina

2. Fluorochinolone

3. Chimioterapice care inhiba sinteza acizilor
micolici (Izoniazida, Pirazinamida,
Etambutolul, Etionamida)

Exigentele terapiei antituberculoase: a impiedica
selectia mutantilor rezistenti si a steriliza
definitiv focarul.

Tn acest scop se utilizeaza asocierea a 3-4 droguri
pe o perioada de 6-12 luni.
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Mode d’action des anti-tuberculeux

Components of the cell wall
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MICROBIOLOGIA $I DIAGNOSTICUL DE
LABORATOR AL TUSEI CONVULSIVE

Familia Halobacteriaceae

Genul Bordetella

Specii:

Bordetella pertussis (agentul tusei convulsive)
Bordetella parapertussis (agentul parapertusei)
Bordetella bronhiseptica (pneumonii, bacteriemii)
Bordetella avium

Bordetella holmensii (izolata din hemoculturi)
Bordetella hinzii (izolata din prelevate respiratorii)
Bordetella trematum (infectii cutanate si auriculare)

N oo s ONE e e e

B.pertussis — agentul cauzal al tusei convulsive
e Caractere morfobiologice

Cocobacterii G-, asporogene, imobile, formeaza
microcapsula, in frotiu se dispun separat, in
perechi sau lanturi scurte.

Reprezinta mi/o strict aerobe, foarte pretentioase la
cultivare.

Medii speciale de izolare:

- mediul Bordet-Gengou (geloza-sange cu amidon si
glicerina)
geloza-cazeina-sange-carbune activat

Mediul de transport Kuznetov (solutie tampon
fosfat, 0,5% agar-agar, 0,2% carbune activat)

21.09.2010

Profilaxia specifica

Vaccinarea obligatorie cu vaccinul BCG. El
reprezinta o tulpina vie avirulenta de M.bovis.
A fost obtinuta de Calmette si Guerin in 1921
dupa multiple repicari (230 pasaje) pe mediu
cu cartof, bila si glicerina.

Vaccinul se administreaza i/dermic la varsta de
4-5 zile de la nastere. Revaccinarea—la 7
ani, apoi peste fiecare 5 ani (persoanele cu
reactia Mantoux negativa).

e Peste 3-5 zile de incubare in atmosfera
umeda la 37° C apar colonii S mici,
bombate, lucioase, cu aspect de picaturi
de mercur, hemolitice (corespund
bacteriilor virulente — faza ), forme R —
avirulente, faza IV.

e Coloniile de B.parapertussis apar in 48
ore, B.bronchiseptica — in 24 ore

B.pertussis manifesta activitate biochimica
redusa: oxidaza+, nu fermenteaza
glucidele, ureaza-, nitrat-reductaza- .
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e Structura antigenica a B.pertussis este
complexa: exista Ag capsulare
polizaharidice, Ag proteice, Ag fimbrial
(hemaglutinina), Ag lipopolizaharidic.

e Factorii de patogenitate

1. Adezine:

- Hemaglutinina filamentoasa (purtata de
pili). Permite atasarea bacteriei la
mucoasa tractului respirator, de
asemenea se fixeaza pe macrofage si
limfocite.

2. Toxine

- Toxina pertussis (citotoxina de tip A-B).
Actioneaza asupra diferitor celule eucariote,
marind concentratia intracelulara de AMP
ciclic (in special in celulele epiteliale ale TR).
Provoaca hiperlimfocitoza, sensibilizare la
histamina, hipersecretie de insulina.

- Adenilat-ciclaza-hemolizina. Hemolizina
provoaca moartea macrofagelor si
monocitelor, adenilat-ciclaza perturba
activitatea bactericida a PMN, monocitelor gi
macrofagelor si stimuleaza secretia sero-
mucoasa a cailor respiratorii.
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,
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Partussis toxin Heat-labile toxin Adenylate cyclase towin

- Aglutinogene. Proteine de suprafata

B.pertussis manifesta tropism pentru mucoasa
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situate pe fimbrii. Participa la atasarea
B.pertussis la celulele epiteliale.
Pertactina. Proteind a membranei
externe, permite fixarea pe membrana
celulelor eucariote

Subunitatea B a toxinei pertusice. Se
fixeaza pe leucocite si impiedica
migrarea lor spre focarul inflamator.

