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MICROBIOLOGIA SI DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL DIFTERIEI

DIFTERIA - toxiinfectie acuta, caracterizata
printr-o angina pseudo-membranoasa
(greaca: diphthera — pereche de membrane
de pergament) cu efecte toxice la distanta
(miocardita, polineurita, nefroza).

2018 — 16000 cazuri raportate

2015 — 4500 cazuri raportate, 2100 decese
2014 — 7321 cazuri raportate

1991 — 2000 cazuri in fosta URSS

1998 — 200.000 cazuri, 5000 letale (Moldova
— apr. 1000 cazuri, peste 200 decese)




Immunization coverage with DTP3 vaccines in
infants (from <50%), 2014
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Diphtheria global annual reported cases and
DTP3 coverage, 1980-2014
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...La diphtérie en Fédération de Russie et dans
les Nouveaux Etats Indépendants

Nombre de cas notifies chaque année
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1821 — Bretonneau individualizeaza difteria si
demonstreaza caracterul ei contagios

1883 - Klebs descrie bacteria in membranele
false de angine difterice

1884 - Loeffler izoleaza bacteria, apoi
demonstreaza patogenitatea ei pe cobali

1888 - Roux si Yersin demonstreaza secretia
exotoxinei si inoculand-o la animal reproduc
manifestarile difteriei

1890 - Behring si Kitasato imunizeaza animalele
cu toxina modificata

1923 - Ramon prepara anatoxina difterica, primul
vaccin antidifteric




Difteria este provocata de mi/o din genul
Corynebacterium familia Corynebacteriacea}a
(din greaca kopwvn coréné (nod, innodat) si
Baktnpiov bacterion (bastonas)

o Genul Corynebacterium reuneste mi/o care
se caracterizeaza prin prezenta in compozitia
peretelui celular a:

- acidului mezo-diaminopimelic

- ?jcizg;)r micolici cu catena scurta (22-38 atomi

e

Prezinta asemanari cu mi/o din genurile
Mycobacterium si Nocardia



II.

III.

Clasificarea genului Corynebacterium oo
Corinebacterii fitopatogene

Corinebacterii patogene pentru animale, care
afecteaza accidental omuil:
C.pseudotuberculosis, C.ulcerans

Corinebacterii cu tropism uman:
Specie patogena: C.diphtheriae (biovaruri

gravis, mitis, intermedius). Colonizeaza frecvent
rinofaringele, mai rar tegumentul. Exista si
purtatori sanatosi.

Specii comensale (specii pseudodifterice,

difteroizi): C.xerosis, C.jeikeium,
C.pseudodiphthericum, etc. Habitat — faringe,
rinofaringe, uretra distala, tegument



Caractere morfotinctoriale ale C.diphtheriae

Bacterii (bastonase) de 1-8 um x 0,3-0,8 um,
drepte sau putin incurbate, cu extremitatile
rotunjite sau ingrosate (aspect de haltera sau
de maciuca), datorita granulatiilor de volutina
(corpii Babes-Ernst). In frotiuri se aranjeaza
unghiular, 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, Albert,
Neisser
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Caractere de cultura

C.diphtheriae este o specie facultativ
anaeroba, exigenta la cultivare, temperatura
optima de cultivare 37°C, pH 7 4.

Medii de cultura elective:

# Mediul Loeffler (ser bovin coagulat): colonii
S, mici, netede, 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




Loeffler's Serum
for Corynebacterium Diphtheriae

Corynebacterium diphtheriae

-




Medii de transport si imbogatire 0ecs
Geloza-ser semisolidd cu telurit de K -9

Mediul Stuart
Mediul Amies
Mediul OCST (ou-cistina-ser-telurit)

i
i
i
i

Activitatea biochimica a C.diphtheriae:
Proteolitica:
Ureaza- (testul Zaks), cistinaza+ (testul Pizu), indol-.
Zaharolitica:
Gravis: glucoza+, amidon+, zaharoza-
Mitis: glucoza+, amidon-, zaharoza-
Poseda catalaza, oxidaza-

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



Factori de patogenitate oo

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

......



