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Coci gram pozitivi, aerobi

GENUL STAPHYLOCOCCUS

DEFINITIE. INCADRARE

Germenii din genul Staphylococcus sunt coci Gram-pozitivi, dispusi in
gramezi neregulate, aerobi facultativ anaerobi, imobili, nesporulati, catalazo-

pozitivi.

Grupe de interes medical:
- Stafilococi coagulazo-pozitivi
o Staphylococcus aureus
- Stafilococi coagulazo-negativi:
0 Grupul Staphylococcus epidermidis cu speciile:

S.epidermidis sensu stricto
S.auricularis

S.capitis

S.hominis

S.lugdunensis
S.haemolyticus

S.warneri etc.

o0 Grupul S. saprophyticus cu speciile:

S.saprophyticus
S.xylosus
S.cohnii

0 Grupul S. intermedius cu speciile:

S.scheleiferi etc.

0 Grupul Staphylococcus simulans cu speciile:

S.simulans etc.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Staphylococcus aureus

Colonizeaza narile si colonul de unde poate contamina tegumentul. Exista
starea de purtatori sanatosi de Staphylococcus aureus fiind Tntalnit mai ales
portajul nazal, in proportie de 10-40% in colectivitati si pana la 40-70% in spital.
Rezervorul principal de este reprezentat de mamifere si pasari care contamineaza
mediul. Suportul material al transmiterii este reprezentat de sol, nisip marin, apa
de mare si apa dulce, plante, fructe, alimente, imbracaminte, mobilier, covoare,
praful si aerul din incaperi.



Stafilococii coagulazo-negativi

Colonizeaza narile si tegumentul, componenti ai florei cutanate normale
care se constituie Tn bariera de aparare antimicrobiana. Stafilococii coagulazo-
negativi sunt un rezervor de plasmide de rezistenta (plasmide R) transferabile la
S. aureus si la alti coci Gram pozitivi.

S.epidermidis este ominiprezent pe tegumente in timp ce ceilalti SCN au
tropism pentru anumite biotopuri:

- S.capitis pentru scalp si conductul auditiv extern;

- S.auricularis pentru conductul auditiv extern;

- S.hominis pentru zona axilara, inghinala, membre, talpi.

Caractere morfotintoriale

Stafilococii sunt coci Gram-pozitivi, nesporulati, necapsulati. Pe frotiu
efectuat din cultura pe mediu solid stafilococii apar dispusi in gramezi neregulate
asemanatoare cu ciorchinii de strugure. Pe frotiul efectuat din cultura in mediu
lichid sau din produs patologic stafilococii sunt dispusi extracelular, in lanturi
scurte, perechi sau coci izolati.

Caractere de cultur a

Sunt germeni nepretentiosi care pot fi cultivati pe medii nutritive simple, pe
medii complexe ca si pe medii hiperclorurate (Chapman). Mediile se incubeaza
timp de 18-24 ore, la temperatura de 35-37°C, in aerobioza.

Creste sub forma de colonii ,S” pe medii solide; in medii lichide produce
tulburare uniforma cu depozit moderat la fundul tubului.

Stafilococii produc pigment nedifuzibil, care coloreaza doar colonia
bacteriana nu si mediul de cultura, de culoare galben-auriu (S.aureus), alba
(S.epidermidis) sau galben-citrin (S.saprophyticus). Pigmentogeneza (caracter
variabil) este mai intensa la temperatura camerei gi in prezenta oxigenului.

Pe mediile cu sange apare hemoliza beta (datoratd hemolizinei alfa) sau
.cald-rece” (datorata hemolizinei beta).

Caractere biochimice si de metabolism

Sunt germeni catalazo-pozitivi, oxidazo-negativi. Fermenteaza glucoza,
manitolul, lactoza, zaharoza etc. cu producere de acid. Hidrolizeaza proteinele
animale native: hemoglobina, fibrina, cazeina, gelatina etc., descompun
fosfolipoproteinele.

Rezisten ta fata de factorii fizici, chimici, biologici

Stafilococii sunt rezistenti fatd de conditile din mediul extern. Rezista in
culturi, la frigider cateva luni; Tn puroi uscat-2-3 luni. Sunt relativ rezistenti la
antiseptice si dezinfectante (30’ la alcool 70°; 10’ la fenol 2%), la radiatii gamma, la
actiunea colorantilor (violet de gentiana, fuxina acida, verde malachit etc.). Pot fi
distrusi in 60 minute la temperatura de 60°C, sunt sensibili la bacteriofagi, la
radiatiile UV.

Urmatoarele produse au efect bacteriostatic asupra tulpinilor de stafilococ:
suc de laméie, mar, ananas, caise, piersici, ciocolata, cacao.

Stafilococii sunt DEOSEBIT DE REZISTENTI LA ANTIBIOTICE !l! Peste
95% din stafilococi sunt rezistenti la penicilina. Tulpinile de stafilococi rezistente la
meticilind (oxacilind) sunt tulpini polirezistente exteriorizand rezistenta
concomitenta fata de cefalosporine, eritromicing, clindamicina. Sunt inca sensibili



la vancomicina desi in unele tari (Franta) au fost semnalate deja tulpini rezistente
si fata de acest antibiotic de rezerva.

Structura antigenic a:
Structuri antigenice legate de corpul celular:

1. Capsula, alcatuita din acid glucozaminuronic, prezenta la S. aureus, mai
ales ,in vivo”; este un caracter genotipic fapt sustinut de faptul ca tulpina
incapsulatd da nastere spontan la variante necapsulate. Confera o mai mare
rezistenta tulpinilor producatoare prin asigurarea protectiei fata de fagocitoza.

2. Polizaharidul A care este acid teichoic, prezent la Staphylococcus
aureus, induce formarea de anticorpi iar dupa infectii repetate este responsabil de
reactiile de sensibilizare. Este de asemenea receptor pentru bacteriofagi.

3. Polizaharidul B, tot acid teichoic, a fost identificat la S. epidermidis;

4. Proteina A (proteina Cowan), prezenta la toate tulpinile de
Staphylococcus aureus, este imunogena inducand producerea de anticorpi
specifici. Interactioneaza nespecific cu portiunea Fc a Ilg G cauzand:

» anafilaxie locala si sistemica la animale;

 reactii urticariene la om;

* activarea complementului urmata de generarea de factori
chemotactici;

» inhibarea activitatii opsonizante a anticorpilor;

» proliferarea limfocitelor B umane etc.

5. Factor de agregare (clumping factor): este coagulaza legata pe suprafata
celulei bacteriene (receptor pentru fibrinogen). Este prezent la tulpinile de
Staphylococcus aureus necapsulate si fixeaza fibrinogenul determinéand
aglutinarea cocilor.

6. Adezinele: proteine de suprafatd specifice: receptori pentru laminina,
fibronectina, colagen cu rol in :

» fixarea pe proteinele matriciale ale celulei-gazda;
* invazia tesuturilor
» rezistenta la fagocitoza

Structuri antigenice extracelulare:

1. Exoproteine: sunt proteine accesorii, imunogene, sintetizate pe medii la
sfarsit de faza exponentiald/inceput de faza stationara. Tn tesut pot fi sintetizate pe
tot parcursul fazei exponentiale.

2. Coagulaza libera este o proteina extracelulara cu rol de enzima care
coaguleaza plasma citratatda (formeaza cu protrombina complexul numit
stafilotrombind). Contribuie la localizarea gi persistenta infectiei prin crearea unui
strat protector de fibrind in jurul stafilococilor, strat care 1i protejeaza fata de
fagocite. De asemenea coagulaza libera intervine in formarea trombilor cauzatori
de tromboflebita supurata.

3. Hidrolaze:

- Stafilokinaza — produsa prin conversie lizogenica, lizeaza cheagul
de fibrina convertind plasminogenul in plasmina.
- Nucleaza — are activitate endo- si exonucleazica asupra ADN si

ARN;

- Hialuronidaza — hidrolizeaza mucopolizaharidele tisulare ceea ce
imprima caracterul de invazivitate tulpinilor producatoare.



- Lizostafina — enzima produsa de Staphylococcus simulans.

4. Lipaze — contribuie la supravietuirea stafilococului la nivelul dermului. Au
rol important in mecanismul de producere al furunculelor.

5. Hemolizine: stafilococul produce 4 tipuri de hemolizine care difera prin
mecanismul lor de actiune si prin specificitatea actiunii asupra hematiilor de
diferite proveniente. In patologia umana sunt mai frecvent implicate hemolizinele a
si 0.

* a- hemolizina (a-toxina) este responsabila de hemoliza beta
de pe mediul cu sange. Este principala hemolizina secretata de Staphylococcus
aureus si principalul factor de patogenitate al acestei specii bacteriene. Are
afinitate pentru hematiile de iepure, dar nu si pentru cele umane. Are ca receptor
celular specific o sialglicoproteina legarea a-toxinei de acestia fiind urmata de
producerea porilor membranari responsabili de liza celulei. Produce spasme ale
muschilor netezi vasculari, administrarea intravenoasa este urmata de decesul
animalului de laborator iar inocularea intradermica determina dermonecroza. Are
rol Tn generalizarea infectiilor stafilococice si aparitia bacteriemiei, respectiv a
septicemiei.

* B-hemolizina (sfingomielinaza): este produsa de 10-20% din
stafilococii umani. Fiind o sfingomielinaza actiunea asupra hematiilor depinde de
concentratia acestora in sfingomielina. Este deci activa pe hematiile de oaie, bou,
om, cobai pe care le lizeaza. Pe mediu cu sé&nge este responsabila de hemoliza
de tip ,cald-rece”. Are actiune citotoxica pentru culturi de celule, leucocite,
macrofage iar pentru animalele de laborator este toxica in doze mari.

* y-hemolizina este de natura proteica, lizeaza hematiile de
iepure, om, oaie neavand efect asupra hematiilor de cal sau de pasare. Actiunea
ei este inhibata de colesterol si lipide, iar pe mediul de cultura, de agar si de
polimeri sulfati.

* 0-hemolizina este o hemolizind produsa de majoritatea
tulpinilor de Staphylococcus aureus. Mai este secretata de S.epidermidis si de
S.lugdunensis. Are efect citopatic pe leucocite si in culturi de celule, asigura
supravietuirea intrafagocitara gi are actiune dermonecrotica.

6. Exotoxine pirogene: sunt toxine cu activitati patogene cum ar fi:

» efecte imunosupresoare

» efect mitogen la nivelul limfocitelor T supresoare

» cresc toxicitatea endotoxinelor germenilor Gram negativi

» au efect piretogen prin stimularea producerii de interleukina 1.
Tn categoria exotoxinelor piretogene sunt incluse:

» enterotoxinele stafilococice elaborate de aproximativ
50%-90% din tulpinile de Staphylococcus aureus. Se cunosc in prezent 7 tipuri
serologice de enterotoxine (A, B, C1, C2, C3, D, E), o tulpina de Staphylococcus
aureus putand produce una sau mai multe tipuri de enterotoxina. Mai frecvent
implicate in patologia umana sunt enterotoxinele A si D, iar enterotoxina B
intervine, probabil, in patogenia sindromului socului toxic stafilococic si a
enterocolitei stafilococice post-antibioterapie. Sunt rezistente la actiunea sucurilor
digestive si la temperatura de fierbere.

» Toxina sindromului socului toxic (TSST-1) elaborata de
15% din tulpini.

» exotoxine piretogene A si B produse de un numar mai
mic de tulpini.



7. Leucocidina: are actiune citoliticd numai asupra polimorfonuclearelor si
macrofagelor de om si iepure, inhiba chemotactismul leucocitelor. Este elaborata
de 2% dintre tulpinile de stafilococ si de majoritatea tulpinilor de Staphylococcus
aureus implicate in infectii dermonecrotice. Este alcatuita din 2 componente:
componenta F si S. Confera tulpinilor producatoare rezistenta la fagocitoza.

8. Exfoliatina (toxina epidermolitica) este o proteina termolabila, sensibila la
pH-ul acid, produsa de 5% din tulpinile de Staphylococcus aureus. Se prezinta sub
forma a 2 variante antigenice: ETB codificata de un plasmid si ETA codificata
cromozomial. Actioneaza la distanta de focarul infectios si sunt cauza ,sindromului
pielii oparite”.

Raspuns imun

Imunitatea este asigurata de anticorpi antistafilococici specifici formati fata
de produsii extracelulari si fatd de antigenele legate de corpul bacterian. Titrul
anticorpilor este scazut si lipseste corelatia intre cantitatea de anticorpi din ser si
starea de imunitate sau receptivitate a organismului. Titrul de anticorpi nu
influenteaza evolutia spre vindecare a pacientului. Dintre persoanele vaccinate cu
vaccin anti-stafilococic (anatoxina, vaccin polivalent, autovaccin) doar 50%
dezvolta o rezistenta imuna specifica.

Caractere de patogenitate

Stafilococii aurii sunt patogeni prin virulenta si/sau toxinogeneza elementele
de natura antigenica legate sau nu de corpul bacterian, amintite anterior,
constituind de fapt si factori de patogenitate ai germenului.

Adezina de suprafata a tulpinilor de S.saprophyticus este o lactozamina
care se leagd de un receptor oligozaharidic aflat pe suprafata celulelor
uroepiteliale.

S.epidermidis, cauza principald a infectilor de proteza isi datoreaza
afinitatea fatd de materialul din care sunt confectionate aceste proteze urmatorilor
factori:

- comensal al tegumentelor, mucoaselor si al diferitelor cavitati
este prezent Tn cantitate mare n aceste biotopuri, ceea ce faciliteaza
contaminarea materialului protetic;

- tulpinile izolate din infectii produc o microcapsula polizaharidica
numita ,slime” care favorizeaza aderarea S.epidermidis la suprafata implantului. Tn
acest ,slime” se formeaza microcolonii cu crestere lentd, aparate de actiunea
antibioticelor si cu atat mai mult de cea a macrofagelor;

- poseda adezine de suprafata capabile sa formeze legaturi
covalente cu fibronectina cu care organismul uman imbraca suprafata implantului
(biofilm).

PROCESUL INFECTIOS STAFILOCOCIC

Stafilococul auriu  este implicat mai frecvent in infectii ale tegumentelor gi
mucoaselor cu potential de generalizare si cu formare de puroi (infectii
supurative). Datorita prezentei unor adezine, a acidului lipoteichoic si a proteinei A
stafilococul auriu adera la mucoase, epitelii, endotelii dupa care se multiplica,
elaboreaza si elibereaza enzimele gi/sau toxinele amintite anterior, cu aparitia
unor sindroame caracteristice.



Stafilococul auriu, germen oportunist, poate deveni patogen fie prin
multiplicare si invazivitate cauzand procese infectioase de tip invaziv, fie prin
multiplicare si toxigenitate cauzand toxiinfectii.

PROCES INFECTIOS DE TIP INVAZIV:

Foliculita — infectia foliculului pilos;

Furuncul — abces 1n jurul foliculului pilos;

Carbuncul (furuncul antracoid) — extinderea infectiei la mai multe unitati
pilosebacee si la tesutul celular subcutanat;

Hidrosadenitd — infectia glandei sudoripare;

Panarifiu — infectie peri- sau subunghiala;

Mastitd — infectia glandei mamare;

Impetigo — infectie a epidermei, mai ales la copii mici, localizata pe fata sau
pe membre;

Infectii ale plagilor chirurgicale, muscate, taiate;

Angina stafilococica ce se poate complica cu otite, mastoidite, sinusite etc.;

Infectii urinare, uretrita, cistita, pielonefrita;

Anexite, infectii uterine post-abortum;

Bacteriemie, septicemie, focare septicemice metastatice — aparute in urma
diseminarii de la nivelul focarului de infectie primar cu constituirea de metastaze
septicemice viscerale:

* pulmonar — pleurezie, pneumonie;

e renal;

* 0S0s, articular - osteomielita, artrite septice;

* meningo-cerebral;

» aparat cardio-vascular
» endocard — endocardita stafilococica (mortalitate 50%);
» pericard, endoteliu vascular.

Deosebit de periculoasa este infectia stafilococica cu localizare naso-
geniana (stafilococia maligna a fetei) din cauza riscului de aparitie a tromboflebitei
faciale cu extindere endocraniana prin intermediul sinusului cavernos;

TOXIINFECTII DE ETIOLOGIE STAFILOCOCICA

Toxiinfectia alimentarad stafilococicd. Se datoreaza ingestiei enterotoxinei
termorezistente (rezista 30 minute la 100°C) elaborata in aliment de tulpini
enterotoxigene de Staphylococcus aureus. Este suficienta o cantitate foarte mica
de enterotoxina pentru a declansa simptomele. Sursa de stafilococ o reprezinta
omul (furuncul, sinusita, rar portaj asimptomatic) si animalul cu mastita,
furunculoza. Alimentele mai frecvent incriminate sunt: lactate, carne, oua, peste,
produse de patiserie, maioneze etc. Debutul este brusc, dupa o latenta de 1-3 ore
(3-6 ore), fara febra, cu colici abdominale, greturi, varsaturi, diaree apoasa.
Refacerea este spontana si completa in 1-2 zile prin eliminarea toxinei din
organism.

Leziuni de naturd toxica cutanate:

,sindromul pielii oparite stafilococice”, cunoscut si sub
denumirea de boala exfoliativa generalizata (boala Ritter), este necroza de origine
toxica (toxina exfoliativa) a epidermului. Apare initial eritem perioral care se
extinde apoi la tot corpul. Aparitia bulelor mari cu lichid clar este urmata de



ruperea straturilor superficiale ale epidermei. Vindecarea are loc la intervale de 10
zile de la aparitia anticorpilor protectori.

- Impetigo bulos este forma localizata a bolii Ritter.

- Sindrom de soc toxic stafilococic (STTS): hipertermie, hipotensiune,
varsaturi, diaree, mialgii, conjunctivita, insuficienta hepatica gi renald acuta, rash
scarlatiniform, descuamarea tegumentelor palmare si plantare, stare de soc. Initial
aparitia acestui sindrom a fost legata de utilizarea tampoanelor intravaginale ca
mai apoi sa se identifice si dupa infectii ale plagilor chirurgicale, dupa osteomielite,
abcese, pneumonii stafilococice postgripale etc.

Stafilococii coagulaz & negativi (SCN) sunt patogeni oportunisti, caracter
aparut in decursul ultimelor decenii ca urmare a utilizarii pe scara larga a unui
numar tot mai mare de proceduri medicale invazive (sonde, catetere) si a
insertiilor protetice (valve cardiace, proteze vasculare, proteze articulare etc.).

Unele tulpini de SCN au capacitatea de a forma un biofilm (microcolonii i
glicocalix) pe suprafata electronegativa a corpilor straini, factor de patogenitate
care favorizeaza dezvoltarea infectiei cu aceste microorganisme.

S.epidermidis are cel mai nalt potential patogen dintre SCN fiind agentul
etiologic major al infectiilor nosocomiale. A fost izolat de la pacienti cu bacteriemie,
mediastinita, infectii articulare, infectii urinare, cistite, uretrite, pielonefrite etc. Este
un germen periculos pentru pacientii din sectiile de chirurgie cardio-vasculara,
dializa, nou-nascuti, ortopedie pe de o parte prin infectiile de pace-maker, de grefa
vasculara, de valve protezate, ale protezelor articulare etc. gi prin spectrul de
rezistenta fata de antibiotice pe de alta parte.

S.saprophyticus este frecvent agent etiologic al infectiilor de tract urinar la
femei tinere, uretritelor negonococice, prostatitelor, infectilor de plaga,
septicemiilor.

S.haemolyticus poate cauza endocardite, septicemii, peritonite, infectii de
tract urinar, de plaga chirurgicald, infectii ale oaselor gi articulatiilor.

S.lugdunensis colonizeaza cateterele, tuburile de dren cauzand endocardite
pe proteze valvulare sau chiar pe valve indemne, septicemii, infectii ale protezelor
vasculare, infectii cutanate si ale plagilor, abcese cerebrale, peritonite etc.

S.schleiferi colonizeaza cateterele, tuburile de dren cauzand empiem
cerebral, bacteriemie, infectii de cateter, infectii de plaga etc.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsul de examinat variaza in raport cu sindromul clinic: puroi, sputa,
materii fecale, probe de alimente, sédnge, urina etc. Din prelevatele necontaminate
se realizeaza frotiuri colorate Gram si examinate la microscopul optic.

Izolarea stafilococului se face pe geloza-sange, sau pe mediul hiperclorurat
pentru produsele intens contaminate. La baza identificarii izolatelor stau
caracterele morfo-tinctoriale, de cultura, a testului catalazei si coagulazei.

Pentru investigatii epidemiologice este necesara efectuarea lizotipiei.

TRATAMENT

in infectiile minore nu este necesara antibioterapia sistemica fiind suficient
drenajul chirurgical al leziunii, aplicatii topice cu acid fusidic, bacitracina etc.

Pentru purtatorii asimptomatici de Staphylococcus aureus care lucreaza in
domeniul sanitar, de alimentatie, In colectivitati de copii este indicata aplicarea n



cavitatea nazala anterioara a pomezilor antistafilococice de tipul MUPIROCIN
pentru a preintampina raspandirea stafilococului patogen in anturajul lor.

In infectiile severe este necesara antibioterapia condusa dupa antibiograma
cu doze mari de antibiotic pentru a asigura concentratia bactericida a antibioticului
n focar Tnaintea selectarii de clone rezistente.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Rezervorul de infectie este constituit de omul bolnav sau de purtatorul
sanatos de Staphylococcus aureus.

Transmiterea se realizeaza:

- Direct — prin picaturi nazo-faringiene;

- Indirect — prin aer, praf, obiecte, mana, insecte.

Poate patrunde in organism pe orice cale, in functie de poarta de intrare
constituindu-se si patologia specifica.

Profilaxia:

- Generala — masuri de stricta asepsie, antisepsie, igiena individuala,
aplicarea masurilor de decontaminare, dezinfectie si sterilizare in unitatile sanitare.

- Speciala — eradicarea portajului nazal de Staphylococcus aureus a
personalului sanitar gi a pacientilor spitalizati, cu precadere in sectiile de risc:
terapie intensiva, chirurgie cardiovasculara, sali de operatie, de pansamente etc.

- Specificda — imunizarea activa cu anatoxina stafilococica, vaccin
antistafilococic polivalent, autovaccin ce confera un anumit grad de protectie la
aproximativ 50% din cei imunizati.

GENUL STREPTOCOCCUS

DEFINITIE. INCADRARE. CLASIFICARE

Streptococii sunt coci sferici, pretentiogi nutritiv, Gram-pozitivi, care
formeaza perechi sau lanturi in cursul diviziunii celulare. Sunt imobili gi
nesporulati, unele specii au capsula. Cresc bine la presiuni reduse ale oxigenului,
unele specii chiar in prezenta de 5% CO,. Sunt catalaza si oxidaza negativi,
majoritatea sunt hemolitici. Descompun glucoza cu formare de acid lactic si fara
eliberare de gaz.

Clasificarea familiei Streptococcaceae a suferit numeroase si repetate
remanieri in special dupa aplicarea metodelor de biologie moleculara.

Clasificarea streptococilor se poate face pe baza mai multor criterii:

a) morfologia coloniilor si .hemoliza produsa pe agar sange;

b) specificitatea serologica a substantelor specifice de grup si de tip;

c) reactiile biochimice;

d) rezistenta la factori fizici gi chimici;

e) diferite caracteristici ecologice.

In activitatea curenta se impune utilizarea a 2 criterii de clasificare: aspectul
hemolizei pe agar-sange si clasificarea antigenica Lancefield. O viziune



comprehensiva asupra streptococilor este obtinuta prin coroborarea datelor
referitoare la aspectul hemolizei, caracteristicile antigenice Lancefield si aspectele
filogenetice intragen.

Dupa aspectul hemolizei pe geloza sange streptococii se clasifica in
urmatoarele categorii:

1. streptococi B-hemolitici: zona clara de hemoliza completa in jurul
coloniei, aparuta ca efect al actiunii hemolizinelor produse de germen;

2. streptococi a-hemolitici: zona de hemoliza verzuie, incompleta
datorata producerii de peroxid de hidrogen;

3. streptococi a’: zona de hemoliza alfa Tnconjurata de o zona ingusta
de beta-hemoliza;

4. streptococi nehemolitici.

Clasificarea antigenic a a fost introdusa de Rebecca Lancefield (1933) si
are drept criteriu de clasificare prezenta polizaharidului C in peretele celular. Acest
polizaharid este un antigen cu specificitate de grup fiind prezent la toate grupele
de streptococi cu exceptia grupei D la care este inlocuit cu acid glicerol-teichoic.

Conform clasificarii Lancefield streptococii se impart in urmatoarele
categorii:

1. streptococi grupabili incadrati in 20 grupe serologice notate cu A — H
siK—-W;

2. streptococi negrupabili, care nu au antigenul de grup, unde se
incadreaza Streptococcus pneumoniae si majoritatea streptococilor comensali ai
mucoasei oro-faringiene si bucale.

Tn raport cu patogenitatea streptococii se Tmpart in:

1. streptococi patogeni

2. streptococi conditionat sau accidental patogeni.

Un alt criteriu de clasificare al streptococilor este cel filogenetic realizat pe
baza analizelor efectuate prin metode ale biologiei moleculare, conform caruia s-
au conturat 6 grupari de specii in cadrul genului Streptococcus. Amintim n cadrul
acestor grupuri filogenetice doar speciile cu implicatii Tn patologia umana:

I. Grupul piogenic

1. S. pyogenes.

Este singura specie a grupului Lancefield A. Cei mai multi streptococi care
contin antigenul de grup A sunt streptococi piogeni care au ca habitat organismul
uman si care de obicei sunt sensibili la bacitracina. Sunt beta-hemolitici (produc n
mod caracteristic zone largi de hemoliza clara in jurul unor colonii punctiforme).
Starea de portaj naso-faringian este prezenta la 10-30% din oameni. Streptococul
piogen este principalul patogen uman asociat cu invazia locala sau sistemica si cu
dezordini imunologice poststreptococice. A fost izolat ca agent etiologic al unor
afectiuni grave:

- infectii respiratorii: faringite, angine;

- infectii tequmentare: erizipel, impetigo;

- infectii ale tesuturilor moi: fasceite necrozante, celulite;

- febra puerperala;

- scarlating;

- sindrom de soc toxic;

- complicatii supurative prin popagarea infectiei;

- complicatii non-supurative: febra reumatica, glomerulonefrita acuta, coree,
eritem nodos.



2. S. agalactiae.

Apartine grupului B Lancefield. Au ca habitat organismul bovinelor, carora
le cauzeaza mastita, si al omului. Sunt membri ai florei normale din tractul genital
feminin (1-40% dintre femei) fiind posibil si portajul faringian (12%) sau intestinal.
Reprezinta o cauza importanta de pneumonie, sepsis si meningita aparute la nou-
nascuti. La adulti au fost implicati Tn infectii post-partum, infectii ale tegumentului,
tesuturilor moi, osteomielite aparute la adulti cu imunodeficiente (diabet,
neoplasme, infectie HIV/SIDA). Sunt considerati beta-hemolitici desi produc de
fapt o ' hemoliza tradusa prin zone de hemoliza care sunt doar putin mai extinse
decéat coloniile (1-2 mm Tin diametru). Unele tulpini sunt chiar nehemolitice.
Streptococii de grup B hidrolizeaza hipuratul de sodiu gi dau o reactie pozitiva in
testul CAMP.

3.Streptococi grupele C, G.

Streptococcus equi (cai, magari), Streptococcus dysgalactiae (porci,
bovine, om), Streptococcus canis (variate animale), produc hemoliza beta pe
mediul cu sange, pot cauza angine, infectii grave ale pielii si tesuturilor moi,
pneumonii, bacteriemii, meningite, endocardite, artrite septice desi implicarea lor
etiologica n afectiuni umane este inca neclara.

Streptococcus porcinus (porc), specie cu testul CAMP pozitiv, beta-
hemolitica, a fost izolat rar in infectii umane din sfera genitala.

Sunt identificati prin reactii cu antiser specific pentru grupele C sau G.

Il. Grupul anginosus

Cuprinde specii care au ca habitat organismul uman: Streptococcus
anginosus (grup G, C, A), Streptococcus constellatus (grup C), Streptococcus
intermedius (grup G). Coloniile sunt mici, pulverulente, inconjurate de zona
Tngusta de hemoliza a sau B. Fac parte din microbiota orala, intestinala, genitala.
Determina infectii purulente ale cavitatii bucale, tractului digestiv gi genito-urinar,
ale cailor respiratorii superioare, tegumentului, tesuturilor moi si osului.
Streptococcus anginosus de grup C a fost izolat ca agent etiologic al faringitelor.

[1l. Grupul mitis

Reuneste specii rezidente ale cavitatii bucale si oro-faringiene ale omului,
cunoscute si sub numele generic de ,streptococi viridans” pentru ca sunt a
hemolitice: Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus sanguis etc. Prin leziuni ale mucoasei bucale (ex: extractii dentare)
patrund Tn sange cauzand endocardita subacuta la pacienti cu leziuni ale
endocardului valvular sau cu disfunctii ale dinamicii sanguine cardiace. Rareori pot
cauza meningita, pneumonie, septicemie.

Tot Tn grupul mitis este incadrat si Streptococcus pneumoniae
Pneumococii sunt alfa-hemolitici, cresterea lor este inhibata de optochina si
coloniile sunt distruse de bila si saruri biliare. Pentru a-i marca semnificatia clinica
vom trata separat aceasta specie de streptococ.

IV. Grupul salivarius

Cuprinde Streptococcus salivarius i Streptococcus vestibularis, specii
rezidente ale cavitatii bucale si oro-faringelui, accidental patogene, cu implicatii
clinice asemanatoare cu cele ale streptococilor viridans.



V. Grupul bovis

Are in componenta 3 specii gazduite Tn microbiota intestinala a animalelor
dintre care S.bovis prezinta interes medical. S.bovis este izolat de la bovine,
ovine, porci, caini, porumbei de la care se poate transmite accidental la om. Face
parte din streptococii de grup D. Apartine florei normale a colonului. Ocazional
produce endocardita subacuta sau bacteriemie la pacientii cu leziuni ale colonului.
Sunt nonhemolitici, PYR-negativi i dau o reactie pozitiva la bila-esculina.

VI. Grupul mutans

Reuneste specii care au ca habitat omul si unele animale (hamsteri,
sobolani, maimute). Importantd in patologia umana au speciile Streptococcus
mutans si Streptococcus sobrinus, rezidente Tn gura, implicate in formarea placii
dentare si in cariogeneza. Sunt izolate rar de la pacienti cu endocardita subacuta.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Sunt larg raspanditi in natura, gazduiti de om si diverse animale. Unii fac
parte din microbiota indigena a tractului respirator, digestiv gi genital; altii sunt
asociati cu afectiuni umane importante datorate partial infectiei streptococice si
partial raspunsului imun al gazdei.

Caractere morfotinctoriale

Streptococii sunt coci gram-pozitivi, sferici sau ovoidali, cu diametrul de
circa 1uym. Se divid intr-un plan perpendicular pe axa lor lunga gi sunt aranjati in
lanturi a caror lungime variaza si este conditionata de factori de mediu.

Unii streptococi elaboreaza o capsula polizaharidica comparabila cu cea
pneumococica. Cele mai multe tulpini din speciile de grup A, B si C produc
capsule din acid hialuronic. Capsulele sunt mai evidente in culturile tinere si
Tmpiedica fagocitoza. Pilii streptococici sunt acoperiti de acid lipoteichoic gi au rol
n aderenta.

Caractere de cultur a

Cei mai multi streptococi cresc pe medii solide gi formeaza colonii mici, cu
diametrul de 1-2 mm. Streptococul piogen beta-hemolitic de grup A, formeaza
colonii punctiforme.

Tulpinile necapsulate formeaza colonii S (,glossy”), mici, rotunde, opace,
stralucitoare.

Speciile care produc material capsular deseori dau nastere coloniilor
mucoide (de tip M), rotunde, stralucitoare, cu tendinta la confluare. Acestea devin
colonii ,matt” adica turtite, cu suprafata mamelonata, contur neregulat (colonii R)
datorita lizarii acidului hialuronic capsular.

Cei mai multi streptococi sunt aerobi, facultativ anaerobi. Necesitatile
nutritive variaza mult in functie de specie. Streptococii implicati in patologia umana
sunt Tn general germeni pretentiogi, necesitand o varietate de factori de crestere,
motiv pentru care se cultiva pe geloza-sange cu sange de berbec sau de cal.

Pe acest mediu streptococii se pot diferentia in functie de capacitatea de a
produce hemoliza:

- beta-hemoliz a:
o0 distrugerea completa a eritrocitelor cu eliberarea de hemoglobina;



0 reprezinta un caracter util in identificarea streptococilor piogeni -
colonii mici, de tip S, inconjurate de o zona clara de hemoliza, cu un diametru mult
mai mare decéat diametrul coloniei;

- alfa-hemoliz a (sau hemoliz a viridans):
0 lizaincompleta a eritrocitelor cu formarea de pigment verde;
- hemoliza a’

0 hemoliza incompleta fara nuanta verzuie.

In cazul In care streptococii nu produc hemolizd sunt clasificati drept
streptococi gamma.

Caractere biochimice

Unul dintre caracterele biochimice importante este reprezentat chiar de
producerea hemolizei. Alte caractere biochimice utile si Tn identificarea
streptococilor sunt: sensibilitatea la vancomicina, la bila, hidroliza esculinei,
toleranta la sare, hidroliza L-pyrolidonyl-B-naphtylamida (PYR), sensibilitatea la
bacitracina, la optochina si la sulfametoxazol-trimetoprim, producerea unei
proteine difuzibile care actioneaza sinergic cu beta-hemolizina stafilococica
determinénd liza completa a hematiilor din mediul de cultura (testul CAMP) etc.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Pot supravietui in secretii faringiene uscate, la temperatura camerei $i
intuneric timp de céateva saptamani. Streptococul piogen este distrus in 30 de
minute la 56C c aldura umeda. Deoarece nu sunt sensibili la actiunea colorantilor
de tipul trifenil-metan, cristalul violet poate fi utilizat in mediile selective. Este
sensibil la antisepticele si dezinfectantele uzuale.

Structur a antigenic a si caracterele de patogenitate

Streptococii hemolitici pot fi divizati in grupe serologice (peste 18 grupe
serologice notate cu literele mari ale alfabetului, A-U), anumite grupe putand fi
subdivizate n tipuri pe baza urmatoarelor structuri antigenice:

- polizaharidul C, prezent in structura peretelui multor streptococi, sta la
baza gruparilor serologice (grupele Lancefield A-U). Specificitatea serologica a
carbohidratului specific de grup este determinata de un aminozahar, care pentru
streptococii de grup A este rhamnosa-N-acetylglucozamina, pentru grupul B
rhamnosa-glucozamina polizaharid etc. Induce aparitia anticorpilor implicati n
reactii imunologice incrucisate fata de tesut conjunctiv si glicoproteine cardiace.

- proteina M, care reprezinta cel mai important factor antigenic si de
patogenitate pentru streptococul beta-hemolitic din grupul A. Are specificitate de
tip. Deoarece sunt aproximativ 100 tipuri de proteina M, o persoana poate face
infectii repetate cu S. pyogen de grup A de diferite tipuri. Proteina M a fost
identificata si la streptococi din grupul G.

Are structura asemanatoare miozinei. Proteina M apare ca o excrescenta la
nivelul peretelui celular. Are punct de plecare membrana citoplasmatica, strabate
peretele bacterian, se proiecteaza la suprafata celulei. Filamentele ce proteina M
impreund cu acizii lipoteichoici alcatuiesc o formatiune asemanatoare cu pilii.
Acidul lipoteichoic interactioneaza cu gruparile hidrofobe ale celulei gazda iar
proteina M se ataseaza de receptorii specifici celulari, ambele elemente
contribuind la aderenta bacteriei de celula gazda (factori de colonizare).

S-a dovedit experimental ca atunci cand proteina M este prezenta,
streptococii sunt virulenti. Proteina M Tmpiedica interactiunea bacteriei cu celulele
fagocitare prin repulsie electrostatica si prin blocarea caii alternative a



complementului ceea ce-i face pe streptococi capabili sa reziste fagocitarii de
catre leucocitele polimorfonucleare.

Streptococii de grup A lipsiti de proteina M sunt avirulenti.

Se pare ca proteina M si probabil si alte antigene streptococice au un rol
important in patogeneza febrei reumatice (reumatismului articular acut). Domeniile
antigenice conservate din proteinele de clasd M (in special clasa I) reactioneaza
Tncrucisat cu muschiul cardiac uman.

Alte structuri antigenice sunt reprezentate de catre:
- proteina asociata proteinei M (MAP) care:
o are nrudiri imunologice cu tesutul cardiac;
0 este implicata In patogenia reumatismului articular acut si a carditei
reumatismale

- substanta T, de natura proteica, permite diferentierea speciei in serotipuri
distincte de serotipurile M, identificate prin aglutinarea cu antiser specific;

- factorul de opacifiere serica (FOS) — scindeaza apoproteina serica A; in 2
fragmente insolubile care determina opacifierea serului;

- proteina R, care este un antigen de suprafata;

- nucleoproteine (substante P) care probabil alcatuiesc cea mai mare parte
din corpul streptococic;

- capsula de acid hialuronic — nu este antigenica pentru ca are nrudiri cu
acidul hialuronic al gazdei, dar intervine in virulenta prin protectia fata de fagocite
si prin potentarea efectului proteinei M;

- peptidoglicanul — imunogen, este implicat in leziuni inflamatorii, induce
leziuni cardiace;

- membrana citoplasmatica — reactioneaza incrucigsat cu sarcolema fibrelor
miocardice $i cu membrana bazala a glomerulului renal;

- diferite toxine si enzime:

1. Streptokinaza (fibrinolizina) este factor de invazie care transforma
plasminogenul in plasmina prevenind constituirea barierei de fibrina; poate fi utila
n tratamentul administrat intravenos in embolia pulmonara, tromboza arteriala si
venoasa si in infarctul miocardic acut. Este o structura antigenica produsa de
streptococii de grup A, C, G;

2. Streptodornaza (dezoxiribonucleaza streptococica) depolimerizeaza ADN
leucocitelor. S-au identificat 4 tipuri antigenice (A, B, C, D) tipul B fiind produs n
cantitate mare de S.pyogenes. Dupa infectii streptococice, in special dupa infectii
ale pielii, apar anticorpi anti-DNAz3;

3. Hialuronidaza scindeaza acidul hialuronic, o componenta importanta a
substantei fundamentale din tesutul conjunctiv. Hialuronidaza ajuta la raspandirea
microorganismelor infectante;

4. Toxina eritrogena solubila, distrusa prin fierbere intr-o ora, are 3 variante
antigenice: A produsa de 80% din tulpini, B si C, care nu imunizeaza incrucisat.
Toxina A si C sunt produse prin conversie lizogenica. Toxina eritrogena este
elaboratd numai de streptococii din grupul A lizogenizati, ocazional si de
streptococi din grup C, G;

5. Difosfopiridin nucleotidaza este o enzima, elaborata si eliberata in mediu
de anumite serotipuri nefritogene de Streptococcus pyogenes. Aceasta substanta
poate fi legata de abilitatea organismului de a distruge leucocitele.

6. Hemolizinele

Streptococul piogen beta-hemolitic de grup A elaboreaza doua hemolizine:



a) streptolizina O, o toxina citolitica de natura proteica, antigenica, hemolitic
activa Tn stare redusa (grupari -SH disponibile), dar inactivata rapid in prezenta
oxigenului. Are efect litic asupra hematiilor, actiune cardiotoxica, leucotoxica,
letald asupta animalului de experienta.

b) streptolizina S care nu este antigenica, este oxigen-stabila. Are efect
citolitic si leucotoxic. Este responsabila de hemoliza beta de pe geloza-sange.

Streptococcus agalactiae

Poate determina infectii neonatale si infectii la adult datorita urmatorilor
factori de virulenta:
= Capsula polizaharidica:
- antigenica, determinand  diferentierea  Streptococcus
agalactiae in serotipurile Ia, Ib, 11, 11, IV, V, VI, VII, VIII;
- are actiune antifagocitara;
= Proteina B (factorul CAMP):
- exoproteina;
- completeaza liza hematiilor de oaie expuse hemolizinei
stafilococice sau alfa-lizinei produsa de Clostridium perfringens;
- are efect antifagocitar;
= Hemolizina
= Hialuronidaza etc.

Raspuns imun

Rezistenta impotriva infectiei streptococice are specificitate de tip.
Imunitatea fatd de infectia cu streptococi de grup A este legata de prezenta
anticorpilor specifici anti-proteina M care au efect opsonizant. Anticorpii anti-
proteina M persista toata viata si pot fi identificati serologic.

In cazul infectiei streptococice care duce la scarlatind imunitatea dupa
boala este durabild, mentinandu-se eventual pentru toata viata. Aceste persoane
nu mai fac scarlatina dar pot prezenta angine cu diferite serotipuri M de
streptococi producatori de eritrotoxina reprezentadnd sursa de infectie pentru cei
din jur.

In cursul infectiilor streptococice apar anticorpi anti-streptolizind O,
identificati prin teste serologice (reactia ASLO). Titrul anticorpilor poate fi util n
diagnosticarea bolilor poststreptococice.

Anticorpii anti-polizaharid C, anti-hialuronidaza, anti-streptokinaza, anti-
streptodornaza etc. nu au rol protector dar pot fi utili in diagnosticul infectiei
streptococice recente la cei cu suspiciunea de reumatism articular acut sau
glomerulonefrita acuta.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Streptococii sunt potential implicati intr-o mare varietate de boli. In principal
patogenitatea lor se datoreaza multiplicarii si capacitati de invazivitate.
Proprietatile biologice ale microorganismelor infectante, natura raspunsului gazdei
si poarta de intrare a infectiei au o mare influentd asupra tabloului patologic.
Infectiile streptococice ar putea fi grupate astfel:

Streptococcus pyogenes
Boli invazive datorate streptococilor piogeni



Tabloul clinic este determinat de poarta de intrare. in fiecare caz poate
aparea o extindere rapida si difuza a infectiei de-a lungul cailor limfatice, Tnsotita
de o supuratie minima. Infectia se poate extinde la nivel circulator. Tn aceasta
categorie se pot include:

- Erizipelul, aparut atunci cé&nd poarta de intrare este
reprezentatd de tegument, este o dermo-epidermitd edematoasa insotita de febra
si stare toxica. Localizat la fata, trunchi sau membre are evolutie favorabild sub
tratament cu penicilina si evolutie grava n lipsa tratamentului.