Toxina dermonecrotica. Se elibereaza in
urma lizei bacteriene.

Toxina citotraheala. Glicopeptid care inhiba
sinteza ADN, provocand distrugerea celulelor
ciliate

Endotoxina

Capsula (antifagocitar)

Patogeneza tusei convulsive
Sursa de infectie — omul bolnav, in special in
perioada de debut al bolii.
Mecanismul de transmitere — aerogen, prin
picaturi

cailor respiratorii: faringe, trahee, bronsii,
bronhiole, chiar alveole. Alterarea epiteliului ciliat
impiedica eliminarea mucusului, el fiind eliminat
doar prin tuse. Tusea survine din cauza iritatiei
mucoasei de catre toxina bacteriana. Excitatia de
lunga durata a receptorilor terminali ai nervului
pneumogastric determina un flux continuu de
impulsuri in bulbul rahidian, ce duce la formarea
unui focar de excitatie dominant. El atrage
excitatii nespecifice de la alti receptori, fapt ce
determina accesele de tuse, care devin tot mai
grave si mai frecvente.

14



Respiratory Tract Lumen
Ciliary stasis M?.rml
i ciliary
Pertussis foxin « . R0
\ 4
Flamentous \ |
hemagghuling \\; \”@ l
Bordetally — | § ‘
Ppertussis (_l
Ciliated ‘
epithelial

Diagnosticul de laborator
al tusei convulsive

Prelevate: mucozitati nasofaringiene sau bronsice,
recoltate cat mai precoce.

Metode de diagnostic

1. RIF

2. Examenul bacteriologic (lnsdmantare cu tamponul
sau prin tehnica “placilor tusite”)

3. Tehnnici de biologie moleculara (PCR)

4. Examenul serologic (RA, RFC, ELISA). Reactiile se
pozitiveaza din saptaméana a Ila perioadei
convulsive. Se examineaza seruri perechi prelevate
la interval de 14-21 zile. Semnificativa este o crestere
de cel putin 4 ori a titrului Ac.

21.09.2010

Un stimul puternic poate stinge dominanta, cu -4
atenuarea tusei. Focarul este foarte stabil, H
persista i dupa disparitia bacteriei din
organism.

° in evolutia tusei convulsive se disting 4 stadii
(perioade):

L Perioada de incubatie (3-15 zile)

II. Perioada catarala, foarte contagioasa.
Caracterizata prin tuse seaca, rinoree (3-14
zile)

m.  Perioada convulsiva (paroxistica). Accese
dg tuse spasmodica, ep_plzanta, asomatq cu
cianoza, voma, convulsii. (2-4 saptamani)

v.  Perioada de convalescenta (2-4 saptamani)

Complicatii grave sunt posibile la copiii
sugari: bronho-pneumonii, encefalite.

Imunitatea este durabila, umorala. Rol
protector au Ac anti-toxina pertussis si
anti-hemaglutinina filamentoasa.

Tratamentul tusei convulsive

Eritromicina sau cloramfenicol- cel putin 10 zile o2
(pana la aparitia Ac)

Imunoglobulind umana antipertussis

Profilaxia specifica

- Imunizarea artificiald obligatorie cu vaccin ADTP.
Componentul antipertusic este reprezentat de o
suspensie de bordetele de faza I, adsorbite pe
adjuvant.

Vaccinul acelular contine unele componente
bacteriene (anatoxina pertussis, hemaglutinina
filamentoasa). Este mai bine tolerat, dar mai
putin eficace.

- Imunoglobulina umana antipertussis
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