Toxina difterica b
Exotoxina tipica (fragmente polipeptidice A si B).
Subunitatea B se leaga de un receptor de pe
celula eucariota care regleaza cresterea si
diferentierea celulei. Ulterior ambele
fragmente (A si B) patrund in celula prin
endocitoza. In interiorul endosomei are loc
descompunerea toxinei in fragmente
iIndividuale. Fragmentul A este translocat in
citoplasma prin porii din membrana
endosomei creati de fragmentul B.

v






Mecanismul de actiune al toxinei difterice | ®

Toxina hidrolizeaza NAD si transfera
fragmentul ADP-riboza format pe
factorul de elongare EF-2
(ADP-ribozilare), care nu mai asigura
translocarea peptidil-ARNt de la situsul
acceptor la situsul donor al ribosomului
eucariot. Rezulta stoparea ireversibila
a sintezel proteice.

O singura molecula este letala pentru
celula !



B subunit of DT binds to Protealyvlic cleavage af B unit
host cell receptor from the A subunit of DT

ACTION OF DIPHTHERIA TOXIN
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Diphtelia

A Inhibition of protein synthesis

(. diphtheriae)

Diphtheria toxin

Cell membrane

Cell
death

Prevents
Inactivates protein

elongation umm ,y- synthesis

factor-2 by ribosome




Toxina actioneaza la poarta de intrare si
difuzeaza in organism perturband
functionarea diferitor organe (in
special SNC, cord, rinichi,
suprarenale), cauzand distrofii.

Poate fi transformata in anatoxina,
utilizata in vaccinare.

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:

#a Direct pe cale aerogena (picaturi) sau contact cu

plagi contaminate
# Indirect (foarte rar) prin obiecte (jucarii,
carti), praf sau alimente contaminate
(lactate)
Perioada de incubatie — 2-4 zile.




La poarta de intrare bacteriile se multiplica
Si provoaca un focar inflamator local,
determinat de actiunea toxinei, care fiind
ulterior difuzata prin limfa si sange
provoaca starea de infoxicatie generala.

Focarul inflamator se localizeaza in faringe
(faringita, angina difterica), mai rar in
laringe (crupul difteric), nas, urechi,
conjunctiva, mucoasa organelor genitale,
plagi cutanate.




o Leziunile locale se caracterizeaza prin oo
inflamatie fibrinoasa. Exotoxina cauzeaza
necroza, dilatarea vaselor si cresterea
permeabilitatii, eliminarea fibrinogenului, care
coaguleaza cu formarea unei pseudomembrane
fibrinoase (amigdale, uvula, palatul moale,
faringe). Ea contine bacterii, hematii, PMN si
celule necrozate. Se detaseaza dificil, nu se
dizolva in apa, este reproductibila in situ in
cateva ore. Membrana are tendinta sa se extinda
(laringe, trahee) provocand asfixie.

« In cazuri necomplicate membrana este eliminata
in 5-10 zile.

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




Pseudomembrana difterica
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Diphterie pharyngee
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10 y/o b

severe diphtheria
conjunctivitis

pharyngeal membrane

bull neck

severe myocarditis

all vaccines contraindicated




Laryngite

diphterique ou
croup







Intoxicatia generala afecteaza SNC (disfagie, .
paralizii), sistemul cardio-vascular (miocardite),
suprarenalele (insuficienta a suprarenalelor),
rinichii (nefroza)

Tulpini de C.ulcerans pot produce toxina identica
cu cea difterica.

Diagnosticul de laborator al difteriei

Este URGENT!!!

Prelevate — in functie de forma clinica,
(membrana falsa, tampoane de la periferia
membranelor, tampoane cutanate, conjunctivale,
etc), respectand strict regulile de prelevare si
transport.




Metode de diagnostic 0o

Examenul microscopic (Gram, Loeffler,
Neisser, Albert), microscopia
imunofluorescenta
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Examenul bacteriologic (izolarea,
identificarea culturii pure).

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




.o L €St A 1mmuno-ditfusion:
souches productices de toxine
diphtérique




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.

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




Receptivitatea la difterie poate fi o
determinata prin:

#a Testul Schick (in vivo): i/dermic 0,1 ml
toxina difterica (1/40 DLM) — 48h

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

reactie-: lipsa eritemului (persoana imuna)
# RN in vitro/ RP
@ RHAI
A

Titrul antitoxinelor > 0,03 UA/ml — protector
Titru inferior 0,01 UA/ml — lipsa protectiei



Tratamentul difteriei

Seroterapie precoce (ser antitoxic
antidifteric, Ig). Neutralizeaza activitatea
toxinei, blocand fixarea ei pe receptori
celulari.