- Febra puerperalda care se dezvoltd in cazul unei infectii
streptococice intrauterine. Este o infectie iatrogena cu evolutie extrem de grava,
frecvent cu evolutie mortala.

- Sepsisul streptococic.

Boli localizate:

- Faringita streptococica, cea mai obisnuita infectie datorata streptococilor
beta-hemolitici. Streptococii virulenti de grup A adera la epiteliul faringian prin
intermediul acidului lipoteichoic ce acopera suprafata cililor. Fibronectina
glicoproteinica a celulelor epiteliale serveste probabil ca ligant al acidului
lipoteichoic. Extinderea la nivel amigdalian si eventual la nivelul altor structuri
poarta numele de angina streptococica. Boala se manifesta cu durere in gat,
rinofaringitd, amigdalita rogie si purulenta, ganglioni limfatici cervicali mariti si
durerogi, febra mare. Exista (in special la copiii mici) tendinta extinderii infectiei
catre urechea mijlocie, mastoida si meninge. De mentionat ca 20% din infectii sunt
asimptomatice.

- Scarlatina: daca streptococii sunt lizogenizati, produc toxina eritrogena si
daca pacientul nu are imunitate antitoxica apare eruptia caracteristica din
scarlatind. - pneumonia datorata streptococilor beta-hemolitici este rapid
progresiva si severa; de obicei apare ca o complicatie in urma unei infectii virale
(de exemplu gripa sau pojar).

- Impetigo streptococic reprezinta o infectie locala a straturilor superficiale
ale pielii, Tn special la copii. Se mai cunoaste si sub denumirea de ,bube dulci”.
Este foarte contagioasa, apare mai ales la copii sub 5 ani sub forma unor vezicule
care devin pustule si apoi se acopera cu cruste. Localizarea leziunilor este cu
precadere pe fatd si extremitati unde persista timp indelungat in lipsa unui
tratament adecvat.

Endocardita infec tioasa

Poate evolua acut sau subacut.

Tn cazul endocarditei acute, in cursul bacteriemiei streptococii pot coloniza
valvele cardiace normale sau lezate anterior. Distrugerea rapida a valvelor
conduce frecvent la un deznodaméant fatal in zile sau saptamani, in lipsa
tratamentului antibiotic corespunzator si uneori a protezarii valvulare.

Endocardita subacuta implica mai frecvent valvele anormale (malformatii
congenitale, leziuni reumatice sau aterosclerotice).

Bolile poststreptococice

Cuprind reumatismul articular acut (RAA), glomerulonefrita acuta
poststreptococica (GNA), coreea Sydenham, eritemul nodos afectiuni care se
datoreaza sensibilizarii la antigene streptococice si aparitiei de autoantigene.



Dupa o infectie acuta cu streptococi beta-hemolitici de grup A urmeaza o
perioada latenta de circa 1-4 saptamani, dupa care se pot dezvolta bolile
poststreptococice.

Glomerulonefrita acut a (GNA) poate aparea la circa 3 saptamani dupa
infectia streptococica gi anume dupa faringite cu serotipurile M 1, 3, 4, 25 sau
dupa infectii cutanate cu serotipurile M n special data de tipurile 12, 2, 49, 59-61.
Glomerulonefrita se datoreaza unui mecanism de hipersensibilitate de tip Ill, prin
producerea in exces de complexe imune antigen-anticorp cu fixare de
complement, care circula si se depun la nivelul membranei bazale glomerulare. Tn
nefrita acuta apar hematurie, proteinurie, edeme, hipertensiune arteriald, retentie
de uree; nivelul complementului seric este scazut.

Reumatismul articular acut (febra reumatismald) reprezinta cea mai
serioasa secheld a infectiei streptococice, deoarece duce la afectarea valvelor gi a
muschiului cardiac. Apare dupa infectia faringiana netratata, mai ales la copii cu
varste cuprinse intre 6-15 ani. Anumite tipuri de streptococi de grup A contin
antigene care reactioneaza incrucigat cu structuri din tesutul cardiac uman sau cu
structuri de la nivelul ganglionilor bazali. In patogenia RAA sunt incluse toate
tipurile de hipersensibilitate, in special cele de tip Il (citotoxica) si de tip IV
(mecanism celular/intarziat), dar si fenomene autoimune. Semnele si simptomele
specifice din RAA includ febra, poliartritd migratorie nesupurativa si semne legate
de inflamatia la nivel endocardic, miocardic.

Tulpinile reumatogene apartin serotipurilor M 1, 3, 5, 6, 12, 14, 18, 19, 24,
29, au afinitate pentru mucoasa faringiana si au receptori pentru anticorpi comuni
cu tesutul cardiac.

Streptococcus agalactiae

Poate determina infectii neonatale, implicat find mai ales serotipul 1l
datorita continutului mare de acid sialic si infectii la adult.
Infec tiile nou-n ascutului:
- infec tii precoce
Apar in primele 5 zile de viatd ale nou-nascutului contaminarea acestora
fiind posibil intrauterin sau Tn timpul travaliului de la mame colonizate vaginal cu
Streptococcus agalactiae. Sunt implicate serotipurile la, b, Il, Ill. Copilul prezinta
infectie pulmonara grava, septicemie de multe ori cu evolutie grava spre deces.
- infec tii tardive
Apar Tncepand cu prima saptamana dupa nastere pana la varsta de 3 luni,
transmise de personalul de ingrijire sau de membrii familiei. Este implicat serotipul
Il si se manifesta ca meningita purulenta.

Infec tiile adultului:

Sunt afectate persoane tarate (diabetici, varstnici) care pot prezenta
meningite, endocardite, infectii urinare.

Tn timpul nasterii, la femeia colonizatd vaginal cu Streptococcus agalactiae
se poate instala o endometrita febrila cu diseminare sanguina si localizare
secundara endocardica sau meningeana.



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

Streptococcus pyogenes

Diagnosticul de laborator este Tn mod uzual bacteriologic (direct) si include
n mod necesar recoltarea si transportul (in maxim 2 ore) produsului patologic, cu
examinarea microscopica a acestuia, cultivarea de obicei pe geloza-sange si
identificarea pe baza caracterelor morfologice, de cultura, biochimice si antigenice
a microorganismelor din coloniile izolate. Antibiograma nu este necesara deoarece
streptococii piogeni isi mentin sensibilitatea la penicilina.

Microscopia este utila in cazul prelevatelor normal sterile.

Izolarea se face pe agar-sange, incubat apoi aerob 24 ore. Pentru
prelevatele cu flora de asociatie se folosesc medii selective prin azid de sodiu,
cristal violet, trimetoprim-sulfametoxazol etc.

Identificarea pe baza caracterelor microscopice, culturale si biochimice
trebuie completata cu cea serologica prin reactii de precipitare, latex-aglutinare,
coaglutinare.

Diagnosticul serologic este util atunci cand se presupune aparitia unei stari
de hipersensibilitate si pentru diagnosticul pozitiv al RAA sau al GNA. Tn ambele
cazuri criteriile de diagnostic sunt mult mai complexe, dar includ si dovedirea prin
metode de laborator a unei infectii streptococice in antecedente.

Metoda cea mai bine standardizata este dozarea anticorpilor anti
streptolizina O (ASLO), pentru zona noastra geografica acceptandu-se ca normal
un titru de 200 (maxim 250) unitati ASLO. Exista teste serologice si pentru
evidentierea prezentei si titrului anticorpilor fata de alte structuri antigenice (de
exemplu streptodornaza, hialuronidaza, streptokinaza).

TRATAMENT

Tratamentul de electie al infectilor cu Streptococcus pyogenes este
penicilina iar pentru persoanele alergice la acest antibiotic pot fi utilizate
eritromicina, claritromicina, azitromicina, cefalosporine dar sub controlul
antibiogramei.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Asa cum am prezentat mai sus, multi streptococi fac parte din flora
microbiana umana normala si pot fi implicati patologic atunci cand se stabilesc n
zone ale corpului unde nu se gasesc in mod normal (de exemplu la nivelul valvelor
cardiace).

Sursa de infectie in cazul streptococilor beta-hemolitici de grup A este de
reguld o persoana purtatoare sau o persoana care are o infectie clinica ori
subclinica. Transmiterea se realizeaza prin picaturi de secretie naso-faringiana,
saliva, contact cu leziuni cutanate.

Pentru a preveni accidentele legate in special de contaminari si infectii
streptococice in  urma interventiilor chirurgicale pe tractul respirator,
gastrointestinal gi urinar care conduc la aparitia unei bacteriemii, la persoanele
care prezinta probleme valvulare cardiace cunoscute se administreaza antibiotice
n scop profilactic.



Procedurile de control in ceea ce priveste infectile streptococice sunt
dirijate Tn principal spre sursa umana, constand in identificarea si terapia
antimicrobiana precoce a infectiilor respiratorii si cutanate cu streptococi de grup A
si Tn profilaxia cu antibiotice antistreptococice la persoanele care au suferit un atac
de RAA.

Pentru Streptococcus agalactiae sursa de infectie este umana transmiterea
fiind realizata de la mama la copil fie vertical fie orizontal iar la adulti prin contact
apropiat, chiar si prin contact sexual. Profilaxia consta Tn depistarea colonizarii
vaginale cu Streptococcus agalactiae a gravidei urmata de vaccinarea acesteia cu
vaccin polizaharidic capsular, administrare de ampicilina in perfuzie Tn timpul
nasterii si de ampicilina nou-nascutului in primele ore de viata.

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

DEFINITIE. INCADRARE

Streptococcus pneumoniae, incadrat in grupul filogenetic al MITIS, este
alfa-hemolitic, are ca habitat organismul uman. Se prezinta sub forma de coci
Gram-pozitivi, alungiti, lanceolati, dispusi in diplo pe axul longitudinal, inconjurati
de capsula, nesporulati, imobili, aerobi si facultativ anaerobi. Cresterea lor este
favorizata Tn atmosfera de 5% CO, la o temperatura de 37<C. Streptococcus
pneumoniae este principalul agent patogen implicat in etiologia otitei medii si in
alte infectii respiratorii, incluzand pneumonia.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Fac parte din flora normala a tractului respirator superior (in special bucala,
nazala si faringiana), frecventa portajului oro-faringian fiind estimata la 30-70%.
Poate coloniza si mucoasa genito-urinara sau intestinul.

Caractere morfotinctoriale

Sunt coci gram-pozitivi, alungiti, lanceolati, dispusi Tn general in diplo sau in
lanturi scurte. Tulpinile patogene prezinta capsula ce inconjoara o pereche sau un
lant de pneumococi. Sunt imobili, nesporulati.

Caractere de cultur a

Pneumococii sunt germeni pretentiosi, care nu se dezvolta pe medii simple.
Necesitd medii imbogatite cu sénge, ser, lichid de ascita, glucoza. Sunt aerobi si
facultativ anaerobi, multiplicarea lor fiind favorizata de o atmosfera de 5% CO; la o
temperatura de 37<C.

Pe geloza-sénge formeaza colonii de tip R pentru tulpinile necapsulate sau
de tip M pentru tulpinile incapsulate, inconjurate de o zona de a-hemoliza



asemanatoare cu cea a tulpinilor de Streptococcus viridans. Dupa 18-24 de ore
coloniile mucoide vor prezenta in centru o deprimare ceea ce confera aspect
crateriform coloniei, datoritd fenomenului de autoliza. In mediile de cultura lichide
tulbura omogen mediul.

Caractere biochimice

Pneumococii elaboreaza enzime zaharolitice, proteolitice si lipolitice.
Descompun zaharurile, glucoza fiind principala sursa de energie pentru
pneumococ. Fermentarea inulinei reprezinta un caracter biochimic important, util
in diferentierea pneumococilor de Streptococcus viridans care produce pe geloza-
sange acelasi tip de hemoliza alfa dar nu fermenteaza acest zahar.

Produce enzime autolitice fenomen indus si accelerat de bila, saruri biliare,
acizi biliari. Testul numit gi testul bilolizei este util in diferentierea pneumococilor
de alti streptococi alfa-hemolitici care nu sunt lizati in prezenta bilei.

Sunt sensibili la optochin (etil-hidrocupreind), sensibilitatea la aceasta
substantd fiind de asemenea utild n identificarea si Tn diferentierea
pneumococului de alti streptococi alfa-hemolitici.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Sunt germeni putin rezistenti n conditii de uscaciune, la temperatura
camerei, expusi razelor solare. La intuneric, in sputa uscata pot supravietui cateva
luni.

Una dintre marile probleme terapeutice decurgand din dezvoltarea
rezistentei la antibiotice o reprezinta aparitia pneumococilor rezistenti la penicilina.
Deseori se pot evidentia tulpini cu multirezistenta la antibiotice. Acest tip de
rezistenta a fost descoperit cu aproximativ 30 ani in urma; ulterior s-a Tnregistrat o
raspandire a acestor tulpini, care sunt actualmente implicate ntr-o proportie
importanta in cazurile de otitad medie, afectiune foarte frecventa la copii.

Structur a antigenic a

La nivelul peretelui existd polizaharidul C care contine acid teichoic,
polizaharid analog cu cel al grupului Lancefield dar antigenic distinct. Are
specificitate de specie fiind comun tuturor pneumococilor.

S-a identificat si prezenta unei proteine M, de suprafatd, distincta de
proteina M a tulpinilor de Streptococcus pyogenes, caracteristica pentru fiecare
tip. Aceste tipuri de pneumococ sunt distincte fatd de cele corespunzatoare
polizaharidului C.

Cel mai important determinant antigenic si in si acelasi timp caracter de
patogenitate este capsula polizaharidica (antigenul K). Antigenul capsular
polizaharidic are si el specificitate de tip, impartind pneumococii in aproximativ 90
de serotipuri capsulare diferite care pot fi identificate prin reactia de umflare a
capsulei cu seruri specifice anticapsulare polivalente si monovalente, (Neufeld).

Raspuns imun

Imunitatea fatd de infectia pneumococica are specificitate de tip si depinde
atat de anticorpii opsonizanti anticapsulari, cat si de functia fagocitelor. Vaccinarea
induce producerea de anticorpi fata de polizaharidul capsular.

Caractere de patogenitate

Streptococcus pneumoniae este un germen conditionat patogen care poate
deveni patogen prin virulenta (multiplicare gi invazivitate).



Virulenta pneumococilor depinde de prezenta capsulei polizaharidice
care confera rezistenta la fagocitoza si permite invazivitatea.

Alt factor de patogenitate este o lizina asemanatoare streptolizinei O,
numitd pneumolizin a, eliberatd prin autoliza celulei bacteriene. Are efecte
hemolitice, leucolitice, dermonecrotice. Isi pierde activitatea prin oxidare, este
inactivata ireversibil de colesterol si este imunogena pe durata infectiei.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Pneumococul este o bacterie conditionat patogena, 40-70 % din oameni
find la un moment dat purtatori de pneumococi. Din acest motiv mucoasa
respiratorie normala are un grad important de rezistentd naturala fata de
pneumococ.

La aparitia infectiei concura atat factorii de patogenitate ai tulpinii de
pneumococ cat gi factorii care predispun gazda la infectie. Dintre acestia din urma
ar fi de mentionat:

- anomalii constitutionale sau dobéndite ale tractului respirator ca
infectii virale, alergii locale, obstructii brongice, afectari ale tractului respirator
datorate unor substante iritante etc.;

- intoxicatia cu alcool sau droguri, care deprima activitatea
fagocitara si reflexul de tuse;

- malnutritia, debilitatea generala, hiposplenismul sau deficientele
sistemului complement.

In majoritatea infectiilor pneumococice exista o faza initiald bacteriemica,
atunci cand acest microorganism poate fi izolat in hemocultura.

in raport cu localizarea infectei pneumococii pot cauza:

- infectii acute ale tractului respirator inferior:

» brongita
= pneumonie
- infectii ale cavitatilor conecte ale tractului respirator
» sinusita
= otitd medie acuta
* mastoidita
- alte infectii
= peritonita
* meningita
= endocardita
= conjunctivita etc.

Pneumonia pneumococic a este mai frecventa la adult, se insoteste edem
alveolar si exsudat fibrinos, cu hematii si leucocite la nivelul scizurilor.

In exsudat se identificd numerosi pneumococi care pot ajunge in torentul
sanguin prin caile de drenaj limfatic pulmonare. Simptomele frecvente sunt: frison,
febra, tuse cu expectoratie ruginie, junghi toracic.

Aspectul radiologic este caracteristic atunci cand este prins un singur lob si
consta ntr-o opacitate cu aspect triunghiular, cu baza la periferie si varful catre
mediastin (pneumonie franca lobara). Desi cel mai frecvent este interesat un
singur lob, pot fi afectati i 2 sau 3 lobi pulmonari.

La copii apare mai frecvent otita medie acutda pneumococica, meningita
purulenta si peritonita primitiva.



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

Se bazeaza pe izolarea si identificarea bacteriei din produsul patologic sau
pe depistarea antigenului polizaharidic capsular.

Diagnosticul pneumoniei pneumococice este clinic, radiologic si
bacteriologic (direct). Tn diagnosticul de laborator bacteriologic sunt deosebit de
importante etapele de recoltare si transportul cat mai rapid al sputei la laborator.

Examinarea microscopica este foarte importanta pentru ca trebuie sa
demonstreze calitatea produsului patologic si sa realizeze o identificare
prezumtiva a microorganismului implicat pe baza aspectului de diplococi
lanceolati, Gram pozitivi, capsulati. Sputa examinata microscopic nu trebuie sa
contina celule epiteliale scuamoase de contaminare oro-faringiana si sa fie bogata
in fibrina, macrofage alveolare si polimorfonucleare care sa fie asociate cu cel
putin 10 perechi de coci lanceolati, Gram pozitivi, capsulati.

Izolarea bacteriei se face pe geloza sénge, dupa cultivare si obtinerea
coloniilor izolate realizandu-se identificarea pe baza caracterelor morfologice, de
cultura, biochimice, antigenice si testarea sensibilitati la antibiotice. Este
semnificativa clinic izolarea a cel putin 10° UFC/ml sput.

Se poate testa patogenitatea tulpinii izolate prin inoculare intraperitoneala la
soarece.

Utilizarea reactiei de umflare a capsulei cu seruri specifice imune ce contin
anticorpi anti-capsulari poate grabi identificarea pneumococilor in sputa, in serul
sanguin sau n urina.

TRATAMENT

Streptococcus pneumoniae prezenta o foarte mare sensibilitate la penicilina
pana in anul 1967. Modificarile aparute la nivelul unor structuri enzimatice au
condus la scaderea afinitatii penicilinelor pentru acestea si la aparitia rezistentei
joase iar din 1977-1978 a rezistentei inalte la penicilina.

Tulpinile rezistente la penicilina pot prezenta rezistenta si la alte antibiotice,
incluzand macrolide, rifampicina, cefalosporine, cloramfenicol, sulfametoxazol-
trimetoprim, clindamicing, tetraciclina, etc.

Antibiograma este astazi strict necesara in infectile pneumococice,
testarea sensibilitatii fata de penicilina fiind realizatd cu microcomprimate de
oxacilina de 1 pg/ml. Diametrul zonei de inhibitie 2 20 mm corespunde tulpinilor
sensibile fata de penicilina n timp ce diametrul < 19 mm defineste tulpini
rezistente. Acestora din urma li se determina CMI care pentru tulpini cu nivel
scazut de rezistenta la penicilina este de 0,1-1 pg/ml iar pentru cele cu nivel Tnalt
de rezistenta are valoare > 2 pg/ml. Tulpinile cu rezistenta inaltd la penicilina
prezinta asociat multirezistenta fatd de antibiotice si corespund anumitor serotipuri
capsulare de pneumococ: 6, 9, 14, 19, 23, serotipuri care sunt cuprinse in
vaccinurile disponibile actualmente.

EPIDEMIOLOGIE. PROFILAXIE. CONTROL

Infectiile pneumococice evolueaza endemic iar in colectivitatile Tnchise
epidemic, de obicei in paralel cu o epidemie de gripa.

Asa cum s-a mentionat anterior, existd un numar important de persoane
purtatoare de pneumococi virulenti, acestia fiind de fapt sursele de infectie cu



Streptococcus pneumoniae s$i nu bolnavul. Transmiterea se realizeaza pe cale
aeriana.

La adulti, serotipurile capsulare 1-8 sunt responsabile pentru aproximativ
75% din cazurile de pneumonie pneumococica si pentru mai mult de jumatate din
cazurile fatale care urmeaza unei bacteriemii pneumococice; la copii, cel mai
frecvent sunt implicate serotipurile capsulare 6, 14, 19 si 23.

Actualmente este posibila imunizarea cu polizaharide capsulare specifice,
vaccinurile disponibile continand 14 sau, dupa 1983, 23 de antigene capsulare ce
corespund serotipurilor circulante ntr-un teritoriu. Aceste vaccinuri pot oferi o
protectie de circa 90% impotriva pneumoniei bacteriene si sunt indicate pentru
imunizarea copiilor, persoanelor in varsta, pacientilor imunodeprimati.

Vaccinurile antipneumococice au 0 imunogenicitate redusa la copiii mai
mici de 2 ani gi la pacientii cu limfom Hodgkin si contin antigene capsulare cuplate
Cu 0 proteina purtatoare extrasa din membrana externa a meningococului.

In plus, sunt de dorit evitarea factorilor predispozanti, stabilirea prompta a
diagnosticului si instituirea precoce a antibioterapiei corespunzatoare tulpinii
izolate si identificate.

GENUL ENTEROCOCCUS

DEFINITIE. INCADRARE

Germenii din genul Enterococcus sunt coci Gram-pozitivi, ovali sau coco-
bacili, dispusi izolat, in perechi sau lanturi scurte. Sunt aerobi facultativ anaerobi,
imobili, nesporulati, catalazo-negativi, oxidazo-negativi.

Enterococii au fost initial inclugi in grupa D Lancefield a genului
Streptococcus. In 1984, pe baza diferentelor genetice, prin hibridarea ADN-ADN,
genul Enterococcus s-a separat din genul Streptococcus. In prezent genul
Enterococcus cuprinde 19 de specii dintre care 3 sunt mai frecvent implicate in
patologia umana: E.faecalis, E.faecium si E.durans (tabel).

CARACTERE GENERALE

Habitat

Sunt componenti ai florei comensale a tractului digestiv gi genito-urinar, al
omului si animalelor de unde ajung in mediul extern. Pot fi prezenti de asemenea
n tractul biliar ceea ce atesta capacitatea lor de a supravietui la concentratii mari
de bila. Supravietuiesc in apa, sol, alimente, insecte.

Caractere morfotinctoriale

Sunt coci sferici, ovalari sau coco-bacilari, Gram pozitivi, dispusi in diplo,
lanturi scurte sau izolat. Sunt imobili, necapsulati, nesporulati.

Caractere de cultur a



Cresc pe medii suplimentate cu 5% sange de berbec, incubate aerob la
37°C, cu limite ale temperaturii de crestere intre 10°C si 45°C.

Pentru izolarea enterococilor din produse patologice contaminate se
folosesc medii de cultura selective: agar bila-esculina-azid sau agar Columbia cu
supliment de colistin gi acid nalidixic.

Pe mediile solide formeaza colonii de tip S a-, - sau nehemolitice.

Pe agar cu bila-esculina-azid formeaza colonii alb-cenusii cu halou negru
iar pe mediile selective cu antibiotic coloniile sunt mai mici.

Caractere biochimice

Sunt bacterii catalaza gi oxidaza negative. Cresc in bulion imbogatit cu
6,5% NacCl, hidrolizeaza esculina in prezenta a 40% bild sau saruri biliare, produc
pyrolidonyl-arylamidaza, leucinaminopeptidaza.

Pe baza fermentarii manitolului, sorbozei, sorbitolului si a capacitatii de
hidroliza a argininei, enterococii sunt clasificati in 5 grupe in cadrul carora speciile
se diferentiaza in functie de fermentarea arabinozei, rafinozei si zaharozei (tabel

).

Grupa |, cuprinde 5 specii diferentiate pe baza fermentarii arabinozei,
rafinozeo si a utilizarii piruvatului;

Grupa Il cu 5 specii identificate pe baza producerii de pigment, a mobilitatii
si a capacitatii de a tolera teluritul;

Grupa Ill cu 3 si 2 variante specii recunoscute pe baza utilizarii piruvatului gi
a fermentarii arabinozei, rafinozei si zaharozei;

Grupa IV cuprinde 2 specii diferentiate pe baza producerii de pigment si a
fermentarii sorbitolului;

Grupa V cu 1 specie si 3 variante cuprinde tulpini care nu descompun
arginina.

Structur a antigenic a

Toate speciile din genul Enterococcus poseda un antigen de suprafata care
corespunde serogrupului D in clasificarea Lancefield a streptococilor.

Caractere de patogenitate

Patogeneza infectiilor cauzate de enterococi este putin cunoscuta. In
patogenitatea tulpinilor de enterococ sunt implicati urmatorii factori de virulenta:
- Hemolizina / bacteriocina
Este o proteina codificatd plasmidic cu actiune litica pe hematiile umane.
Actioneaza ca bacteriocina asupra altor coci Gram pozitivi.
- Factorul de agregare
Este o proteind de suprafatd, codificatd plasmidic, care determina
agregarea enterococilor. Poate media aderenta enterococilor la celulele epiteliului
urinar conferind tulpinilor capacitatea de a cauza infectii urinare. Poate initia
aderenta la tesutul endocardic tulpinile care poseda acest factor fiind cauzatoare
de endicardita.
- Gelatinaza
Este o peptidaza extracelulara similara elastazei produsa de Pseudomonas
aeruginosa. A fost identificata la un numar mare de tulpini de enterococ izolate de
la pacienti cu endocardita si de la pacienti spitalizati.
- Acidul lipoteichoic
Tulpinile de enterococ ce poseda acidul lipoteichoic determina un raspuns
inflamator exagerat din partea gazdei.



E.faecium poate avea un invelis subtire de carbohidrat care confera tulpinii
rezistenta la fagocitoza.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Germenii din genul Enterococcus au o0 capacitate deosebitda de a
supravietui Tn variate conditii adverse.

Sunt foarte rezistenti la antibiotice ceea ce pune probleme deosebite n
mediul de spital transforméandu-i in importanti agenti etiologici ai infectiilor
nosocomiale.

Prezinta doua feluri de rezistenta:

1. rezistenta intrinseca, de nivel scazut, mediat de gene cromozomale,
netransferabila altor bacterii;

2. rezistenta dobandita, de nivel Tinalt, mediatd de plasmide si
transpozoni, transferabila altor bacterii.

Enterococii sunt Tn mod natural rezistenti la cefalosporine, sulfamide,
lincosamide, aztreonam, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol si fata de
dozele uzuale de aminoglicozide.

Au o mare capacitate de a dobandi rezistenta fata de unele antibiotice:
rezistenta de nivel inalt fata de aminoglicozide, penicilina gi vancomicina.

Au toleranta fata de antibioticele cu actiune pe peretele celular (peniciling,
vancomicind) care doar le inhiba nu le distrug.

Fata de penicilind au dezvoltat 2 mecanisme de rezistenta: prin beta-
lactamaza si prin modificarea afinitatii proteinei de legare a penicilinei (PLP5).
Penicilinele de semisinteza au efect bacteriostatic asupra enterococilor.

Rezistenta dobandita fatd de vancomicina are implicatii serioase asupra
tratamentului i controlului infectiilor cauzate de tulpini de enterococ vancomicino-
rezistent (VRE).

Se cunosc 5 fenotipuri de rezistenta la vancomicind codificate genetic:
VanA, VanB, VanC, VanD, VanE cele mai frecvente fiind primele doua.

Fenotipul VanA manifesta rezistentd de nivel inalt fatd de vancomicina gi
teicoplanina, este mediat de transpozonul Tn 1546. Acesta contine 7 gene si este
prezent mai ales la E.faecium.

Fenotipul VanB este rezistent la vancomicina si sensibil la teicoplanina.
Este mediat de transpozonul Tn 1547 prezent la E.faecium si E.faecalis.

Fenotipul VanC prezinta rezistentd de nivel scazut fatd de vancomicina,
este sensibil la teicoplanin. Este mediat de 2 gene cromozomale: vanC; prezenta
constitutiv la E.gallinarum si vanC, prezenta constitutiv la E.casseliflavus. Aceste
gene sunt netransferabile.

Fenotipul VanD si VanE sunt descrise la un numar mic de tulpini de
enterococ.

Posibilitatea transferarii genelor de rezistentd de la Enterococcus la
Staphylococcus aureus (posibila in vitro dar nesemnalata in clinica) creste
importanta actiunilor de limitare a circulatiei tulpinilor de enterecococ vancomicino-
rezistent.



Tabel I. Grupe fenotipice de enterococi
D.Buiuc, M.Negut, 1999)
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PATOGENIE. BOALA LA OM

Enterococii sunt bacterii conditionat patogene care pot fi implicati etiologic
in:

- Infectii ale tractului urinar, nosocomiale (15%) sau
comunitare, la pacienti cu uropatii obstructive, mai frecvent la barbati varstnici;

- Ocupa locul al lll-lea Tn etiologia endocarditei subacute

- Bacteriemie la varstnici sau la pacienti cu imunitatea
deprimata;

- Infectii mixte (asocieri cu enterobacterii sau bacterii anaerobe)
ale plagilor chirurgicale sau ale ulcerelor de decubit, peritonite, infectii biliare,
abcese intraabdominale.

Specia mai frecvent implicata Tn patologia umana este E.faecalis (90%)
urmatd de E.faecium (8%). Ocazional au fost izolati din infectii umane tulpini de
E.raffinosus, E.durans, E.casseliflavus, E.avium.



DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsele patologice din care poate fi izolat enterococul sunt urina,
materiile fecale, secretii din plagi etc. semnificatia clinica a prezentei enterococilor
in prelevatele patologice trebuie stabilita cu grija data fiind usurinta cu care
contamineaza prelevatele.

Examenul microscopic este util pentru prelevatele Tn mod curent sterile.

Izolarea bacteriei se face pe agar cu sange de berbec sau pentru
prelevatele contaminate pe medii selective: agar bila-esculina-azid sau medii cu
supliment selectiv colistin+acid nalidixic pe care sunt inhibate bacteriile Gram
negative.

Identificarea se face pe baza caracterelor microscopice, biochimice.

Identificarea preliminar & se face pe baza urmatoarelor reactii pozitive:
testul la bild-esculing; toleranta la 6,5% NaCl, producerea de pyrolidonyl-
arylamidaza, leucinaminopeptidaza, sensiblitate la vancomicina.

Identificarea definitiv a are la baza caracterele fenotipice:

- fermentarea zaharurilor utila in Tncadrarea in grupe si pentru identificarea
speciilor in cadrul grupei;
- hidroliza argininei;
- testul tolerantei la telurit;
- testul mobilitatii;
- pigmentatia;
- utilizarea piruvatului din mediul de cultura.
- Identificarea unor markeri epidemiologici care permit tiparea si Subtiparea
tulpinilor de enterococ:

= Metode clasice: bacteriocinotipia, lizotipia, antibiotipia, serotipia;

= Metode moleculare: determinarea profilului plasmidic, analiza
endonucleazei de restrictie a ADN-genomic, analiza profilului de macrorestrictie
prin electroforeza in camp pulsat.

Obligatoriu, dupa izolarea si identificarea tulpinii de enterococ se
efectueaza antibiograma testand antibiotice beta-lactamice, aminoglicozide,
glicopeptide etc. este indicata deteminarea CMI si a producerii de beta-lactamaza
in vederea conducerii unui tratament eficient care sa duca la vindecarea
pacientului si totodata sa evite selectarea de tulpini rezistente.

TRATAMENT

Tratamentul infectiilor cauzate de enterococi este indicat a se face sub
controlul antibiogramei data fiind rezistenta acestora fata de actiunea substantelor
antibacteriene.

In infectiile urinare poate fi utila nitrofurantoina sau fluorochinolonele.

Este utila asocierea unui antibiotic cu actiune asupra peretelui celular cu un
aminoglicozid datorita efectului sinergic si bactericid al acestei asociatii.

Pentru tulpinile vancomicino-rezistente sunt disponibile 2 antibiotice noi,
quinuprisin/dalfopristin gi linezolid, degi s-au semnalat deja tulpini rezistente si fata
de aceste substante antimicrobiene.



EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie o constituie omul sau animalul colonizat sau cu infectii
cauzate de enterococi. Transmiterea se realizeaza indirect prin intermediul
suporturilor materiale: obiecte contaminate, aer, apa, sol.

Fiind germeni oportunisti cauzeaza infectii numai in anumite conditii printre
factorii de risc fincadrandu-se: spitalizarea prelungitda, manevre invazive
terapeutice sau exploratorii, interventii chirurgicale pe tractul digestiv, urinar,
deficiente ale sistemului imun, uzul irational de antibiotice etc.

Ca masuri de prevenire a infectiilor cu enterococi, in special cu enterococ
vancomicina rezistent este necesara o activitate de supraveghere sustinuta care
sa aiba n vedere:

- Depistarea tulpinilor VRE printr-un screening de rutina a
tulpinilor de enterococ izolate;

- Decontaminarea suprafetelor;

- lzolarea pacientilor cu infectii cauzate de VRE etc.

Coci gram pozitivi, anaerobi

GENUL PEPTOSTREPTOCOCCUS $I GENUL
PEPTOCOCCUS

DEFINITIE. INCADRARE

Genul Peptostreptococcus cuprinde numeroase specii: Peptostreptococcus
magnus, Peptostreptococcus asaccharolyticus, Peptostreptococcus anaerobius,
Peptostreptococcus prevotii, Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus
hydrogenalis, Peptostreptococcus tetradius (fosta Gaffkya anaerobia) etc. Este
unicul gen al grupei cocilor Gram pozitivi anaerobi implicat in infectii clinice.

Genul Peptococcus cuprinde o singura specie: Peptococcus niger.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Peptostreptococcus spp. face parte din flora normala a organismului uman
fiind prezent in cavitatea bucala, tractul intestinal, vagin, uretra si pe tegument.

Este izolat cu frecventd mare din toate produsele patologice prelucrate si
poate fi implicat in infectii ale diferitelor situsuri ale macroorganismului alaturi de
alte microorganisme aerobe sau anaerobe.

Peptococcus niger este gazduit Tn aria ombilicala si vaginala.



Caractere morfotinctoriale

Peptostreptococcus spp. si Peptococcus se prezinta sub forma de coci
Gram pozitivi de diferite dimensiuni. Peptostreptococcus magnus are diametrul
cel mai mare n timp ce Peptostreptococcus micros este cel mai mic, prezentand
tendinta de a se dispune in lanturi scurte. Peptostreptococcus anaerobius,
Peptostreptococcus productus au forma ovalara si sunt dispusi in diplo sau in
lanturi.

Peptococcus niger cuprinde coci Gram pozitivi agezati in gramezi.

Caractere de cultur a

Pentru a putea cultiva germenii din genul Peptostreptococcus i
Peptococcus pasul cel mai important este recoltarea si transportul rapid si corect
al produsului patologic la laborator. Produsele patologice trebuie obtinute
obligatoriu necontaminate avand in vedere prezenta cocilor anaerobi in flora
normald a organismului uman. Importanta este de asemenea tehnica de cultivare
si mediile de cultura utilizate. Nerespectarea acestor conditii duce la obtinerea
unor rezultate false si la concluzia gresitd conform careia infectia ar fi cauzata
doar de bacterii aerobe.

Cresc lent pe toate mediile neselective incubate 48 de ore la 37C, in
anaerobioza. Sunt inhibate pe mediile selective care contin vancomicina. Coloniile
sunt mici, de tip ,.S”, opace, alb-cenusii, nehemolitice cu unele variatii in raport cu
specia.

Peptococcus niger cultiva greu coloniile aparand dupa 96 de ore de la
insamantare. Sunt mici, de tip ,S”, lucioase, negre sau maslinii devenind cenusii
dupa expunere la aer.

Caractere biochimice gi de metabolism

Identificarea completd a germenilor din genul Peptostreptococcus si
Peptococcus este dificila din cauza dificultatilor de cultivare. Pentru incadrarea in
gen sunt necesare teste biochimice si metode cromatografice de identificare.

Peptostreptococcus spp. sunt catalazd negativi, descompun fermentativ
zaharurile (cu unele exceptii care sunt azaharolitice), descompun peptonele si
aminoacizii cu formare de acid acetic gi butiric, mai rar acid caproic, izocaproic gi
lactic.

Peptococcus niger este catalaza pozitiv si azaharolitic, descompune
peptonele si aminoacizii cu eliberare de acid butiric si caproic.

Rezisten ta fata de factorii fizici, chimici, biologici

Marea majoritate a tulpinilor din genul Peptostreptococcus si Peptococcus
sunt inca sensibile fata de cloramfenicol, metronidazol, rifampicina, vancomicina,
fluorochinolone de ultima generatie.

Sunt rezistenti fata de peniciline prin producerea de proteine care leaga
antibioticele beta-lactamice. Dupa tratamentul cu clindamicina au fost izolate
tulpini care prezentau rezistenta indusa fata de macrolide-lincosamide.

Caractere de patogenitate

Patogenitatea tulpinilor din genurile Peptostreptococcus si Peptococcus
este asigurata de urmatorii factori:
o Capsula;



0 Hialuronidaza — prezenta la tulpinile implicate in boala
parodontala;

o Enzime proteolitice — produse de tulpini implicate Tn infectii
supurative ale tesuturilor moi. Au fost identificate colagenaze si gelatinaze la
tulpini de Peptostreptococcus micros si Peptostreptococcus magnus;

0 Proteina L produsa ca structura de suprafatd de unele tulpini
de Peptostreptococcus magnus afecteaza functia imunoglobulinelor umane prin
capacitatea lor de a se lega de lantul K al domeniului variabil al acestora.

Peptococcus niger este probabil nepatogen.

Procesul infec tios

Infectiile avand Peptostreptococcus spp. ca etiologie sunt mai frecvente in
tarile in curs de dezvoltare unde tratamentul este inadecvat sau chiar neglijat, pot
apare la orice varsta, pot avea orice localizare si cel mai frecvent sunt asociate cu
alte bacterii aerobe sau anaerobe. Specia cel mai frecvent izolatéd din infectii
umane este Peptostreptococcus magnus care de cele mai multe ori este izolat Tn
cultura pura.

Afinitatea diferitelor specii de peptostreptococ pentru tesuturi este redata in
tabelul 11.

Peptostreptococcus poate cauza infectii cu localizare variata: sistem nervos
central, cap, gat, torace, abdomen, regiune pelviana, tegument, tesuturi moi (tabel

.

In infectiile tractului respirator peptostreptococii sunt asociati cu coci Gram
pozitivi aerobi si anaerobi si cu streptococi microaerofili: Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Fusobacterium spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp.

In infectiile tractului digestiv sunt in general asociati cu E.coli, Bacteroides
fragilis, Clostridium spp.

Infectiile din sfera pelviana la femeie sunt cauzate cel mai frecvent de
Peptostreptococcus spp. in asociere cu Prevotella bivia si Prevotella disiensis. Tn
urma avortului septic se pot instala infectii cu coci Gram pozitivi anaerobi asociati
cu streptococi microaerofili, infectii care sunt adesea asociate cu bacteriemie.

Tabel Il. Afinitatea speciilor de Peptostreptococcu s pentru situsuri din
organismul uman

Localizare Specia
Infectii ale cavitatii bucale Peptostreptococcus anaerobius
Infectii ale tractului respirator Peptostreptococcus magnus, P.micros

Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus
micros, Peptostreptococcus asaccharolyticus,
P.vaginalis, P.anaerobius

Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus
micros

Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus
micros, Peptostreptococcus anaerobius

Infectii ale tractului genito-urinar ~ P. asaccharolyticus, P.anaerobius, P. prevotii, P.
feminin magnus, P. micros, P. vaginalis, P. tetradius
Infectii ale oaselor, articulatiilor,  Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus
infectii ale ulcerelor de gamba si  prevotii, Peptostreptococcus asaccharolyticus,
planta P.vaginalis, P.anaerobius

Infectii ale tegumentului gi
tesuturilor moi

Abcese ale organelor interne

Infectii ale tractului intestinal




Cele mai frecvente cauze de bacteriemie cu Peptostreptococcus spp. sunt
infectiile oro-faringelui, ale tractului respirator inferior, tractului genital feminin, ale
pielii si tesuturilor moi si infectile abdominale. Factorii predispozanti pentru
bacteriemie includ afectiunile maligne, ulceratiile, imunodepresia, interventiile
stomatologice, interventiile chirurgicale recente pe tubul digestiv sau in sfera
genitala.

Sunt mai frecvent intalnite la pacienti care prezintd o serie de factori
predispozanti cum ar fi: interventii chirurgicale, imunodeficienta, afectiuni maligne,
diabet zaharat, terapie cu antiinflamatoare steroidiene, prezenta unor corpi straini,
tulburari de circulatie etc.

Tabel Ill. Localizarea infec fiilor cauzate de Peptostreptococcus spp.

Localizare Form a clinic a

sistem nervos central empiem subdural, abces cerebral (ce apar
ca si complicatii ale infectiilor urechii,
mastoidei, sinusurilor, dintilor)

tract respirator superior abcese periodontale, parotidita purulenta,
abcese peritonsilare si retrofaringeale,
sinusita cronica, mastoidita cronica

infectii pleuropulmonare pneumonia de aspiratie, abces pulmonar,
mediastinita

infectii intraabdominale peritonitd, abces hepatic, abces splenic

infectii ale zonei pelviene feminine endometrita, abces pelvian, abces al

glandelor Bartholin, infectii postoperatorii in
sfera pelviana

sistem 0sos osteomielita, artrita

infectii ale pielii si tesuturilor moi infectii ale arsurilor, gangrena necrozanta,
fasceita necrozanta, ulcer de decubit,
abcese de san, rect sau anus etc.

bacteriemie endocardita, abces paravalvular, pericardita

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Fiind germeni foarte pretentiosi peptostreptococii sunt greu de izolat
adesea fiind scapati din vedere. Izolarea lor necesitd metode speciale de recoltare
si transport a produsului patologic ca si medii si metode speciale de cultivare.

Sunt preferate produsele patologice lichide sau fragmente de organe
recoltate prin punctie. Metoda cea mai indicata de recoltare este cea prin aspiratie
utilizarea prelevatelor pe tampon fiind contraindicata.

Produsele biologice recoltate din situsuri normal sterile (séange, articulatii,
cavitate peritoneala, lichid cefalo-rahidian) sunt recoltate dupa antisepsia
prealabila a tegumentului.

Urina este recoltata prin punctie suprapubiana. Colectia sinusurilor maxilare
este recoltata prin punctie via fossa canina sau meatul nazal inferior.

Alte produse patologice utilizate Tn diagnostic sunt colectiile abceselor sau
ale plagilor adanci, recoltate prin punctie, aspirate transtraheale, tesut pulmonar
recoltat prin punctie-biopsie, colectia recoltatd prin punctia fundului de sac
Douglas etc.



Probele din tractul respirator inferior sunt aproape intotdeauna contaminate
cu flora indigena. De aceea utila este recoltarea lichidului de spalatura bronsica si
cultura cantitativa a acestuia.

Transportul materialului recoltat trebuie sa fie cat mai urgent, in recipiente
care sa asigure anaerobioza. Exista dispozitive care asigura un mediu lipsit de
oxigen prin generarea unui amestec de bioxid de carbon-hidrogen-azot, atmosfera
controlata prin prezenta unui indicator. Prelucrarea produselor recoltate trebuie
efectuata Tn maximum 30 minute de la recoltare urmand etapele:

- frotiu Gram — aduce informatii preliminare asupra tipurilor de
microorganisme prezente, asupra terapiei de prima intentie gi servegte ca un
control de calitate al produsului recoltat;

- inocularea mediilor de cultura bogate nutritiv, prereduse,
proaspat turnate care vor fi incubate 48 de ore in conditii de anaerobioza;

- teste enzimatice rapide care permit identificarea dupa 4 ore
de incubare: gaz-lichid cromatografie, PCR etc.

- frotiu Gram din culturg;

- teste biochimice pentru identificarea la nivel de gen sau
specie;

- antibiograma — este indicata pentru izolatele din situsuri
normal sterile, pentru tulpinile izolate din hemoculturi, endocardite, infectii ale
osului, articulatiilor sau craniului, infectii de proteza, abcese cerebrale si se
efectueaza prin metoda microdilutiilor Tn agar/bulion sau utilizand E-teste. Agentii
fata de care se testeaza tulpinile de Peptostreptococcus sunt: penicilina,
penicilind+inhibitor de betalactamaza, clindamicina, cloramfenicol, cefalosporine
de generatia a Il-a, noile chinolone, metronidazol, carbapenem.

TRATAMENT

Terapia inadecvata a infectiilor cauzate de Peptostreptococcus spp. poate
duce la agravarea infectiei.

Ca prim pas se impune toaleta chirugicalda a focarului infectios cu
asigurarea unei circulatii corespunzatoare si a unei bune oxigenari a tesuturilor,
drenarea colectiilor purulente etc.

Cultivarea dificila a peptostreptococilor, rezistenta marcatd fata de
antibiotice ca si etiologia polimicrobiana a infectiei complica tratamentul.

In alegerea tratamentului antimicrobian se tine cont de:

0 rezultatele antibiogramei;
0 sa acopere concomitent atat flora aeroba cat si flora anaeroba
prezenta la locul infectiei;
o0 toxicitatea antibioticului;
0 activitatea bactericida;
o efectele asupra florei normale a organismului uman;
0 se prefera tratamentul parenteral terapiei orale;
Durata tratamentului este de 6 — 8 saptamani.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Masurile de prevenire si control in infectiile cauzate de Peptostreptococcus
si Peptococcus constau in:



- antibioterapie  profilactica Tn interventiile  chirurgicale
intraabdominale pentru a preveni infectiile anaerobe;

- aspirarea secretiilor orale, igiena cavitatii bucale, mentinerea
unui pH gastric scazut la pacientii cu afectiuni neurologice pentru a preveni
aspirarea florei orale;

- irigarea plagilor, debridarea tesuturilor necrotice, drenarea
colectiilor purulente, asigurarea unei bune circulatii pentru prevenirea infectiilor
cutanate si ale tesuturilor moi.

Coci gram negativi, aerobi

GENUL NEISSERIA

DEFINITIE, INCADRARE

Numele genului Neisseria provine de la cel care a descris pentru prima data
germenul cauzator al gonoreei, medicul german A.L.S.Neisser.

Familia Neisseriaceae include mai multe genuri: Neisseria, Moraxella,
Acinetobacter, Kingella.

In genul Neisseria, speciile importante pentru patologia umana sunt N.
meningitidis (meningococul) si N. gonorrhoeae (gonococul).

Celelalte Neisserii sunt componente ale microbiotei indigene a mucoasei
buco-faringiene, uro-genitale si conjunctivale, au virulenta limitatéd afectand gazde
imunocompromise, cauzand:

» Meningita — N.lactamica; N.mucosa; N.flava;

» Endocardita — N.mucosa; N.sicca; N.subflava; N.cinerea; N.elongata;

» Septicemie — N.lactamica; N.subflava;

» Osteomielita, artrita, sinuzita, otita medie, bronhopneumonie,

conjunctivita etc.

CARACTERE GENERALE

Habitat

N. lactamica a fost evidentiata la 3-40% din persoanele sanatoase, la nivel
nazal sau faringian. A fost izolata mai frecvent la copii decat la adulti.

Moraxella catarrhalis : 40-50% din copiii de varsta scolara sanatosi
adapostesc aceasta bacterie ca si componenta a florei normale a tractului
respirator superior. Poate fi implicata si intr-o serie de infectii (brongite, pneumonii,
sinuzite, otite, conjunctivite), in special la gazde cu deficiente ale capacitatii de
aparare.



N. gonorrhoeae se poate gasi la nivelul mucoaselor genitale la gazdele
infectate (indiferent daca infectia este sau nu simptomatica).

N. meningitidis a fost izolata la persoane sanatoase de la nivel nazal sau
faringian. Portajul rinofaringian reprezinta sursa epidemica majora si poate fi
punctul de plecare al meningitei. La pacientii cu meningitd meningococica,
germenul se multiplica in lichidul cefalorahidian (LCR).

Microorganismele prezentate mai sus au necesitati nutritive complexe si se
pot dezvolta la anumite temperaturi.

Data fiind implicarea in patologia umana in continuare vor fi prezentate
doar doua dintre speciile enumerate, respectiv N. gonorrhoeae si N. Meningitidis
care sunt specii strict parazite pentru om.

Caractere morfotinctoriale

Atat meningococul cat si gonococul sunt coci gram-negativi, reniformi (cu
fetele adiacente aplatizate; aspect de boaba de cafea). Sunt dispusi in diplo,
ocazional formeaza tetrade.

Sunt imobili, Tnconjurati de o structura capsulara comuna, cu o structura de
polifosfat sau polizaharid-polifosfat (in cazul meningococului), situatie Tn care
capsula este mai evidenta. In functie de structura capsulei existda mai multe
serogrupuri.

Exceptie face N.elongata care apare ca bacil fin, scurt, cu dispozitie in
perechi sau lanturi scurte.

Caractere de cultur a

Neisseriile sunt bacterii strict aerobe. N. meningitidis si N. gonorrhoeae au
nevoie in vederea izolarii de medii de cultura imbogatite cu hemina, extract de
levura, autolizat de ficat etc., cum ar fi mediul Hyl sau Thayer-Martin. Necesitatile
nutritive sunt mai mari in cazul gonococului, meningococul poate cultiva si pe
geloza-sange. Cresterea este influentatd negativ de uscaciune si de prezenta
acizilor grasi. Temperatura optima de incubare este de 35-37<C. Atmosfera umed a
suplimentata cu 3-10% CO, este necesara cresterii. Coloniile apar in 24-48 de
ore, mai rapid in cazul meningococului.

Gonococul produce colonii de tip S, cu dimensiuni de 0,5-1 mm sau
colonii de tip M, nepigmentate, transparente sau opace. Pe aceeasi placa pot
aparea pana la cinci tipuri de colonii (T1-T5), ceea ce poate facilita identificarea.
Placa este eliminata in cazul in care nu se dezvolta colonii dupa 72 de ore.

Meningococul poate creste pe geloza-chocolat sau pe geloza-sange,
incubate in atmosfera umeda, in aerobioza suplimentata cu 5% CO,. Coloniile de
meningococ sunt de tip S, cu dimensiuni de circa 1 mm, transparente,
nepigmentate. Tulpinile incapsulate (A, C) formeaza colonii de tip M (mucoide).

Caractere biochimice

Produc citocrom-oxidaza, ceea ce reprezinta un test cheie in identificare.

Metabolizeaza diferiti carbohidrati, activitate care poate fi utild Tn
identificare. Spre exemplu, gonococul poate metaboliza glucoza, nu si maltoza, n
timp ce meningococul metabolizeaza ambele zaharuri mentionate.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Neisseriile implicate in patologia umana sunt foarte sensibile la uscaciune,
lumina solara si la variatii de temperatura, precum gi la majoritatea antisepticelor i
dezinfectantelor. Produc enzime autolitice.



Gonococul este o bacterie fragila, sensibila la temperaturi joase si la
uscaciune. S-a adaptat la transmiterea intima, sexuala. De mentionat prezenta
anumitor plasmide implicate Tn rezistenta la antibioticele beta-lactamice.

Meningococul este foarte sensibil in mediul extern fiind repede distrus la
uscaciune si si la temperaturi joase.

Structur a antigenic a

La nivelul membranei externe Neisseriile au lanturi zaharidice scurte, care
alcatuiesc lipooligozaharidul (LOZ) denumit si endotoxina. Tn functie de structura
acestuia exista mai multe serotipuri, 6 Tn cazul gonococului si 12 Tn cazul
meningococului. Gonococii pot exprima simultan mai multe structuri antigenic
diferite. Lipooligozaharidul se fragmenteaza in lipidul A, responsabil pentru
toxicitate, si respectiv in oligozaharidul O.

Neisseria gonorrhoeae prezinta o remarcabila heterogenitate antigenica.
Isi poate modifica structurile de suprafatid evitand mecanismele de aparare ale
gazdei. Ar mai fi de amintit urmatoarele structuri antigenice care in acelasi timp
sunt si factori de virulenta ai bacteriei:

» pilii: au o structura proteica, intervin in atagarea la epiteliul mucoaselor
umane. Protejeaza gonococul fata de fagocitoza interferand efectul ucigas al
neutrofilelor. Sunt alcatuiti din pilind, o substanta de natura proteica. Exista sute
de tipuri de piline. Structura pililor difera de la o tulpina la alta si chiar in cadrul
aceleagi tulpini. Prezenta pililor este asociata cu virulenta;

» proteine prezente in membrana externa:

= porinele (proteina |, proteina POR), care formeaza canale in
membrana externa. Fiecare tulpina prezinta un singur tip de porina care difera de
la o tulpina la alta. Acest lucru este util pentru serotiparea gonococilor fiind
identificate astfel 16 serotipuri. Promoveaza supravietuirea intracelulara;

= proteina Il (OPA, proteina de opacitate) intervine in procesul de
aderare a gonococului de celula tinta si a fost identificata la tulpinile care produc
colonii opace;

= proteina care leaga fierul (iron binding protein) este similara ca
greutate cu porinele; se exprima atunci cand aportul de Fe este insuficient.

» IgA; proteaza care distruge imunoglobulina As;

» capsula din polifosfat.

Neisseria meningitidis

Meningococul poseda structuri antigenice care permit incadrarea sa in
serogrupe si serotipuri.

Antigenele capsulare, de natura polizaharidica, permit identificarea a 13
grupe serologice dintre care cele mai importante sunt grupele: A, B, C, X, Y si
W135. Antigenul polizaharidic B este identic cu cel al tulpinilor de E.coli K; ceea
ce explica reactiile incrucigate cu seruri imune specifice.

Meningococul este de asemenea clasificat Tn serotipuri si imunotipuri pe
baza diferentelor prezentate de proteinele membranei externe si a compozitiei in
oligozaharide a LOZ.

Atét pilii cat si proteinele membranei externe sunt prezente si in cazul
meningococului, insa fara fenomenele de variatie antigenica.

Raspuns imun



In infec tille cu gonococ apare un raspuns imun, dar datorita fenomenelor
de variatie antigenica a pilinei si de variatie de faza in expresia pilinei, nu exista
practic imunitate postinfectioasa si aceeasi persoana poate face infectii repetate
iar vaccinurile elaborate sunt ineficiente.

Anticorpii formati ca raspuns la infectia gonococica sunt predominant 19Gs.
Se formeaza anticorpi fatd de pilind, proteina Opa si LOZ, si in cantitate foarte
mica fata de proteina Por. Anticorpii anti-LOS activeaza complementul, elibereaza
componenta Csa a acestuia care are efect chemotactic pentru neutrofile. Fata de
proteina Rmp se formeaza anticorpi IgG si anticorpi IgA; secretori.

In cazul meningococului , imunitatea este mediatd in primul rand de
raspunsul imun umoral. Imunitatea mediata celular este asigurata de anticorpi
anticapsulari, antilipooligozaharid si antimembrana externa, care apar dupa infectii
subclinice sau chiar gi datorita starii de portaj asimptomatic. Actiunea bactericida
necesita prezenta complementului, persoanele cu deficit al sistemului complement
(mai ales componentele Ce-Co) prezentand un risc foarte mare pentru infectia
meningococica.

Nou-nascutii sunt protejati in primele 6 luni de viata de anticorpii de tip 19G
proveniti de la mama.

Caractere de patogenitate

In cazul ambelor microorganisme, patogenitatea se datoreaza existentei
factorilor care permit atasarea de celulele gazdei, multiplicarii la poarta de intrare
si respectiv capacitatii de invazivitate. Prezenta capsulei si a lipooligozaharidului
contribuie Tn mod diferentiat (mai important in cazul meningococului) Tn patogenia
bolilor produse.

Neisseria gonorrhoeae

Factorii de virulenta ai gonococului si actiunile lor biologice sunt redate in
tabelul 1V.

Meningococul dispune de pili care permit atasarea de celulele epiteliului
nazo-faringian. Alti factori de virulenta ai meningococului sunt redati in tabelul V.
Meningococul poate supravie tui intracelular in absen ta imunit atii umorale.

PATOGENIE S| PATOLOGIE SPECIFICA. PRINCIPALELE
AFECTIUNI PRODUSE

Neisseria gonorrhoeae

Datorita aparitiei tulpinilor de gonococ rezistente la antibiotice gi existentei
unui numar important de infectii asimptomatice (in special la femei), infectiile
gonococice continua sa reprezinte o problema importantda de sanatate publica
inclusiv in tarile cu o economie dezvoltata.



Tabel V. Factorii de virulen {a ai Neisseria gonorrhoeae (dup & B.T.Buiuc)

Factorul de virulen ta

Efectul biologic

Pilina

Proteina Por
(proteina I)

Proteina Opa
(proteina II)
Proteina Rmp
(proteina II)
Proteine de legare a

transferinei

Proteine de legare a
lactoferinei

Proteine de legare a
hemoglobinei

LOS

Proteaza IgA 1

Proteina;

Mediaza atasarea la epiteliul mucoaselor umane
(epiteliul vaginal, al trompelor uterine, cavitatea orala)
Interfera efectul ucigas al neutrofilelor

Porina
Promoveaza supravietuirea intracelulara prin
impiedicarea fuziunii fagolizozozmilor in neutrofile

Proteina de opacitate
Mediaza atasarea ferma la celulele eucariote

Proteina modificabila prin reducere
Protejeaza alte antigene de suprafata (proteina Por,
LOS) de actiunea bactericicda a anticorpilor

Mediaza achizitionarea de fier pentru metabolismul
bacterian

Mediaza achizitionarea de fier pentru metabolismul
bacterian

Mediazd achizitionarea de fier pentru metabolismul
bacterian

Lipooligozaharid
Activitate de endotoxina

Distruge 1gA;
Nu este cunoscut rolul in virulenta




Tabel V. Factorii de virulen ta ai Neisseria meningitidis

Factorul de virulen ta Efectul biologic

Pilii De natura proteica;
Mediaza atasarea la receptorii
specifici de pe celulele columnare
non ciliate din nazo-faringe

Capsula polizaharidic a Rol antifagocitar; bacteria se poate
multiplica intracelular, migreaza
apoi in spatiile subepiteliale.

Endotoxina LOS Lipooligozaharid
Activitate de endotoxina
Mediaza manifestarile clinice:
afectarea epiteliului vascular,
coagularea intravasculara
diseminata etc.

Proteaza IgA Presupus factor de virulenta

Dupa patrunderea in organismul receptiv, gonococul se ataseaza de
mucoasa genito-urinara sau oculara, penetreaza in celule si se multiplica,
traverseaza celulele spre spatiul subepitelial unde produce local o supuratie acuta.
Atasarea gonococului de celula se relizeaza prin intermediul pililor (tulpinile fara
pili sunt avirulente). Atasarea stransa de celula si apoi patrunderea in celula este
mediata de proteina Opa. Proteina Por protejeaza gonococul fagocitat de
omoréarea intracelulara inhiband formarea fagolizozomului. LOZ stimuleaza
raspunsul inflamator si eliberarea de interferon a, responsabil de majoritatea
simptomelor asociate cu infectia gonococica.

Tn timp se poate produce o invazie tisulard care poate conduce la instalarea
unor fenomene inflamatorii cronice si la aparitia fibrozei, in special in cazurile
netratate. Boala se numeste gonoree sau blenoragie.

Mai frecvent, la barbati apare uretrita gonococica manifestata prin secretie
galben-verzuie, cremoasa, dureri la mictiune. Tn lipsa tratamentului, aceasta poate
afecta prin invazie epididimul si printr-o eventuala fibroza poate determina aparitia
de stricturi uretrale.

La femei, gonoreea se localizeaza endocervical, dar se poate extinde la
nivelul uretrei, vaginului, glandelor Bartholin, trompelor uterine cu posibilitatea
aparitiei unor fibroze gi obstructii care conduc la sterilitate. La fetite apare vulvo-
vaginita.

Simptomele caracteristice sunt: scurgere vaginala, disurie si dureri
abdominale. Infectia netratata se poate complica pe cale ascendenta (salpingita,
abces tubo-ovarian, boala inflamatorie pelvind) ceea ce poate avea ca urmare
sarcina extrauterina sau sterilitate.

Daca mama are gonoree si nou-nascutul se naste pe cale naturala, va
aparea oftalmia gonococica (ophtalmia neonatorum) care este prevenita prin
instilatii de solutie de nitrat de Ag 1% in sacul conjunctival al nou-nascutului.

Alte boli asociate cu N.gonorrhoeae sunt gonoreea ano-rectala si faringita.



Rareori gonococul poate disemina pe cale sanguina (bacteriemie), cu
aparitia unor leziuni dermice, artrite, tenosinovite gonococice, mai rar endocardita,
exceptional meningita gonococica.

Neisseria meningitidis

Meningococul reprezintd una din primele trei cauze de meningita
infectioasa la adulti alaturi de Haemophilus influenzae si Streptococcus
pneumoniae. Contagiozitatea este mare, dar se estimeaza ca meningita
meningococica apare la 1/1000 din persoanele contaminate. Acest lucru se
datoreaza:

» inhibitiei actiunii bactericide a serului prin fragmente blocante de IgA,

» absentei anticorpilor bactericizi specifici de grup si de serotip IgM si 19G;

» deficitelor congenitale Tn sinteza factorilor Cs-Cg ai complementului.

Succesiunea fenomenelor implicate Tn producerea meningitei sunt
urmatoarele: colonizarea mucoasei respiratorii, invazia locala, bacteriemia,
favorizatd de prezenta capsulei care protejeaza bacteria de fagocitoza, invazia
meningeala, alterarea barierei hemato-encefalice, inflamatia Tn spatiul
subarahnoidian gi cresterea presiunii intracraniene. Aparitia vasculitei cerebrale gi
scaderea fluxului sanguin la nivel cerebral reprezinta factori de agravare.
Activarea mai multor cascade inflamatorii (in special datoritda eliberarii unor
cantitati importante de endotoxina) pot conduce la instalarea unui sindrom de
coagulare intravasculara diseminata gi la o evolutie nefasta spre deces.

Infectia meningococica este asociata cu urmatoarele tablouri clinice:

» meningita cerebro-spinala (epidemica)

» septicemia (meningococemia)

> alte sindroame: rino-faringita, otita medie, conjunctivita infectii ale

tractului respirator inferior, pericardita, artrita, etc.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

In gonoree , recoltarea produsului patologic se realizeaza diferentiat in
functie de varsta, sex gi de practicile sexuale ale individului infectat. La femei,
recoltarea se va face de la nivelului colului uterin iar la barbati, recoltarea se va
face de la nivelul uretrei, eventual utilizand un tampon steril uretral, introdus cu
blandete circa 2 cm in uretra anterioara.

Este imperios necesar transportul foarte rapid la laborator, in conditii care
sa permita supravietuirea microorganismului. Ar fi de preferat inocularea imediata
pe mediul de cultura.

Microscopia frotiului colorat cu albastru de metilen este o metoda sensibila
si specifica pentru depistarea infectiei gonococice la barbat cu uretritd purulenta.
Este lipsita de sensibilitate si specificitate la cei asimptomatici ca si In depistarea
cervicitei gonococice la femei.

Observarea unor perechi de coci gram-negativi, in ,boaba de cafea”, intra si
extraleucocitari pe frotiului colorat Gram are valoare diagnostica.

Prezenta gonococului poate fi detectatd direct in produsul patologic,
utilizadnd fie o tehnica de tip ELISA, fie sonde nucleotidice (ADN) care ar putea
hibridiza cu ARNr extras din celulele microbiene. Sondele de acizi nucleici
comerciale pentru depistarea gonococilor sunt specifice, sensibile si rapide
rezultatul fiind obtinut in 2 — 4 ore, dar au dezavantajul cd nu pot monitoriza
rezistenta fata de antibiotice.



Cultivarea gonococilor este indicat sa fie facuta in paralel pe 2 medii, unul
selectiv si unul neselectiv pentru a au fost depistate tulpini de gonococ sensibile la
vancomicina.

Identificarea preliminara a gonococului pe baza izolarii de diplococi gram
negativi, oxidaza pozitivi este urmata de identificarea biochimica.

Dupa aparitia tulpinilor rezistente la penicilind antibiograma a devenit
necesara, la fel ca si testarea producerii de beta-lactamaza.

In meningita meningococic &, datorita gravitatii bolii care poate evolua
spre deces sau poate produce sechele, diagnosticul este urgent.

De importantd maxima este recoltarea produsului patologic Thainte de orice
terapie antibiotica si transportul rapid al lichidului cefalo-rahidian catre laborator.
Este de preferat realizarea insaméantarea produsului patologic’lapatul bolnavului”
chiar daca pentru concentrarea germenilor este necesara centrifugarea LCR.

In sedimentul LCR se remarcad reactia inflamatorie intensa cu
polimorfonucleare si perechi de coci gram-negativi intra si extraleucocitar.

Cultivarea se realizeaza de geloza-sange sau geloza chocolat iar
identificarea meningococilor pe baza caracterelor biochimice.

Detectarea antigenelor direct in produsul patologic prin latex aglutinare,
coaglutinare sau contraimunoelectroforeza utilizand seruri polivalente anti-A, C, Y,
W -135 si respectiv seruri monovalente anti-B (care pot fi utile i in identificarea
Jncrucisata” a antigenului K; al E.coli) nu are mare sensibilitate si specificitate.

Majoritatea tulpinilor de meningococ au ramas sensibile la penicilina.
Totusi, realizarea antibiogramei poate fi utila, orientadnd continuarea tratamentului.

TRATAMENT

Daca Tnainte penicilina era antibioticul de electie in tratamentul infectiei
gonococice, astazi au parut tulpini rezistente prin producere de B-lactamaze de tip
TEM codificate de gene plasmidice sau cu rezistentd mediata cromozomal.
Aceasta din urma se extinde si la tetracicline, eritromicina, aminoglicozide, de aici
reiesind necesitatea efectuarii antibiogramei cel putin pentru cazurile care nu
raspund la terapie. Ca o regula generala este de retinut necesitatea tratamentului
partenerilor sexuali. Pentru tulpinile de gonococ sensibile se poate utiliza
penicilina, avand ca alternativa spectinomicina sau ceftriaxona. Se recomanda
ceftriaxona in doza unica eventual in asociere cu doxicilina sau azitromicina.

In meningita cu meningococ  pot fi utile penicilina G, ceftriaxona,
cefotaximul sau cloramfenicolul. Rezistenta la penicilina prin B-lactamaze este
exceptionalad in timp ce rezistenta produsa prin alterari genetice ale proteinelor de
legare a penicilinei este in crestere. In meningita tratamentul este mai complex,
avandu-se n vedere posibilele complicatii.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie este reprezentatd de om, bolnav simptomatic sau
asimptomatic Tn cazul gonoreei, purtator sanatos in cazul meningitei cu
meningococ.

Omul este singura gazda naturala pentru gonococ . Prezenta acestuia pe
mucoasa uretralda, pe endocolul uterin sau pe mucoasa faringiana nu este



interpretata niciodata ca stare de portaj ci ca infectie asimptomatica pentru ca
exista riscul de aparitie a complicatiilor ascendente sau de tip bacteriemic. Infectia
gonococica se transmite in majoritatea cazurilor pe cale sexuala si mult mai rar de
la mama la nou-nascut (in timpul nasterii) sau prin intermediul unor obiecte.
Receptivitatea este generala.

Omul este singura gazda naturala pentru meningococ care poate coloniza
nazo-faringele persoanelor sanatoase inducand starea de portaj. Infectia
meningococica se transmite de obicei pe cale aeriana (picaturi Fliigge) n conditiile
unui contact apropiat. Contagiozitatea este mare, insa factori care tin de
microorganism si de gazda fac ca raportul intre purtatori si bolnavi sa fie de circa
1000/1. Receptivitatea este mai mare la copii sub 5 ani, la pacienti cu deficiente
ale factorilor complementului, la persoane institutionalizate.

Profilaxie specifica nu exista, chimioprofilaxia este ineficienta, mijloacele de
a tine sub control infectia gonococica fiind educatia sexuala, depistarea, tratarea si
supravegherea infectatilor si a contactilor acestora.

Sterilizarea preventiva a purtatorilor cu rifampicina este utila doar pentru
contactii din familie si cei din colectivitati inchise in cazul aparitiei unor cazuri de
meningita. Vaccinarea este posibila doar pentru serogrupele A, C, Y si W135.

Coci gram negativi, anaerobi

GENUL VEILLONELLA

DEFINITIE. INCADRARE

Cuprinde urmatoarele specii de coci Gram negativi anaerobi:
- Veillonella alcalescens subsp. alcalescens
- Veillonella alcalescens subsp. criceti
- Veillonella alcalescens subsp. dispar
- Veillonella alcalescens subsp. ratti
- Veillonella atypica
- Veillonella caviae
- Veillonella criceti
- Veillonella dispar
- Veillonella montpellierensis
- Veillonella parvula
- Veillonella parvula subsp. atypica
- Veillonella ratti

CARACTERE GENERALE

Habitat



Speciile de Veillonella fac parte din flora normala a cavitatii bucale. Nu sunt
patogene dar adesea sunt confundate n laborator cu tulpini de Neisseria. Cel mai
adesea se izoleaza Veillonella parvula.

Caractere morfotinctoriale

Sunt coci mici, Gram negativi dispusi in diplo asemanatori cu Neisseria spp.
Sunt imobili, nesporulati.

Caractere de cultur a

Cultiva Tn conditii de strictd anaerobioza. Dupa 48 de ore de incubare la
37T formeaz a colonii transparente sau opac-albe, nehemolitice.

Caractere biochimice si de metabolism

Sunt inerte biochimic. Ocazional unele tulpini pot fi catalaza pozitive,
oxidaza pozitive.

Cocobacili gram negativi, aerobi

GENUL ACINETOBACTER

DEFINITIE. INCADRARE

Genul Acinetobacter cuprinde 19 specii dintre care, mai frecvent implicate
in patologia umana sunt: Acinetobacter baumanii, Acinetobacter Iwoffii,
Acinetobacter junii, Acinetobacter haemolyticus. Acinetobacter calcoaceticus are
ca habitat solul iar Acinetobacter johnsonii face parte din flora normala a
organismului.

Germenii din genul Acinetobacter fac parte din grupul cocobacililor gram
negativi nefermentativi. Sunt strict aerobi, catalaza pozitivi, oxidaza negativi,
nepigmentogeni.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Acinetobacter este un germen ubicuitar Tn sol si in apele de suprafata. Face
parte din microbiota flotanta a tegumentului, este prezent Tn nazofaringe,
orofaringe, colon, vagin. In spital, tulpini de Acinetobacter au fost izolate de pe
instalatii tehnico-sanitare, aparate de climatizare, mana personalului, in instalatiile
de apa etc. A fost izolat de asemenea din sputa, secretiile tractului respirator,



urina, plagile pacientilor spitalizati. Sunt frecvent izolati in industria alimentara a
carnii.
Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili pleomorfi, scurti, grosi, pana la cocoizi, gram negativi, adesea
dispusi in perechi. Pe acelasi frotiu se pot intalni forme cocoide si forme
filamentoase cu o lungime de céateva zeci de micrometri. Sunt imobili, frecvent
capsulati. Pe frotiul colorat gram adesea pot fi confundati cu Haemophilus
influenzae.

Caractere de cultur a

Este un germen nepretentios, cultivd pe medii uzuale. In functie de specie,
cresc la temperaturi cuprinse intre 10-35°C, acesta constituind un caracter de
identificare a speciei de Acinetobacter.

Coloniile sunt de tip ,S”, rotunde, netede, convexe, lucioase sau mate,
nepigmentate. Unele specii produc hemoliza beta pe geloza sange.

Caractere biochimice gi de metabolism

Sunt germeni catalaza pozitivi, oxidaza negativi, nu reduc nitratii. In functie
de capacitatea de a descompune sau nu zaharurile se identifica speciile de
Acinetobacter.

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici i biologici

Acinetobacter spp. supravietuieste timp indelungat in mediul de spital, in
special pe suprafete umede, echipamente respiratorii de terapie intensiva, pe
pielea umana. Rezista timp de 6 zile pe hartia de filtru uscata.

Acinetobacter baumanii este un microorganism multirezistent fata de
antibiotice.

Structura antigenic a

Peretele si membrana celulara a tulpinilor de Acinetobacter au compozitie
asemanatoare cu majoritatea germenilor gram negativi.

Din punct de vedere al structurilor capsulare se diferentiaza 28 de
serovaruri capsulare de Acinetobacter.

Raspuns imun

Sunt inca foarte multe necunoscute legate de statusul imun in infectiile
cauzate de Acinetobacter spp.

Caractere de patogenitate

Acinetobacter spp. este un microorganism cu virulentd scazuta care poate
totusi cauza infectii fie singur fie in asociere cu alte microorganisme a caror
virulenta o poate exacerba. Infectiile mixte in care este implicat si Acinetobacter
spp. au evolutie mai severa decat cele in care Acinetobacter este unic factor
etiologic.

Virulenta bacteriei, desi scazuta, este asigurata de:

- capsula polizaharidica (protectie fata de fagocitoza, aderenta de celulele

epiteliale)

- prezenta endotoxinei

- producerea de enzime care modifica lipidele tisulare

- prezenta fimbriilor care asigura adeziunea de celulele epiteliale



- abilitatea de a obtine fierul necesar cregterii in organismul uman.

Majoritatea izolatelor de Acinetobacter provenite de la pacienti spitalizati, Tn
special cele provenite din tractul respirator sau urinar sunt mai degraba tulpini de
colonizare decat agenti etiologici ai infectiei.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Acinetobacter spp. este un microorganism care colonizeaza pacientii
spitalizati Tn unitati de terapie intensiva, in special cei intubati, cu multiple linii
intravenoase sau dispozitive de monitorizare, cu drenaje chirurgicale sau cu
catetere urinare.

Infectiile cu Acinetobacter sunt rare, apar ca infectii oportuniste, adesea
nozocomiale. Acinetobacter baumanii este cel mai frecvent implicat in infectii
umane totalizand 2/3 din totalul infectiilor cauzate de germeni din genul
Acinetobacter, urmat de Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter junii, Acinetobacter
haemolyticus implicate etiologic in 5% din infectii.

Desi infectiile cauzate de Acinetobacter spp. sunt rare, atunci cand apar
intereseaza sisteme cu continut mare de fluide: tractul respirator, urinar, lichidul
peritoneal. Formele clinice de manifestare a infectiei cu Acinetobacter spp. sunt:
pneumonii nosocomiale, infectii asociate cu dializa peritoneald efectuata in
ambulator, bacteriuria de cateter.

Prezenta tulpinilor de Acinetobacter in secretiile pacientilor intubati
reprezinta, cel mai frecvent, o stare de colonizare cu acest microorganism aparuta
ca urmare a unor tratamente antibiotice fatd de care bacteria este rezistenta.
Pneumonia cu Acinetobacter spp. apare ca izbucnire nosocomiala fiind de obicei
asociata cu utilizarea de echipamente sau fluide contaminate cu tulpini de
Acinetobacter.

Cele mai frecvente entitati clinice avand ca etiologie specii de Acinetobacter
sunt: infectii respiratorii, infectii ale plagilor si arsurilor, bacteriemii, infectii de
cateter, meningite, infectii ale tractului urinar, endocardite la cei cu proteze
valvulare, peritonita la cei cu dializa peritoneala, infectii oculare.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsele examinate pentru diagnosticul unei eventuale infectii cu
Acinetobacter spp. sunt: expectoratii, aspirat brongic, puroi, urind, sange, catetere,
tuburi de dren etc.

Un aspect important al diagnosticului de laborator este acela de a face
distinctie intre colonizare si infectie. Pentru aceasta este necesara izolarea
aceleiasi tulpini de Acinetobacter din prelevari repetate, confruntarea culturilor cu
examenul microscopic al produsului patologic examinat.

Pentru identificarea de gen se urmareste cresterea pe agar Mac Conkey,
cresterea si hemoliza pe geloza sange, caracterul strict aerob, temperatura optima
de crestere, producerea de catalaza si oxidaza.

Pentru identificarea de specie se folosesc caracterele de cultivare si
biochimice referitoare la temperatura de crestere, acidifierea glucozei, hidroliza
gelatinei, hemoliza, auxonograma (tabel VI)



Tabel VI. Caractere de diferen fiere a speciilor de Acinetobacter de interes
medical
(dup a@ D. Buiuc, M. Negu t 1999)
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44°C | - + - - - - -
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Acidifierea glucozei + |+ d] - - - | d
Hidroliza gelatinei - -+ - - - -
Hemoliza - - + - - - -
Utilizarea:
DL-lactat + |+ - |+ |+ + |+
DL-4-aminobutirat | + | + | + | d | d | d | +
Trans-aconitat + | +|d - - -
Citrat + | + | + d + - -
Glutarat + | + - - - - +
Aspartat + + d d d - _
Azelat + | + - - - + | +
Beta alanina + | + - - - - -
L-histidina + |+ |+ | + | - - -
D-malat - |+ |+ | +]d|d -
Malonat + |+ | - S lda -]+
Histamina - - - - - - -
L-fenilalanina + | d - - R N +
Fenilacetat + | d - - - + | +

Acinetobacter baumanii poate fi incadrat in:

- biotipuri: Studiindu-se prin auxonograma capacitatea de utilizare ca
unica sursa de carbon a 6 substraturi s-au identificat 17 biovaruri (biotipuri) de
Acinetobacter baumanii, dintre care biovarurile 1, 2, 6, 9 sunt mai frecvent
implicate n infectii nozocomiale. Substraturile testate sunt: levulina, citraconat, L-
fenilalanina, fenilacetat, 4-hidroxibenzoat, L-tartrat;

- serotipuri: Prin reactii de aglutinare cu seruri de iepure s-au
identificat 20 de serovaruri ,O” (serotipuri) iar cu ajutorul anticorpilor marcati
fluorescent s-au identificat 28 serovaruri ,K”;

- lizotipuri: Sensibilitatea fata fagi (un prim grup de 21 si un grup
aditional de 14 fagi) a permis identificarea de lizovaruri (lizotipuri) de Acinetobacter
baumanii. Lizotipia este utila in infectiile nozocomiale.

Metodele genetice de identificare (ribotipia, electroforeza in camp pulsatil,
profilul plasmidic) sunt utile in discriminarea tulpinilor implicate in infectii
nozocomiale.

TRATAMENT



Acinetobacter baumanii este Tn mod natural mutirezistent la antibiotice prin
producere de beta-lactamaze si enzime de inactivare a aminoglicozidelor. Putine
sunt antibioticele eficiente n infectiile cauzate de Acinetobacter spp.: meropenem,
imipenem, piperacilin-tazobactam, amikacin. Tratamentul trebuie facut obligatoriu
doar Tn cazurile de infectie documentata cu Acinetobacter spp. si sub controlul
strict al antibiogramei.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Profilaxia infectiilor cauzate de Acinetobacter spp. consta in respectarea
riguroasa a igienei in spital, a regulilor de asepsie si antisepsie in special in
unitatile sanitare care adapostesc persoane cu imunitatea afectata, unde se aplica
un numar mare de proceduri invazive de diagnostic si tratament, unde se
administreaza doze mari de antibiotice fata de care Acinetobacter este rezistent
(favorizand in acest fel colonizarea pacientului cu aceste tulpini).

GENUL BORDETELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Numele genului omagiaza bacteriologul belgian J. Bordet care impreuna cu
Gengou, au izolat agentul etiologic al tusei convulsive n 1906.

Genul Bordetella cuprinde cocobacili Gram negativi asemanatori celor din
genul Haemophilus, strict aerobi, imobili sau mobili cu flageli peritrich.

Specia tip este reprezentata de B. pertussis agentul etiologic al tusei
convulsive. Tn afara de B.pertussis, din cele 6 specii ale genului, prezinta interes
medical si B.parapertussis, B.bronchiseptica, B.holmesii (tabel VII).

Tabel VII. Date sintetice asupra speciilor de Borde tella
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mobilitate - - + + + -
afinitate tract + + + + + -
respirator
gazda om om caine, pisica, cal, curcan, curcani si alte
cobai, sobolan, soarece pasari
porc,
citotoxina + + + + - -
traheala
toxina dermo + + + + - -
necrotica
pili + + + + - -
adenilat + + + - - -
ciclaza




hema + + + - - -
glutinina
filamen
toasa
pertractina + + + - - -
toxina + - - - - -
pertussis
factor + - - - - -
colonizare
trahee
boala tuse tuse rinita atrofica, coriza

convulsiva | convulsiva | brohopneumonie la porc | curcanilor

BORDETELLA PERTUSSIS

CARACTERE GENERALE

Habitat

Bordetellele colonizeaza cilii epiteliului respirator al mamiferelor. Cu toate
ca se considera ca nu are capacitate invaziva studii recente au demonstrat
prezenta bacteriei in interiorul macrofagelor alveolare. Este un patogen al omului
si al primatelor superioare nici un alt rezervor nefiind inca identificat.

Caractere morfologice

Pe frotiurile din prelevate patologice sau din primoculturi, B. pertussis, este
un cocobacil gram negativ, cu dimensiunea de 0,5 um / 0,5-2 ym, dispus izolat
sau in perechi, mai rar in lanturi scurte. Exista specii imobile (B.pertussis,
B.parapertussis, B.holmesii) si specii mobile (B.avium, B.hinzii, B.bronchiseptica).

Atunci cand este recent izolat prezinta capsula, in primele ore de cultivare
prezinta pili atasati de peretele bacterian care dupa 24 ore se pot gasi in mediul
de cultura.

Prin treceri succesive pe medii de cultura microorganismul devine pleomorf,
bacilar sau filamentos, lipsit de capsula si pili, dispus izolat sau in pereche, foarte
rar in lanturi.

Se coloreaza bipolar; prezintd incluziuni metacromatice la coloratia cu
albastru de toluidina.

Caractere de cultur a

Este o bacterie pretentioasa nutritiv fiind cultivata pe medii Tmbogatite cu
sange. Poate creste pe medii sintetice care contin saruri, aminoacizi, factori de
crestere (nicotinamida).

Cultivarea se realizeaza greu, B. pertussis fiind inhibata acizi grasi, peroxizi
organici etc. fapt care impiedica dezvoltarea bacteriei pe mediile uzual folosite in
diagnosticul bacteriologic. Pentru cultivare necesita:

0 nicotinamida sau acid nicotinic
substante nutritive — aminoacizi, vitamine
agenti reducatori — ioni de fier, glutation
saruri minerale — cloruri, fosfati
neutralizanti ai substantelor inhibitoare — amidon, carbune activat
sange.
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Cel mai cunoscut mediu de cultura care ofera conditiile necesare cultivarii
este mediul Bordet-Gengou (agar, macerat de cartof, 30% sange defibrinat de
iepure, glicerol si penicilina sau cefalexind). Temperatura optima de incubare este
de 35-37°C.

Dupa 3-6 zile de incubare la 37°C in atmosfera umeda si 10% CO, se pot
dezvolta colonii de tip S mici, convexe, usor transparente, cu stralucire metalica,
foarte aderente, inconjurate de un halou de hemoliza care in lumina transmisa
oblic seamana cu picaturile de mercur.