Antibioterapie (macrolide, tetracicline,
cloramfenicol, aminozide, beta-lactamine).
Asigura eradicarea germenilor.

Tratament simptomatic




Profilaxia specifica a difteriei .

Vaccinarea obligatorie cu anatoxina difterica a
copiilor conform calendarului de vaccinari. Exista
vaccinuri asociate: DT, DTP, HepB+D TP+Hib.

Vaccinarea primara cu DTP la 2-4-6 luni;
revaccinarea la 22-24 luni cu DTP; la 6-7 cu DT,
la 15-16 ani cu Td, revaccinarea adultilor cu Td
la fiecare 10 ani incepand cu varsta de 20 de ani.

Quinvaxem — pentavaccin (DTP-HepB-Hib)

Recent a fost obtinut un vaccin sintetic antidifteric.
Reprezinta un polipeptid antigenic situat la
jonctiunea fragmentelor A si B a toxinei difterice,
o molecula peptidica “purtatoare” si un adjuvant
sintetic.
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MICOBACTERIILE. MICROBIOLOGIA SI oo

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL | eo
TUBERCULOZEI

Familia Mycobacteriaceae

Genul Mycobacterium

Specii:

Responsabile de tuberculoza umana:

M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum, M.canetti
(“tuberculosis complex”) - cultivabile

Agentul leprei: M.leprae (strict umana,
necultivabila)

Micobacterii “atipice”, conditionat patogene:
M.avium-intracellulare, M.ulcerans, M.fortuitum,
M.kansasii, M.marinum, etc. Cauzeaza
micobacterioze la persoane imunocompromise

Micobacterii nepatogene: M.smegmatis, M.qgastri,
M.phlei




TABLE 27-

SPECIES

Mycobacterium
tuberculosis

M bovis

Bacillus Calmette-

Guérin
M kansasil
M scrofulaceum

M avium-
Intracellulare

M fortuitum
M marinum
M ulcerans

M leprae
M smegmatis

RESERVOIR
Human

Animals
Artificial cuture

Environmental
Environmental

Environmental,
birds
Environmental
Water, fish

Probably
environmental
tropical

Human

Human, external
urethral area

VIRULENCE
FOR
HUMANS

+H+

+H
&

+

-

RS

DISEASE
CAUSED

Tuberculosis

Tuberculosis
Local lesion

Tuberculosis-like

Usually
lymphadenitis

Tuberculosis-like

Local abscess
Skin granuloma

Severe skin
Ulceration

Leprosy

None

CHARACTERISTICS
CASE-TO-CASE
TRANSMISSION GROWTH RATE
Yes 5
Rare )

Very rare S
No )
No )
No )
No F
No )
No S
Yes NG

OPTIMUM
GROWTH

PIGMENT

TEMPERATURE PRODUCTION'

37

37
37

37
37

37

37
30
30

NG
37

Photochromogen

NG

SUBSTANTIAL
NIACIN
PRODUCTION

-

VIRULENCE
FOR GUINEA
PIGS’

-




Caracteristica generala a micobacteriilor: eceo

Bastonase G+ drepte sau usor incurbate, necapsulate, | 2¢°

asporogene, imobile.

o Particularitati - peretele celular este bogat in acizi
grasi cu catena lunga - acizi micolici si un complex
lipopolizaharidic - lipoarabinomanan (LAM), care se
extinde de la MCP pana la suprafata celulei. Acesti
compusi determina acido-alcoolorezistenta la
colorarea Ziehl-Neelsen.

LAM

Mycolic acids

Peptidoglycan

Cell membrane
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Caracterele morfobiologice ale | ¢::
M.tuberculosis

o 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
putfin sensibila la acizi, baze (se utilizeaza in
decontaminarea prelevatelor) sau detergenti si
foarte sensibila la solutia de alcool de 70°.

o Tulpina M.tuberculosis genotipurile Beijing si
Ural — foarte virulente, rezistente la preparate
antituberculoase




o Mycobacterium tuberculosis a fost cauzg 2
"Pestei Albe" in sec. 17 si 18 in Europa.

In aceasta perioada aproape 100% din
populafia Europei a fost infectata cu
M.tuberculosis si 25 % din adulti au
decedat.

o R. Koch descopera agentul tuberculozel la
24 martie 1882 (1905 - premiul Nobel in
medicina)

o Tuberculoza (TB) in prezent este prima
cauza de deces din lume dintre toate
infectiile bacteriene (3 min /an).
Aproximativ 1/3 din populatie este
iInfectata, anual apar peste 9 min cazuri
noi de tuberculoza.