La izolare este necesar mediul Bordet-Gengou, insa prin treceri repetate
coloniile pot creste si pe gelozd-sdnge sau pe geloza simpla. In subculturi
microorganismul se va dezvolta mai rapid, coloniile vor fi mai opace si vor aparea
modificari morfologice (pleomorfism), alterari structurale, virulenta lor fiind scazuta.

Pentru ca mediul Bordet-Gengou este eficient doar 1-7 zile de la preparare,
unii autori recomanda utilizarea unei geloze cu carbune activat si sdnge de cal pe
care cultura apare mai repede.

Caractere biochimice

Are metabolism strict respirator niciodata fermentativ. Temperatura optima
de dezvoltare este de 35-37°C. Caracterele biochimice si de metabolism utilizate
n identificarea speciilor de Bordetella sunt redate in tabelul VIII.

Actiunea factorilor fizici, chimici

Rezistenta Tn mediul extern este scazuta: rezistd maximum 2 ore la
temperatura camerei, lumina solara o distruge in 60 de minute, iar la 55°C este
distrusa in 30 de minute. Este putin rezistenta la actiunea dezinfectantelor uzuale
si este sensibila la actiunea macrolidelor, ampicilinei, amoxicilinei,
cotrimoxazolului.

Structura antigenic a

Structura antigenica este foarte complexa incluzand:
- 0 hemaglutinina fimbriala de natura proteica;

- aglutinogene de suprafata (K);

- endotoxina.

in afara de aceste antigene mai exista si o serie de substante active cu rol
important Tn patogenia bolii:

a) toxina pertussis;

b) adenilatciclaza calmodulin-dependenta;

c) toxina letala (dermonecrotica);

d) citotoxina traheala;



Tabel VIII. Caractere biochimice gi de metabolism utile pentru identificarea
speciilor de Bordetella
(dup @ D. Buiuc, M. Negu ¢, 1999)
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cresterea pe:

agar Bordet-Gengou (zile) | 3-6 1-3 1-2 2 2 2
agar Regan-Lowe (zile) | 3-6 2-3 1-2 1-2 2 2
agar Mac Conkey - + + + + +

agar cu peptona:
cresterea - + + + + +
pigment brun - + - - - +
beta-hemoliza + + \ \ ? -
mobilitate - - + + + -
catalaza v° + + + + +
oxidaza + - + + + -
asimilarea citratului - v + % + -
reducerea nitratilor - - + -© - -
ureaza - - (24h) | + (4h) - \ -

& simboluri: + = 290% tulpini pozitive; v = 11-89% tulpini pozitive; - = 290% tulpini
negative; ? = rezultat necunoscut

® 70% tulpini pozitive

¢ test pozitiv in mediu cu ser sanguin

Raspuns imun

Dupa infectie apar titruri Tnalte de anticorpi anti-toxina pertussis si anti-
hemaglutinina fimbriala de tip IgA secretori care sunt protectori. Anticorpii formati
fata de componentele toxinei pertussis previn colonizarea celulelor epiteliului ciliat
oferind protectie efectiva.

Titrul anticorpilor anti-toxina pertussis persista timp indelungat, posibil pe
tot parcursul vietii, fiind corelati cu imunitatea fatd de o noua imbolnavire. La
eliminarea bacteriei din plaméan intervine si imunitatea mediata celular.

Pentru ca subunitatea S; a toxinei pertussis este capabila sa se lege de
suprafata fagocitelor si pentru ca hemaglutinina filamentoasa se ataseaza de
integrina CR3 a fagocitelor (receptorul pentru fractiunea Csz, a complementului) s-a
speculat ca bacteria se leaga preferential de fagocite pentru a facilita propria ei
inglobare. Rolul unei astfel de fagocitari ,auto-initiatd” nu este clar. In orice caz
sunt dovezi ca Bordetella pertussis poate utiliza acest mecanism pentru a
patrunde si a persista in interiorul fagocitelor ca parazit intracelular ceea ce ar
explica de ce imunitatea Tn tusea convulsiva se coreleazd mai bine cu prezenta
limfocitelor citotoxice T decat cu a anticorpilor antibacterieni.

Caractere de patogenitate



B. pertussis este patogena in special prin localizare, multiplicare si
toxinogeneza. Factorii de patogenitate sunt reprezentati de factorii de aderare gi
toxine.

a) Factorii de aderare

- fimbriile

- aglutinogenele de suprafata (K) — de natura proteica. Exista aglutinogene
specifice de gen si de specie. Datoritd implicatiilor epidemiologice, ar fi de
mentionat ca microorganismul are capacitatea de a-si modifica serotipul in vitro;

- hemaglutinina filamentoasa (FHA) — este o proteina mare (220 kDa) care
formeaza structuri filamentoase la suprafata bacteriei si asigura adezivitatea la cilii
epiteliului respirator legandu-se de terminatiile galactoza ale sulfatidelor prezente
pe suprafata celulelor ciliate. Este codificatd de locusul genetic bvg (Bordetella
virulence genes) si este unul din factorii de virulentd ai acestei bacterii. Mutatiile
aparute la nivelul genelor structurale codante pentru hemaglutinina filamentoasa
reduc abilitatea de colonizare a microorganismului.

- toxina pertussis

b) Toxinele

- endotoxina — situata la nivelul peretelui celular, antigen comun germenilor
Gram negativi, care contribuie si el la lezarea celulelor epiteliului respirator. Este
de natura lipopolizaharidica si exteriorizeaza urmatoarele efecte: inductie de
interleukina-1 (IL-1) care are efect piretogen, activarea complementului, efect
histaminosensibilizant, hipotensiune arteriala etc.

- citotoxina traheala - codificata de gene din afara locusului bvg, inhiba
sinteza ADN 1n celulele ciliate, are efect citotoxic si determina imobilitatea cililor.
Nu este de natura proteica deci nu este o exotoxind. Este un fragment de
peptidoglican care omoara celula ciliata, stimuleaza eliberarea de citotoxine IL-1
determinand astfel instalarea febrei.

- toxina dermonecrotica (letald) — este o proteina cu greutatea moleculara
de 102 kDa alcatuita din 4 subunitati. Este responsabila de inflamatia si necroza
localda. Are actiune vasoconstrictoare ceea ce determind necroze ischemice
predominant pulmonare.

- adenilatciclaza calmodulin dependentd — are functie dubla: de enzima si
de toxina. Determina hipersecretie de mucus apos, inhiba macrofagele alveolare,
permeabilizeaza epiteliul respirator pentru toxina pertusis. Este o proteina de 45
kDa, responsabila de zona de hemoliza care inconjoara colonia bacteriana pe
mediul cu sange. Este activd numai Tn prezenta moleculei regulatoare a
eucariotelor numita calmodulin, deci este activa doar in celulele eucariote.

- toxina pertussis - factor major de virulenta, dar si cel mai important antigen
si imunogen. Mediaza aderarea si stadiul de toxemie. Este implicata in procesul
de aderenta la epiteliul traheal. Este o proteina cu greutate moleculara de 150
kDa. Este o exotoxina bacteriana de tip A+B formata din 6 subunitati.

Componenta A formata din subunitatea S; este o ADP ribozil-transferaza.
Polipeptidul A este responsabil de: sensibilizarea la histamina, hipersecretia de
insulina si activarea adenilat-ciclazei membranare.

Componenta B este alcatuita din 5 subunitati (S, Sz, Ss $i doua subunitati
S4) se leaga de carbohidratii specifici de pe suprafata celulei gazda. Polipeptidul B
asigura legarea de receptorii membranari fiind si mitogen nespecific pentru
limfocitele T citotoxice si T supresoare.

Componentele S, si Sz functioneaza ca adezine intervenind in legarea
bacteriei de celula gazda. Utilizeaza receptori celulari diferiti: S, se leaga specific



de lactosilceramide (un glicopeptid) prezent pe celula epiteliala ciliata in timp ce S;
se leaga de o glicoproteina prezenta mai ales pe fagocite.

Toxina pertussis este transportata de la locul de cantonare al Bordetellei
pertussis spre celulele si tesuturile susceptibile ale gazdei. Dupa legarea
componentei B a toxinei de celula gazda, subunitatea A strabate membrana
citoplasmatica a celulei prin mecanism direct patrunzand in citoplasma. Aici se
leaga de proteina Gi de la nivelul membranei celulare, o inhiba ceea ce are ca
urmare o stimulare a adenilatciclazei si respectiv o crestere a sintezei de AMPCc.

Dintre efectele negative care se datoreaza sintezei de toxina pertussis
putem enumera:

- alterarea activitatii hormonale: cresterea producerii de insulind urmata de
hipoglicemie;

-sensibilizarea la histamind cu cresterea permeabilitati capilare,
hipotensiune, soc;

- reducerea activitatii macrofagelor;

-diminuarea raspunsului imun umoral ceea ce favotizeaza infectii
secundare;

- limfocitoza.

Producerea factorilor de virulentd este sub control genetic prin activitatea
operonului bvg care actioneaza prin 2 mecanisme:

- variatia de faza care duce la pierderea factorilor de virulenta si a unor
factori de membrana;

-modulare fenotipica, reversibila, adaptativa care apare ca raspuns la
factorii de mediu (temperatura, substante chimice etc.).

Referitor la modificarile antigenice care apar in cursul cultivarii, s-a descris
la Bordetella pertussis variatia de faza.

Faza | se intalneste la tulpinile izolate din produse patologice cultivate pe
medii Timbogatite. Sunt tulpini in forma de S, virulente, capsulate cu mare
capacitate imunogena. Vaccinurile se prepara folosind culturi in faza |. Factorii de
virulenta sunt codificati genetic:

o Cinci factori sunt codificati de locusul genetic bvg:
hemaglutinina filamentoasa, toxina pertussis, adenilatciclaza, dermotoxina
necrotica si hemolizina;

o Doi factori codificati de gene din afara locusului bvg: fimbriile
si citotoxina traheala.

Fazele Il si lll sunt intermediare.

Faza IV se intalneste la tulpini care se pot multiplica pe medii obisnuite. Au
aspectul caracteristic formelor R. Sunt degradate antigenic, nu produc toxina si nu
prezinta nici alti factori de patogenitate.

PATOGENIE. BOALA LA OM

B. pertussis este patogena numai pentru om. Boala cauzata se numeste
tuse convulsiva (tuse magareasca), boala cu evolutie ugoara la adult dar cu rata
de mortalitate mare la copil pana la introducerea vaccinarii obligatorii.



Transmiterea se realizeaza in special pe cale aeriana prin picaturi nazo-
faringiene eliminate intr-un acces de tuse. Contagiozitatea este maxima in primul
stadiu de boala si la inceputul stadiului al doilea (de tuse paroxistica).

Dupa o incubatie de 7-10 zile, incep manifestarile clinice care evolueaza in
doua faze.

Primul stadiu este acela de colonizare al epiteliului respirator, in care
manifestarile clinice sunt asemanatoare cu cele ale unei afectiuni respiratorii
usoare (febra, stranut, tuse). Microorganismul adera de epiteliul respirator prin
fimbrii, mecanismele de aderentd implicand interventia hemaglutininei
filamentoase si a toxinei pertusis. Se multiplica rapid, interfera cu activitatea
mucociliara normala, apar primele manifestari clinice care se agraveaza treptat.

In aceasta faza catarald care dureazd 10 zile pacientul este foarte
contagios, elimina prin tuse un numar foarte mare de microorganisme.
Diagnosticul de laborator bacteriologic este posibil prin prelevari cu tampon steril
de la nivelul faringelui sau prin metoda "placilor tusite". Gravitatea si durata bolii
pot fi reduse daca se face tratament antimicrobian corect, in caz contrar
simptomele se agraveaza treptat.

Faza a doua a (paroxistica) este stadiul toxemic, cu accese de tuse
paroxistica, accese de multe ori tipice (pot fi pana la 30 accese pe zi, mai
frecvente in timpul noptii). Accesul se poate termina cu voma si cu aspirarea
vomismentelor. Pot aparea cianoza, convulsii, anxietate, edem palpebral,
congestie palpebrala.

La o parte dintre pacienti nu apar aceste accese paroxistice.

Pe parcursul stadiului toxemic apare si limfocitoza periferica caracteristica,
precum si hipoglicemia.

Datorita obstructiei bronhiolelor mici cu dopuri de secretii mucoase precum
si datorita tusei si inspirului amplu, pot aparea o serie de complicatii pulmonare.
Uneori apar si complicatii la nivelul sistemului nervos central, care pot fi foarte
grave (encefalita pertussis).

In aceastad faza Bordetella pertussis este rareori izolatd de la pacient iar
tratamentul antibiotic nu influenteaza progresia bolii.

Faza a doua dureaza 2-4 saptamani si este urmata de convalescenta, care
se intinde pe durata a 2-3 saptamani.

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator poate fi bacteriologic sau imunologic.

Diagnosticul bacteriologic se poate realiza la bolnav in timpul fazei catarale
si n prima parte a fazei paroxistice precum gi la pacientii asimptomatici gi contacti.
Produsele patologice recoltate sunt: exsudat nazofaringian, sputa, picaturi de
secretie traheobrongica eliminate in timpul tusei.

Recoltarea secretiei traheobronsice poate fi realizatd prin metoda "placilor
tugite”: Se expune o placa Petri cu mediul Bordet-Gengou (cu adaos penicilind) la
aproximativ 20 cm in fata gurii bolnavului in timpul accesului de tuse.

Recoltarea se poate realiza gi cu ajutorul tamponului din alginat de calciu
pentru exsudatul nazofaringian, bumbacul inhibéand dezvoltarea
microorganismelor.

Din produsul patologic se efectueaza un frotiu colorat Gram si un frotiu
tratat cu anticorpi fluorescenti. Imunofluorescenta are o sensibilitate de numai



50%, este limitata atat de rezultatele fals pozitive cét si de cele fals negative, dar
are ca avantaj rapiditatea diagnosticului.

Coloniile apar pe mediul de culturd in 3-6 zile, maxim 12 zile. Coloniile
suspecte se repica pe mediul Bordet-Gengou si apoi se trece la identificarea lor pe
baza caracterelor morfologice, de cultura si biochimice — mobilitatea, catalaza,
oxidaza, utilizarea citratului, reducerea nitratilor, ureaza.

Se trece la identificarea serologica prin reactii de aglutinare pe lama
utilizdnd seruri  specifice pentru identificarea serovarurilor ca markeri
epidemiologici.

Se poate face identificarea rapida a Bordetellei prin  metode
neconventionale, direct din prelevatul patologic prin reactia de imunofluorescenta
directa sau cu sonde de acizi nucleici sau amplificare genica cu amorse specifice
genei care codifica toxina pertussis, dar aceste metode sunt costisitoare.

Diagnosticul serologic este de o mai mica importanta datorita faptului ca o
crestere semnificativa a anticorpilor aglutinanti sau precipitanti se realizeaza abia
din a treia saptamana de boala, acest fapt avand mai multa importanta pentru
studiile epidemiologice, decét pentru diagnosticarea bolii.

TRATAMENT

Antibioticul de electie este eritromicina atat pentru tratament car gi pentru
profilaxie. Administrarea eritromicinei in faza catarala duce la blocarea multiplicarii
microorganismului, reduce gravitatea simptomelor si are valoare profilactica
diminuand perioada in care pacientul este contagios.

Daca nu se poate administra eritromicina este indicat cotrimoxazolul.

Antibioticoterapiei i se asociaza tratamentul simptomatic constand Tin
oxigenare, hidratare, administrare de sedative si aspirarea secretiilor.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Boala evolueaza endemic cu o periodicitate de 3-5 ani si sezonalitate de
primavara.

Izvorul de infectie este exclusiv uman reprezentat de bolnavul cu forme
tipice sau atipice de boala. Contagiozitatea este foarte mare, 30-90% din contacti
receptivi putand face boala.

Transmiterea se realizeaza prin picaturi-nucleosoli.

Receptivitatea este naturala, generala, de la nastere. Multe cazuri apar
Tnaintea varstei de 5 ani, insa majoritatea cazurilor grave apar haintea varstei de
un an. Boala este mai putin periculoasa la adulti, dar la copii rata mortalitatii este
destul de mare. Frecventa bolii a scazut dupa 1930 odata cu introducerea
vaccinarii.

La noi Tn tara vaccinarea este obligatorie utilizandu-se vaccinul DTP care
contine anatoxina difterica, anatoxina tetanica si vaccin corpuscular pertussis
inactivat.

Tn prezent se utilizeaza urmatoarele vaccinuri antipertussis:

- vaccin corpuscular inactiv (suspensie de Bordetella pertussis)
- vaccin acelular — combinatii de componente purificate ale
B.pertussis si toxoidul pertussis.



GENUL BRUCELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Brucella cuprinde mai multe specii care infecteaza animalele si se
pot transmite omului. Se mentine clasificarea in 6 specii acceptate de Bergey’'s
Manual of Systematic Bacteriology, ed. a 9-a:

Brucella melitensis cu 3 biogrupe (capre, oi), Brucella abortus cu 7 biogrupe
(vite), Brucella suis cu 5 biogrupe (porci), Brucella canis (céini), Brucella neotomae
(sobolan), Brucella ovis cu céate un biogrup. Brucella maris este a saptea specie
din genul Brucella care reuneste tulpinile izolate de la mamifere marine.

Primele trei sunt principalele specii patogene si pentru om iar a patra este
posibil implicata in patologia umana.

Cu toate acestea, rezultatele testelor de hibridizare ADN-ADN au
demonstrat ca tulpinile de Brucella au omologie de peste 90%, deci apartin unei
singure grupe genomice. Aceasta observatie contrazice existenta celor 6 specii de
Brucella care ar fi de fapt biovaruri ale unei singure specii: Brucella melitensis.

Brucellele sunt cocobacili gram negativi, care se coloreaza frecvent bipolar,
eventual prezentand capsuld. Sunt imobili, nesporulati, strict aerobi, catalaza
pozitivi, oxidaza negativi, relativ inactivi metabolic. Nu produc acizi din carbohidrati
pe mediile care contin peptona. Sunt strict paraziti pentru animale, caracteristic
localizati intracelular.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Sunt patogeni primari ai multor animale habitatul principal al brucellelor fiind
reprezentat de organismul infectat. Germenii pot rezista si in mediul datorita unor
mecanisme care le asigura persistenta (posibilitatea transformarii in conditii
nefavorabile in forme L).

Caractere morfotinctoriale

Sunt cocobacili gram-negativi, imobili, nesporulati, izolati sau mai rar
prezenti in gramezi neregulate. Se coloreaza bipolar. Tn produsul patologic sunt
prezenti special intracelular. Cu tehnici speciale de colorare se poate evidentia o
capsula fina. Tn culturi vechi prezintd un mare grad de polimorfism.

Caractere de cultur a

Sunt bacterii pretentioase, toate speciile avand cerinte nutritive complexe.
Pentru cultivarea lor este nevoie de medii Tmbogatite cu substante nutritive
(aminoacizi, proteine serice, glucoza, saruri, vitamine, factori de crestere etc.), de
un pH de 6,8 si 0 temperatura de 34°C.

Microorganismele sunt aerobe facultativ anaerobe. Brucella abortus
necesita la prima izolare o atmosfera cu 5-10% CO..

Cresc lent, mai ales la prima cultivare. Coloniile, initial de tip S, devin
vizibile dupa 2 sau mai multe zile. Trecerea de la forma S la forma R este insotita
de scaderea virulentei.



Pentru hemoculturi se foloseste curent mediul bifazic Castaneda.
Hemocultura trebuie supravegheata minimum 3-4 saptamani. Mediul lichid este
tulburat uniform.

Caractere biochimice

Au activitate metabolica scazuta. Poseda oxidaza, produc catalaza si
descompun in mod variabil ureea, utilizeaza carbohidrati, dar nu produc hidrogen
sau gaz in cantitati suficiente pentru clasificare. Descompunerea zaharurilor este
lenta si nu poate fi decelata pe medii de cultura uzuale pentru ca acidifierea este
mascata de producerea de amoiniac. Nu utilizeaza citratul si nu produc indol sau
acetil-metil-carbinol (reactia Vogues-Proskauer negativa).

Identificarea unor specii sau In cadrul speciei a unor biotipuri are la baza o
serie de teste conventionale (clasificarea Huddleson) (tabel 1X).

Tabel IX. Clasificarea Huddleson
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Rezisten ta fata de factorii fizici gi chimici

Rezistenta in mediul extern este mare, mai ales daca sunt protejate de un
strat de material organic. Tn tesuturile fetale infectate eliminate pot rezista
saptaméani de zile. Supravietuiesc 2-3 luni in gunoiul de grajd, 3-60 zile in
branzeturi, 15-40 de zile in pulberi. Sunt moderat sensibile la temperatura si
aciditate, sunt sensibile la dezinfectantele uzuale. Pasteurizarea laptelui le
distruge.

Doi coloranti, fucsina gi tionina au actiune bacteriostatica diferitad asupra
celor 3 specii de Brucella: tionina inhiba cresterea speciei B.abortus, fucsina
inhiba B.suis. Cresterea tulpinilor de B.melitensis nu este influentatd de nici unul
dintre cei doi coloranti.

Au sensibilitate diferita fata de actiunea bacteriofagilor ceea ce permite
identificarea diferitelor tulpini de Brucella prin lizotipie.

Structur a antigenic a

Brucella are o structura antigenica relativ complexa. Poseda antigene de
natura lipopolizaharidica numite A si M prezente in proportii diferite la speciile de
Brucella.

Brucella abortus are ca determinantul major de suprafatd antigenul A si
determinant minor antigenul m. Brucella melitensis are determinantul major de



suprafata antigenul M si determinant minor antigenul a. Brucella suis are ambele
antigene in cantitate egala.

Celelalte specii de Brucella sunt lipsite de aceste antigene.

In practica de laborator s-a observat ca anticorpii anti-Brucella dau reactii
Tncrucisate cu Yersinia enterocolitica O:9, Francisella tularensis, Vibrio cholerae si
mai rar cu E.coli O:157 si cu unele tulpini de Salmonella. Acest lucru se datoreaza
existentei unui antigen de suprafatd L asemanator cu antigenul Vi de la
Salmonella. antigenului K prezent la tulpinile capsulate, lipolizaharidului (antigenul
O, endotoxina) prezent La nivel parietal.

Antigenul O difera de cel al altor germeni Gram-negativ prin compozitia in
acizi grasi si prin faptul ca este strans legat de proteine, formand impreuna un
complex, ceea ce ii determina o activitate biologica distincta.

Raspuns imun

Bruceloza acuta, la fel ca si administrarea de vaccinuri cu tulpini vii
atenuate, determina un raspuns imun atat umoral cét si celular.

In principiu, o datd cu aparitia semnelor si simptomelor se pot detecta
anticorpi, dar prezenta lor nu previne bacteriemia i nici reinfectia (care este relativ
frecventd). In primele saptamani ale infectiei acute creste titrul anticorpilor de tip
IgM care poate persista in infectia cronica sau chiar dupa terapia antimicrobiana,
pe durata a 2 ani. Dup 3 saptamani de la debutul bolii apar anticorpi 1gG, ating
valoarea maxima dupa 6-8 saptamani si persista pe durata infectiei latente. Dupa
stadiul acut al brucelozei apar anticorpi blocanti de tip IgA care intefereaza
activitatea aglutinantad a anticorpilor IgM si 19G. Anticorpii blocanti persista multi
ani in infectia cronica gi latenta.

Brucellele sunt fagocitate de macrofage, distruse cu eliberarea de antigene
si endotoxine dar pot la fel de bine sa se multiplice rapid in interiorul fagocitelor,
Brucella fiind o bacterie ,facultativ intracelulara”.

Imunitatea mediata celular este esentiald in rezistenta fatd de o noua
mbolnavire. Raspunsul imun celular este Tn mod cert necesar pentru eradicarea
brucellelor situate intracelular. Limfocitele T stimuleaza activitatea bactericida a
macrofagelor care distrug bacteriile Tn interiorul unui granulom specific. in unele
cazuri Brucella rezista si persista in interiorul macrofagelor ducand la reactivari ale
bolii cu instalarea unei stari de hipersensibilizare Tntarziata caracteristica pentru
forma cronica a brucelozei.

Caractere de patogenitate

Caracterele de patogenitate se manifesta prin capacitatea germenilor de a
se multiplica si de a invada organismul. Nu s-au detectat exotoxine si nu s-au pus
in evidenta constituenti antifagocitari capsulari sau ai peretelui celular care sa fie
implicati Tn patogenitatea Brucellei. Endotoxina (antigenul O, LPZ) este implicata
n patogenitate.

In schimb tulpinile de Brucella prezintd rezistenta fata de distrugerea de
catre polimorfonucleare explicabila prin faptul cd nu are loc stimularea
metabolismului oxidativ si se inhiba degranularea neutrofilelor, precum si
descarcarea enzimelor din granulatii.

Pare sa existe un factor de patogenitate neprecizat, produs numai in vivo,
care ajutd supravietuirea intracelulara. Serul animalelor receptive contine o
globulina si o lipoproteina care favorizeaza cresterea formei S (virulente) a



bacteriei. Aceste elemente lipsesc din serul altor specii ceea ce le face
nereceptive fata de infectia cu Brucella.

Cele mai patogene specii sunt Brucella melitensis, urmata de Brucella suis
si de Brucella abortus.

Brucellele sunt microorganisme parazite pentru o serie de animale sau
pentru om, capabile s& determine infectii acute, cronice sau infectii inaparente.
Dintre animalele de laborator, cobaiul pare sa fie animalul cel mai constant
sensibil. Cronicizarea depinde de capacitatea de multiplicare in celule fagocitare.

Au afinitate pentru placenta si tesuturile fetale ale animalelor receptive
avand capacitatea de a metaboliza un hidrocarbonat (eritritol) prezent in aceste
structuri. La animalele gestante provoaca avort, dupa care infectia se localizeaza
la nivelul glandei mamare, Brucella eliminédndu-se timp indelungat prin lapte.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Bruceloza este o zooantroponoza. La animale bruceloza are evolutie
asimptomatica, cu afectarea aparatului genital la femela nsotita de avort si cu
leziuni testiculare la mascul. Boala este caracteristica pentru ovine, caprine,
bovine, porcine dar poate afecta si alte animale domestice care vor prezenta
simptomatologie necaracteristica. In formele latente de infectie caprele, oile sau
vacile elimind Brucella prin lapte. Brucella este eliminatd si prin urind, secretii
produse de sarcina (placenta, lichide fetale, avortoni).

Bruceloza este o boala specifica animalelor, omul contaminandu-se
accidental. Poarta de intrare este tractul digestiv sau tegumentul lezat, mai rar
bacteria patrunzand prin conjunctiva sau pe cale respiratorie.

De la poarta de intrare, microorganismul trece in ganglionii limfatici
regionali unde se multiplica, apoi prin ductul toracic ajung in sange raspandindu-
se si localizandu-se n sistemul reticulo-endotelial al organelor parenchimatoase si
ale sistemului o0sos. Aici, ca patogeni intracelulari, declangeaza o reactie
inflamatorie cu constituirea de noduli granulomatosi cu tendinta de abcedare.

Incubatia este in medie de 2-3 saptamani (maxim 1-6 saptamani), insa
uneori pot trece cateva luni intre momentul infectarii si aparitia fenomenelor
clinice.

Debutul este de obicei insidios, manifestat prin astenie, indispozitie,
cefalee, artralgii, febra moderata, transpiratii abundente.

In perioada de stare simptomele sunt polimorfe, bruceloza fiind una din
bolile extrem de greu de recunoscut clinic. Febra ondulanta (care creste in cursul
dupa amiezei gi scade in timpul noptii) insotita de frisoane are mai mult o valoare
istorica, n realitate, curba febrila are un aspect variabil: ondulata, neregulata,
remitenta si intermitenta. Transpiratile abundente nocturne, cu un miros
caracteristic, astenia, durerile sub diverse forme reprezinta elemente comune in
cursul bolii.

S-au descris circa 200 de semne clinice care pot apare in bruceloza.

Durata bolii poate fi de 3-4 saptamani, dar cel mai frecvent depaseste 3
luni, ajungand in formele cronice la ani de zile. in formele cronice diagnosticul se
stabileste foarte dificil. in formele cronice ale bolii, din focarele de infectie se
descarca periodic germeni in torentul sanguin unde sunt prezenti anticorpi
bactericizi anti-Brucella. Distrugerea unui numar mare de microorganisme in urma
reactiilor antigen-anticorp cu eliberarea de endotoxind poate cauza stari de soc
endotoxinic.



Forme clinice ale brucelozei umane:

»> forma inaparenta: infectia este depistata doar prin determinarea
anticorpilor specifici, fara nici un semn clinic de boalg;

> forma septicemica: incubatie 2-3 saptdmani, debut insidios. In perioada
de stare se instaleaza febra, transpiratile abundente, astenie, artralgii, mialgii
toate cuprinse denumirea de ,febra ondulanta sudoro-algica”. Se asociaza hepato-
splenomegalie si adenopatii. Investigatile de laborator evidentiaza neutropenie si
se pot evidentia anticorpi specifici. In acest stadiu hemocultura sau medulocultura
permit izolarea bacteriei;

» formele localizate — apar dupa o forma inaparenta sau septicemica de
boala. Localizarile pot fi multiple dar mai frecvent sunt afectate osul si articulatiile:
spodilita lombo-sacrata, sacro-ileita, artrite. Se mai intalnesc afectari neuro-
psihice, pulmonare, hepatice, splenice, cutanate, meningo-encefalita, orhita,
endocardita;

> recaderi sau forme cu evolutie prelungitd — semnele clinice sau
afectarile locale persista peste 1 an, tratamentul antibacterian este ineficient,
hemocultura sau serodiagnosticul sunt adesea pozitive. Este greu de diferentiat
recaderea de formele trenante la persoanele cu risc profesional de contaminare;

» forma cronica — fara un tablou clinic caracteristic, cu manifestari
polimorfe: subfebrilitate prelungitd (saptamaéani, luni, ani), astenie, artralgii,
transpiratii, cefalee, tulburari neuro-psihice, splenomegalie. Hemocultura si
serodiagnosticul sunt negative. Intradermoreactia este pozitiva stabilind
diagnosticul etiologic al manifestarilor clinice.

Formele cele mai grave apar ca urmare a infectiei cu Brucella melitensis,
urmata de infectia cu Brucella suis, Brucella abortus gi respectiv Brucella canis.

Brucella melitensis determina ,febra de Malta” sau ,febra ondulanta”, o
infectie severa cu bacteriemie bine exprimatd, granuloamele formate la nivelul
organelor parenchimatoase evoluand spre cazeificare si abcedare.

Brucella abortus si Brucella canis determina forme usoare de boala,
frecvent inaparente, fara complicatii supurative ale granuloamelor iar Brucella suis
determind forme cronice de bruceloza caracterizate prin supurati ale
granuloamelor.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

In realizarea diagnosticului se porneste de la aspecte clinice si
epidemiologice, insa diagnosticul de laborator este esential, reprezentand unica
metoda certa de diagnostic.

Metodele de diagnostic amintite au utilitate in raport cu stadiul de evolutie al
bolii (tabel X).

In cadrul diagnosticului bacteriologic, produsele patologice sunt
reprezentate de sange, maduva osoasa, material recoltat prin punctie hepatica,
splenica sau ganglionara, uring, bila, lapte, materiale necroptice etc., in functie de
localizarea procesului infectios.



Tabel X. Utilitatea metodelor de diagnostic in func

tie de stadiul bolii

Stadiul bolii | hemocultura | Wright | roz bengal | RFC | IFi | IDR

acut +++ + +/- +- | +/- -

subacut + +++ +++ +++ | +H+ |+

cronic - +/- +/- +/- + | +++
Legenda:

RFC - reactia de fixare a complementului;
IFi - reactia de imunofluorescenta indirecta;
IDR - intradermoreactia

I. Diagnosticul direct

1. Microscopia directa si chiar coloratia imunofluorescentd ramane
frecvent negativa.

2. lzolarea bacteriei impune utilizarea mediilor speciale, bogate in
substante nutritive, a mediilor bifazice pentru hemoculturi. Pentru produsele
patologice bogate in flord de asociatie mediile sunt suplimentate cu amestecuri
selective. Incubarea se face aerob in atmosfera de 10% CO,, timp de 10 zile (3
saptamani pentru hemoculturi), timp Tn care culturile sunt urmarite zilnic.

3. Identificarea bacteriei se bazeaza pe caracterele de cultura, pe aspectul
microscopic al culturii, pe teste biochimice preliminare si pe aglutinarea pe lama
cu seruri anti-brucella forma S:

o fermentarea glucozei si lactozei prin metode clasice;
0 producerea de oxidaza;
0 hidroliza semicantitativa a ureei.

Testele specifice de identificare sunt efectuate in laboratoare speciale:
0 producere de H;s;
necesitatea COg;
cresterea in prezenta tioninei si fucsinei bazice;
aglutinarea cu antiseruri monospecifice;
sensibilitatea la fagul , Thilisi”;
0 sonde ADN.

II. Diagnosticul indirect

1. Diagnosticul serologic  cuprinde aglutinarea pe lama (Huddleson,
reactie calitativa, de screening) care trebuie confirmatd prin cuantificarea
aglutininelor anti-Brucella in tuburi (reactia de aglutinare Wright). Se preleveaza
cantitatea necesara de sange Tinaintea efectuarii intradermoreactiei cu
brucelind/melitina. Fiecare reactie utilizatd Tn serodiagnostic identifica anumite
categorii de anticorpi si de aceea rezultatele obtinute pot fi discordante.

In primele saptamani ale infectiei creste titrul anticorpilor de tip IgM. Acest
titru ramane ridicat in infectia cronica si poate persista pana la 2 ani chiar dupa
tratamentul antimicrobian eficient.

Anticorpii de tip IgG apar la 3 saptamani de la infectie, ajung la valori
maxime la 6-8 saptamani si persista pe toata durata infectiei latente.

Dupa stadiul subacut al infectiei, persistand ani de zile Tn infectia cronica si
latenta, apar anticorpi tip IgA (anticorpi blocanti) care interfereaza activitatea
aglutinanta a anticorpilor IgM si IgG. Din acest motiv dupa stadiul acut al
brucelozei diagnosticul serologic este dificil intrucat se obtin deseori rezultate fals
negative prin reactia Wright. Anticorpii tip IgA se evidentiaza prin testul de blocare
sau testul Coombs.
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Reacfia Wright este o reactie de aglutinare in tuburi care evidentiaza
anticorpii aglutinanti de tip 1gG si IgM. Este prima reactie care devine pozitiva ???
dar se negativeaza repede.

Este pozitiva doar in faza acuta a bolii. Un titru = 80 este semnificativ. Pot
aparea ,reactii fals pozitive” sau ,fals negative”.

Reactiile ,fals pozitive” se datoreaza reactiilor incrucigate cu Yersinia
enterocolitica, Francisella tularensis, Vibrio cholerae.

Posibilitatea unor reactii ,fals negative” impune determinarea anticorpilor
blocanti care apar la unii pacienti, in special in faza cronica a infectiei. Sunt IgA si
IgG care se fixeaza la nivelul situsurilor antigenice fara a determina aglutinare.
Pentru a exclude un rezultat ,fals negativ’, in tuburile negative se adauga o
picatura de martor pozitiv in eprubeta de reactie. Daca nu se produce aglutinare
inseamna ca sunt prezenti anticorpi blocanti fixati pe celula bacteriana si astfel
reactia de aglutinare este inhibata.

Reacfia cu antigen tamponat este un test rapid, simplu si specific de
aglutinare pe lama, in mediu acid, utilizdnd o suspensie de Brucella inactivata si
colorata cu roz bengal. Prin aceasta reactie se evidentiaza anticorpi de tip 1gG.
Devine pozitiva mai tarziu dar este mai sensibila si ramane mai mult timp pozitiva
comparativ cu reactia Wright.

Reacfia de fixare a complementului  este dificil de efectuat.

Imunofluorescen fa indirect a detecteaza tardiv anticorpi anti-Brucella
comparativ cu reactia Wright. Este foarte utila Tn diagnostic intrucéat prin aceasta
reactie sunt detectati anticorpi specifici in fazele in care alte teste serologice s-au
negativat.

2. Intradermoreac tia la brucelin a/melitin a permite testarea sensibilitatii
de tip intarziat. Se inoculeaza intradermic, pe fata anterioara a unui antebrat, 0,1
ml filtrat de cultura de B.abortus/B.melitensis iar la celdlalt antebrat se inoculeaza
0,1 ml bulion care s-a utilizat la obtinerea brucelinei/melitinei (martor). Rezultatul
testului se citegte dupa 24-48 de ore. Lipsa reactiei la testul martor permite citirea
rezultatului. Prezenta eritemului si a edemului la locul inocularii filtratului de cultura
indica o reactie pozitiva. Intradermoreactia este pozitiva in formele cronice de
boala uneori fiind unicul semn pozitiv al infectiei.

TRATAMENT

Tratamentul brucelozei este dificil din cauza localizarii intracelulare a
microorganismului. Trebuie deci administrat un antibiotic activ pe Brucella care in
acelagi timp sa penetreze intracelular. Ciclinele, rifampicina, cotrimoxazolul,
fenicolii indeplinesc aceste cerinte.

Brucella poate fi sensibila la tetraciclina sau ampicilind. Se poate administra
0 asociere de antibiotice.

Ameliorarea simptomatologiei se poate produce in céateva zile de la
nceperea tratamentului. Totusi, datorita localizarii intracelulare a germenului,
tratamentul trebuie sa fie prelungit (mai multe saptamani). Sunt posibile recaderi
chiar si sub antibioterapie. In bruceloza cronica sau latenta antibioticoterapia este
ineficienta.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL



Sursa de microorganisme din genul Brucella este reprezentata de
animalele bolnave. Transmiterea infectiei la om se realizeaza prin ingestia de lapte
sau de produse contaminate provenite de la animalele bolnave, prin contactul cu
tesuturile avortonului, balegar, pulberi, ape contaminate cu Brucella la nivelul
leziunilor tegumentare, la nivelul conjunctivei sau prin inhalarea aerosolilor
contaminati cu Brucella, degajati Tn cursul avortului. Bruceloza este in principal o
boala profesionala, aparand la lucratorii din sectorul zootehnic, veterinari, fermieri,
macelari etc.

Elementul esential pentru eliminarea brucelozei umane este eradicarea bolii
la animale. Acest lucru s-ar putea realiza folosind un vaccin viu atenuat, care
determind imunitate si prin sacrificarea animalelor bolnave. Tn unele tari
vaccinarea animalelor este interzisa pentru ca impiedica diagnosticarea serologica
a bolii: testele serologice vor evidentia anticorpii post-vaccinali.

intre metodele de prevenire a infectiei umane cu Brucella se pot aminti gi
pasteurizarea laptelui, evitarea contactului cu produsele animale contaminate i
aplicarea masurilor de protectie a personalului aflat la risc pentru contractarea
bolii. Personalul expus riscului infectiei are obligatia de a purta echipament de
protectie: masti, manusi, sorturi, cizme de cauciuc.

Vaccinarea selectiva a personalului care vine in contact cu animalele se
poate realiza cu vaccin viu atenuat. Multe tari nu au acceptat vaccinarea la om ci
doar un control serologic si prin IDR la personalul expus infectiei.

GENUL FRANCISELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Francisella tularensis, agentul etiologic al tularemiei, a fost izolata Tn 1911
de Mac Coy si Chapin in regiunea Tulare din California. A fost descrisa pentru
prima datd in 1907 la om si in 1912 la rozatoare. In 1919 Edward Francis descrie,
n SUA, primele cazuri de tularemie umana. Numele genului aminteste de Edward
Francis care a studiat bacteria si boala iar numele speciei deriva de la Tulare
Country, California.

Microorganismele din genul Francisella sunt minusculi cocobacili Gram
negativi, la limita vizibilitatii cu microscopul optic, aerobi, facultativi anaerobi,
pleomorfi, imobili, fara pili, cu o capsula fina de natura lipidica.

Produc tularemia, o boala infectioasa a unor specii de animale (mai ales
rozatoare), care poate fi transmisa accidental pe diferite cai la om. Tularemia este
0 zooantroponoza. Specia Francisella tularensis reprezintd singura specie a
genului importanta pentru patologia animala si umana si singura specie dintre cele
3 ale genului care a fost izolata in Romania.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Are larga raspandire in natura. A fost izolata de la mamifere, pasari,
artropode, animale domestice, precum si din apa, noroi sau fecalele animalelor.



F. tularensis infecteaza animalele salbatice si domestice: iepuri, sobolani,
soareci, popandai, harciogi, bizami, veverite etc., pasarile, este prezent si la unele
capuse, muste de animale si tantari. Francisella poate persista 2-3 ani in
organismul capusei, ele pot transmite microorganismul transovarian. Din acest
motiv, in focarele de infectie capusele joaca un rol important in transmiterea
bacteriei.

Caractere morfotinctoriale

Pe frotiurile din produs patologic, colorate Gram bacteria este greu de
observat. F. tularensis este un cocobacil gram negativ, foarte mic. Se coloreaza
relativ slab, adesea bipolar.

Este de preferat coloratia Giemsa care evidentiaza cocobacili colorati
bipolar, capsulati, grupati in mici gramezi.

Depistarea si identificarea rapida a F. tularensis in prelevatele patologice
de la animale se poate realiza cu coloratia imunofluorescenta.

Microscopul electronic a pus in evidenta si elemente mai mici de 0,1y, sub
posibilitatile de rezolutie ale microscopului optic, care pot trece prin filtrele uzuale
pentru sterilizare bacteriologica.

Caractere de cultur a

Este greu de cultivat, numai pe medii speciale, cu galbenus de ou coagulat
(McCoy) sau cu cisteina-glucoza-sange la temperatura de 37T, in conditii de
aerobioza.. La prima inoculare coloniile cresc lent, devin vizibile dupa 2-10 zile. Se
Coloniile sunt de tip S, mici, transparente si ugor de emulsionat.

Caractere biochimice

F. tularensis este catalaza pozitiv si oxidaza negativ, oate fermenta unii
carbohidrati sau alcooli fara producere de gaz. Pentru ca prezintd o activitate
biochimica redusa, testele biochimice nu prezintd importantd in diagnosticul
curent.

Rezisten ta fata de factorii fizici gi chimici

In mediul extern F. tularensis poate fi distrusad la 45°C, precum si de
antisepticele uzuale. Este rezistentd la frig si la congelare. In ap&, noroi, in
carcasele de animale in putrefactie poate persista mai multe sapramani.
Supravietuieste Tn apa sau noroi pentru ca poate supravietui si se poate inmulti in
interiorul amoebelor. Mustele pot purta agentul patogen circa 14 zile, iar capusele
2-3 ani.

Structura antigenic a

Tulpinile de F. tularensis sunt omogene antigenic, dar genul poate fi
Tmpartit in douad biovaruri: A sau tularensis prezent exclusiv in America de Nord si
B sau palaearctica, mai putin virulent, circulant in Europa, Asia, America.

Capsula contine lipopolizaharide si carbohidrati iar in peretele tulpinilor de
F.tularensis exista o serie de antigene printre care antigenul somatic O
(endotoxina).

Unele antigene al tulpinilor de Francisella tularensis au structuri proteice
inrudite cu antigenele aglutinante ale tulpinilor de Brucella si de Yersinia
enterocolitica O:3.

Caractere de patogenitate



Cu toate ca factorii responsabili pentru patogenitatea F. tularensis nu sunt
foarte bine definiti, capsula si endotoxina par a fi implicate in patogenitatea
bacteriei. Este 0 bacterie facultativ intracelulara.

,Marea infectiozitate a bacteriei face din Francisella tularensis o potentiala
arma biologica”

Raspuns imun

Imunitatea dupa infectie persista toata viata.

Este asiguratéd de anticorpii aglutinanti care apar dupa 7-10 zile de la
debutul bolii, cresc pana la un nivel maxim, se mentin la titru ridicat pe toata
durata bolii. Tn convalescentd scad ramanand la valori constante ani de zile dar
fara efect protector.

Francisella tularensis are capacitatea de a supravietui intracelular ceea ce
explica recaderile si cronicizarea bolii chiar in prezenta unor titruri ridicate de
anticorpi.

Imunitatea celularad reprezintd modalitatea principala de aparare fata de
infectie, este de durata si inalt protectiva..

PATOGENIE. BOALA LA OM

Tularemia este o boala specifica animalelor transmisibila ocazional la om.

F. tularensis are o infectiozitate foarte mare. Doza infectanta este de numai
50 de microorganisme infectia instalandu-se dupa penetrarea tegumentelor sau
mucoaselor sau dupa inhalarea acestei cantitati de microorganisme. Cel mai
adesea contaminarea se realizeaza printr-o solutie de continuitate tegumentara.

La poarta de intrare are loc multiplicarea microorganismului, clinic
manifesta prin eritem, papula, pustula, ulceratie.

Infectia se propaga pe cale limfatica (limfangita) prinzéand ganglionii limfatici
regionali, care se maresc si incep sa supureze (adenitda) cu formarea bubonului
tularemic. Microorganismele se pot multiplica intracelular, supravietuind mult timp
Tn monocite sau Tn alte celule ale organismului.

Pe cale limfatica bacteria este deversata in sange (bacteriemie tranzitorie),
diseminata in organism, cu formarea de focare in diferite organe parenchimatoase
(plamani, ficat si splind) unde apar leziunile caracteristice - noduli granulomatosi
care se pot necroza sau cazeifica.

Boala poate evolua sub urmatoarele forme clinice:

- forma ulcero-ganglionara este cea mai frecventa. Este asociata cu
leziuni cutanate eritematoase sau veziculare, sindrom pseudogripal. Pacientul
prezintda adenopatie cu localizare brahiala, submaxilara care fisutlizeaza. Alte
manifestari clinice sunt reprezentate de: frison, febra, cefalee, greata, varsaturi,
afectarea starii generale, in lipsa unui tratament corespunzator se poate ajunge la
delir si coma;

- forma tifoidica;

- pneumonia tularemica;

- forma oculoganglionara — bacteria patrunde prin conjunctiva, cauzand
conjunctivita unilaterala cu adenita preauriculara;

- tularemia orofaringiana — manifestata prin stomatita, faringita, tonsilita
cu adenopatie cervicala;

- formaintestinald — cu dureri abdominale, diaree, vomismente.



DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator bacteriologic este dificil, cu mari riscuri de
infectare a personalului de laborator. Manipularea produselor biologice infectate si
a tulpinilor de Francisella tularensis izolate este periculoasa. De aceea
diagnosticul bacteriologic direct in tularemie se practica in laboratoare speciale, cu
dotari de securitate antiepidemica, de catre personal instruit, care are obligatia de
a purta echipament special de protectie, masca si manusi.

Diagnosticul direct

Pentru diagnosticul bacteriologic produsele patologice sunt raclatele din
ulcerele cutanate, aspiratul ganglionar, spalatura gastrica, sputa, sangele.
Recoltarea acestora trebuie facuta cat mai repede dupa ridicarea suspiciunii de
tularemie Tntrucat dupa supurarea bubonului bacteria dispare rapid si nu mai poate
fi depistata.

Pentru examinare  microscopica se procedeaza la coloratie
imunofluorescenta.

Izolarea pe medii de cultura nu este o metoda sensibila de diagnostic.
Cultivarea germenului este dificila. Mediile de cultura raméan adesea sterile chiar
daca produsul patologic este inoculat in mediu in conditii optime. Daca se
reugeste izolarea tulpinii de Francisella pe cultura, identificarea se realizeaza prin
reactie de aglutinare pe lama cu ser imun specific sau prin inoculare la animal de
laborator.

Mai utila este inocularea percutana a produsului recoltat la soarece sau
cobai. Animalele vor fi sacrificate dupa 6-10 zile, autopsiate. Bacteria se
evidentiaza pe frotiuri din sédnge, pe amprentele din splina, ficat, peritoneu colorate
cu coloratia Giemsa. Se poate face si izolarea bacteriei pe medii de cultura
speciale.

Diagnosticul serologic se poate practica si in laboratoarele unde nu se
pot realiza conditiile de securitate antiepidemica sau cand nu se poate realiza
izolarea bacteriei pe mediul de cultura.

Se practica aglutinarea n tuburi, hemaglutinarea sau reactii de tip ELISA.

Din a 7-a zi de boala pot fi depistati anticorpi anti-Francisella tularensis de
tip aglutinine care ating un nivel maxim la 4-8 saptamani si pot persista in titruri
dozabile timp de mai multi ani.

Suspiciunea de tularemie este sustinuta de titruri de peste 1:80. Titruri intre
1:20 si 1:80 sunt decelate multi ani dupa infectie.

Confirmarea infectiei tularemice se face prin prelucrarea a doua probe se
sange recoltate la interval de 2 saptamani, in vederea evidentierii prezentei
anticorpilor, a titrurilor si a evolutiei lor in dinamica. O crestere a titrului de cel putin
4 ori la a doua recoltare confirma o infectie recenta.

Un titru mai mare de 1:160 la un singur ser recoltat in convalescenta poate
sugera diagnosticul Tn context clinic si epidemiologic.

Trebuie retinutd posibilitatea unor reactii incrucisate cu Brucella sau cu
Yersinia enterocolitica O:3.

Diagnosticul se mai poate clarifica prin intradermoreactia la tularina care se
pozitiveaza dupa a 5-a zi de boala. Aceata reactie depisteaza sensibilitatea de tip
Tntarziat care persista ani de zile la fostii bolnavi.



TRATAMENT

Aminozidele, ciclinele, cloramfenicolul, fluorochinolonele sunt active in vitro
pe tulpinile de Francisella.

Antibioticul de electie este streptomicina. Gentamicina pare a fi la fel de
eficace. Pot aparea recaderi. Pot fi folosite si tetraciclina si cloramfenicolul, dar
recaderile sunt mai frecvente, mai ales daca tratamentul este intrerupt prematur.
Multiplicarea intracelulara a F. tularensis creeaza dificultati in vindecarea
tularemiei.

Tratamentul antibiotic precoce este eficient in timp ce antibioticoterapia
aplicatd in stadiul tardiv, dupa abcedarea bubonului nu mai are sens. In aceasta
faza este indicat tratamentul chirurgical al leziunii.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE §I CONTROL

Tularemia exista in multe tari, cu precadere in emisfera nordica evoluand
sporadic sau in epidemii.

Sursa de infectie o constituie animalele salbatice si domestice infectate cu
F.tularensis. Afecteaza iepurii de casa si salbatici, rozatoarele salbatice mici,
caprioara, porcul mistret. Animalele domestice cum ar fi cainele gi pisica sunt doar
purtatoare ale bacteriei. Transmiterea germenului intre animale se realizeaza prin
intermediul capuselor, intepaturii de insecte, canibalismului.

Infectia. umana este accidentala, transmiterea agentului patogen de la
animalul bolnav la om se face printr-una din urmatoarele cai:

o] contactul direct cu animalele
 bolnave sau cu produsele lor (jupuire, transare),
agentul patrunzand ugor prin tegumente sau mucoase;
e dupa muscatura de animal;

o] pe cale digestiva, prin ingestia de apa sau alimente
contaminate;

o] prin intermediul unor artropode hematofage: capuse, muste,
tantari, plognite;

o] pe cale respiratorie, prin aerosoli (foarte rar).

Boala are caracter profesional survenind la persoane care vin in contact cu
animalele bolnave: vanatori, paznici de vanatoare, muncitori forestieri, padurari,
agricultori, crescatori de animale, macelari. In unele tari 90% din cazurile de
tularemie apar prin contact cu iepurii salbatici infectati.

Boala apare mai frecvent in perioada sezonului de vanatoare dar persista si
in afara acestei perioade. Aceasta situatie se explica prin braconaj dar si prin
manipularea de carne de vanat congelata intrucat Francisella este rezistenta la
congelare.

Pentru ca nu existd un control al circulatiei acestei bacterii Tn natura,
singura metoda nespecifica de profilaxie consta in evitarea contaminarii. Ca
profilaxie specifica se poate face imunizare prin administrarea intradermica a unui
vaccin viu atenuat la persoanele cu risc crescut. Persoanele vaccinate nu sunt
protejate complet dar in caz de infectie vor face o forma mai usoara de boala.
Raspunsul imun umoral persista 3-5 ani iar cel celular ani de zile dupa vaccinare.



GENUL PASTEURELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Pasteurella cuprinde specii responsabile de boli ale animalelor,
transmise ocazional omului. Aceste bacterii au un istoric interesant, o taxonomie
n continua schimbare si 0 patogenie complexa.

In 1879 Toussaint si apoi Pasteur au reusit sa cultive ,bacilul holerei
gainilor” demonstrand etiologia microbiana a bolii. Louis Pasteur este cel care a
identificat una din speciile genului ca agent etiologic al holerei gainilor preparand
un vaccin Tmpotriva acestei maladii. Pentru aceasta, in 1887 Trevisan propune ca
genul din care face parte bacteria respectiva sa se numeasca Pasteurella.

Microbii din genul Pasteurella sunt cocobacili Gram negativi, pleomorfi,
imobili, nesporulati.

Specia tip este reprezentata de P. multocida. Interes medical prezinta si
Pasteurella haemolytica, Pasteurella dagmatis, Pasteurella ureae.

PASTEURELLA MULTOCIDA

CARACTERE GENERALE

Habitat

P. multocida poate fi izolata de la nivelul cailor aero-digestive superioare al
animalelor salbatice si domestice, importante surse de infectie pentru om fiind
pisica si cainele. Persoanele care vin in contact strans cu aceste animale pot fi
purtatoare nazo-faringiene ale bacteriei.

Caractere morfotinctoriale

Este un cocobacil Gram negativ, colorat bipolar, imobil, nesporulat, poate fi
capsulat.

Caractere de cultur a

Bacteria se dezvolta la 37°C pe medii de cultura obisnuite in aero-
anaerobioza. Sunt aerobi facultativ anaerobi Cresterea este stimulata daca mediul
contine si sadnge sau ser. Pe agar coloniile sunt de tip S, mici, rotunde,
neuniforme, bombate, semitransparente, cu opalescenta albastruie. Pe geloza-
sange coloniile sunt mici, cenusii, nehemolitice. Dupa repicare coloniile pot deveni
de tip R. Tulpinile de origine umana, capsulate, formeaza colonii mari, mucoide,
de tip M.

Caractere biochimice

P. multocida poseda oxidaza, catalaza si nitrat-reductaza dar nu produce
lizin-decarboxilaza si nici arginin-dezaminaza.

Fermentarea zaharurilor este corelata cu tipul antigenic si cu originea
tulpinii. Fermenteaza glucoza, zaharoza, xyloza, arabinoza si manitolul, nu si



maltoza. Actiunea asupra lactozei este variabila, in functie de tulpina. Nu poate
utiliza citratul ca unica sursa de carbon.

Descompune proteinele cu producere de indol si nu cu eliberare de H,S. Nu
poseda ureaza si gelatinaza.

Rezisten ta in mediul extern

Este o bacterie sensibila. Este distrusa in 15 minute sub actiunea fenolului
0,5% si in cateva minute prin incalzire la 60<C.

Structur a antigenic a

Prezinta antigene somatice si capsulare.

Pasteurella prezinta lipopolizaharide, constituente ale membranei externe,
care se comporta ca endotoxina constituind antigenul somatic O.

Polizaharidele capsulare antigenice au permis clasificarea Tn 5 serotipuri
capsulare (A, B, D, E, F) pe baza unei reactii de hemaglutinare indirecte. Tulpinile
implicate in patologia umana apartin tipului A sau, mai rar, serotipului D.
Variantele M ale serotipurilor A si D, formatoare de colonii mucoase pe mediul de
cultura, poseda o capsula de acid hialuronic ce va masca prezenta altor antigene.

Raspuns imun

Pasteurella multocida este o bacterie cu dezvoltare intracelulara cu
precadere. Probabil cei mai importanti anticorpi aparuti in cursul infectiei sunt
anticorpii opsonizanti.

Caractere de patogenitate

P. multocida este patogena in special prin multiplicare si invazivitate.
Factorul de virulenta este reprezentat de capsula care, inhiband fagocitarea
germenilor, permite invadarea organismului gazda. Unele tulpini de P.multocida
produc o citotoxina dermonecrotica.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Este patogen pentru animalele cu imunitatea scazuta omul infectandu-se
accidental. Microorganismul are capacitatea de a se multiplica atit intra-, cat gi
extracelular.

Infectiile umane cu P. multocida se incadreaza in trei grupe generale:

1. pasteurelloza de inoculare — apare dupa muscatura, zgarietura sau
lingerea unei plagi preexistente de catre un animal infectat, cel mai adesea pisica
sau caine. Poarta de intrare este frecvent cutanatd, exceptional oculara. Se
manifesta ca infectii locale, celulite, abcese, uneori osteomielite etc. localizate, n
ordinea frecventei, la membrele superioare, inferioare si la nivelul capului (mai
ales la copii). La 24 de ore de la ranire apar manifestari inflamatorii locale, intense,
insotite de dureri vii, limfangita, adenopatie epitrochleana, axilara, poplitee sau
crurala in functie de localizarea leziunii. Semnele locale scad in intensitate in
cateva ore dar adenopatiile regionale persista cateva saptamani. Videcarea este
ad integrum, fara sechele. In cazul muscéturilor profunde poate apare osteitd sau
artritd supurata.

2. infectii ale cailor respiratorii — sunt frecvente la persoane care traiesc
Tmpreuna cu animalele. Aceste persoane pot prezenta angine, rinofaringite,
sinuzite, bronsite, pneumonii, abcese pulmonare, pleurezii etc.;



3. infectii sistemice — se refera la septicemia urmatd de atingeri
viscerale. Apar frecvent la persoanele debilitate de o boala de baza: ciroza etilica,
insuficienta hepatica, leucemie, cancer, imunodepresie.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator este bacteriologic si cuprinde etapele clasice
ale diagnosticului direct.

Recoltarea produsului patologic: aspirat sau chiuretaj din plaga muscata,
puroi sinusal, sputa, exsudat pleural, lichid cefalo-rahidian, sange pentru
hemocultura.

Examenul frotiului din produs patologic evidentiaza mici cocobacili Gram
negativi polimorfi, nesporulati, eventual colorati bipolar.

Cultivarea se poate realiza pe medii solide sau lichide, simple sau
Tmbogatite cu 5% sange de berbec, incubate 72 de ore la 37C in atmosfer a de 3-
5% CO,. Coloniile apar in 24-48 de ore. Sunt mici, stralucitoare, uneori mucoase.

Identificarea bacteriei se face 1in continuare pe baza caracterelor
morfologice, de cultura, biochimice si antigenice.

O metoda rapida si sensibila de izolare si totodata de certificare a virulentei
tulpinii este inocularea produsului patologic la soarece care va dezvolta o infectie
cu efect letal in 24 de ore.

Diagnosticul serologic nu are valoare.

Intradermoreactia la pasteurelind evidentiazd o reactie de sensibilizare
specifica dupa 8-10 zile de la infectie. Este utila in formele subacute sau cronice
ale infectiei.

TRATAMENT

Majoritatea tulpinilor animale de Pasteurella sunt rezistente la antibiotice.

Tulpinile umane prezintd rareori farmacorezistenta, cele mai multe fiind
sensibile la betalactamine, cicline, imidazoli, fluorochinolone. Ca alternativa
terapeutica pot fi utilizate macrolidele si aminozidele degi sunt mai putin eficiente.
Pentru afectiunile sistemice sunt utile fluorochinolonele.

Pe langa tratamentul antibiotic corect, este necesar tratamentul local al

plagii.
EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Pasteurella multocida poate fi identificata Tn tractul respirator sau
gastrointestinal al animalelor sau pasarilor. Germenul determind pneumonii
sporadice sau epidemice, precum si septicemii la vaci, oi, porci si holera aviara la
gaini, curcani, rate. Infectia se raspandeste cel mai frecvent dupa muscaturi de
animale. Limitarea contactului cu animalele domestice sau salbatice ramane
principalul mijloc de a impiedica infectiile cu Pasteurella. Tratamenul local al zonei
muscate este foarte important.

PASTEURELLE CU INTERES MEDICAL



1. Pasteurella haemolytica : cauzeaza rar infectii umane fiind mai
frecvent izolata din tractul respirator al vitelor, cailor, oilor, porcilor, pasarilor.
Cauzeaza pneumonie la vite si 0i $i holera la gaini si curcani.

2. Pasteurella dagmatis : gazduita de animale, determina infectia
plagilor mugcate de céaine sau pisica. Poate cauza endocardita.

3. Pasteurella ureae : este izolata mai frecvent din caile respiratorii ale
omului, mai rar ale animalelor. Ocazional cauzeaza peritonite, meningite,
septicemii, pneumonii.

4. Pasteurella canis si Pasteurella stomatis fiind prezente in oro-
faringele céinilor si/sau al pisicilor infecteaza plagile muscate de aceste animale.

GENUL HAEMOPHILUS

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Haemophilus reuneste un grup larg de cocobacili polimorfi, imobili,
nesporulati, Gram negativi, aerobi si facultativ anaerobi si carboxifili.

Le place sa creasca pe medii cu sange pentru ca aceste medii le ofera doi
factori de crestere de care multe specii de Haemophilus au stricta nevoie:

- factorul X (hemina, feroprotoporfirina) — component termostabil, rezista
45 minute la 120°C, este prezent in sange si in derivatele sale cu hemina;

- factorul V — component termolabil, rezista 15 minute la 90°C. Eliberat din
hematii, este distrus repede de pirofosfataza si ADN-aza prezente in sangele de
om, oaie, capra, bovina. Este alcatuit din coenzime din clasa dehidrogenazelor
care sunt prezente in globulele rogii, in tesuturile animale si vegetale si in
majoritatea bacteriilor (stafilococ, enterococ, E.coli, levuri etc.). In componenta sa
intra:

o fie din nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) sau
diphosphonucleotid (DPN) sau coenzima |

o fie din nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) sau
triphosphonucleotid (TPN) sau coenzima Il

Specia care necesita pentru crestere numai factorul V primeste la denumire
prefixul ,para” (H.parainfluenzae).

Mediile de cultura care permit izolarea tulpinilor de Haemophilus trebuie sa
contind, Tn functie de specie, fie factor X, fie factor V fie ambii factori in concentratii
cuprinse intre 0,5 — 25 mg/ml de mediu, in functie de specia de Haemophilus.
Pentru ca sangele proaspat contine o DNA-za si pentru ca factorul V este prezent
intraglobular si nu va putea migra in mediu, este necesara incalzirea moderata a
sangelui (75°C). La aceasta temperatura DNA-za este distrusa, eritrocitele se rup
si elibereaza hemina care este termostabila si factorul V care rezista la
temperaturi de pana la 90°C.

Mediile utilizate pentru izolarea speciilor de Haemophilus sunt:



- geloza chocolat;

- geloza Fildes — obtinuta prin adaugarea in mediu a ,extractului Fildes”
(extract care contine factorii X si V eliberati din sangele de berbec prin digestie
peptica) este un mediu transparent;

- geloza Levinthal;

- Haemophilus Test Medium (HTM) etc.

Unele bacterii cum este Staphylococcus aureus produc o cantitate mare de
NAD. Se poate obtine o culturd de Haemophilus pe geloza sénge (care furnizeaza
factorul X) de-a lungul unui striu de cultura de Staphylococcus aureus care
furnizeaza factor V. Acest fenomen se numeste satelitism.

Pentru a impiedica dezvoltarea microorganismelor de contaminare mediile
pot fi suplimentate cu substante antibiotice: bacitracina, vancomicing, lincomicina,
oxacilina etc.

Din punct de vedere medical sunt importante speciile pe care omul le
adaposteste In patru ecosisteme: faringe, cavitatea bucalda, placa dentara si
sporadic intestinul si aparatul uro-genital.

Haemophilus influenzae este, de departe, specia cel mai frecvent implicata
n infectii umane, in special la copii.

Celelalte specii izolate de la om sunt comensale oportuniste care pot fi
implicate ocazional in infectii din sfera oto-rino-laringiana sau, la pacienti
imunodeprimati, Tn septicemie sau endocardita: Haemophilus aegyptius,
H.ducreyi, H.haemolyticus, H.parainfluenzae, H.aphrophilus, H.parahaemolyticus,
H.paraphrophilus, H.segnis H.paraphrohaemolyticus,.

Haemophilus ducreyi si Haemophilus aegyptius sunt patogeni ai
mucoaselor genito-urinara respectiv conjunctivala si nu au fost izolati de la
persoane sanatoase.

Haemophilus nu se gaseste liber in natura.

Clasificarea speciilor de Haemophilus tine cont de exigentele de cregtere si
de caracterele biochimice (tabel XI).

Tabel XI. Clasificarea speciilor de Haemophilus
(dup @ A.Decoster, 2005

2 1208 8 ¢l 3
@ slg|s8| 8 |s| o
5 S 8% % | E
« L || o 8 > =
H.influenzae + + + + (+) (+)
H.haemolyticus + + + + (+) | +sau-
H.parainfluenzae - + + | +sau-| ()
H.paraphrophilus + + - - -
H.segnis - + - - - -
H.aphrophilus + - - + - -
H.haemoglobinophilus | + - + (+) - +
H.ducreyi + - - - - -

Legenda: +/- = caracter pozitiv/negativ la toate tulpinile; (+)/(-) = caracter
pozitiv/negativ la majoritatea tulpinilor.



HAEMOPHILUS INFLUENZAE

A fost considerat GRESIT ca agentul etiologic al gripei in pandemia de
gripa din anii 1890-1892. Numele bacteriei aminteste permanent aceasta
ASOCIERE GRESITA: haima = sange; philios = iubitor; influenza = gripa (bacterie
iubitoare de sange care determina gripa). A fost observat in 1890 si izolat in 1892
de Pfeiffer motiv pentru care se mai numeste si ,bacilul lui Pfeiffer”.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Colonizeaza mucoasa tractului respirator uman la 75% din copii si la 40%
din adulti. Poate coloniza si mucoasa conjunctivala precum si tractul genital la 30-
80% din persoanele sanatoase.

Caractere morfologice

In produsul patologic germenii sunt prezenti sub forma de cocobacili Gram
negativi, mici (1-1,5 / 0,3 pm) sau bacili scurti, drepti, cu capete rotunjite, uneori
dispusi in lanturi scurte.

Pe frotiul efectuat din culturi in medii bogate, la 6-8 ore, predomina formele
cocobacilare, care au si capsula. Pe frotiul din culturile vechi bacteria se
caracterizeaza prin pleomorfism; se pierde capsula ceea ce creaza probleme de
diagnostic diferential microbiologic.

Caractere de cultur a

Se cultiva pe mediile amintite mai sus, Haemophilus influenzae necesitand
pentru initierea cresterii 5-10% CO,, atmosfera umeda, temperatura de 35-37°C,
si un pH = 7,6. Durata incubarii este minim 24-48 de ore. Prezinta fenomenul de
satelitism.

Pe geloza chocolat creste sub forma de colonii cenusii, opace sau
transparente, netede, cu margini bine delimitate asemanatoare cu picaturile de
roua (de condens), care ating 1-3 mm abia dupa 36-48 ore. Tulpinile capsulate
formeaza colonii mucoide cu tendinta de confluare.

Pe geloza-sange cu infuzie de inima-creier apar colonii mici, rotunde,
convexe, de tip S, care in primele 24 ore prezinta irizatii puternice, caracteristice.
Nu apare hemoliza.

Pe mediile transparente (geloza Fildes, geloza Levinthal, mediul HTM etc.)
coliniile sunt rotunde, convexe sau conice, transparente sau albastru-verzui.

Caractere biochimice si de metabolism

Sunt germeni aerobi - facultativ anaerobi si carboxifili. Poseda o catalaza si
0 oxidaza, 70% din tulpini sunt indol pozitive. Fermenteaza slab si inconstant
carbohidratii: descompune glucoza, maltoza, xiloza, nu descompune lactoza si
zaharoza. Pe baza unor teste biochimice specia a putut fi impartita in 8 biotipuri
numerotate de la I la VIII. Biotipul | este cel mai frecvent izolat.



Actiunea agen tilor fizici, chimici i biologici

Este foarte sensibil Tn mediul extern. Prin uscare sunt omorati rapid, in
sputa pot rezista pana la 48 de ore. Sunt distrusi de dezinfectantii obignuiti sau de
mentinerea timp de 30 minute la 56°

Tulpinile izolate pot fi conservate prin liofilizare sau prin mentinerea la -
70<C.

Referitor la efectul antibioticelor asupra tulpinilor de Haemophilus
influenzae este de remarcat emergenta tulpinilor rezistente la ampicilind prin
producerea de beta-lactamaza. Rezistenta fatd de tetraciclind, cloramfenicol,
kanamicind este adesea asociata cu cea fatd de ampicilina si prin testarea
concomitenta a acestor 4 antibiotice au fost identificate 12 fenotipuri de rezistenta.
Este sensibil fata de penicilinele A asociate cu un inhibitor de beta-lactamaza, fata
de cefalosporinele de generatia a doua si a treia, de fluorochinolone si de
gentamicina. Putine tulpini sunt rezistente fatd de cotrimoxazol. Lincozaminele
sunt ineficiente iar macrolidele sunt inconstant eficace.

Structur a antigenic a

Tulpinile de Haemophilus influenzae prezintd ca structuri antigenice
capsula, fimbriile (pilii), lipopolizaharidul si proteinele membranei externe.

Tulpinile virulente prezintd o capsula polizaharidica care are o compozitie
diferita, in functie de tipul serologic. Existd 6 tipuri antigenice capsulare
(serovaruri) notate de la a la f. Tipurile (a-f) se pot diferentia prin reactii de umflare
a capsulei si de imunofluorescenta folosind seruri specifice. Cel mai raspandit si
mai patogen este tipul b, la care antigenul este poliribozil-ribitol-fosfat (PRP) si
prezinta Tinrudiri antigenice cu Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecium, E.coli K; (majoritatea microorganismelor din flora normala a tractului
respirator nu prezinta capsula).

Alte structuri de suprafata prezente la Haemophilus influenzae sunt
antigenice si pot fi utile Tn studiile epidemiologice pe baza lor identificandu-se
subtipuri Tn sanul serovarurilor.

Haemophilus influenzae de tip b izolat din nazo-faringe prezinta fimbrii in
timp ce izolatele din lichid cefalorahidian si din sGnge nu prezinta pili.

Antigenele somatice sunt reprezentate de cel putin doua proteine:
substanta M, un antigen de suprafata labil si substanta P, care constituie o parte
nsemnata a corpului bacterian.

Endotoxina (antigenul O) se poate extrage de exemplu din culturi realizate
n mediu lichid, dar natura ei antigenica nu este foarte clara.

Raspunsul imun

La nou nascuti si la sugarii sub 3 luni exista o stare de imunitate, ei
posedand anticorpi proveniti de la mama. Dupa aceasta varsta, concentratia de
anticorpi scade. Corelatia intre anticorpii bactericizi anti-capsulari (care contribuie
la realizarea lizei dependenta de complement si care stimuleaza fagocitoza) si
rezistenta la infectii majore cu Haemophilus influenzae exista, insa nu este foarte
clar in ce masurd acesti anticorpi pot duce singuri la instalarea imunitatii.
Macroorganismul nu poate Tmpiedica instalarea starii de comensalism dar se
opune generalizarii infectiei prin anticorpii anti-capsulari cu efect opsonizant si prin
sistemul complement. Anticorpii de tip IgA secretorii asigura imunitatea la nivelul
mucoaselor.



Pacientii fara anticorpi anti-capsulari, deficienti de complement gi
splenectomizati sunt predispusi infectiilor cu Haemophilus influenzae.

Anticorpii anti-capsula apar in urma infectiei naturale, a vaccinarii sau a
transferului pasiv de anticorpi materni.

Caractere de patogenitate

Haemophilus influenzae este patogen prin multiplicare si invazie.Principalii
factori de virulentd sunt polizaharidele capsulare, pili de adeziune si IgA
proteazele.

Rolul esential in patogenitatea tulpinii il are prezenta capsulei care fi
confera caracterul invaziv, iar din cele sase tipuri, tipul b apare in circa 90% din
cazurile severe de infectie cu Haemophilus influenzae. Are rol in colonizare gi este
factor major al virulentei protejand bacteria de fagocitoza si de liza mediata prin
complement.

Pentru tulpinile capsulate, in special cele de tip b, adezinele mediaza
colonizarea orofaringelui si a epiteliului respirator cu H.influenzae. Componentele
peretelui bacterian afecteaza functia cililor, bacteriile sunt translocate prin celulele
epiteliale si endoteliale, patrund in torentul sanguin. Tn absenta anticorpilor
opsonizanti specifici fata de capsula, apare bacteriemie cu diseminare
meningeana, articulara, renala.

Prezinta adezine de suprafata, filamentoase, care sunt importante pentru
colonizare dar nu confera caracter invaziv tulpinii.

Endotoxina are un rol redus in patogenitate. Rolul antigenelor somatice
urmeaza sa fie clarificat.

Tulpinile din tipul antigenic b produc bacteriocine.

IgA proteazele sunt enzime produse de Haemophilus influenzae, capabile
sa cliveze IgA. Tn acest fel tulpinile de Haemophilus influenzae reduc apararea
locala a mucoaselor infectate. Enzime asemanatoare sunt identificate si la alte
specii de Haemophilus ca si la alte bacterii: Streptococcus pneumonaie, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Haemophilus influenzae este o bacterie piogena responsabila de variate
infectii cu evolutie severa in special la copii. Se disting 2 categorii de afectiuni:

- afectiuni acute insotite de bacteriemie, cauzate de tulpini invazive,
capsulate de Haemophilus influenzae (in special serovar b, biotip I);

- afectiuni acute sau cronice, fara bacteriemie, provocate de tulpini
necapsulate.

Boala debuteaza ca o rinofaringita acuta, probabil Tn asociere cu o infectie
virala la nivelul tractului respirator, urmata de epiglotita, laringotraheita, otita,
sinuzitd, mai rar de pneumonie dar si de meningita acuta purulenta la copiii mici
prescolari. Prin extensie locala pot fi afectate sinusurile sau urechea medie.

Daca microorganismul patrunde in torentul sanguin, pe aceasta cale poate
infecta meningele. Ocazional infectia cu H. influenzae poate duce la o
laringotraheitd obstructiva fulminanta care necesitd traheotomie sau intubare
prompta a copilului respectiv.

in infectile cauzate de Haemophilus influenzae la copil sunt implicate
aproape intotdeauna tulpini capsulate apartinand serotipului b, biotip |I.



- meningita — Este mai frecventa la copii mici (3-30 luni). Este precedata
de infectii ale cailor respiratorii superioare sau oto-rino-laringologice, urmate de
stare septicemica.

- epiglotita — Este mai frecventa la copii mari (2-7 ani). Debuteaza brusc,
are un tablou clinic impresionant cu semne generale de septicemie si grave
dificultati respiratorii.

- stari septicemice — Caracterizate prin temperatura ridicata, frisoane
insotite sau nu de semne de localizare a infectiei: artritd, otita, pericardita,
pneumonie etc.

- infectie neonatald generalizatda — Se datoreaza contaminarii nou-
nascutului Tn timpul nasterii i are evolutie severa.

Tulpinile necapsulate de Haemophilus influenzae au fost izolate din diferite
infectii: otite medii acute, infectii bronhopulmonare, conjunctivite.

La adult tulpinile izolate din infectii sunt de obicei necapsulate, cauzand:

- infectii respiratorii — Sunt cele mai frecvente, Haemophilus influenzae
determinénd instalarea unei brohopneumonii pe fondul unei brongite cronice sau a
unei pneumonii adesea nsotita de bacteriemie.

- meningitd — La adult meningita cu Haemophilus influenzae este rara gi
apare n special la persoane cu varste inaintate.

- Mai rar pot fi identificate diverse localizari ale infectiilor cu Haemophilus
influenzae la adult: articular, osos, oto-rino-laringologic, ocular, genito-urinar.
Importante sunt infectiile puerperale sau localizarile vaginale ale bacteriei care pot
cauza infectii ale nou-nascutului.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Pentru diagnosticul de laborator al infectiilor cauzate de Haemophilus
influenzae se recolteaza sange, LCR, sputa, lichid recoltat prin punctie
intraarticulara, secretii otice care trebuie transportate urgent la laborator.

Examenul direct al produsului patologic fie sub forma unui frotiu colorat
Gram fie dupa coloratie imunofluorescenta poate optimiza diagnosticul.

Un diagnostic rapid poate fi obtinut prin evidentierea antigenelor solubile
prezente in LCR, ser, urind cu ajutorul testului de latexaglutinare. Pentru
realizarea unui diagnostic rapid al meningitei cu Haemophilus, se poate face
contraimunoelectroforeza pornind de la LCR.

Pentru cultivare este de preferat insamantarea produsului patologic imediat
dupa recoltare, germenul fiind foarte sensibil in mediul extern. Se foloseste geloza
chocolat sau un mediu selectiv cu antibiotice, se incubeaza la 36°C timp de 24-48
de ore. Coloniile sunt mici, albe sau cenusii, mucoase daca tulpina este capsulata.

Identificarea se face pe baza morfologiei si a exigentelor de crestere. Se
practica testul de satelitism sau se pot utiliza discuri impregnate in factor V, factor
X, si asociere de factor V+X. Haemophilus influenzae nu va creste in jurul discului
V+X.

Studiul caracterelor biochimice (producerea de indol, ornitindecarboxilaza,
ureaza) permit incadrarea in biotipuri iar reactiile de aglutinare pe lama cu seruri
imune specifice stabilesc serotipul tulpinii sau prezenta capsulei.

In final se realizeaza testarea sensibilitatii la antibiotice (antibiograma).

TRATAMENT



Multe din tulpini sunt sensibile la ampicilina, degi 25% produc 8 lactamaze
sub control plasmidic si din 1980 este cunoscuta rezistenta la ampicilind prin
modificarea proteinelor de legare a penicilinelor ceea ce determina cresterea CMI
pentru toate B-lactaminele. Multe din tulpini sunt susceptibile la cloramfenicol.
Importanta tratamentului bine deriva din faptul ca peste 90% din copiii cu
meningita cu Haemophilus influenzae netratata decedeaza si sunt posibile
implicari ulterioare neurologice si intelectuale.

Infectile grave sunt tratate parenteral cu ceftriaxon sau cefotaxim.
Tratamentul celorlalte tipuri de infectii este utii s& se facd sub controlul
antibiogrameisi al detectarii beta-lactamazelor.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Rezervorul de infectie pentru Haemophilus influenzae este strict uman.
Haemophilus influenzae tip b are ca rezervor de infectie bolnavii sau purtatorii
sanatosi de la care se transmite pe cale aeriana, prin picaturi Fligge, interuman.

Infectiile sub varsta de 2 luni sunt extrem de rare, copilul fiind protejat de
anticorpii materni, dar peste aceasta varsta copilul este ,obligatoriu” contaminat
data fiind rata mare a portajului asimptomatic de Haemophilus influenzae in
populatie.

Receptivitatea este generala boala fiind dependenta de varsta si de factori
legati de gazda: deficit de complement, splenectomie, imunosupresie, alcoolism,
boli pulmonare cronice etc.

Infectiile cu Haemophilus influenzae sunt mai frecvente iarna, in colectivitati
inchise sau aglomerate, cu conditii de igiena precare.

Profilaxia specificd se realizeaza prin vaccinare sau/si in anumite situatii
prin chimioprofilaxie (rifampicina).

HAEMOPHILUS DUCREY]I

Haemophilus ducreyi este agentul patogen al sancrului moale, maladie
veneriana specific umana, frecventa in zonele tropicale si subtropicale. Desi este
intalnita Tn toatd lumea, boala are incidenta mica in tarile industrializate. Incidenta
raportata poate fi pusd sub semnul fintrebarii tindnd cont de dificultatea
diagnosticului bacteriologic al infectiei.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Este strict patogen pentru specia umana, gasindu-se uneori in leziunile
bolnavului. Se dezvolta intra- si extracelular, este facultativ anaerob.

Caractere morfologice

Este un bacil scurt, Gram negativ, colorat bipolar, dispus Tn perechi sau
lanturi paralele.

Caractere de cultur a

Creste optim pe medii care au factorul X, pe geloza chocolat cu adaos de
vancomicina si polimixina, pe geloza cu sénge de iepure gi ser fetal de vitel,
incubate la 33-35C si In atmosfera de 10% CO,. Este un germen facultativ



anaerob. Coloniile apar tarziu, dupa 72 de ore, sunt mici, netede, cenusii,
lucioase, Tnconjurate de hemoliza beta pe geloza sange.

Actiunea agen tilor fizici i chimici.

Prezinta sensibilitate la actiunea caldurii, uscaciunii si dezinfectantilor
obignuiti. Este sensibil la ampicilind, cloramfenicol, rifampicing, biseptol,
eritromicina dar poate dezvolta rezistenta fata de antibiotice.

Structur a antigenic a

Toate tulpinile poseda un antigen identic cu capacitate sensibilizanta
precum si antigenul O.

PATOGENITATE. BOALA LA OM

Este strict patogen pentru om cauzand sancrul moale, o boala cu
transmitere sexualda. Haemophilus ducreyi produce o toxina cu efect citocid care
pare a fi responsabild de manifestarile toxice ale infectiei.

Dupa 5-7 zile de la contactul sexual infectant, in regiunea genitala apare
initial o papula sensibila, cu eritem in jur, care se transforma in pustula gi apoi in
eroziune care ulcereaza. Leziunile sunt dureroase, inconjurate de eritem si edem.
Leziunea sangereaza usor la atingere. Sancrul poate fi singular (mai ales la
barbat) sau multiplu (in special la femeie), fiind raportate pana la 10 ulceratii la un
pacient.

Ganglionii regionali, unilateral, sunt mariti, durerogi si pot supura. Nu sunt
depasite limfaticele invecinate. Diagnosticul diferential trebuie facut cu sifilisul,
infectia cu herpes simplex, limfogranulomatoza veneriana.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsul patologic destinat examenului bacteriologic se obtine prin raclarea
secretiei de sub marginea sancrului si prin recoltarea de puroi din abces.

Pe frotiul din produs patologic Haemophilus ducreyi apare ca bacili fini,
gram negativi, dispusi in perechi sau lanturi asemanate cu ,bancurile de pesti”,
frecvent in asociere cu alte microorganisme piogene.

Cultivarea Tn vederea izolarii este relativ dificila: creste slab pe geloza
chocolat, necesita doar factor X, creste mai bine pe medii agarizate suplimentate
cu 20-30% sange de iepure gi 5% ser fetal de vitel. Incubarea se face la 33°C, in
prezenta a 10% CO,, in atmosfera cu 90-95% umiditate. Coloniile apar dupa 72
de ore, pe geloza chocolat sunt mici, cenusii, plate, netede, lucioase iar pe geloza
sange sunt inconjurate de hemoliza beta. Identificarea se face pe baza
caracterelor metabolice, a producerii de indol, ureaza si ornitindecarboxilaza,
necesitatea factorilor de crestere. Este indicata efectuarea antibiogramei.

in diagnosticul sancrului moale se mai poate folosi reactia in lant a
polimerazei (PCR) si imunofluorescenta indirectd cu anticorpi monoclonali dar
aceste metode nu sunt la indeména fiecarui laborator.

IMUNITATE



Exista raspuns imun umoral si celular de scurtda duratd dar nu exista
imunitate fata de reinfectie.

TRATAMENT

In sancrul moale se poate utiliza ceftriaxond, ciprofloxacin, biseptol sau
eritromicina pentru o perioada de 2 saptamani.

GENUL GARDNERELLA

Cuprinde o singura specie, Gardnerella vaginalis (fosta Haemophilus
vaginalis).