RM incidenta TB:

1990 — 49 cazuri la 100.000 (2149);
2006 — 132 cazuri (5461 anual),
2013 — 106,4 (3788),

2014 — 95,6 (3399),

2015 — 83,9 (2981)

2016 — 70,2 (2829)

2017 — 66,2 (2663)

2018 — 86 (3500)



1761 de cazuri de imbolnavire cu tuberculoza.

In 2020 in Republica Moldova au fost inregistrate

In 2020, numarul total al bolnavilor de tuberculoza

a fost de 2337 de persoane.

Rata imbolnavirilor cu tuberculoza in Republica Moldova
raportata la 100 de mii de locuitori constituie 43.9
persoane.

In 2020 din cauza tuberculozei au decedat 208 locuitori
al Republicii Moldova.

Raioanele cu cea mai inalta rata a imbolnavirilor cu
tuberculoza sunt Ribnita, Dnestrovsk, Slobozia,
Soldanesti, Rezina, Nisporeni, Leova.

In 2020, au fost inregistrati 441 de bolnavi cu TB MDR.

Prevalenta TB MDR printre cazurile noi de tuberculoza
inregistrate in 2020 (9 luni) este de 24,9 %.






o Caractere morfotinctoriale Soe?

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

M. tuberculosis este o bacterie strict
aeroba, foarte exigenta la cultivare.
Toate mediile de izolare au la baza ou
coagulat. Mediul de referinta —
Lowenstein-Jensen (ou, glicerina,
asparagina, verde de briliant).

«Alte medii solide — Popescu (acid
glutamic in locul asparaginei), Finn
(glutamat de Na).



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

Coloniile de M.tuberculosis 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.







Medii de cultura lichide (mediul 7H9, Middlebrook
/H12, Sauton, etc).

Mediul Sauton contine saruri minerale, asparagina,
glicerina. M.tuberculosis creste in 8-10 zile sub
forma de voal. Este utilizat si pentru repicarea
tulpinilor de BCG.

o 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.tuberculosis si M.bovis hidrolizeaza ureea

M.tuberculosis produce acid nicotinic (niacina),
reduce nitratii in nitri{i. M.bovis nu manifesta
astfel de activitate.
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Factorii de patogenitate ai micobacteriilor °

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

Lipoarabinomananul — efecte similare LPZ din bacteriile
gramnegative

Cord-factorul (trehalose dimycolate) perturba respiratia in
mitocondrii si inhiba migratia PMN. Induce cultivarea in corzi
(cosite) a M.tuberculosis.

Ceara — stimuleaza raspunsul imun celular,
hipersensibilitatea tardiva

Proteina ESAT-6 (early secreted antigenic target) —
faciliteaza legarea bacteriilor de laminina din membrana
bazala a celulelor epiteliale alveolare, cauzeaza citoliza

1-tuberculosinyladenosine (1-TbAd) — nucleozid particular
cu rol de antacid. Secretat de M.tbc, acopera bacteria si
neutralizeaza pH din fagocite




*¥ tuberculosis : phagocytose
et survie mtra-macrophagique







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

* Impermeabilitate la colorare
* Rezistenfa la multe antibiotice
* Rezistenta la substante acide si alcaline

* Rezistenta la activitatea litica a
complementului
* Rezistenta la oxidare si supravietfuire in
interiorul macrofagelor

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

Proteinele reprezinta suportul imunitatii
celulare si al hipersensibilitatii tardive.




Patogeneza si formele clinice o
de tuberculoza

Sursa de infectie — omul bolnav cu TB
pulmonara bacilara (M.tuberculosis,
M.africanum) sau bovinele bolnave (M.bovis).
Un bolnav cu tuberculoza activa infecteaza
10-15 persoane anual.

Transmiterea se efectueaza pe cale aeriana
(picaturi, praf). Inhalarea a cel mult 10 bacterii
poate determina infectia. 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




Gouttelettes de Fllgge (1-5 bacilles / gouttelettes)
Q Toux = 3500 gouttelettes
Q Eternuement =» 20 a 40 000 gouttelettes

Caverne tuberculeuse, malade bacillifere
contagieux



Primoinfectia tuberculoasa si oo

tuberculoza latenta

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

Dupa contaminare (mai frecvent in copilarie),
bacteriile patrund in alveolele pulmonare (90%),
unde sunt captate de celulele dendritice si
macrofage in care se multiplica (bacterii
facultativ intracelulare). Urmeaza moartea
acestor celule cu fagocitarea lor de alte
macrofage recrutate. Procesul se repeta
determinand formarea unei leziuni inflamatoare
nespecifice.
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o Agentul tuberculozei determina
intarzierea dezvoltarii imunitatii dobandite
celulare.

o Prin intermediul celulelor dendritice M.tbc
ajunge in ganglionii limfatici regionali,
unde are loc activarea si diferentierea LT
naive in celule efectoare, care migreaza
in plamani, la nivelul leziunii pulmonare
initiale, contribuind la formarea
granulomului.




M. tuberculosis

M CD immature

8-12 jours

14-17 jours

LT - CO1 resteint



PHAGOCYTOSIS OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BY MACROPHAGES
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Astfel, peste cateva saptamani (4-12) se dezvolta
Imunitatea celulara si leziunea primara evolueaza
in leziune granulomatoasa. Sub actiunea unor
citokine secretate de limfocitele T (in special IFN
gamma, TNF) 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
Langhans. Sunt prezente si neutrofile, celule
dendritice, NK. Ele sunt inconjurate de limfocite si
fibroblaste. Acesta este granulomul tuberculos,
semn caracteristic primo-infectiel. Infectia se
extinde pe cale limfatica, cu afectarea ganglionilor
regionali.
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- Primoinfectia inaparenta. La cca 85-90%
leziunile se vindeca cu persistenta bacteriilor
Inactive sau cu autosterilizare. Nicio expresie
clinica sau radiologica.

#a Daca multiplicarea bacteriilor este masiva, in
leziunile tuberculoase se realizeaza o necroza
cazeoasa (tuberculom).

Frecvent are loc calcifierea tuberculomului (leziunea
este vizibila radiologic), cu autosterilizarea
spontana sau cu persistenta unor bacterii in
leziune. Bacteriile raman inactive, dar viabile timp
de mul{i ani. Aceasta stare este cunoscuta ca
infectie tuberculoasa latenta (90% din cazuri).

Consecintele primoinfectiei inaparente sau
latente: dezvoltarea imunitafii antituberculoase si
a sensibilizarii tuberculinice.
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Tuberculoza primara manifesta necomplicata. | ¢
Pacientii au febra, tuse, astenie, pierdere in
greutate, transpiratii nocturne, etc. Etapa
ganglionara poate fi depasita cu diseminari
hematogene si afectarea pleurei, meningelui,
maduvel 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
intr-un vas sangvin disemineaza infectia sistemic
(tuberculoza miliara). Starea generala este
alterata, cu febra, tuse, uneori hemoptizie.
Bolnavul este contagios, eliminand bacterii cu
spufta.
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Pathogenese de la tuberculose
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Tuberculose miliaire
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Caverne tuberculeuse
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Tuberculose primaire et post-primaire
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Symptoms of ::::‘
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Natural history of TB infection
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Tuberculoza secundara. Se manifesta in conditii
de scadere a reactivitatii imune, prin reinfectji
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,
nesterila. Hipersensibilitatea tardiva insoteste
Imunitatea celulara. Ac circulanti nu au rol
protector.




=gaberculose extra-pulmonaire
Mal de Pott
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Tuberculose rénale
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Infectia tuberculoas:i

000
Tuberculoza pulmonaris ¢

M.tbc prezenti in organism

M.thc prezenti in organﬁsm

Testul tuberculinic pozitiv

Testul tuberculinic pozitiv

Examen radiologic normal

Examenul radiologic
evidentiazi leziune

Frotiurile si culturile din
sputi sunt negative

Frotiurile si culturile din
sputi sunt pozitive

Fira simptome

Tuse, febri, scadere in
greutate

Necontagios

Frecvent contagios pani la
tratament

Nu este definit ca bolnav
de tuberculozi

Definit ca bolnav de
tuberculozi




Diagnosticul de laborator al tuberculozei .

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

« In caz de necesitate se efectueaza
omogenizarea /decontaminarea cu NaOH si
concentrarea (prin centrifugare) a prelevatelor.