GARDNERELLA VAGINALIS

DEFINITIE. INCADRARE

Gardnerella reuneste cocobacili Gram variabili, imobili, nesporulati,
facultativ anaerobi (exista si tulpini anaerobe), catalaza, oxidaza, ureaza si indol
negativi. Au un metabolism fermentativ lent cu formare de acid acetic.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Este o bacterie prezenta in vaginul a 5% din fetele virgine si a 14 — 69% din
femeile active sexual. Poate fi izolata din flora uretrei anterioare a partenerilor
sexuali ai femeilor cu vaginoza bacteriana. A fost izolata rar din flora ano-rectala a
adultilor heterosexuali si a copiilor, din sperma cuplurilor sterile si din orofaringe.

Caractere morfologice

Pe frotiul din cultura aspectul morfotinctorial apare diferit in functie de
compozitia mediului si varsta culturii. Din cultura de 24 de ore pe geloza sange
apare ca bacili fini Gram variabili sau cocobacili. Sunt bacterii imobile. Pe agar
Gardnerella vaginalis apare ca bacili scurti, Gram negativi (nu apar forme
filamentoase!) iar pe mediul cu amidon are aspect polimorf, cu corpul bacterian
striat.

In hemocultura de 48 de ore si in cultura tandra de pe mediii cu ser apar
frecvent forme Gram pozitive.



Studiile referitoare la ultrastructura peretelui bacterian au aratat ca acesta
este similar cu al bacteriilor Gram pozitive cu mentiunea ca este mult mai subtire
pentru ca stratul de peptidoglican este mai slab reprezentat.

Pe frotiul efectuat din scurgerea vaginala a femeilor cu vaginoza se
evidentiaza aga-numitele ,clue-cells” — Gardnerella adera si acopera marginea
celulelor epiteliale care apar ca celule cu margini neclare, cu aspect granular. Sunt
considerate indicatorul cel mai relevant al vaginozei bacteriene.

Alaturi de aceste ,celule cu cuie” este prezenta pe frotiu flora de asociatie
mixta constand din:

0o Bacili sau cocobacili Gram negativii  Prevotella,
Porphyromonas;

0 Bacili sau cocobacili Gram variabili: Gardnerella vaginalis;

0 Lactobacili aproape absenti.

Caractere de cultur a

Creste pe medii speciale, incubate la 35-37C in atmosfera de 5% CO..
Tulpinile strict anaerobe trebuie incubate intr-o atmosfera de 85% N», 10% H, si
5% CO,. Mediile trebuie sa contina acid folic, acid nicotinic, adenina, biotina,
niacina, tiamina, triptofan, baze purinice si pirimidinice. Nu trebuie sa contina
factorul X (hemina) sau factorul V (NAD) ci doar un factor existent in stroma
hematiilor.

Pentru o buna izolare din produsele patologice polimicrobiene, in mediul de
cultura se adauga suplimente alcatuite din 2-3 substante selective: acid nalidixic,
amfotericina, colistin, gentamicina.

Este sensibila la polianetol sulfonat de sodiu (anticoagulant) care nu trebuie
sa fie prezent in mediile pentru hemocultura.

Dupa 24 de ore apar colonii mici cu diametrul sub 0,5 mm, inconjurate de
hemoliza beta pe agar cu sange de om sau de iepure si nehemolitice pe agar cu
sange de berbec. Coloniile sunt mai bine vizibile dupa 48 ore de incubare si au
aspecte diferite in functie de mediul de cultura.

Caractere biochimice gi de metabolism

Sunt bacterii aerobe desi exista si tulpini anaerobe. Sunt catalaza, oxidaza,
ureaza si indol negative. Au un metabolism fermentativ lent cu formare de acid
acetic. Pe baza producerii de lipaza, beta-galactozidaza si a hidrolizei hipuratului
de sodiu se pot identifica 8 biotipuri de G. vaginalis dintre care biotipurile 1, 5, 6
sunt cele mai frecvente. Biotiparea este utila pentru studiile epidemiologice.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Gardnerella vaginalis este considerat patogen genito-urinar implicat
etiologic in vaginoza bacteriana desi rolul ei etiologic este controversat. La gravide
vaginoza bacteriana poate duce la nagteri premature, la ruptura prematura a
membranelor, la corioamniotita.

Poate fi implicata gi intr-o serie de afectiuni extragenitale: materne,
neonatale, ale tractului uro-genital la femeie si urinar la barbat, Tn infectii
supurative, bacteriemii, septicemii.

Vaginoza bacterian a reuneste manifestarile clinice datorate dishiozei
vaginale de etiologie neprecizata. Se caracterizeaza prin Tnlocuirea lactobacililor



cu germeni ca G. vaginalis si cu bacterii anaerobe ca Mobiluncus, Bacteroides,
pacientele respective avand frecvent gi micoplasme in secretia vaginala.

Clinic femeia prezinta scurgeri vaginale alb-cenugii, omogene, cu miros de
peste stricat.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsele patologice pentru diagnosticul de laborator sunt: secretia
vaginala, secretia uretrei anterioare la barbat, sédnge etc. in functie de localizarea
infectiei.

Un test rapid de diagnostic al vaginozei bacteriene (la patul pacientei)
consta in tratarea secretiei vaginale proaspat recoltate cu KOH 10%. in caz de
vaginoza se va detecta miros de peste.

Recoltarea secretiilor se face cu 2 tampoane de bumbac, sterile: unul
pentru frotiu si unul pentru insamantare.

Din secretia vaginala a femeilor cu vaginoza bacteriana se efectueaza
preparat umed si frotiu.

Pe preparatul umed se vizualizeaza celule epiteliale exfoliate, cu margini
neclare, cu aspect granular datorat aderentei numeroaselor bacterii pe suprafata
lor.

Frotiul nu se fixeaza la flacara pentru ca fixarea termica altereaza
morfologia celulelor. Este de preferat fixarea cu metanol absolut timp de 5-10
minute pentru a prezerva morfologia celulelor si a leucocitelor. Pe frotiul Gram se
vad ,clue-cells” si alte microorganisme (vezi caractere morfologice).

Daca insamantarea produsului recoltat nu se poate face imediat unul din
tampoanele de recoltare se introduce inh mediul de transport Amies din care se vor
face treceri pe medii speciale in interval de 24 de ore.

Pentru izolarea G.vaginalis sunt utilizate medii speciale: agarul HBT
(human Blood Tween 80) sau agarul PSD (Peptone Starch Dextrose), Columbia
agar selectiv, agar Vaginalis etc. Conditiile de incubare si caracterele de cultura au
fost redate mai sus.

Identificarea speciei este dificila si impune utilizarea a cel putin 3 teste cu
valoare maxima. Se poate face biotiparea, tipizarea cu metode de biologie
moleculara sau identificare cu truse ,API Coryne”.

Tot pentru identificare se poate folosi testul inhibitiei difuzimetrice cu
microcomprimate de:

0 50 pg metronidazol — care o inhiba;
0 5 pg trimetoprim — care o inhiba;
0 1 mg sulfonamida — inhibitie absenta.

,Gold standard’-ul de diagnostic al vaginozei bacteriene este examenul
direct al secretiei vaginale si nu izolarea G. vaginalis intrucat aceasta poate fi
prezenta si pe mucoasa vaginala a femeii sanatoase. Izolarea este costisitoare si
aproape inutila, fara a fi decisiva.

TRATAMENT

Metronidazolul este considerat antibioticul de electie pentru vaginoza
bacteriand si pentru tratamentul sistemic al infectiilor extravaginale cauzate de
flora asociata vaginozei bacteriene.



Infectiile sistemice avand G. vaginalis ca singur agent etiologic pot fi tratate
cu ampicilina, amoxicilina pentru ca nu au fost identificate inca tulpini
producatoare de beta-lactamaza. Nu este recomandata efectuarea antibiogramei
pentru G. vaginalis.

GENUL LEGIONELLA

DEFINITIE. INCADRARE

Familia Legionellaceae cuprinde peste 42 de specii incadrate in 64
serogrupe. Dintre acestea, doar 20 de specii au fost izolate din infectii umane.
Legionella pneumophila este responsabila de 90% din cazurile de legioneloza,
urmata de Legionella micdadei, Legionella bozemanii, Legionella dunoffii,
Legionella longbeachae etc.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Nu face parte din flora saprofita umana izolarea ei din produsele patologice
umane fiind asociata cu boala. Nu a fost izolata niciodata in paméant uscat, in apa
de mare sau la animal.

Se dezvolta in apele dulci: lacuri, rauri, noroaie ca si in bazinele si
rezervoarele de apa artificiale, In reteaua de canalizare unde traiegte n simbioza
cu componentii microbiocenozelor respective. A fost izolata in apa menajera fiind
asociata cu temperatura scazuta a apei calde (sub 55°C), temperatura insuficienta
pentru distrugerea bacteriei.

Poate infecta si se poate replica in organismul protozoarelor care traiesc in
bazinele de apa sau in sistemul de alimentare cu apa (Acanthamoeba,
Hartmanella spp.). In interiorul amibelor, nu sunt distruse de enzimele lizozomale
si se replica in fagozom. Legionella supravietuieste in amibe ceea ce i permite sa
persiste in natura si sa se raspandeasca prin intermediul chisturilor de amibe.

Colonizarea si multiplicarea Legionellei in bazinele de apa artificiale este
favorizata de: temperatura de 25-42°C; stagnarea apei; sedimente; prezenta
protozoarelor rizopode sau flagelate in bazinele respective.

Caractere morfotinctoriale

Germenii din genul Legionella sunt bacili gram negativi, mici, cu forme
filamentoase Tn culturile vechi. Se coloreaza greu cu coloratiile obignuite fiind mai
usor de evidentiat prin impregnare argentica. In functie de temperatura, pot avea



sau nu flageli care sa le asigure mobilitatea. Sunt nesporulati, necapsulati, strict
aerobi.

Caractere de cultur a

Sunt bacterii strict aerobe care cultivda numai pe medii suplimentate cu L-
cisteina, saruri de fier, diversi aminoacizi si factori de crestere. Mediul de cultura
trebuie sa aiba un pH exact de 6,9. Pentru cultivare este foarte bun mediul BCYE
(buffered charcoal yeast extract a-cetoglutarat) ai carui componenti ii stimuleaza
cresterea. Mediile trebuie incubate la 35°C in atmosfera imbogatita cu CO,.

Creste lent, coloniile apar dupa 3-5 zile de la inoculare. Coloniile sunt
rotunde, netede, au luciu rosu-albastru-verzui, au caracter filamentos. Jocul luminii
pe suprafata lor le face sa para ,colonii cu aspect neregulat”.

Caractere biochimice gi de metabolism

Sunt bacterii catalaza pozitive, slab oxidaza pozitive. Sunt incapabile sa
descompuna prin fermentare sau oxidare zaharurile, nu produc nitrat-reductaza si
nici ureaza. Sunt strict aerobe si necesita medii imbogatite pentru cultivare.

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici i biologici

Sunt relativ rezistente in mediul extern. Rezista:
- un anin apa de robinet, la 4°C;
- patru luni in apa distilata;
- 30 minute la pH de 4,2;
- In apele reziduale clorinate din sistemul de alimentare cu apa
la o concentratie scazuta de clor.
Sunt sensibile la actiunea dezinfectantelor uzuale: fenoli, compusi
cuaternari de amoniu gi a celor pe baza de clor.
Sunt rezistente la peniciline si la unele cefalosporine prin producere de
beta-lactamaza. Sunt sensibile la macrolide, flurochinolone.
Sunt sensibile la uscaciune. In rezervoarele de apa, protozoarele rizopode
si ciliate le ingera fara a le distruge, protejandu-le in mediile sarace nutritiv ca si de
uscaciune.

Structura antigenic a

Legionella pneumophila are urmatoarele antigene:

- lipopolizaharidul (LPS), bogat in acizi grasi, are activitate similara cu
endotoxina bacteriilor gram negative. Portiunea sa polizaharidica constituie
antigenul ,0” pe baza caruia s-au identificat 15 serogrupe de Legionella
pneumophila din care serogrupul 1 este divizat prin anticorpi monoclonali n
subtipuri;

- proteina majorda a membranei externe (MOMP - major outer
membran protein) are specificitate de specie dar este comuna tuturor serogrupelor
de Legionella pneumophila;

- antigenul flagelar “H” are specificitate de tip.

Au fost identificate 50 serogrupe de Legionella pneumophila dintre care
serogrupele 1, 4, 6 sunt in principal cauzatoare de infectii umane.

Raspuns imun

Imunitatea este asigurata in principal de imunitatea mediata celular fapt
care explica de ce bacteria a fost izolata mai frecvent de la pacienti
imunodeprimati. Limfocitele T activate produc limfokine care stimuleaza activitatea



antimicrobiand a macrofagelor impiedicand astfel replicarea intracelulara a
bacteriei.

Imunitatea mediata umoral joaca un rol secundar in apararea anti—
Legionella. Anticorpii au rol modest in imunitate, sunt anticorpi opsonizanti. Apar la
7 zile de la debutul bolii, ating nivel maxim dupa o lund, se mentin 2-3 luni dupa
care dispar.

Caractere de patogenitate

Sunt bacterii facultativ intracelulare. Tulpinile de Legionella pneumophila au
diferite grade de virulenta in functie de prezenta sau absenta unor structuri. Sunt
patogene prin:

- glicocalix — un Tnvelis dispus distal peretelui bacterian prezent la
unele tulpini (slime). Prin structura sa fibrilara asiguré protectia bacteriei.
Functioneaza ca ligand la mucoasa respiratorie sau la suprafete inerte (mase
plastice, cauciuc, sticla, metal);

- flagelii — care mediaza aderenta de celulele pulmonare ca prim pas
n initierea infectiei. Tulpinile care nu dispun de flageli nu cauzeaza imbolnavire;

- endotoxina lipopolizaharidica;

- exotoxine- insuficient studiate;

- proteaze.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Legionella pneumophila este implicata etiologic in pneumonii cu evolutie
severa.

Sursele de contaminare sunt, cel mai adesea, instalatile de distributie a
apei, in special a celei calde: robinete, dusuri, bazine de balneoterapie, ape
termale, fantani, sistemele de climatizare, turnurile de racire a apei iar in mediu de
spital barbotoarele de umidificare a oxigenului, echipamentele de tratament prin
aerosoli.

Poarta de intrare este tractul respirator si mai rar plagile. Transmiterea se
realizeaza prin inhalarea aerosolilor contaminati fie cu bacteria fie cu amibe
infectate, proveniti din instalatile de aer conditionat, din nebulizatoare, turnuri de
racire a apei, dusuri etc. Ajunge in alveolele pulmonare, patrunde in macrofage si
in monocite unde supravietuiesc si se multiplicd provocéand distrugerea acestor
celule. Se instaleaza o alveolita purulenta extensiva.

Legionella cauzeaza:

- pneumonie severa - numita si ,boala legionarilor’. A fost
diagnosticata pentru prima data in 1976 la a 58-a conventie anuala a Legiunii
Americane cand s-au imbolnavit 182 persoane din care 29 au decedat. Un an au
durat cercetarile pana cand McDade a izolat si identificat noua bacterie care a fost
numita Legionella pneumophila. S-a dovedit transmiterea bacteriei prin sistemul
de climatizare al hotelului din Philadelphia unde avea loc reuniunea. Analizele
retrospective au scos in evidenta epidemii de pneumonie anterioare acestui
episod, dar cu manifestari clinice similare. S-a izolat bacteria si dintr-un produs
patologic stocat din 1943. Perioada de incubatie a bolii este de 8-10 zile dupa care
apare febra de peste 40°C, tuse seaca sau productiva, cefalee, letargie,
encefalopatie, diaree apoasa, greata, voma, dureri abdominale, mialgii, stare de
rau, manifestari psihice etc. La examenul clinic pacientul prezinta febra,



hipotensiune, bradicardie, tahipnee, murmur vezicular estompat, agitatie.
Pacientul decedeaza prin detresa respiratorie si insuficienta renala;

- boala non-pneumonica — este numita si ,febra de Pontiac”. Este
cauzata de Legionella pneumophila, Legionella micdadei, Legionella feelei,
Legionella anisia. Este o forma mai blanda de pneumonie, cu o perioada de
incubatie mai scurtd, cu debut acut, cu febra, mialgii, cu evolutie autolimitata;

- infectii extrapulmonare — n special infectii ale plagilor chirurgicale,
sunt cauzate de Legionella pneumophila, Legionella micdadei.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul bacteriologic este esential dar dificil.

Se preleveaza sputa, exsudate bronhopulmonare recoltate pin punctie
transtraheala sau prin aspiratie endobrongica, probe de biopsie pulmonara, lichid
de spalatura bronhoalveolara, exsudate seroase, sange, puroi.

Se utilizeaza imunofluorescenta directd care da rezultate corespunzatoare
si rapide daca este practicatd pe prelevate de calitate utilizand seruri imune
specifice de Legionella pneumophila serogrup 1. De mentionat ca pot apare reactii
incrucisate cu Pseudomonas spp., Bordetella spp., Bacteroides spp.

Se mai pot examina sectiuni histopatologice colorate cu impregnatie
argentica.

Cultivarea germenului, metoda de referinta, este dificila si se face doar la
cererea expresa a medicului curant.

Diagnosticul indirect se practica prin reactii de imunofluorescenta indirecta,
reactia. de microaglutinare, teste ELISA. Semnificatie diagnostica are
seroconversia sau dinamica semnificativa a anticorpilor Tn seruri pereche.
Diagnosticul serologic are si el limite Tn sensul ca anticorpii apar tardiv, cresterea
lor semnificativa necesita 4-8 saptamani, si aproximativ 20-30% din pacienti nu
dezvolta raspuns imun umoral.

O modalitate de diagnostic cu sensibilitate gi specificitate buna consta n
detectarea antigenului de natura lipopolizaharidica pe care 80% din pacienti il
excreta prin urina incepand din zilele 1-3 de boala. Detectarea se poate face prin
metode radioimune (RIA), ELISA, teste de latexaglutinare. Avantajele testului
constau in simplitate si rapiditate, in recoltarea mai usoara a urinii decat a sputei Si
in persistenta antigenului Tn urind si la pacientii aflati sub tratament antibiotic.
Antigenul urinar poate ramane pozitiv luni de zile dupa vindecarea episodului acut.

Alta modalitate de diagnostic ar fi reactia in lant a polimerazei (PCR)
aplicata probelor de uring, ser, lichidului de spalatura bronsica dar nu este la
indeméana oricarui laborator.

TRATAMENT

Antibiograma nu este utila in tratamentul legionelozelor datorita dificultatilor
de cultivare a bacteriei si a ritmului lent de crestere. De asemenea, datorita
localizarii intracelulare a microorganismului rezultatele antibiogramei nu corespund
cu eficienta tratamentului in vivo.

Macrolidele, rifampicina, fluorochinolonele sunt active in vivo avand mare
capacitate de penetrare intracelulara si efecte bactericide.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL



Sursa de infectie este apa din rezervoarele naturale sau artificiale, apa din
instalatiile de aer conditionat, din nebulizatoare, din turnurile de racire, din sistemul
de alimentare cu apa etc. Transmiterea se realizeaza prin inhalarea de aerosoli
contaminati. Nu exista transmitere interumana.

Receptivitatea este generala, mai mare la persoane care prezinta anumiti
factori de risc: varsta peste 50 de ani, imunodeprimati (prin neoplazii, infectie HIV,
corticosteroizi), fumatori, alcoolici, boli cronice pulmonare sau cardiace, diabet
zaharat, sexul masculin, boli renale sau hepatice, interventii chirurgicale etc.

Boala este mai frecventa in lunile de vara cand functioneaza intens
instalatiile de aer conditionat. De asemenea sunt frecvente infectiile nosocomiale
care apar prin aspiratie, prin intermediul aparaturii de sustinere a respiratiei, a
materialelor clatite cu apa de robinet, a nebulizatoarelor, umidificatoarelor etc.

Profilaxia constd Tn controlul si dezinfectia apei din rezervoare si n
furnizarea apei calde menajere la temperaturi mari care sa distruga Legionella,
clorinarea corespunzatoare a apei, utilizarea apei sterile pentru spalarea anumitor
instalatii etc.

GENUL MORAXELLA

DEFINITIE. INCADRARE

Pe baza studiilor de secventiere a ARNr 16S si de hibridare a ADN s-a
constituit o noua familie: Moraxellaceae n care au fost incluse genurile Moraxella,
Acinetobacter, Psychrobacter.

Genul Moraxella reuneste doua subgenuri: Moraxella si Branhamella. Tn
subgenul Moraxella au fost incluse 6 specii din care patogene pentru om sunt:
M.lacunata, M.osloensis si M.nonliquefaciens. Subgenul Branhamella cuprinde o
singura specie, oportunista, B. catarrhalis, care a fost cunoscuta si sub numele de
Micrococcus catarrhalis, Neisseria catarrhalis. In prezent se foloseste numele de
Moraxella catarrhalis.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Germenii din genul Moraxella colonizeaza mucoasele omului si animalelor
fiind localizati Tn special in tractul respirator superior.

In primul an de viatd un procent de 28-100% din copii vor avea tractul
respirator colonizat cu M. catarrhalis, procent care scade la 1-10% la adulti.
Transmiterea se realizeaza pe cale aerogena prin picaturi naso-faringiene.

M.osloensis este 0 specie comensala a tractului genital.

Caractere morfotinctoriale



Speciile de Moraxella sunt cocobacili gram negativi, dispusi in diplo sau in
lanturi scurte, asemanatori cu Neisseriile. Nu prezinta cili, spor sau capsula.

M.osloensis poate imbraca aspectul de bacili foarte subtiri, uneori cu aspect
filamentos.

Caractere de cultur a

Strict bacterii strict aerobe. Sunt pretentioase nutritiv necesitand medii
imbogatite, geloza socolat si o temperatura de incubare de 35T. Moraxella
catarrhalis este nepretentioasa, creste si pe medii simple la temperatura camerei.

Coloniile sunt mici, de tip ,S”, nehemolitice pe geloza sange.

Pe mediul cu ser coagulat Moraxella lacunata formeaza colonii ,S” care se
afunda Tn mediu datorita actiunii enzimelor proteolitice.

Caractere biochimice gi de metabolism

Speciile din genul Moraxella sunt azaharolitice, oxidaza si catalaza pozitive.

Moraxella catarrhalis este azaharolitica: nu descompune zaharoza,
glucoza, maltoza si lactoza. Este oxidaza pozitiva, catalaza pozitiva, produce DN-
aza, reduce nitratii/nitritii, hidrolizeaza tributirina.

Structura antigenic a

Componentele antigenice ale tulpinilor de Moraxella catarrhalis fata de care
se formeaza anticorpi sunt: proteinele peretelui celular, lipooligozaharidele si
proteinele membranei externe.

Raspuns imun

Anticorpii fata de Moraxella catarrhalis se formeaza treptat, cu varsta, titrul
de IgG crescand pe durata copilariei. Raspunsul imun fatd de proteinele
membranei externe apartin subclasei 19Gs.

Caractere de patogenitate

Cu toate ca este considerat in continuare ca germen oportunist, Moraxella
catarrhalis poseda o endotoxina de natura lipopolizaharidica asemanatoare cu cea
a speciilor de Neisseria care pare a avea rol in procesul patologic. Unele tulpini de
Moraxella catarrhalis sunt patogene prin:

- pili/ffimbrii care asigura aderenta la epiteliul respirator

- producerea unei structuri proteice care conferd rezistenta fatd de
actiunea complementului

- exprimarea unor proteine specifice fixatoare de fier care actioneaza ca
receptori pentru transferina si lactoferina.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Speciile de Moraxella implicate in patologia umana sunt conditionat
patogene determinand infectii cu evolutie ugoara:

- M.lacunata determina conjunctivite, keratite.

- M.nonliquefaciens cauzeaza bronhopneumonii.

- M.osloensis este implicatd etiologic 1n septicemii, meningite,
osteomielite, artrite seprice.

- M.catarrhalis este un agent etiologic comun al otitei medii sau a
sinusitei, ocazional a laringitei. A fost izolata de la pacienti cu traheobrosgita sau
pneumonie, pacienti care sufereau de afectiuni pulmonare cronice. La pacienti



imunodeprimati poate cauza bacteriemie sau meningitd. Bacteriemia poate
conduce la focare locale de infectie cum ar fi osteomielitd sau artrita septica.
M.catarrhalis poate fi de asemenea asociata cu infectii nosocomiale. Mai rar poate
cauza oftalmia neonatala, conjunctivita, keratita, infectii urinare, infectii ale plagilor.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Majoritatea infectiilor cauzate de Moraxella catarrhalis la copii sunt
localizate la nivelul tractului respirator superior (incluzand otita, sinusita) iar la
adulti la nivelul tractului respirator inferior. Produsele patologice prelucrate vor fi:
secretii din urechea medie gi/sau naso-faringe, sputa, aspirat sinusal, transtraheal
sau transbrongic, sange, lichid peritoneal, secretii din plagi, urina.

Izolarea tulpinilor de Moraxella catarrhalis din produsele patologice
recoltate de la copil trebuie documentata bine pentru a avea semnificatie clinica
cunoscut fiind procentul mare de copii colonizati Tn tractul respirator cu aceasta
bacterie. In schimb, la adult, toate culturile pozitive au importanta clinica.

Pe frotiul din produs patologic se evidentiaza diplococi Gram negativi.
Confirmarea diagnosticului se face pa baza izolarii germenului in cultura. Pe
geloza sange sau geloza socolat, dupa 48 de ore de incubare, apar colonii mici,
opace, nehemolitice care aluneca pe suprafata mediului dacad sunt impinse cu
ansa.

Identificarea se face pe baza caracterelor biochimice: lipsa activitatii
zaharolitice, testul superoxol, testul producerii DN-azei, testul de reducere a
nitratilor/nitritilor.

Sunt disponibile teste rapide de identificare a tulpinilor de Moraxella
catarrhalis care au la baza capacitatea bacteriei de a hidroliza tributirina spre
deosebire de Neisseria spp. care nu au aceasta capacitate.

Diagnosticul serologic al infectiilor cu Moraxella catarrhalis nu se practica.

TRATAMENT

Moraxella spp. este sensibila la actiunea penicilinelor, cefalosporinelor,
aminoglicozidelor, rifampicinei etc.

Trebuie mentionat ca& specia Moraxella catarrhalis este rezistenta la
penicilina prin producere de beta-lactamaze tratamentul indicat fiind cel cu
cefalosporine orale rezistente la beta-lactamaze sau cu asocieri de antibiotice cu
inhibitori de beta-lactamaza.



Bacili gram pozitivi, aerobi, nesporula  fi

GENUL CORYNEBACTERIUM

DEFINITIE, INCADRARE

Difteria este descrisd Tncd din antichitate de Hippocrate. Tn 1821
Bretonneau face descrierea clinica a bolii, diferentiind difteria de alte infectii ale
tractului respirator. Tn 1883 Klebs a identificat, in exsudatul membranos al
pacientilor cu difterie, agentul responsabil pe care Loeffler reugeste sa-| cultive in
1884. In 1888 Roux si Yersin demonstreaza rolul toxinei in patogeneza bolii. Tn
1890, Behring descopera antitoxina iar in 1923 Ramon produce anatoxina
difterica. In anul 1970 este precizat mecanismul molecular de actiune al toxinei.

Bacilii din genul Corynebacterium se definesc ca bacili mici sub forma de
maciuca: coryne = maciuca; bakterion = baston mic.

Genul cuprinde bacili gram-pozitivi, ugor Tncurbati, maciucati, agezati sub
forma de litere sau in palisade, nesporulati, necapsulati, imobili, aerobi si facultativ
anaerobi.

In genul Corynebacterium se distinge grupul Corynebacterium diphtheriae
care include specia cea mai importanta Corynebacterium diphtheriae (bacilul
difteric), si C. ulcerans, C. pseudotuberculosis.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Habitatul este strict uman, Corynebacterium diphtheriae fiind prezent in
tractul respirator superior uman la 3-5% din persoanele sanatoase, precum si la
nivel tegumentar.

Caractere morfotinctoriale

Corynebacterium diphtheriae se prezinta ca bacil gram pozitiv, neramificat
nesporulat, necapsulat, imobil. Bacteria are adesea forma de maciuca si se
prezinta sub forma de gramezi asemanatoare cu palisada, cu pachete de ace cu
gamalie, cu literele alfabetului latin (V, L) sau cu literele chinezesti.

Unele tehnici de colorare (Del Vecchio, Neisser) evidentiaza granulatii
metacromatice n interiorul corpului bacterian (granulatii Babes-Ernst).

Aceste aspecte morfologice sunt destul de caracteristice permitand
diferentierea de corynebacteriile comensale (bacili difteroizi) care sunt mai scurti si
mai grosi.

Caractere de cultur a



Se poate multiplica Tn aerobioza sau anaerobioza, bacilul difteric cere
prezenta a numerosi factori de crestere (a fierului in special) dezvoltandu-se mai
bine pe medii imbogatite cu proteine animale (ou, ser, sange).

Mediul Loeffler cu ser coagulat este mediul clasic utilizat pentru izolarea
Corynebacterium diphtheriae. Coloniile se dezvolta in 8-12-18 ore, sunt colonii R,
alb-galbui, lucioase, bombate iar aspectul pe frotiu este cel caracteristic.

Mediul cu geloza, sange, cistina si telurit (Gundel-Tietz) este selectiv prin
teluritul de potasiu care inhiba dezvoltarea majoritatii bacteriilor prezente in rino-
faringe. Pe acest mediu Corynebacterium diphtheriae creste sub forma de colonii
negre datorita reducerii teluritului la telur metalic.

Dupa aspectul coloniilor deosebim 3 tipuri de Corynebacterium diphtheriae,
cu grade diferite de patogenitate:

-tipul gravis produce colonii nehemolitice, mari, cu suprafata

granulara, gri-negre, in "margareta”, cu margini crenelate (colonii R);

- tipul mitis produce colonii hemolitice, convexe, cu margini circulare,

negre, de tip S;

- tipul intermedius produce colonii nehemolitice, mici, cu margini

circulare, negre, cu suprafata granulara (S-R).

Mediul Tinsdale (agar, ser, cistinag, telurit, tiosulfat) este de asemenea
selectiv. Producerea de H,S prin descompunerea cistinei imprima o culoare bruna
mediului din jurul coloniei negre de Corynebacterium diphtheriae.

In cursul diagnosticului unei infectii cu bacil difteric este necesara utilizarea
mediului de imbogatire OCST (ou-cisteina-ser-telurit).

Caractere biochimice si de metabolism

Corynebacterium diphtheriae este un bacil catalaza pozitiv, ureaza negativ.
Descompune glucoza, dextrina, nu descompune zaharoza. Reduce nitratii,
descompune cistina cu eliberare de H,S, reduce sarurile de telur la telur metalic,
produce bacteriocine.

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici si biologici

Rezistenta in mediul extern este medie. Persista timp indelungat (5
saptamani), ferit de uscaciune si lumina, mai ales pe lenjerie, in fragmente din
falsele membrane, praf. Pe mediile de cultura, la temperatura camerei este viabil
timp de 2 saptamani.

Este distrus de caldura umeda (10 minute la 58C; 1 minut la 100°C), alcool
sau antiseptice uzuale, precum si de antibiotice (eritromicina, penicilina,
clindamicina etc.), de electie fiind eritromicina.

Structura antigenic a

Corynebacterium diphtheriae poseda antigene ,0O” polizaharidice, comune
tuturor tulpinilor si antigene proteice de suprafatd ,K” cu specificitate de tip. S-au
identificat, prin reactii de aglutinare, 13 tipuri de Corynebacterium diphtheriae
gravis, 4 tipuri de intermedius si 40 de tipuri de mitis. Cu toate acestea nu s-a
putut elabora o clasificare serologica satisfacatoare, in diagnostic nefiind
practicate identificarile serologice.

Corynebacterium diphtheriae produce bacteriocine care permit tiparea
tulpinilor.

Cea mai importantd structura antigenica este reprezentatd de toxina
difterica, identica la toti bacilii difterici toxigeni.



Raspuns imun

Raspunsul imun n difterie este umoral. Anticorpii antimicrobieni, specifici
de tip, nu oferd protectie. Anticorpii antitoxind neutralizeaza toxina, au caracter
protectiv daca titrul lor atinge valoarea de 0,03 UA/m.

Statusul imun post-boala sau post-vaccinare se apreciaza prin dozarea
titrului de anticorpi antitoxici prin reactii ELISA (protector la peste 0,03 uA/ml) sau
prin hemaglutinare pasiva (titru protector peste 1/640).

Caractere de patogenitate

Bacilul difteric poate fi patogen prin multiplicare la poarta de intrare si
toxinogeneza.

Toxina difterica este aceeagsi pentru toate tulpinile producatoare. Este o
exotoxind de natura proteica constituita dintr-un lant polipeptidic termolabil cu
greutatea moleculara de 62 kDa. Exotoxina are 2 fragmente:

- fragmentul A (24 kDa) care constituie suportul pentru
activitatea toxica

- fragmentul B (38 kDa) care permite fixarea de receptorul
celular si patrunderea fragmentului A.

Dupa fixarea toxinei de receptorul celular, fragmentul A clivat de enzimele
membranare patrunde Tn celuld prin endocitoza. in citoplasma celulei, activat,
fragmentul A desfagoara activitate enzimatica de ADP riboxilaza care, in prezenta
NAD-ului celular, inhiba factorul de elongare 2 necesar constituirii lanturilor
polipeptidice. In acest fel este blocata sinteza proteinelor celulare.

Exotoxina difterica este produsa doar de tulpinile care poseda gena ,tox+"
purtata de bacteriofagul temperat B. Gena ,tox+” este inhibata de un represor
prezent pe cromozom, activ in prezenta fierului.

Exotoxina difterica poate afecta toate celulele organismului, in primul rand
ale inimii (miocardita), nervilor (demielinizare) si rinichilor (necroza tubulara).

PATOGENIE. BOALA LA OM

Boala este specifica omului, se numeste difterie si se manifesta prin leziuni
locale datorate colonizarii tesuturilor si prin leziuni generale, la distanta, datorate
actiunii exotoxinei.

Poarta de intrare a bacilului difteric poate fi reprezentata de tractul
respirator (faringe, nas), de leziuni tegumentare sau, mai rar, de mucoasa
genitala.

Corynebacterium diphtheriae nu are capacitate invaziva. Se multiplica la
poarta de intrare unde cauzeaza o inflamatie locala. In acelasi timp, in cazul
tulpinilor infectate cu bacteriofagi ,tox+” incepe sinteza toxinei.

Toxina elaborata local induce aparitia unei "structuri” compuse din fibrina,
leucocite, eritrocite, celule epiteliale respiratorii moarte si bacterii, respectiv ,falsa
membrand” de culoare gri-maronie, foarte aderentd de tesutul subiacent.
Incercarea de a indeparta falsa membrand duce la sangerari la nivelul
submucoasei prin ruperi de capilare.

Falsa membrana poate sa apara la nivel amigdalian, faringian, nazal,
genital, sau se poate extinde, acoperind faringele, obstructionand arborele
traheobronsic.

La adapostul falsei membrane, bacilul igi continua multiplicarea si sinteza
de toxina care difuzeaza pe cale sanguina si conduce la aparitia unor tulburari la



distanta: tulburari de ritm cardiac, miocardita, dificultati vizuale, de vorbire, de
Tnghitire etc.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Difteria este o toxiinfectie, iar fixarea toxinei pe celulele "tinta" este practic
ireversibila, astfel incat decizia instituirii tratamentului trebuie luata rapid.

Diagnosticul bacteriologic este util numai pentru confirmarea suspiciunii de
difterie si in scopuri epidemiologice, deoarece tratamentul specific se instituie fara
intérziere, fara a agtepta finalizarea diagnosticului bacteriologic.

Diagnosticul de laborator al difteriei necesita evidentierea unei tulpini
toxigene de Corynebacterium diphtheriae.

Prelevatele prelucrate de la purtatori sunt secretia faringiana, nazala
recoltate cu cate un tampon gi insamantate in mediul de imbogatire OCST.

De la bolnav se indeparteaza falsa membrana si se sterge suprafata
subiacenta (in falsa membrana bacilii nu sunt viabili) cu 3 tampoane: unul pentru
frotiu, unul pentru mediul de imbogatire si unul pentru mediul Loeffler.

Examinarea frotiului realizat din produsul patologic colorat Gram si cu
albastru de metil este rareori concludent dar poate ridica suspiciunea de difterie
daca se evidentiaza bacili gram pozitivi cu morfologie si dispozitie spatiala
asemanatoare bacilului difteric.

Insamantarea trebuie facuta rapid, pe un mediu de imbogatire si pe mediul
Loeffler. Pe acesta din urma, bacilul difteric creste repede fiind foarte importanta
examinarea culturilor la 6, 12 si 18 ore. Diagnosticul poate fi realizat mai rapid
atunci cand se obtin culturi din care, dupa circa 4-6 ore, se obtin frotiuri care se
coloreaza imunofluorescent.

Repicarea coloniilor suspecte se face pe medii imbogatite, continand telurit
pentru a inhiba flora de asociatie. Identificarea tulpinilor de Corynebacterium
diphtheriae tine cont de caracterele culturale si biochimice amintite mai sus.

Evidentierea producerii de exotoxina de catre tulpina de Corynebacterium
diphtheriae izolata se face prin:

- inoculare la animal de laborator. Se inoculeaza unui cobai, subcutan, o
suspensie de bacil difteric. Daca tulpina este producatoare de exotoxina animalul
moare n 48-72 de ore prezentdnd un edem alb, moale, gelatinos la locul
inocularii, cu adenopatie satelita si hipertrofia cu congestie hemoragica a
capsulelor suprarenale.

Inocularea toxinei nu produce modificari locale ci doar modificarile la
distanta, fiind de asemenea letala.

- reactia clasica de imunoprecipitare, testul Elek;

- toxicitatea pe linii de celule Vero — celulele eucariote vor
muri sub actiunea toxinei elaborata de tulpina de Corynebacterium
diphtheriae;

- reactia de amplificare genica (PCR) — rezultatul poate fi
obtinut in 6 ore de la cultivarea bacilului difteric.

TRATAMENT

Pentru ca antitoxina neutralizeaza numai toxina difterica circulanta, decizia
administrarii de ser antidifteric trebuie luata urgent. Seroterapia este cu atat mai
eficace cu cat este utilizata mai precoce.



Antibioticele sunt indicate, deoarece prin distrugerea microorganismului nu
se mai produce toxina, poate aparea o ameliorare locala, iar contagiozitatea
scade.

Pot fi necesare diferite masuri suplimentare, dintre care ar fi de mentionat
utilitatea traheotomiei sau traheostomiei in cazul obstruarii prin falsele membrane.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Difteria este o boala strict umana. Corynebacterium diphtheriae nu se
gaseste in mediul extern si nici la animale, deci singurul izvor de infectie este omul
(purtator cronic, bolnav sau infectat inaparent), singura modalitate de transmitere
a infectiei este interumana.

Transmiterea se realizeaza prin picaturi-nucleosoli, prin secretii $i exsudate,
obiecte sau alimente contaminate.

Receptivitatea (in lipsa vaccinarii) este mai mare pana la varsta de 6-8 ani.
Imunitatea transplacentara ofera protectie 3-6 luni.

Prevenirea nespecifica se realizeaza prin izolarea si tratarea cu antibiotice
a surselor.

Pentru profilaxia specifica se aplica vaccinarea antidifterica utilizandu-se
anatoxina purificata: exotoxina diftericad supusa actiunii concomitente a formolului
si caldurii pierde puterea toxicd mentinandu-si capacitatile antigenice. Copiii sunt
imunizati activ cu trivaccinul DTP si apoi cu bivaccinul DT, vaccinare care permite
de regula obtinerea unor nivele protective de anticorpi antitoxici suficiente timp de
aproximativ 15 ani. Cu toate acestea colonizarea bacteriana respiratorie sau
cutanata ramane posibila. Pentru mentinerea unui nivel de protectie este necesara
revaccinarea la interval de 10 ani incepand cu varsta de 24 de ani.

Boala este practic disparuta in tarile dezvoltate dar in tarile cu standard
general scazut, la grupe sociale paupere, mortalitatea este inca de 5-10%. Chiar
si In Franta, in ultimii ani, s-au semnalat rare cazuri de infectii sistemice,
septicemice, osteo-articulare, vaginale cu Corynebacterium diphtheriae. Azi
difteria se considera o boala reemergenta.

GENUL ARCANOBACTERIUM

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Arcanobacterium cuprinde o singura specie de germeni gram
pozitivi, Arcanobacterium haemolyticum, specie care Tnainte era numita
Corynebacterium haemolyticum.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Arcanobacterium haemolyticum face parte din flora comensala a tractului
respirator superior.

Caractere morfotinctoriale



Arcanobacterium haemolyticum este un bacil gram pozitiv, subtire,
neregulat calibrat, cu dispozitie in V. Pe frotiul din culturi vechi, prin fragmentarea
bacililor, germenul apare sub forma de coci mici, neregulati. Nu prezinta cili.

Caractere de cultur a

Cregte greu pe medii uzuale. Cultiva pe medii cu sange sau ser sanguin.
Sunt germeni aerobi, facultativ anaerobi cresterea fiind favorizata de atmosfera
suplimentata cu CO, si de o temperatura de incubare de 37<C.

Dupa 24 de ore de incubatie coloniile sunt mici, punctiforme, rotunde,
untoase, inconjurate de o zona ingusta de hemoliza beta. La 48 de ore coloniile
sunt mai mari, de aproximativ 1 mm diametru.