Metode de diagnostic

1. Examenul microscopic — frotiuri colorate
Ziehl-Neelsen (bastonase purpurii izolate) sau
cu fluorocromi (auramina sau amestec
auramina+rodamina) - bastonase galbene pe
fond negru. Sensibilitatea — 10* bacili/mli
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2. Examenul bacteriologic clasic— izolarea culturij 8¢
pure pe mediile speciale, identificarea ei, testare
sensibilitatii la chimioterapice (prin metoda
dilutiilor in mediu solid — metoda concentratiilor
absolute). Rezultat peste 2-2,5 luni

Examenul bacteriologic rapid (sistemul BACTEC,
metoda MB/BacT). Rezultat pozitiv in 3-21 zile

Sunt utilizate medii lichide. Principiul metodei — se
apreciaza scaderea concentratiel oxigenului din
mediu odata cu multiplicarea micobacteriilor.
Lectura este automata.

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

4. PCR pentru detectarea rapida al ADN
micobacteriilor direct in prelevate. Permite
detectarea genelor de rezistenta la preparate
antituberculoase



Culture

Conventional

Solid media
Lowenstein-Jensen: egg-based
Middlebrook 7H 10 or 7H11: agar-based

Liquid media
Middlebrook 7H 12

Automated

Liquid media

More sophisticated equipment
Faster detection of growth
Higher sensitivity than solid media

Can also be used for drug-susceptibility testing

BACTEC 460 TB
MGIT

MGIT Incubator



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

Pe fata anterioara a antebrafului se injecteaza i/dermic
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

o 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).

o Reactia negativa exclude diagnosticul de tuberculoza
si indica receptivitatea individului la tuberculoza.
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o Interferon-y (interferon-gamma) release
assays (IGRAs).

o Se bazeaza pe capacitatea unor antigene
ale M. tuberculosis de a stimula producerea
IFN-y de catre gazda. Aceste Ag lipsesc la
alte micobacterii sau la tulpina vaccinanta
BCG, astfel poate fi depistata infectia
tuberculoasa latenta.

o Un test ELISA este utilizat pentru
cuantificarea interferonului.



Cellule dendritique

Mycobacterium tuberculosis

* Absents du BCG, mais présents chez M.
kaonsasii, M. szulgai, M. marinum, M. flovescens
et M. gastrii

Antigénes
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« In Moldova activeaza 59 de laboratoare de
microscopie a sputei pentru depistarea
Mycobacterium tuberculosis.

« In afara de aceasta, in Chisinau, Baltj,
Bender si Vorniceni functioneaza si
Laboratoare de Referinta in microbiologia
tuberculozei unde se efectueaza examene
microbiologice pentru depistarea rezistentei
la preparatele medicamentoase.



Tratamentul tuberculozel

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
tratamentuluil antituberculos

Din 2005 — Program National de Control si
Profilaxie a Tuberculozei



| MDR-TB IN CHILE AND ESTONIA
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i Chile. DOTS for more than 20 vears, efficient TB control

. Estonia. No DOTS, poor TE control

Source: CDS/CPE
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1. Chimioterapice care inhiba sinteza acizilor
micolici (Izoniazida, Pirazinamida,
Etambutolul, Etionamida) — de prima linie

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

3. Fluorochinolone — linia a doua
4. Antibiotice noi - Bedaquiline, Delamanid

Exigentele terapiei antituberculoase: a impiedica

selectia mutantilor rezistenti si a steriliza
definitiv focarul.

In acest scop se utilizeaza asocierea a 3-4
preparate pe o perioada de 6-12 luni.
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MDR-TB - tuberculoza multidrogrezistenta
(tulpini rezistente la Izoniazida si
Rifampicina)

XDR-TB - tuberculoza cu rezistenta extinsa
(tulpini rezistente la chimioterapice de
linia a 2)

OMS - 500.000 de cazuri noi de TB MDR pe an
79% din cazurile tuberculozei rezistente sunt
cauzate de tulpini XDR.