Caractere biochimice gi de metabolism

Sunt germeni catalaza negativi, descompun fermentativ carbohidratii cu
eliberare de acid din glucoza, galactoza, zaharoza, fructoza, lactoza, maltoza,
dextrina. Nu elibereaza acid din arabinoza, xiloza, ramnoza, celobioza, melibioza,
zaharoza, rafinoza, dulcitol, glicerol, sorbitol, inozitol. Nu hidrolizeaza esculina,
cazeina si gelatina, nu produce indol si ureaza. Majoritatea tulpinilor reduc nitratii.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Arcanobacterium haemolyticum poate cauza urmatoarele afectiuni:

- faringite, angine eritemato-pultacee insotite de adenite submaxilare,
latero-cervicale si eruptii cutanate de tip scarlatiniform; poate fi asociat cu
Streptococcus pyogenes;

- infectii ale plagilor chirurgicale Tn asociere cu Staphylococcus spp. si cu
Haemophilus influenzae;

- infectii ale plagilor traumatice in asociere cu alte bacterii;

- infectii tubo-ovariene in asociere cu fusobacterii.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Pentru ca izolarea Arcanobacterium haemolyticum se face din produse
patologice bogate in flora de asociatie, este necesara utilizarea de medii selective
prin adaos de antibiotice (mupirocin, aztreonam, amfotericina B etc.) sau medii
selective prin adaos de 3,5% NaCl la geloza Columbia + 5% sénge defibrinat de
berbec. Identificarea bacteriei se face pe baza caracterelor de cultura,
morfotinctoriale, a imobilitatii. Se utilizeazad urmatoarele teste de identificare:

- testul CAMP inversat — ingustarea zonei de hemoliza determinata de

beta-lizina stafilococica;

- descompunerea fermentativa cu eliberare de acid a glucozei, galactozei,

fructozei, lactozei, maltozei si dextrinei;

- lipsa eliberarii de acid din arabinoza, xiloza, ramnoza, celobioza,

melibioza, zaharoza, rafinoza, dulcitol, glicerol, sorbitol, inozitol;

- reducerea nitratilor;

- hidroliza esculinei, cazeinei si gelatinei;

- producerea de indol si ureaza.

TRATAMENT



Cel mai eficient antibiotic este eritromicina.

GENUL ERYSIPELOTHRIX

DEFINITIE, INCADRARE

Genul cuprinde o singura specie Erysipelothrix rhusiopathie, specie foarte
raspandita in natura, izolata in 1883 de L.Thuiller si Pasteur in sangele porcilor
bolnavi de rujet. Este agentul etiologic al infectiei numite "erizipelul lui Rosenbach”
descrisa in 1909 de F.J.Rosenbach si a unor infectii la animale.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Este o bacterie larg raspandita in natura, prezenta mai ales in materiile
organice aflate in descompunere, in gunoiul de grajd. A fost izolat ca si bacterie
comensala sau patogena de la o mare varietate de animale, principalul rezervor
fiind porcul. Gazdele naturale (crustacee, pesti, pasari, mamifere) contamineaza
solul, apele de suprafata si reziduale.

Caractere morfotinctoriale

Este un bacil fin, gram pozitiv, nesporulat, necapsulat, neciliat, cu tendinta
de crestere filamentoasa. La coloratia gram se poate decolora ugor ceea ce face
ca pe frotiu sa apara gram negativ. Este dispus izolat, in perechi sau lanturi
scurte, de multe ori fiind confundat cu Listeria.

Caractere de cultur a

Este facultativ anaerob si carboxifil Tn primocultura, aerob prin subcultivare,
pretentios nutritiv. Creste lent pe geloza sénge sau pe geloza socolat, in
atmosfera Tmbogatita cu 5-10% CO,, la 35-37°C. Poate creste pe medii cu telurit
de potasiu coloniile fiind mici gi negre.

Cregste sub forma coloniilor de tip S, mici, rotunde, convexe, lucioase,
transparente. Pe geloza cu sange de oaie produce hemoliza de tip a. Cresterea
este mult Tmbunatatitd daca se adauga glucoza, ser de cal, acid oleic in
compozitia mediului de cultura.

Tn subculturi poate prezenta colonii R, mari, plate, cu contur neregulat.

Caractere biochimice gi de metabolism

Prezinta o slaba activitate fermentativa. Nu produce catalaza, oxidaza,
ureaza, indol, nu reduce nitratii, nu creste pe mediul cu citrat. Nu descompune
esculina. Pe mediu TSI fermenteaza glucoza, lactoza si produce H,S.



Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici si biologici

Este un germen foarte rezistent, in forma uscata poate persista cativa ani.
Rezista la sarare, afumare, acidifiere. Este distrus prin fierbere.

Erysipelothrix rhusiopathie este rezistent fatd de aminozide, biseptol,
polimixine, glicopeptide, inclusiv fata de vancomicina. Prezinta sensibilitate fata de
penicilina G care constituie de altfel antibioticul de electie in tratament.

Structura antigenic a

Bacteria prezinta trei antigene: 2 termolabile si unul termostabil. Pe baza
structurii antigenice au fost identificate 26 serotipuri notate cu cifre arabe. Tulpinile
care nu reactioneaza cu serurile imune cunoscute au fost incluse in serotipul N.

Raspuns imun

Anticorpii umorali care apar in cursul bolii nu contribuie la confirmarea
diagnosticului serologic al erisipeloidului Rosenbach.

Caractere de patogenitate

Erysipelothrix rhusiopathie devine patogen prin multiplicare si invazivitate.
Ca factori ai virulentei prezinta:

- adezina de suprafata cu proprietati antifagocitare;

- hialuronidaza;

- neuraminidaza.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Infectiile umane apar la persoane care vin in contact cu animale bolnave
sau cu produse alimentare de origine animala, contaminate. Poarta de intrare o
reprezinta discontinuitati ale tegumentului: plagi taiate, intepate. La om mai pot
apare infectii dupa contactul cu carne contaminata (carne de peste).

Au fost descrise doua tipuri de infectii:

1. forma cutanata: erisipeloidul Rosenbach — caracterizat prin reactia
inflamatorie, eritematoasa a tegumentului insotitd de limfadenita. Manifestarile
clinice includ durere, edem si un eritem caracteristic care se extinde periferic cu o
zona centrala clara.

2. forma septicemica, mai rara, cu endocardita.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Produsele biologice prelucrate pentru diagnosticul bacteriologic al infectiei
cu Erysipelothrix rhusiopathie provin din leziunile tegumentare: lichid vezicular,
biopsie profunda a pielii, ser fiziologic injectat si reaspirat din leziune. Se mai
practica si hemocultura in formele sistemice.

Diagnosticul bacteriologic consta in cultivarea bacteriei, izolarea in cultura
pura, identificarea pe baza caracterelor morfologice si biochimice.



TRATAMENT

Tratamentul de electie pentru infectile cauzate de Erysipelothrix
rhusiopathie este penicilina G.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie o reprezinta gazda naturala de origine animala.

Erisipeloidul Rosenbach este considerat o boala profesionala intrucat apare
la persoane care vin Tn contact direct cu animalul bolnav: medici veterinari,
zootehnigti, macelari, pescari, piscicultori, agricultori etc.

Nu exista profilaxie specifica. Profilaxia nespecifica este aceea a tuturor
zoonozelor transmise prin contact direct.

GENUL LISTERIA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul cuprinde 7 specii: Listeria monocytogenes, L.ivanovii, L.inocua,
L.welchimeri, L.seeligeri, L.grayi, L.murrayi dintre care doar primele 2 specii sunt
patogene.

Cea mai importanta specie este Listeria monocytogenes, specie care desi
produce rar infectii acestea sunt grave, cu atingeri meningiene mai ales la nou-
nascuti si varstnici sau la adulti cu imunitate deprimata.

A fost descrisa pentru prima data in 1926 fiind considerata o ,curiozitate
bacteriologica” pana in anii '50.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Este prezenta peste tot in natura: la nivelul solului, plantelor, animalelor si
omului. Infecteaza animale domestice (mai ales ovine) si salbatice, pasari, reptile,
pesti, crustacee. Poate fi izolata din alimente, cu precadere din branzeturi.

Caractere morfotinctoriale

Listeria monocytogenes este un bacil gram pozitiv, necapsulat, nesporulat.
Prezinta flageli peritrichi in special la temperatura de 20°C.

In culturi tinere are aspect pleomorf: forme cocoidale, cocobacilare si
bacilare pleomorfismul fiind si mai accentuat in culturi batrane. Poate fi dispus n
perechi sau lanturi scurte.

Pe frotiul din produs biologic poate fi dispus izolat, intra- sau extra-celular.

Caractere de cultur a



Cresgte pe medii uzuale sau complexe, speciale, suplimentate cu sange,
glucoza, lichid de ascita, in atmosfera de 5-10% CO, sub forma de colonii de tip S,
mici, rotunde, convexe, transparente, in picatura de roua. Pe geloza sange
coloniile sunt Tnconjurate de o zona de hemoliza de tip 3, discreta.

Este o bacterie aeroba, facultativ anaeroba care se multiplica la temperaturi
cuprinse intre 3-47C. Desi temperatura optima de dezvoltare este 20-30C se
poate dezvolta si la 2°C, in culturile initiale, temperatura scazutad favorizand
multiplicarea Listeriei. Cultura degaja un miros de lapte acidulat.

Listeria monocytogenes exprima mobilitatea numai la 25°C si o reprima la
37°C.

Caractere biochimice si de metabolism

Este o bacterie catalaza pozitiva, oxidaza negativa. Are activitate
fermentativa redusa si putin specifica: fermenteaza glucoza cu producere de acid
dar fara eliberare de gaz. Hidrolizeaza rapid esculina. Nu lichefiaza gelatina, nu
produce indol, ureaza si H,S, nu reduce nitratii. Testul CAMP in prezenta
stafilococului este pozitiv.

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici si biologici

Este un germen foarte rezistent in conditile mediului extern. Poate
supravietui saptamani sau luni de zile si se poate multiplica in produse alimentare,
vegetale, furaje, sol, ape de suprafata, pe obiecte. Multiplicarea este favorizata de
temperatura de 18 - 20T si de o umiditate de 25 - 35%. Este viabila 1-2 ani in sol,
balegar, 3 ani la temperatura camerei, 1 an in apa.

Rezista la diferiti agenti chimici: la formol 2,5% rezista 20 de minute.

Este inactivata la temperaturi ridicate. Este distrusa la 55°C abia dupa o ora
iar la 80°C abia dupa 5 minute. Deci pasteurizarea laptelui poate fi ineficienta
pentru distrugerea bacteriei.

Este sensibila la pH-ul acid fiind distrusa prin acidifierea laptelui.

Este sensibila la actiunea bacteriofagilor ceea ce permite diferentierea
lizotipurilor de Listeria monocytogenes: 25 lizotipuri pentru tulpinile serovarului 1 si
119 lizotipuri pentru serovarul 4.

Structura antigenic a

Listeria monocytogenes prezinta 15 tipuri de antigene somatice care sunt
acizi teichoici ai peretelui bacterian (de la | la XV) si 5 tipuri de antigene flagelare
H (A, B, C, D). Combinarea acestor doua tipuri de antigene definegte 17 serovaruri
diferite de Listeria monocytogenes. Clasificarea serologica se face numai in
laboratoare de referinta si are utilitate epidemiologica.

Listeria monocytogenes produce o hemolizina (listeriolizind) care induce
formarea de anticorpi anti-listeriolizina.

Raspuns imun

In listerioza raspunsul imun mediat umoral nu are efect protector.

Predomina raspunsul imun mediat celular. Citokinele determina migrarea
macrofagelor spre locurile de infectie unde se constituie granuloame in interiorul
carora bacteria este distrusa. Starea de rezistenta fata de infectie este asigurata
de limfocitele T cu memorie.

Caractere de patogenitate



Microorganismul este patogen prin multiplicare, invazivitate gi producerea
de hemolizine.

Listeria monocytogenes este o bacterie care se multiplica intracelular
patrunzand in celula gazda prin fagocitoza. In interiorul fagozomului elibereaza
listeriolizina care distruge membrana vacuolara eliberand astfel bacteria in
citoplasma celulei unde se multiplica activ. Provoaca polimerizarea actinei celulare
deplasandu-se spre membrana citoplasmica. Determina formarea de exvaginari
ale acestei membrane cu formarea de pseudopode 1n interiorul celulelor vecine. Tn
acest fel are loc infectarea celulelor din aproape in aproape.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Listeria monocytogenes este descrisa adesea ca 0 bacterie oportunista,
cauzand infectii la persoane imunodeprimate dar poate la fel de bine sa atace si
organisme perfect sanatoase.

Patrunde in enterocite unde se multiplica, trece prin mucoasa intestinala in
sistemul limfoid al intestinului, este preluata de macrofagele sanguine, patrunde in
fagocitele hepatice si splenice unde se multiplica si invadeaza parenchimul din
jurul capilarelor sanguine. Trece din nou Tn sange si cu ocazia celei de a doua
invazii ajunge la sistemul nervos central cauzand encefalitd sau meningita, la
endocard, la placenta.

Boala se numeste listerioza si este intalnita deopotriva la animal si la om.

La animal, afecteaza in special erbivorele care se contamineaza prin
consum de furaje contaminate. Animalul poate prezenta septicemie sau meningita
(letale), avort sau nastere prematura, mai ales la oi si vaci. Dupa eliminarea
produsului de conceptie animalul raméane purtator asimptomatic gazduind bacteria
in glandele mamare si uter, eliminand-o prin lapte.

Omul se contamineaza accidental prin alimente, apa sau contact cu
avortonul sau secretiile animalului bolnav.

Cele mai frecvente cazuri apar la nou-nascuti care sunt contaminati
transplacentar. n primele ore dupa nastere micutul prezinta septicemie cu multiple
localizari secundare, cu atingere neuro-meningeana. Daca infectia nou-nascutului
are loc la nastere manifestarile clinice apar dupa 12 zile sub forma unei meningite.
Mortalitatea atinge valori mari iar sechelele sunt frecvente.

La gravide listerioza este frecvent inaparenta, eventual cu manifestari de tip
gripal, febra inexplicabila, simptome urinare, digestive sau chiar icter tranzitoriu.
Cel mai adesea diagnosticul este retrospectiv, in urma nasterii unui copil infectat,
a nasterii premature a copilului infectat sau a unui avort spontan.

La copilul mare si la adult listerioza se manifesta ca o menigo-encefalita si
mai rar ca septicemie.

Alte forme de manifestare a listeriozei sunt: conjunctivita; uretrita cronica;
pneumonia; angina listeriana insotitd de adenopatie cervicala, hepato-spleno-
megalie, monocitoza.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator este in primul rand bacteriologic si se bazeaza pe
izolarea si identificarea microorganismului din produse biologice (in special din
sange sau din LCR) si din alimente.



Izolarea se poate realiza pe medii uzuale dar se prefera cele cu sange
pentru a determina hemoliza. Mediul de cultura poate deveni selectiv prin
adaugarea de acid nalidixic, Tn special in cazul prelucrarii de produse
polimicrobiene.

Identificarea are la baza caracterele morfologice, tinctoriale, de cultura si
biochimice. Se poate apela la serotipare cu seruri aglutinante specifice.

Imunofluorescenta directd poate evidentia cocobacili intra si extracelulari.

Se poate practica diagnosticul serologic prin reactia ELISA.

Il Prezenta Listeria monocytogenes in urina femeii gravide, indiferent de
cantitate impune luarea masurilor de prevenire a listeriozei fetale

TRATAMENT

Listeria monocytogenes este sensibila fatd de majoritatea antibioticelor.
Este rezistenta natural fatd de lincozamine. Cefalosporinele si noile chinolone sunt
putin active. Tratamentul etiologic se poate face cu penicilind, ampicilina sau cu
penicilind asociata cu un aminoglicozid.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie pentru animale este reprezentata de rezervorul abiotic:
furaje si apa contaminate, solul, noroiul iar transmiterea este fecal-orala.

Rezervorul de infectie pentru om este reprezentat de:

- mamifere domestice sau salbatice: bovine, ovine, caprine, porcine,
rozatoare, vulpi;

- pasari;

- crustacee;

- pesti.

Omul se contamineaza accidental de la animal:

- prin contact direct cu animalele bolnave, parturiente, boala avand
un caracter de boala profesionala pentru veterinari;

- prin consum de alimente contaminate cu secretii sau excretii:
produse lactate, branzeturi, pateuri, produse din carne tocata,
legume. Prezenta bacteriei in alimente este facilitatd de
capacitatea bacteriei de a se dezvolta la temperaturi joase, chiar si
in conditiile pastrarii la frigider a alimentelor;

- pe cale aeriana, conjunctivala, cutanata;

- prin ectoparaziti

Poarta de intrare o reprezinta rino-faringele si tubul digestiv.

Transmiterea interumana a infectiei cu Listeria monocytogenes este:

- transmiterea materno-fetala care se poate realiza prin propagare
directa transplacentara, in travaliu sau postpartum;

- prin transplant renal.

Nu exista profilaxie specifica. Profilaxia nespecifica presupune evitarea
contactului cu animale bolnave, evitarea consumului de produse alimentare
provenite de la animale bolnave, evitarea consumului de salate de raci sau
homari, spalarea fructelor si a legumelor etc.



GENUL NOCARDIA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Nocardia cuprinde actinomycete aerobe cu raspandire ubicuitara ca
saprofiti ai solului, apei si ai materiilor organice in descompunere.

Au fost identificate peste 12 specii dintre care mai frecvent implicate n
patologia umana sunt: complexul N.asteroides (N.asteroides sensu stricto,
N.farcinica, N.nova), N.brasiliensis si mai rar N.otitidiscaviarum, N.transvalensis,
N.pseudobrasiliensis, N.seriolae.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Germenii din genul Nocardia sunt raspanditi ubicuitar ca saprofiti ai solului,
apei dulci sau marine si ai materiilor organice in descompunere.

Caractere morfotinctoriale

Nocardia este un germen gram variabil (frecvent gram pozitiv), care pe
frotiul din produs patologic sau din cultura ca si pe preparatele de tesut apar ca
filamente subtiri, ramificate, care se fragmenteaza in cursul manipularii dand
nastere la forme bacilare sau cocoide.

Sunt slab acido-alcoolo-rezistente. Pot fi colorate cu metoda Ziehl-Neelsen
cu conditia sa nu se insiste pe timpul de decolorare cu alcool acidulat.

Caractere de cultur a

Sunt greu cultivabile din urmatoarele considerente:

- In produsele patologice pastrate prin refrigerare nocardiile Tsi pierd
viabilitatea;

- n tesuturi nocardiile pot suferi alterari structurale si functionale care
prelungesc timpul de adaptare al bacteriei la conditiile de mediu;

- flora de asociatie invadeaza mediul de cultura, lucru valabil mai ales
pentru sputa; decontaminarea chimica si fluidifierea sputei omoara nocardiile.

Se pot cultiva pe medii cu infuzie de cord, infuzie cord-creier, agar
Sabouraud glucozat, agar sange, agar socolat sau Loewenstein daca prelevatele
nu sunt contaminate.

Pentru prelevatele cu flora de asociatie se folosesc medii selective (agar
DST Oxoid, agar BCYE Oxoid sau Merck).

Mediile se incubeaza aerob, la 37<C. Coloniile apar dup & 48 de ore, sunt
mici, Tnconjurate de o discreta zona de hemoliza beta (N.brasiliensis,
N.otitidiscaviarum) sau de hemoliza alfa.

Nocardiile formeaza hife vegetative ramificate care cresc pe suprafata i in
profunzimea mediilor agarizate. Din aceasta cauza, dupa 3-4 zile coloniile devin
aderente de mediu, mai mari, netede sau granulare, neregulate, incretite.

Unele specii de Nocardia produc pigment:

- carotenoid — care coloreaza colonia in galben, portocaliu, roz, rosu;
- difuzibil — care coloreaza colonia si mediul de cultura de la galbui la
brun.



In mediile lichide Nocardia formeaza un depozit membranos I&sand mediul
clar si o pelicula superficiala groasa, uscata, pigmentata pe care se dezvolta hife
aeriene ce se extind pe peretii tubului.

Daca dupa o incubare de 48 de ore mediul de culturd insamantat ramane
steril, incubarea de prelungeste la 14 zile la temperatura de 37C sau la 21 de zile
la 25 pentru a permite adaptarea microorganismulu i la mediul de cultura oferit.

Caractere biochimice gi de metabolism

Nocardia este sensibila la actiunea lizozimului, descompune oxidativ unele
zaharuri. Pentru identificarea speciilor de Nocardia se utilizeaza o serie de teste:
- hidroliza cazeinei, tirozinei, xantinei, hipoxantinei, gelatinei,
amidonului;
- eliberarea de acid din glucoza si ramnoza;
- producerea de arilsulfataza;
- cresterea la temperaturi diferentiate.

PATOGENIE. BOALA LA OM

La animal nocardiile cauzeaza mastita la bovine si sporotrichoid la cabaline.
Nocardioza este boala cauzata la om de germenii din genul Nocardia.
Boala poate avea evolutie acutd, subacutd sau cronicd cu urmatoarele forme de
manifestare clinica:
1. Nocardioza cutanata primara se manifesta ca:
- celulita sau abces;
- sporotrichoid - infectie limfo-cutanata;
- mycetom — infectie subcutanata.
2. Nocardioza pulmonara care se manifestd ca o pneumonie cu evolutie
acuta, subacuta sau cronica instalata in special la pacienti imunocompromisi.
3. Formele diseminate de nocardioza pot implica orice organ cel mai
frecvent fiind afectat creierul sau meningele.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator presupune izolarea in cultura a germenului din
produsul patologic: secretii din tractul respirator, lichid de spalaturd broncho-
alveolara, biopsie pulmonara transbrohiala, biopsii cutanate, aspirate din abces.

Evidentierea bacteriei pe frotiul din produs patologic ridica suspiciunea de
nocardioza.

Bacteria cultiva greu, are crestere lenta coloniile aparand pe mediul de
cultura dupa 3-5 zile de la insamantare.

Cand pacientul este suspectat de nocardioza pulmonara sau diseminata
este obligatorie efectuarea hemoculturii.

TRATAMENT

Sulfonamidele reprezinta prima linie de tratament 1n nocardioza:
sulfadiazina, biseptolul. Pentru pacientii cu alergie la sulfonamide tratamentul
trebuie efectuat in functie de rezultatele antibiogramei degi exista o serie de
inconveniente:

- antibiograma este dificil de efectuat, nu este standardizata;



- rezultatele antibiogramei nu se coreleaza in totalitate cu
rezultatele terapiei in vivo.
Alternativa pentru tratamentul parenteral o reprezintda carbapenemele,
cefalosporinele de generatia a Ill-a, amikacina. Pentru terapia orala se recomanda
minociclina, augmentinul.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Nocardia poate patrunde in organism prin traumatisme ale tegumentului, pe
cale aerogena, pe cale digestiva.

Bacili gram pozitivi, aerobi, sporula  fi

GENUL BACILLUS

DEFINITIE, INCADRARE

Germenii din genul Bacillus sunt germeni ubicuitari datorita faptului ca sporii
le confera o rezistenta crescuta la factorii de mediu. Se gasesc in sol (principalul
rezervor), in apa marii, in apa dulce, pe plante. Se gasesc de asemenea in
produsele alimentare si medicamentoase, chiar gi in cele care poarta inscriptia
,Sterilizate”, datorita termorezistentei sporilor bacterieni.

Germenii din genul Bacillus se prezinta sub forma de bacili lungi, sporulati,
Gram pozitivi, cei mai multi mobili, cu cili peritrichi, cu sau fara capsula. Sunt
aerobi facultativ anaerobi, oxidaza pozitivi gi majoritatea catalaza pozitivi.

Genul apartine familiei Bacillaceae, este foarte heterogen, cuprinde un
numar foarte mare de specii (cel putin 36), dintre care in patologie sunt mai
frecvent implicate B. anthracis, B. cereus si B. subtilis.

Un mod artificial dar convenabil de organizare a membrilor genului Bacillus
este acela de incadrare in grupe ecofiziologice cum ar fi:

- specii alcalifile: B.alcalophilus, B.pasteurii care au pH-ul optim de
dezvoltare de 8 sau pentru unele tulpini chiar de 11;

- specii halofile: B.pantothenticus, B.pasteurii. Unele tulpini cresc la
concentratii de 10% NacCl;

- specii psichrofile: B.globisporus, B.insolitus, B.marinus, B.megaterium,
B.polymyxa;

- specii termofile, cu limita temperaturi maxime de 65TC: B.
acidocaldarius, B. stearothermophilus;



- specii care reduc nitriti Tn nitrati; B.azotoformans, B.cereus,
B.licheniformis, B.pasteurii, B.stearothermophilus;

- specii fixatoare de azot: B.macerans, B.polymyxa;

- specii producatoare de antibiotice: B.brevis (gramicidina, tyrotricina),
B.cereus (cerexin, zwittermicina), B.licheniformis (bacitracina), B.polymyxa
(polimixina, colistina), B.subtilis (polimixina, subtilina, mycobacilina), B.pumilus
(pumulina), B.laterosporus (laterosporina). Antibioticele secretate de diferite specii
din genul Bacillus au un spectru larg de activitate antimicrobiana. Bacitracina,
pumulina, laterosporina, gramicidina sunt active pe bacterii Gram pozitive.
Colistina si polimixina au eficienta asupra bacteriilor Gram negative n timp ce
mycobacilina si zwittermicina sunt antifungice. Producerea de antibiotic este
insotitéa de oprirea cresterii formei vegetative si a sporularii;

- specii patogene pentru insecte si larve: B.larvae, B.popilliae,
B.lentimorbis, B. thuringiensis. B.larvae (pentru albine), B.popilliae (pentru
carabusi, gandaci), B.lentimorbis (pentru carabusi, gandaci) sunt patogeni invazivi,
sporuleaza in larvele insectelor, sunt catalaza negativi, nu cresc in bulion nutritiv,
necesita tiamina ca factor de cregtere. B.thuringiensis produce cristale proteice
parasporale toxice pentru Lepidoptera, poate sporula in larvele insectelor dar si pe
plante sau Tn sol. Sporii unor specii entomo-patogene sunt utilizati sub forma de
pulbere care se raspandegte pe suprafata apelor statatoare pentru a distruge
larvele de tantari.

- specii patogene pentru animale: B. anthracis si B.cereus. B.alvei,
B.megaterium, B.coagulans, B.laterosporus, B.subtilis, B.sphaericus, B.circulans,
B.brevis, B.licheniformis, B.macerans, B. thuringiensis, B.pumilus au fost, rareori,
izolati din infectii umane.

Genul Bacillus cuprinde doua specii cu importanta medicala: B. anthracis,
agentul cauzal al antraxului, si B. cereus, agentul cauzal al unor toxiinfectii
alimentare.

Celelalte specii de Bacillus (se numesc antracoizi) pot cauza o mare
varietate de procese infectioase fiind in prezent recunoscute tot mai des ca
patogeni umani.

.Carbunele” este cunoscut inca din antichitate. Din 1780, Chabert a descris
boala la animal insistand asupra culorii negre a organelor provenite de la animalul
bolnav. In 1785, Chaussier a observat ,pustula maligna” la om. Tn 1825,
Barthelemy a reusit sa& transmita infectia la animalul sanatos prin inoculare de
sange provenit de la bolnav. In anii 1850, Davaine descoperd in sangele
animalelor bolnave ,bastonase mici” pe care dupa 13 de ani (1863) le identifica
drept agenti etiologici ai bolii. Tn 1876 Koch reuseste sa cultive bacilul carbunos
caruia 1i descrie sporii iar in 1881, Pasteur demonstreaza rolul etiologic al bacteriei
si eficienta unui vaccin constituit dintr-o tulpind cu virulenta atenuata. Proprietatile
toxigene ale bacilului carbunos au fost recunoscute abia in 1954.



BACILLUS ANTHRACIS

CARACTERE GENERALE

Habitat

Bacillus anthracis este agentul etiologic al unei zoonoze care afecteaza
ierbivorele (vite, oi, cai, catéari, capre). Bacillus anthracis se gaseste n tesuturile si
umorile animalelor bolnave. Este eliminat in mediu prin dejectile acestora
contaminénd elementele de mediu extern. Pe sol conditile fiind nefavorabile
germenul sporuleaza, supravietuind astfel zeci de ani. Sporii sunt extrem de
rezistenti, rezervorul principal pentru B. anthracis fiind reprezentat de sol.

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili Gram pozitivi, mari (3-5 ym lungime/1-1,2 ym grosime), cu
capetele taiate drept sau usor concave, imobili. Pe frotiurile din tesuturile
animalelor bolnave apar dispusi in lanturi scurte sau in perechi inconjurati de o
capsula unica. Pe frotiurile din cultura bacilii sunt dispusi in lanturi paralele si sunt
sporulati. Sporul, format numai in prezenta oxigenului, are diametrul egal sau mai
mic decat grosimea bacilului, este oval si este dispus central.

Caractere de cultur a

Este o bacterie aeroba facultativ anaeroba, nepretentioasa nutritiv, se
dezvolta pe medii simple, la 35-37C. Limitele de temperatura la care se poate
dezvolta sunt foarte largi: 12-40C. Sporularea are loc la temperatura camerei.

Pe mediul cu agar formeaza colonii relativ mari (2-3 mm diametru), alb-
cenusii, de tip R, rugoase. Examinate la stereomicroscop, periferia coloniilor are
aspect de suvite de par impletit, aspect ce a fost denumit ,cap de medusa”.

Pe geloza sange nu produce hemoliza.

Tn bulion, lasa mediul limpede si formeaza flocoane care se depun la fundul
eprubetei.

Din punct de vedere genotipic gi fenotipic B. anthracis este asemanator cu
B.cereus si B. thuringiensis de care se poate diferentia pe baza caracterelor
cuprinse in tabelul XII.

Caractere biochimice

Este o bacterie catalaza pozitiva. Are activitate proteolitica, lichefiaza
gelatina dar nu produce ureaza. Fermenteaza unele zaharuri (glucoza, maltoza,
zaharoza). Produce acetil-metil-carbinol (reactia Vogues-Proskauer pozitiva)
proprietate utila in clasificarea speciilor de Bacillus. Reduce nitratii, hidrolizeaza
cazeina, este indol negativ.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Rezistenta formelor vegetative este similara cu a celorlalte bacterii, fiind
distruse de exemplu in 30 de minute la 60C c aldura umeda.

Sporii sunt deosebit de rezistenti la actiunea acizilor, dezinfectantelor,
radiatiilor, temperaturilor inalte (raman viabili $i dupa fierbere timp de cateva ore).
Supravietuiesc cateva saptamani in dezinfectantele pe baza de fenol. La
temperaturi de -5C pot rezista pana la 10 ani. S-a reusit germinarea sporilor
pastrati la intuneric si la temperatura camerei dupa mai mult de 30 ani.



Sunt distrusi la temperatura de fierbere in circa 10 minute si prin
autoclavare.
In frotiuri fixate si colorate nu isi pierd viabilitatea.

Tabel XII Caractere diferen fiale ale tulpinilor de B. anthracis, B. cereus  si B.
thuringiensis

Caracteristici B.anthracis B.Cf_ereps, .
B.thuringiensis
tiamina ca factor de crestere + -
hemoliza pe geloza cu sange de berbec - +
crestere pe agar cu cloralhidrat - +

sensibilitatea la penicilina prin:
inhibitia cresterii
testul siragului de perle
producerea de capsula
mobilitatea - +
sensibilitate la fagul gamma

+ |+ |+
1

+
1

Structur a antigenic a

Bacillus anthracis poseda diverse structuri antigenice:

o0 componente ale complexului exotoxinic (componenta B):
Exotoxina este determinata plasmidic (plasmidul pOX;) consta dintr-un amestec
de trei proteine imunogene: factorul edematos si factorul letal care formeaza
componenta A a toxinei; antigenul protectiv (componenta B), capabil sa induca
producerea de anticorpi.

o antigenul capsular polipeptidic (antigenul K): Toate tulpinile
virulente formeaza un singur tip de antigen polipeptidic capsular (poli-D-glutamat).
Producerea antigenului capsular este codificata de plasmida pOX; a carei transfer
la tulpini necapsulate este posibil prin transductie.

o antigenul somatic polizaharidic din peretele celular, responsabil
de reactia de precipitare in inel care are loc in prezenta anticorpilor specifici
(reactia Ascoli).

Raspuns imun

Infectia cu bacilul antraxului este urmata de aparitia de anticorpi fatd de
componenta B a exotoxinei, anticorpi care impiedica endocitarea factorilor
edematogen si letal. In felul acesta este suprimata activitatea toxica a complexului.

Apar de asemenea anticorpi i fata de polipeptidul capsular.

Caractere de patogenitate

Este patogen prin virulentd (capsula) si prin toxigeneza (exotoxina
carbunoasa).

Formarea capsulei este codificata plasmidic (plasmidul pOXy); are
proprietati antifagocitare, protejeaza microorganismul de anticorpii litici gi pare sa
aiba un rol important in patogenitate in primele faze ale constituirii focarului
infectios.

n fazele avansate si terminale ale bolii patogenitatea tulpinii de B.anthracis
este asigurata de exotoxina carbunoasa. Producerea exotoxinei este mediata de o



plasmida termolabila, pOX,, care determina formarea a trei proteine termolabile,
antigenic distincte, componente ale exotoxinei, grupate astfel:

- Componenta A alcatuita din 2 parti cu efecte distincte:

o factorul edematogen (FE; factorul I): este o adenilat-ciclaza a
carei efecte biologice includ edemul local si inhibitia functiilor polimorfonuclearelor,
procese mediate de AMPc.

o factorul letal (FL; factorul Ill) este responsabil de efectele letale
ale exotoxinei.

- Componenta B a exotoxinei este factorul (antigenul) protector (AP;
factorul II). Se numeste antigen protector pentru ca induce experimental formarea
de anticorpi antitoxici protectori la cobai. Initiaza patrunderea factorului letal si a
celui edematogen n celule ceea ce determina moartea acestora, mecanismul fiind
nsa necunoscut.

Pierderea plasmidelor pOX; sau pOX, care codifica producerea exotoxinei
respectiv formarea capsulei atrage dupa sine pierderea patogenitatii.

PATOGENIE $I PATOLOGIE SPECIFICA

Infectia cauzatéd de Bacillus anthracis se numeste antrax, carbune sau
popular dalac.

Boala la animal afecteaza in special mamiferele ierbivore si unele pasari.
Se manifesta ca o septicemie rapid mortala cu edem hemoragic al mucoaselor si
cu eliminarea de sange negru prin orificiile naturale.

La om, in functie de localizarea manifestarilor clinice vorbim despre:

a). Antraxul cutanat , forma cea mai frecventa la om, este cunoscuta sub
numele de "pustula maligna”. Apare dupa contactul direct cu animalul bolnav sau
cu obiecte contaminate. Este o boala cu caracter profesional cele mai expuse fiind
persoanele care vin n contact cu animalele bolnave: fermieri, veterinari,
personalul din abatoare etc.

Leziunea apare la nivelul unui traumatism sau a unei abraziuni cutanate cu
localizare mai frecventa pe fata, gat, membre superioare iar la hamali pe fata
posterioara a toracelui. Prin solutia de continuitate a tegumentului patrund sporii
bacteriei, germineaza, celulele vegetative se multiplica rezultdnd un edem
gelatinos local.

Dupa o perioada de incubatie de 2-5 zile, la locul inocularii apare o o
papuld care se transforma in vezicula. Lichidul din veziculd, initial seros,
transparent devine hemoragic. Vezicula se sparge in cele din urma, lasand locul
unei cruste de culoare neagra, inconjurata de o zona de edem considerabila.
Periferia crustei este incojurata de o coroana de noi vezicule cu continut clar sau
hemoragic care vor avea aceeasi evolutie. In aceasta faza boala este curabila.

Netratatd, infectia poate disemina pe cale limfatica sau sanguina,
determinand septicemie mortala. Bacteria este prezenta in toate organele mai ales
n splina care este negricioasa si plina de bacili.

Exista si forme grave de antrax cutanat in care predomina edemul care
deformeaza complet zona anatomica interesata, forme numite ,edem malign”.

b). Antraxul pulmonar , datorat inhalarii de praf continand spori de Bacillus
anthracis, este o pneumopatie acutd adesea mortald. Se manifesta initial prin
simptome usoare si nespecifice, similare cu cele ale unei infectii de cai aeriene
superioare. Dupa 1-3 zile apar semne de insuficienta respiratorie acuta (febra,



dispnee, hipoxie, hipotensiune), care evolueaza spre septicemie, meningita, edem
pulmonar hemoragic, decesul putand surveni in 24 de ore.

Are caracter de boala profesionala fiind intalnitd mai frecvent la lucratorii
din industria lanii, a paslei, a pielariei, la cei care confectioneaza obiecte din os
sau la cei care folosesc praful de oase pentru obtinerea cleiului sau a gelatinei.

Raspandirea sporilor prin inhalare si gravitatea antraxului pulmonar au facut
din Bacillus anthracis o arma bacteriologica de temut.

c). Antraxul gastrointestinal datorat consumului de carne insuficient
preparata termic, provenita de la un animal infectat. Este forma de antrax intalnita
foarte rar astazi fiind mai frecventa in zonele desertice. Este analog antraxului
cutanat doar ca leziunile apar pe mucoasa intestinala. Manifestarile clinice sunt
variabile si includ febra, greata, varsaturi, dureri abdominale, diaree sanguinolenta
cu deshidratare si uneori ascitd formatd brusc. Rata mortalitatii este foarte
crescuta in aceasta forma de boala.

d). Forma septicemic a de antrax poate fi primitivd sau o complicatie a
uneia din formele clinice enumerate mai sus. Este insotita de afectare meningeala,
apare mai frecvent la imunodeprimati si este mortala.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Prelevatele patologice indicate pentru diagnosticul antraxului variaza in
raport cu forma clinica de boala: exsudat vezicular, sputa, materii fecale, lichid
cefalo-rahidian, sdnge pentru hemocultura.

Se fac frotiuri din produs patologic, colorate Gram sau cu albastru de
metilen.

Izolarea bacteriei Tn cultura pura presupune inocularea prelevatelor pe
geloza simpla sau geloza sange, iar in cazul produselor contaminate pe medii cu
polimixina, EDTA si acetat de thaliu pentru inhibarea florei de asociatie (chiar si a
celei sporulate). Pentru inhibarea florei de asociatie din prelevatele
policontaminate este recomandata incalzirea acestora la 80C.

Identificarea tulpinilor de Bacillus anthracis in sensul diferentierii de
antracoizi se face pe imobilitatea tulpinii, absenta hemolizei gi patogenitatea
pentru soarece.

Prin reactia Ascoli sau prin tehnici imunoenzimatice se poate identifica
antigenul polizaharidic termostabil Tn extracte tisulare.

Diagnosticul serologic consta in demonstrarea anticorpilor prin metoda
fluorescenta directa, este posibil dar nu este util.

TRATAMENT

Bacillus anthracis este sensibil la 0 gama larga de antibiotice: penicilina,
eritromicina, tetraciclina. Cu toate acestea este bine sa ne asiguram ca tulpina
izolata nu este producatoare de B-lactamaza. Cloramfenicolul poate fi de
asemenea util in terapia acestei afectiuni. Antibioticoterapia trebuie sa fie precoce
si asociata in formele severe cu serul anticarbunos.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Antraxul este o boala specifica animalelor. Pasarile sunt rezistente fata de
infectia cu Bacillus anthracis cu exceptia strutilor si ratelor. Dintre mamifere



ierbivorele (ovine, caprine) sunt cele mai predispuse la infectie, cea mai frecventa
forma a bolii fiind cea digestiva. Boala are evolutie hiperacuta animalul decedand
in interval de 1 ora pana la 2-3 zile de la ingestia alimentului contaminat, semnele
caracteristice fiind hemoragiile prin gura, nari, anus. Laptele poate deveni de
asemenea hemoragic.

Bacillus anthracis poate fi patogen si pentru unele insecte si larvele lor.

Contaminarea solului cu spori din excretele si din cadavrele animalelor
bolnave, rezistenta sporilor care raman viabili zeci de ani intretin lantul epidemic al
antraxului. Animalele se contamineaza pascand pe pasunile contaminate cu spori
de Bacillus anthracis. Infectia nu se transmite direct de la animal bolnav la animal
sanatos.

Boala la animal este rar observata in Europa. Apare mai frecvent in India,
Africa, Orientul Mijlociu, America de Sud.

Omul se contamineaza accidental venind Tn contact cu animalul bolnav sau
cu carne, oase, piele, blana, par, excremente provenite de la animalul bolnav.
Antraxul uman este de obicei 0 boala cu caracter profesional, aparand de exemplu
la Tngrijitorii de animale, la ciobani, lucratorii din abatoare, macelari, tabacari,
blanari etc.

Profilaxia la animale este posibila prin vaccinare cu vaccinuri atenuate si
prin sacrificarea animalelor bolnave. Cadavrele de animale moarte din cauza
infectiei carbunoase se ingroapa la mare adancime, acoperite cu var nestins sau
mai bine se incinereaza.

Lucratorii din sectorul veterinar si din alte sectoare cu risc crescut pentru
antrax pot fi imunizati cu un vaccin preparat din antigenul capsular protectiv. Este
de asemenea importanta aplicarea masurilor de igiena in aceste locuri de munca,
pentru a pastra incidenta bolii la un nivel scazut.

In spital sunt suficiente masurile standard intrucat nu existd transmitere
inter-umana a infectiei carbunoase.

Un vaccin pentru administrare umana este disponibil in SUA unde este
produs n cantitati mici administrarea lui fiind limitata si totodata obligatorie pentru
soldati.

BACILI ANTRACOIZI

Bacillus cereus

Este o bacterie prezentd in mediul extern, contaminand orezul, legumele,
fructele uscate, branzeturile. Este recunoscut ca agent etiologic al toxiinfectiilor
alimentare Tncepand din anul 1955.

Caracterele microscopice si de cultivare sunt asemanatoare cu ale
B.anthracis cu mentiunea ca este mobil si pe medii cu sange produce -hemoliza.

Izolarea din prelevatele polimicrobiene se face pe mediul cu manitol,
galbenus de ou, polimixind si rosu fenol, pe care se poate evidentia absenta
fermentarii manitolului si producerea de lecitinaza.