In RM prevalenta MDR-TB printre cazurile noi
a constituit in 2006 19,4%, 2015 - 26%,
2017 - 28%, 2018 - 29%

Rata de acoperire cu tratament:

2013 - 80,8%, 2014 - 82,6%, 2017 - 83%,
2018 - 87%
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Strategia OMS

« The WHO End TB Strategy, adopted by the World
Health Assembly in May 2014, is a blueprint for
countries to end the TB epidemic by driving down TB
deaths, incidence and eliminating catastrophic costs. It
outlines global impact targets to reduce TB deaths by
90%, to cut new cases by 80% between 2015 and
2030, and to ensure that no family is burdened with
catastrophic costs due to TB.

o ENnding the TB epidemic by 2030 is among the health
targets of the newly adopted Sustainable Development
Goals. WHO has gone one step further and set a 2035
target of 95% reduction in deaths and a 90% decline in
TB incidence — similar to current levels in low TB
Incidence countries today.




Profilaxia specifica ©

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

Vaccinul se administreaza i/dermic la varsta
de 2-5 zile de |la nastere.
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MICROBIOLOGIA SI 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)






B.pertussis — agentul cauzal al tusei convulsive oo
o 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)




o 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.

o 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- .




o Structura antigenica a B.pertussis este | e¢
complexa: exista Ag capsulare
polizaharidice, Ag proteice, Ag fimbrial
(hemaglutinina), Ag lipopolizaharidic.

o Factorii de patogenitate

1. Adezine:

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




# Aglutinogene. Proteine de suprafata
situate pe fimbrii. Participa |la atasarea
B.pertussis la celulele epiteliale.

#a Pertactina. Proteina a membranei
externe, permite fixarea pe membrana
celulelor eucariote

# Subunitatea B a toxinei pertusice.
determina adeziunea bacteriei la epiteliul
traheal si celule fagocitare.




2. Toxine

#a Toxina pertussis (citotoxina de tip A-B). Poate
fi fixata pe suprafata bacteriei sau secretata in
spatiul extracelular. Actioneaza asupra diferitor
celule eucariote, marind concentratia
intracelulara de AMP ciclic (fragmentul A este o
ADP ribosil transferaza). Provoaca
hiperlimfocitoza, sensibilizare la histamina,
hipersecretie de insulina, perturbarea activitatii
fagocitelor.

# Adenilat-ciclaza-hemolizina. Provoaca
hemoliza, perturba activitatea bactericida a
PMN, monocitelor si macrofagelor si
stimuleaza secretia sero-mucoasa a cailor
respiratorii.




# Toxina dermonecrotica. Se elibereaza in urma
lizei bacteriene. Determina inflamatie si necroza
locala.

#a Toxina citotraheala. Glicopeptid (fragmente de
peptidoglican) care inhiba sinteza ADN, provocand
distrugerea celulelor epiteliale ciliate. Stimuleaza
eliminarea IL-1, cauzand febra.

# Endotoxina

Patogeneza tusei convulsive

Sursa de infectie — omul bolnav, in special in perioada
de debut al balii.

Mecanismul de transmitere — aerogen, prin picaturi
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B.pertussis manifesta tropism pentru mucoasa 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.
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Un stimul puternic poate stinge dominanta, cu

I1.

1.

IV.

atenuarea tusei. Focarul este foarte stabil,
persista si dupa disparifia bacteriei din
organism.

In evolutia tusei convulsive se disting 4 stadii

(perioade):
Perioada de incubatie (3-15 zile)

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

Perioada convulsiva (paroxistica). Accese
de tuse spasmodica, epuizanta, asociata cu
cianoza, voma, convulsii. (2-4 saptamani)

Perioada de convalescenta (2-4 saptamani)






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

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



Diagnosticul de laborator o
al tusei convulsive

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

Metode de diagnostic

1. RIF

2. Examenul bacteriologic (insamantare cu tamponul
sau prin tehnica “placilor tusite™)

3. Tehnnici de biologie moleculara (PCR)

4. Examenul serologic (RA, ELISA). Reactiile se
pozitiveaza din saptamana a |l a 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.




Tratamentul tusei convulsive

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

Imunoglobulina umana antipertussis

Profilaxia specifica
# Imunizarea artificiala obligatorie:

1. Vaccinul ADTP. Componentul antipertusic este reprezentat de
o suspensie de bordetele de faza |, adsorbite pe adjuvant.

2. Vaccinul acelular contine unele componente bacteriene

(anatoxina pertussis, hemaglutinina filamentoasa). Este mai
bine tolerat, dar mai putin eficace.

3. Vaccinul multicomponent acelular confine anatoxina

pertussis, hemaglutinina filamentoasa, pertactina si 2 tipuri
de fimbrii

- Imunoglobulina umana antipertussis