Este implicat n toxiinfectii alimentare iar la pacienti imunodeprimati poate
cauza infectii ale plagilor, pneumonii, pleurezii, endocardite, septicemii, meningite,
infectii respiratorii, mionecroze si ocazional infectii oculare. Antibioticul de electie
este vancomicina, degi B.cereus este sensibil la 0 gama larga de antibiotice.



Poate cauza 2 tipuri de toxiinfectii alimentare datorita faptului ca bacilul
produce 2 toxine diferite (una termostabila si una termolabild) fiind necesara o
contaminare masiva a alimentului (peste 10° germeni/gram aliment):

1. toxiinfectie alimentara care are o perioada scurta de incubatie
(1-6 ore) dupa care apar greturi, vomismente, colici abdominale, eventual diaree,
simptome care persista 8-10 ore. Este cauzata de enterotoxina termostabila
preformatd in aliment. Din punct de vedere clinic seamana mult cu toxiinfectia
alimentara stafilococica.

2. toxiinfectie alimentara cu perioada lunga de incubatie (8-16
ore), cu colici abdominale, diaree apoasa, greturi, manifestari care dureaza 12 ore.
Manifestarile clinice se datoreaza unei enterotoxine termolabile care activeaza
adenilat-ciclaza intestinala ceea ce determind cresterea secretiei intestinale.
Seamana mult cu toxiinfectia alimentara cauzata de Clostridium perfringens.

Bacillus subtilis

Are acelasi habitat ca si B.cereus. Cuprinde bacili mici, Gram pozitivi,
mobili, dispusi izolat sau in lanturi scurte. Coloniile pe mediul solid sunt mari, de
tip R, incojurate de f-hemoliza.

Cauzeaza toxiinfectii alimentare, bacteriemie, septicemie, endocardita,
infectii respiratorii, tratamentul eficace fiind cel cu vancomicina, clindamicing,
imipenem.

Bacili gram pozitivi, anaerobi, nesporula  fi

GENUL LACTOBACILLUS

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Lactobacillus cuprinde bacili gram pozitivi, fini, alungiti sau polimorfi.
Sunt germeni nesporulati $i in cea mai mare parte imobili. Nu poseda catalaza iar
sensibilitatea fatéd de oxigenul atmosferic este variabila.

Foarte rar este patogen fiind izolat din endocardite sau din supuratii bucale
sau pulmonare

Sunt recunoscute 56 de specii de Lactobacillus clasificate in 3 grupe:

- obligat heterofermentative

- facultativ heterofermentative

- obligat homofermentative

CARACTERE GENERALE

Habitat

Unii lactobacili fac parte din flora normala a



- cavitatii bucale: L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L.
salivarius;
- intestinului: L. acidophilus, L. fermentum, L. salivarius, L. reuteri;
- vaginului (bacil Doderlein): L. acidophilus, L. casei, L. fermentum,
L. cellobiosus, L. jensenii.
Sunt prezenti in produsele lactate fiind utilizati pe scara larga in industria
agro-alimentara datorita puterii lor de fermentare.

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili mari, Gram pozitivi, uneori dispugi Tn lanturi. Nu prezinta spori si
nici cili.
Caractere de cultur a

Cultiva n conditii anaerobe sau microaerofile si in prezenta CO., la pH 5-6.
Cultiva lent, pe medii care contin diferiti factori de crestere: extract de carne si de
levura, peptona, carbohidrati fermentabili. Incubarea mediilor insdméntate se face
fie in anaerobioza fie in atmosfera de 90% N, si 10% CO,. Temperatura de
incubare este de 37C pentru tulpinile umane si de 28-30C pentru tulpinile
saprofite din alimente. Coloniile apar dupa 2-3 zile de incubare, sunt mari, rotunde,
convexe, albe.

Caractere biochimice si de metabolism

Este catalaza si oxidaza negativ. Descompun zaharurile fermentativ. Multe
specii din genul Lactobacillus fermenteaza glucoza in lactoza. Descompun
glucoza cu eliberare de acid lactic.

Diferentierea speciilor cu semnificatie clinica se face pe baza unor teste
care urmaresc cresterea la diferite temperaturi, la concentratia de 4% NacCl,
fermentarea carbohidratilor.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Multe specii de Lactobacillus fac parte din flora vaginala normala. Prin
capacitatea lor de a elibera acid lactic din glucoza creeaza un pH acid care inhiba
cresgterea majoritatii microorganismelor implicate etiologic in infectii uro-genitale.

Lactobacillus este in general nepatogen pentru om, cauzand rareori infectii.
Foarte rar este patogen fiind izolat din endocardite, din supuratii bucale sau
pulmonare, meningite, infectii ale tractului urinar. Tn aceste cazuri este necesara
identificarea corecta si argumentarea semnificatiei clinice a izolatului.

TRATAMENT

Este rezistent fatd de vancomicina. Rarele infectii cauzate de specii de
Lactobacillus pot fi tratate cu doze mari de penicilina asociata cu gentamicina.



GENUL ACTINOMYCES

DEFINITIE, INCADRARE

Sunt bacterii de forma filamentoasa, adesea confundate cu levurile
comensale ale florei bucale sau digestive. Fac parte din flora comensala bucala si
intestinala. Sunt bacili Gram pozitivi ramificati, nesporulati, neciliati., microaerofili
sau strict anaerobi.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Germenii din genul Actinomyces fac parte din microbiota cailor aero-
digestive superioare. Reprezinta 20% din bacteriile salivei si limbii, 35% din
germenii crevaselor gingivale si 40% din cei ai placii dentare. Cele mai frecvente
specii componente ale microbiotei orofaringiene sunt: A. israelii, A.naeslundii,
A.viscosus, A. odontolyticus si A. meyeri. In criptele amigdaliene se identifica A.
israelii, A.naeslundii.

Sunt de asemenea, in cantitati mai mici, componente ale microbiotei
tractului genito-urinar gi digestiv.

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili Gram pozitivi polimorfi:

- pe frotiurile din cultura pe geloza sénge apar ca filamente
ramificate care prin fragmentare dau nastere la bastonase
maciucate cu aspect difterimorf sau forme cocobacilare;

- pe frotiul din produs patologic apar ca filamente Gram pozitive
asezate radial. Capetele lor prezintd formatiuni piriforme Gram
negative care inconjoara filamentele ca o coroana.

Caractere de cultur a

Cultiva pe agar- infuzie cord-creier- sange incubat
- anaerob, la 37C, timp de 21 de zile pentru speci ile anaerobe;
- aerob, la 25° 30° si 37T, timp de 14 zile pentru speciile aerobe
Cresc pe medii cu sange sau ser incubate in anaerobioza gi in prezenta
CO,. Coloniile apar lent, dupa 3-4 zile.
Coloniile sunt mari, pigmentate, rugoase, aderente de mediu.

Caractere biochimice si de metabolism

Sunt catalaza, indol, ureaza, lipaza si DN-aza negativi, ataca zaharurile
fermentativ (glucoza, zaharoza, lactoza, maltoza).

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici i biologici

Actinomicetele sunt sensibile la actiunea antibioticelor beta-lactamice,
macrolidelor, vancomicinei, tetraciclinelor, cloramfenicolului. Sunt rezistente la
aminoglicozide.

Caractere de patogenitate



Microorganismele din genul Actinomyces nu sunt virulente. Ele necesita o
bresa in integritatea tegumentului sau a membranelor mucoase, prezenta
tesuturilor devitalizate pentru a invada structurile profunde cauzand imbolnavire.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Actinomicoza este infectia cu evolutie subacutd sau cronica ce se
caracterizeaza printr-o reactie inflamatorie supurativa gi granulomatoasa.

Actinomyces israeli formeaza, post-traumatic, abcese localizate in special
in regiunea cervico-faciala: actinomicoza. Abcesele sunt delimitate de tesut de
granulatie si de tesut fibros, contin puroi cu granule actinomicotice de culoare
galbena (,granule de sulf”). Aceste granule nu sunt altceva decat colonii tisulare
de actinomicete.

In afara acestei localizari actinomicoza se poate localiza la nivel toracic si
abdominal iar la femei este intalnita actinomicoza pelviana.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Se recolteaza aseptic puroiul din fistulda sau tesutul de granulatie care
contine grauntii actinomicotici. Examinarea microscopica se poate face pe
preparat nativ sau pe frotiu colorat Gram, Ziehl-Neelsen sau cu hematoxilina-
eozina.

Insamantarea se face pe medii speciale care vor fi incubate anaerob si in
atmosfera de 5% CO; la 37<C. Coloniile apar greu cultur a fiind urmarita 6 — 21
zile. Sunt colonii de tip ,R”, aderente de mediu care formeaza colonii fiice.

Se poate realiza serodiagnosticul decelandu-se anticorpii prin RFC. Se
poate practica de asemenea intradermoreactia pentru depistarea starii de alergie
specifica.

Complementar se poate efectua examenul histologic al materialului bioptic.

TRATAMENT

Pentru tratamentul actinomicozei se poate folosi penicilina G, tetraciclina,
cloramfenicolul, macrolidele asociate cu drenajul chirurgical al leziunii.

GENUL MOBILUNCUS

Genul Mobiluncus cuprinde bacili strict anaerobi, mobili, incurbati. La
coloratia Gram apar adesea Gram negativi desi peretele lor are structura
bacteriilor Gram pozitive. Sunt agenti etiologici ai vaginitelor adesea in asociere cu
alte microorganisme anaerobe sau cu Gardnerella spp. prezenta lor in flora
vaginala este marker de vaginoza. Tratament eficace al acestor afectiuni se poate
face cu ampicilina sau eritromicina.



GENUL BIFIDOBACTERIUM

Membrii genului Bifidobacterium sunt bacili sub forma unor bastonase
maciucate, Gram pozitivi, anaerobi, imobili, catalaza negativi.

Speciile din genul Bifidobacterium sunt considerate nepatogene pentru om,
10 din speciile genului fiind componente ale microbiotei intestinale umane. Fac
parte din flora intestinald a nou-nascutilor hraniti cu lapte de mama, au efect
protector fata de infectiile digestive si fata de cancerul de colon.

Singura specie patogena a genului este Bifidobacterium dentium,
componenta a microbiotei intestinale.

GENUL EUBACTERIUM

Germenii din genul Eubacterium nu au importanta in patologia umana fiind
componenti ai microbiotei intestinale. Cu toate acestea pot cauza infectii
oportuniste.

Eubacterium lentum si Eubacterium limosum sunt patogeni oportunisti
izolati din infectii respiratorii adesea in asociere cu alte microorganisme,
endocardite, infectii ale plagilor.

GENUL PROPIONIBACTERIUM

Propionibacterium acnes este comensal al pielii colonizand glandele
sebacee. Este un contaminant frecvent al hemoculturilor.

Este intalnit mai frecvent in infectii tegumentare alaturi de alti germeni
(acnee juvenild) si mai rar este izolat din infectii grave (meningita, osteomielita,
endocardita).

Pe frotiu apar in gramezi iar bastonagele au tendinta de ramificare. Creste
bine pe agar sange in anaerobioza sau microaerofilie. Este catalaza si indol
pozitiv.

Este rezistent la imidazoli dar sensibil la beta-lactamine.



Bacili gram pozitivi, anaerobi, sporula  fi

GENUL CLOSTRIDIUM

DEFINITIE. INCADRARE

Reuneste bacili Gram pozitivi, majoritatea prezentand cili peritrichi. Sunt
germeni anaerobi, foarte putine specii fiind aerotolerante.

Sunt bacili sporulati, sporul fiind ovalar sau rotund, dispus central,
subterminal sau terminal. Sporul este termorezistent, mai mare decat corpul
bacteriei pe care 1l deformeaza.

Sunt catalaza negativi, unele specii fermenteaza zaharurile altele nu.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Sunt prezenti in intestinul animalelor si al omului, de unde, eliminati cu
materiile fecale ajung pe sol. Datoritéd endosporilor supravietuiesc timp indelungat,
unele specii chiar multiplicandu-se n sol.

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili Gram pozitivi sau Gram variabili, cu capetele rotunjite, cu corpul
bacterian deformat de endosporul mai mare decat corpul bacteriei. Unele specii
prezinta capsula.

Caractere de cultur a

Pot fi cultivate pe medii uzuale, incubate la 37C, in anaerobioza. Cresc
lent, sub forma de colonii S (unele specii au caracter invaziv). Pe geloza sange
majoritatea speciilor produc hemoliza beta.

Identificarea speciilor din genul Clostridium se face pe baza caracterelor
biochimice gi de metabolism: fermentarea zaharurilor si identificarea metabolitilor
finali rezultati, elaborarea de enzime proteolitice, coagularea gi acidifierea laptelui
turnesolat etc.

Rezisten ta la agenti fizici, chimici, biologici

Formele vegetative de Clostridii nu sunt foarte rezistente in mediul extern in
timp ce sporii au o rezistentd marcata (tabel XIII)



Tabel XIIl. Rezisten ta sporilor de Clostridium la ac  fiunea diferi filor agen fi
fizici si chimici

Agentul fizic/chimic Timp de supravietuire
fierbere 5 minute
105<C, c aldura umeda 30 minute
glutaraldehida, dezinfectanti pe baza de halogeni 2-3 ore
formaldehida, derivati fenolici 4-5 zile
mediul extern, feriti de raze solare,de umezeala zeci de ani

Dintre speciile genului, interes medical prezinta
Clostridium tetani agentul cauzal al tetanosului;
Clostridium botulinum agentul cauzal al botulismului;
Clostridiile gangrenei gazoase :

= C.perfringens

= C.hstolyticum

= C.septicum

= C.oedematiens
- Clostridium difficile agentul cauzal al unor sindroame diareice post-
antibioterapie sau al enterocolitei pseudomembranoase.

CLOSTRIDIUM TETANI

DEFINITIE, INCADRARE.

Sunt germeni strict anaerobi sporulati, necapsulati, mobili, cu cili peritrichi,
care se pot identifica pe sol (germeni telurici). Clostridium tetani reprezinta o
specie patogena prin exotoxinele neurotrope elaborate.

CARACTERE GENERALE.

Habitat.

in stare vegetativd sunt prezenti in intestinul omului si al animalelor de
unde, cu materiile fecale, ajung in mediul extern (pe sol) unde sporuleaza. Sporii
sunt foarte rezistenti.

In mediul spitalicesc poate contamina bandaje, ata chirurgicala, pudra de
talc, lenjeria etc.

Caractere morfotinctoriale

Este un bacil mare, cu capetele rotunjite, Gram pozitiv, cu cili peritrichi. Tn
prezenta oxigenului formeaza un spor sferic terminal, mai mare decat diametrul
celulei bacteriene, care confera germenului aspectul de bat de chibrit, bat de toba,
ac de gamalie.



Caractere de cultur a

Cresc pe medii simple, in conditii de de strictd anaerobioza, la temperatura
de 37<C. Coloniile pe geloz a sdnge apar dupa 48 de ore, sunt colonii rotunde, 4-6
mm diametru, mate, de tip S, Thconjurate de o zona pufoasa si de o zona ingusta
de B-hemoliza.

Caractere biochimice
Elaboreaza o hemolizina, o exotoxina neurotropa, proteaze, gelatinaze, etc.
Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Formele vegetative sunt distruse de expunerea timp de 15-20 de minute la
temperaturi de 55-60C si de substante dezinfectante.

Sporii rezista la temperatura de 100<C, dar sunt distru si prin autoclavare la
120 si 1 atm, timp de 30 de minute si la Poupinel timp de 1 or& la 180<C. in
mediul extern, Tn conditii de uscaciune sporii raman viabili zeci si chiar sute de ani.

Structur a antigenic a

Prezinta antigene flagelare de tip H, antigenul somatic O din peretele
bacterian si 0 exotoxina cu structura proteica. Toti bacilii tetanici elaboreaza un
singur tip de toxina, codificata plasmidic.

Raspuns imun.

Raspunsul imun consta in producerea anticorpilor antitoxina care nu sunt
utili din punct de vedere al protectiei si nici in scop diagnostic.

Caractere de patogenitate

Cl. tetani este patogen prin:

- multiplicare la poarta de intrare unde raméane cantonat
neavand capacitate de invazivitate;

- prin toxinogeneza - produce 0 exotoxina neurotropa numita
tetanospasming;

- prin producerea unei hemolizine oxigen labile numite
tetanolizina.

Tetanolizina (asemanatoare structural gi functional cu streptolizina O) are
actiune litica asupra unui numar mare de celule: polimorfonucleare, macrofage,
eritrocite, fibroblasti etc. Este inhibata reversibil de oxigen si reactivata de
tioglicolat si cisteina, efectul ei toxic si letal fiind neutralizat de steroli. Rolul
tetanolizinei in producerea si progresia tetanosului nu este pe deplin elucidat.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Sporii de Clostridium tetani patrund Tn organism prin intermediul unor plagi
numite ,tetanigene”: plagi adanci care asigura anaerobioza, cu tesut zdrobit. Sporii
patrund in aceste plagi cu pamant, obiecte (inclusiv instrumente medicale,
materiale sanitare) contaminate cu spori.

Sporii germineaza, forma vegetativa care ia nagtere elaboreaza cei 2 factori
de virulenta:

- tetanolizina, care produce liza hematiilor unor specii animale;

- tetanospasmina, care are urmatoarele actiuni:



a) inhiba eliberarea acetilcolinei, interferand astfel cu activitatea sinapsei
neuromusculare;

b) inhiba neuronii spinali postsinaptici, blocand eliberarea unor mediatori
inhibitori si determinand spasme musculare generalizate, hiperreflexie si convulsii.

Neuronii motori spinali sunt de obicei inhibati de catre glicina gi acidul y-
aminobutiric. Tetanospasmina blocheaza eliberarea acestor mediatori, influxul
nervos nu mai este blocat ceea ce determina excitarea exacerbata neuronilor
motori spinali, cu aparitia de spasme severe si dureroase ale musculaturii striate
(paralizie spastica). Toxina poate ajunge la nivelul SNC pe 2 cai: retrograd prin
propagare pe cale axonala de la poarta de intrare sau pe cale sanguina. Pacientul
este constient.

Clinic, la 4-5 zile de la contaminare apar spasme ale musculaturii din zona
contaminata, apoi ale muschilor masticatori, manifestate prin trismus si facies de
tip ,risus sardonicus”. Orice stimul extern precipita un atac de tetanos. Moartea se
poate produce prin asfixie.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator al tetanosului nu este un diagnostic de rutina.
Gravitatea bolii gi necesitatea aplicarii rapide a unui tratament eficace impun
stabilirea precoce a diagnosticului pe baze clinice. Diagnosticul bacteriologic de
cele mai multe ori se practica post-mortem.

Diagnosticul este clinic, epidemiologic si bacteriologic.

Produsul patologic este constituit de puroiul de la nivelul plagii, tesutul
excizat de la poarta de intrare.

Se realizeaza frotiuri colorate cu albastru de metil sau prin coloratia Gram.

Se realizeaza cultivarea in stricta anaerobioza. Bacteria se identifica pe
baza caracterelor biochimice si prin demonstrarea toxigenezei.

Pentru testarea capacitatii tulpinii de a produce toxind se inoculeaza
intramuscular, la soarecele alb, cultura in bulion. Aparitia la 24 — 48 de ore de la
inoculare a unei paralizii spastice la membrul inoculat si extinderea ei la restul
grupelor musculare demonstreaza capacitatea de toxinogeneza a tulpinii
bacteriene.

Ca martor se foloseste un alt soarece alb care primeste in prealabil anti-
toxina tetanica fiind apoi inoculat cu cultura bacteriana. Acest animal va raméane
sanatos datorita neutralizarii toxinei de catre anticorpii specifici.

Antibiograma nu este necesara, sensibilitatea la penicilina fiind pastrata.

TRATAMENT

Tratamentul consta in administrarea in paralel a serului antitoxic si a
antibioticoterapiei. Antibioticele administrate vor distruge bacteriile cantonate la
poarta de intrare iar anticorpii specifici vor neutraliza toxina. La tratamentul
specific se asociaza administrarea anatoxinei tetanice.

Tratamentul trebuie realizat de urgenta administrandu-se ser antitetanic
Tnainte de fixarea toxinei in tesut. Se impune de asemenea toaleta chirurgicala a
plagii tetanigene.



EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie este reprezentatd de om si animale care elimind prin
dejecte formele vegetative de C.tetani. Transmiterea se face prin intermediul
pamantului contaminat cu spori. Poarta de intrare este o plaga contaminata cu
pamant ce contine spori de bacili tetanici.

Profilaxia specifica consta in vaccinarea obligatorie in copilarie cu trivaccin
anti-diftero-tetano-pertusis. Vaccinarea de baza este urmata de rapeluri necesare
obtinerii unei imunitati solide.

CLOSTRIDIUM BOTULINUM

DEFINITIE, INCADRARE

Sunt germeni strict anaerobi, sporulati, necapsulati, patogeni prin
producerea de exotoxine neurotrope.

CARACTERE GENERALE

Habitat.

Este prezent in intestinul omului si al animalelor Tn stare vegetativa de unde
se elimina Tn mediul extern o data cu materiile fecale. Dupa eliminare in mediul
extern, pe sol, sporuleaza unele specii putandu-se chiar multiplica. Sporii sunt
foarte rezistenti, la adapost de radiatiile solare gi de umezeala supravietuind zeci
de ani.

Caractere morfo-tinctoriale

Sunt bacili mari (3,0-20,2 ym / 0,6-1,4 pym), Gram pozitivi, ciliati peritrichi,
necapsulati. Prezinta spor ovalar, situat central sau subterminal, mai mare decéat
diametrul bacteriei. Bacteria este deformata de spor, luand aspect de barcuta.

Caractere de cultur a

Pot fi cultivate pe medii uzuale cu conditia incubarii la 37°C in stricta
anaerobioza. Dupa 1-2 zile formeaza colonii de tip S, mari, fimbriate, transparente,
nconjurate de o zona pufoasa iar pe mediile cu sange coloniile sunt inconjurate
de hemoliza beta.

Caractere biochimice

Produc enzime care descompun glucoza cu eliberare de acid, produc
lipaza, gelatinaza, lecitinaza. Diferentierea tipurilor de C.botulinum se face pe
baza reactiilor de descompunere a maltozei, zaharozei, a hidrolizei esculinei gi a
descompunerii proteinelor cu eliberare de indol.



Rezisten ta fata de factori fizici, chimici, biologici

Formele vegetative nu sunt foarte rezistente la factorii de mediu: sunt
distruse la temperaturi de 60C dup a 15-20 de minute precum si de dezinfectante.
Sporii sunt termorezistenti. Sunt distrusi prin:
* autoclavare la 120C, timp de 30 de minute, la presiunea de 1
atmosfera ;
* mentinerea in Poupinel timp de 1 ora la 180C,;
* expunere la glutaraldehida si dezinfectanti pe baza de halogeni timp
de 2-3 ore;
* expunere la formaldehida gi derivati fenolici timp de 4-5 zile.

Structura antigenic a

Prezinta antigene flagelare de tip H, antigene la nivelul peretelui precum si
antigene solubile (exotoxine).

Clostridium botulinum produce 8 tipuri antigenice de exotoxine, notate de la
A la H. Toxinele A, B, E, F sunt codificate cromosomal, toxinele C si D sunt
codificate de un profag iar toxina G este codificata plasmidic.

A fost identificata si o toxina G (al saptelea tip de exotoxina botulinica), cu
codificare plasmidica.

Toxinele botulinice sunt rezistente la aciditatea gastrica si sunt termolabile.

Raspuns imun

Apare un raspuns imun umoral cu producerea de anticorpi antitoxina,
ineficient din punct de vedere al protectiei si al diagnosticului.

Caractere de patogenitate

Nu se multiplica in organism ci in alimente unde produce o exotoxina care
este distrusa prin fierbere la 100%C, timp de 20 minute.

Este patogen prin toxinogeneza. Elaboreaza exotoxine cu neurotropism
fata de sistemul nervos periferic. Toxinele A, B, E sunt mai comune la om, in zona
noastra geografica. Toxina botulinica este cea mai puternica otrava cunoscuta;
doza letala pentru om este del-2 mg.

Clostridium botulinum are 3 grupe de tulpini caracterizate prin temperatura
optima de cultivare, caracterele biochimice, rezistenta sporilor la temperaturi
Tnalte, exotoxinele produse:

Grupa |
* tulpini care produc enzime proteolitice
* au sporii cei mai termorezistenti
* produc un singur tip de exotoxina (A, B sau F)

* cauzeaza toxiinfectii alimentare si botulismul plagilor.

Grupa Il
* temperatura optima de crestere este de 20-30°C
* tulpini non-proteolitice
* tulpini care ataca zaharurile
* au cei mai sensibili spori la actiunea temperaturilor inalte
* produc neurotoxine de tip B, E sau F termosensibile
* sunt incapabile sa colonizeze intestinul



* Nu cauzeaza botulism al plagilor
* rar implicati Tn toxiinfectii alimentare cauzate de consumul conservelor fara o
noua prelucrare termica sau insuficient prelucrate termic: peste, produse
alimentare marine, carne conservata prin sare.
Grupa lll
* tulpini proteolitice
* produc toxine de tip C si D
* nu cauzeaza botulism uman

PATOGENIE. BOALA LA OM

Botulismul apare prin ingestia de alimente care contin toxina preformata,
fiind deci o toxiinfectie alimentara de tip toxic. Exotoxina botulinica actioneaza la
nivelul sinapselor si a jonctiunii neuro-musculare unde inhiba eliberarea de
acetilcolina. Aceasta are ca urmare paralizia flasca a intregii musculaturi.

Forme clinice de botulism:

1. Toxiinfectia alimentara botulinica:

Apare in urma ingerarii conservelor de legume, zarzavaturi, fructe, carne,
alimente pastrate prin sarare sau afumare, mezeluri, carnati care sunt consumate
fara o noua prelucrare termica. Dupa ingerarea alimentului, toxina se resoarbe la
nivel intestinal, ajunge in circulatie, iar pe aceastd cale este vehiculata si se
localizeaza la nivelul placilor neuromotorii fata de care are afinitate. Aici impiedica
eliberarea de acetilcolina, determinand o paralizie flasca. Paralizia apare la 18-24
ore de la ingestie, incepe la extremitatea cefalica afectand muschii globilor oculari,
se manifesta prin diplopie sau paralizie bulbarad (imposibilitate de Tnghitire i de
vorbire). Paralizia are evolutie descendenta, ajungand pana la paralizia
musculaturii respiratorii ceea ce duce la moarte Bolnavul ramane constient pana
aproape de exitus. Mortalitatea Tn botulism este mare.

2. Botulismul infantil

Este urmarea formarii toxinei botulinice prin germinarea la nivel intestinal a
sporilor ingerati. Manifestarile clinice sunt similare cu cele ale toxiinfectiei
alimentare cu toxina preformata. Botulismul neo-natal se pare ca apare la sugarii
(sub 6 luni) care consuma miere de albina contaminata cu spori de C. botulinum
producator de toxina A sau B; mortalitatea in botulismul neo-natal este foarte
mare.

3. Botulismul plagilor

Apare rar si poate fi suspectat atunci cand pacientul acuza diplopie si
disfagie si nu pot fi implicate alimentele drept sursa pentru toxina botulinica. Boala
afecteaza persoanele care folosesc droguri injectate intravenos, cele cu leziuni
traumatice contaminate cu pamant sau gravidele la care s-a efectuat o cezariana.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

In toxiinfectia botulinica primeaza diagnosticul clinic.

Diagnosticul de laborator urmareste in principal stabilirea tipului de
exotoxina produs de C.botulinum (toxinotipie).

Produsele patologice recoltate sunt serul de la pacient, probe de materii
fecale si probe de alimente.

Probele de alimente si de materii fecale sunt insaméantate in 2 tuburi cu
mediu lichid pentru anaerobi. Unul din tuburi este mentinut la 80°C timp de 10



minute (pe baie de apad) pentru ca formele vegetative s& se distruga. Ambele
tuburi sunt incubate n conditii de stricta anaerobioza timp de 4 zile. Supernatantul
culturilor este apoi inoculat intraperitoneal la soarece. O parte din animale vor
primi dupa 10 minute, injectabil, antitoxind botulinica. Animalele sunt urmarite 4
zile. Animalele neprotejate de antitoxind mor.

Evidentierea exotoxinei in prelevatele de ser se face tot prin testul de
neutralizare in vivo inoculand serul (prelevat steril) intraperitoneal la soarece si
procedand in continuare la fel ca in cazul prelevatelor contaminate (materii fecale,
alimente.

Se poate incerca identificarea toxinei botulinice si printr-o reactie de tip
ELISA.

TRATAMENT

Se administreaza ser antibotulinic initial polivalent apoi, dupa identificarea
tipului de exotoxina produs se administreaza ser specific monovalent. Se poate
administra ser trivalent (A,B,E) prompt i.v., cu precautiile seroterapiei, in conditii
sustinere a functiilor vitale.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Botulismul apare Tn intreaga lume, fiind asociat in principal cu consumul de
conserve preparate in casa: conserve de fructe, legume, peste, carne. De
asemenea sunt incriminate si alimentele conservate prin sarare, afumare, mierea
de albine contaminata cu spori de C.botulinum.

In botulismul plagilor sunt incriminate leziunile traumatice cauzate de
obiecte murdare cu praf sau pamant.

Botulismul poate sa apara si in urma contaminarii in laborator prin
manipularea toxinei botulinice Tn vederea toxinotipiei sau in scop de cercetare.

Este nespecifica si consta in prelucrarea termica adecvata a alimentelor
conservate.

CLOSTRIDIILE GANGRENEI GAZOASE

DEFINITIE, INCADRARE

Clostridiile gangrenei gazoase sunt bacili Gram pozitivi, anaerobi, sporulati,
prezenti in pretutindeni Tn natura, mai ales in solurile cultivate. Nu au fost gasite in
desertul Africii de Nord (Sahara). Au fost identificate peste 150 specii de Clostridii
dar numai 6 sunt capabile sa declanseze gangrena gazoasa:

denumire actuala denumire veche implicare etiologica
Clostridium perfringens Clostridium welchii 80 — 90% din cazuri
Clostridium nowyi Clostridium oedematiens 40% din cazuri

Clostridium septicum 20% din cazuri




Clostridium histolyticum 10% din cazuri

Clostridium bifermentans 10% din cazuri

Clostridium fallax 5% din cazuri

CARACTERE GENERALE

Habitat

Sunt germeni ubicuitari fiind prezenti cu precadere n solurile cultivate. Au
fost izolati ca si componenti ai microbiotei colonului, tegumentului, vaginului.
Formele vegetative eliminate din organism sporuleaza contaminand solul care
devine astfel sursa principala de Clostridii.

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili mari (1p / 6-10u), Gram-pozitivi care formeaza endospori in
conditii de anaerobioza. Endosporii sunt mai mari decéat diametrul bacililor, sunt
localizati central sau terminal. Cu exceptia speciei C. perfringens care este
incapsulat gi imobil ceilalti reprezentanti ai genului implicati Tn gangrena gazoasa
sunt mobili prezentand cili peritrichi.

Caractere de cultur a

Clostridiile gangrenei gazoase cresc pe medii simple in stricta anaerobioza.
Celulele vegetative sunt ucise de expunerea la oxigen in timp ce sporii sunt
capabili sa supravietuiasca lungi perioade in aerobioza. Se pot folosi:

- mediul VF

- agar sange suplimentat cu glucoza, extract de levura, vitamina K1 etc.

Pe medii cu séange produc hemoliza. C.perfringens produce hemoliza de tip
cald-rece: o prima zona de hemoliza care apare la termostat va fi inconjurata de o
a doua zona de hemoliza mai larga, dupa mentinere la gheata.

Coloniile speciilor mobile sunt rotunde, convexe, transparente, invazive iar
n coloana de agar moale coloniile sunt pufoase sau dendritice.

C.perfringens fiind imobil formeaza colonii fara caracter invaziv, de tip ,S”
iar in coloana de agar moale cresc sub forma de colonii lenticulare.

Caractere biochimice

Toate speciile implicate in gangrena gazoasa au un metabolism strict
fermentativ. Sunt catalaza negativi. Speciile producatoare de a-toxina opacifiaza
mediul cu geloza, glucoza si galbenus de ou prin descompunerea lecitinei.

Rezisten ta fata de factori fizici gi chimici

Formele vegetative sunt mai sensibile la actiunea factorilor fizici, chimici.
Sunt distruse de dezinfectantele uzuale si de temperatura de 55-60C la care sa
fie expuse timp de 15-20 minute.

Formele vegetative sunt sensibile la antibiotice: sunt 100% sensibile la
penicilina asociata cu metronidazol, la eritromicina, clindamicina, cloramfenicol.
Toate speciile de Clostridium sunt rezistente la colistin si sensibile la vancomicina
(test de identificare).

Sporii sunt rezistenti supravietuind timp indelungat pe sol. Sunt distrusi prin
autoclavare la 120 timp de 30 minute sau la Poupi nel la 180T timp de 1 or a.



Structura antigenic a

Antigenele germenilor din genul Clostridium sunt:

- antigene somatice (parietale);

- antigene capsulare K ( C.perfringens);

- antigene flagelare H (C. histolyticum, C. septicum, C. novyi si C.
sporogenes);

- antigene solubile (exotoxine).

Raspuns imun

In cursul infectiei organismul uman sintetizeaza anticorpi tip anti-toxina,
anticorpi fara eficienta in cursul bolii.

Caractere de patogenitate

Clostridiile gangrenei gazoase sunt patogene prin multiplicare, invazivitate
si toxinogeneza. Germenii se multiplica la poarta de intrare.

Tesutul sanatos este invadat prin actiunea unor exotoxine eliberate de
Clostridii care actioneaza ca antigene solubile histo-toxice. Astfel de toxine sunt:
lecitinaze, colagenaze, fibrinolizine, hialuronidaze, hemaglutinine, hemolizine.

Alfa-toxina eliberata de majoritatea speciilor de clostridii ale gangrenei
gazoase are actiune liticd asupra hematiilor, miocitelor, fibroblastelor,
trombocitelor si a leucocitelor. De asemenea scade capacitatea de agregare a
trombocitelor impiedicand formarea trobului.

Kappa-toxina produsa de Clostridium perfringens este o colagenaza care
distruge tesutul conjunctiv favorizand extinderea necrozei in tesut sanatos.

Theta-toxina are efecte distructive directe asupra vaselor, cauzeaza
citoliza, hemoliza, degenerarea leucocitelor si distrugerea polimorfonuclearelor.
Aceste efecte asupra leucocitelor explica raspunsul inflamator minim al
organismului fata de infectie.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Clostridiile gangrenei gazoase determina gangrena gazoasa, o infectie a
tesuturilor moi, a musculaturii scheletale, cu mortalitate ridicata. Pentru aceasta
afectiune se mai utilizeaza sinonimul ,mionecroza clostridiana”.

Afectiunea apare dupa traumatisme, interventii chirurgicale pe tractul
gastrointestinal sau genitourinar, dupa avorturi, amputatii, injectii, arsuri termice
sau electrice etc.

Pentru aparitia infectiei sunt necesare 2 conditii:

- patrunderea sporilor clostridieni n tesut;

- anaerobioza sau cel putin o presiune scazuta de oxigen de maximun 30%.
Aceste specii sunt strict anaerobe cresterea lor fiind inhibatéd de o tensiune de
70% a oxigenului dar exista unele specii aerotolerante care se pot multiplica la o
valoare a tensiunii de oxigen de pana la 30%.

Perioada de incubatie este de 12 — 24 de ore cu limite maxime de 1 ora — 6
saptamani dupa care microorganismele se transforma in forma vegetativa, se
nmultesc si elibereaza exotoxinele cu actiune locala si sistemica.



Efectele locale includ necroza musculara, a tesuturilor moi, tromboza
vasculara. Tn cursul metabolismului formele vegetative fermenteaza zaharuri cu
eliberare de gaz. Apare astfel edemul dur, crepitant.

Efectele sistemice constau in hemoliza severa urmata de hipotensiune
arteriala cauzatoare de necroza tubilor renali cu instalarea insuficientei renale.

Infectia clostridiand se caracterizeaza printr-un slab raspuns inflamator
adesea lipsind colectia purulenta.

Procesul de mionecroza evolueaza cu o viteza de 2 cm / ora.

Toxicitatea sistemica si socul nsotit de blocare renald devin fatale in 12
ore.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul gangrenei gazoase este clinic. Diagnosticul de laborator este
cel care doar confirma diagnosticul clinic.

Diagnosticul bacteriologic consta in examene microscopice, culturi in
anaerobioza si identificari pe baza caracterelor biochimice.

Testele minimale necesare identificarii Clostridiilor lecitinaza pozitive sunt:
mobilitatea, fermentarea glucozei, producerea de lipaza, ureaza, hidroliza gelatinei
si esculinei, digestia carnii.

Testele minimale necesare identificarii Clostridiilor lecitinaza negative sunt:
mobilitatea, fermentarea zaharurilor (glucoza, maltoza, lactoza, zaharoza, salicina,
manitol), producerea de lipaza, indol, hidroliza gelatinei si esculinei, digestia carnii.

TRATAMENT

Tratamentul instituit de urgentd constd fin administrarea de ser
antigangrenos, toaleta chirurgicala a plagii cu eliminarea tesuturilor devitalizate si
cu expunerea la oxigen. Se administreaza antibiotice (penicilina).

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie este reprezentata de om si animale, care elimina germenii
pe sol prin dejecte.

Transmiterea se realizeaza prin pamant contaminat cu spori iar poarta de
intrare Tn organism este o plaga cutanata.

Profilaxia se realizeaza prin tratamentul corespunzator al plagilor adanci,
contaminate cu pamant.

ALTE BOLI CAUZATE DE SPECII DIN GENUL
CLOSTRIDIUM

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Clostridium perfringens este implicat in toxiinfectii alimentare cauzate de
consumul de carne de pasare semipreparata, refrigerata apoi reincazita pentru a fi
servita. Contaminarea carnii se face cu spori ce Clostridium perfringens prezenti in



intestinul pasarii. Semiprepararea alimentului nu distruge sporii dar realizeaza
diminuarea potentialului redox necesar dezvoltarii, multiplicarii bacteriei si eliberarii
de exotoxina in aliment. Este o enterotoxina proteica termorezistenta care este
parte componentd a sporului si care este eliberatd o datd cu germinarea. Isi
exercita actiunea in ileon inhiband transportul glucozei, alterand epiteliul intestinal,
provocand acumularea proteica in lumenul intestinal.

Simptomele toxiinfectiilor alimentare cauzate de C.perfringens sunt: diaree
apoasa, crampe abdominale, apar la 8-24 de ore dupa ingestie si persita 24 de
ore

Diagnosticul de laborator presupune identificarea bacteriei in alimente.

CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Bacil Gram pozitiv sporulat anaerob, recunoscut in 1978 ca agent etiologic
al colitei pseudomembranoase care apare in marea majoritate a cazurilor dupa
antibioterapie prelungita. Factorul principal de virulenta este reprezentat de 2
toxine: toxina A sau enterotoxina si toxina B sau citotoxina care induc leziuni. Este
afectatd mucoasa colonului si a rectului caracteristica fiind aparitia la nivelul
mucoasei intestinale a unui infiltrat inflamator si a unor false membrane fibrinoase,
aderente. Simptomul principal este diarreea apoasa sau mucoasa, rareori
sanguinolenta.

Cele mai frecvente cazuri apar in mediul spitalicesc Tn unitatile cu spitalizari
prelungite, cu pacienti varstnici $i cu tratamente antibiotice sustinute. Sporii
colonizeaza foarte repede mediul de spital gi sunt greu de eradicat fiind rezistenti
la dezinfectantele obisnuit utilizate in spital.

Portajul intestinal de C.difficile este mic: 0-3%. La nou-nascut portajul de
C.difficile este frecvent: 20-70% 1in primele saptdmani de viatd diminuand
progresiv pana la valori asemanatoare cu ale adultului la varsta de 3-4 ani.
Motivele pentru care simptomatologia este absenta nu sunt cunoscute.

Diagnosticul bacteriologic consta in evidentierea bacteriei si a prezentei
toxinelor in materiile fecale.

Tratament: oprirea antibioterapiei. Tratament cu metronidazol sau
vancomicina.

Prevenire: izolare, decontaminarea mediul la externare.

Bacili gram negativi

Familia Enterobacteriaceae

DEFINITIE, INCADRARE



Familia Enterobacteriaceae este o familie larga de bacterii incluzand multi
dintre cei mai familiari agenti patogeni sau conditionat patogeni, cum ar fi
Salmonella, Shigella, Escherichia coli. In urma studiilor genetice acestia au fost
plasati in Proteobacteria avand propriul ordin, Enterobacteriales. Multe bacterii
ale acestei familii fac parte din microbiota intestinului uman sau animal, altele sunt
prezente in apa, pe sol, pe plante etc. Clasificarea stiintifica a enterobacteriilor
este urmatoarea:

Regn: Bacteria, Phylum: Proteobacteria, Classa: Gamma Proteobacteria,
Ordin: Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae. Genul, Specia.

Taxonomia Familiei Enterobacteriaceae cuprinde peste 30 de genuri si 120
specii. Cele care prezintd importanta clinica, in proportie de 95%, sunt grupate in
10 genuri, dupa cum urmeaza:

Genul Citrobacter :
Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter diversus
Citrobacter farmeri
Citrobacter youngae
Citrobacter braakii
Citrobacter werkmanii
Citrobacter sedlakii

Genul Enterobacter
Enterobacter aerogenes
Enterobacter agglomerans
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazakii
Enterobacter gergoviae

Genul Escherichia:
ETEC = enterotoxigenic E.coli
EIEC = enteroinvasive E.coli
EPEC = enteropathogenic E.coli
EHEC=enterohaemorrhagic E.coli
EaggEC=enteroaggregative E.coli
UPEC=uropathogenic E. coli
NMEC=neonatal meningitis E.coli

Genul Serratia:
Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Serratia rubidaeae
Serratia odorifera
Serratia plymuthica
Serratia ficaria
Serratia fonticola

Genul Klebsiella
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Genul Hafnia
Hafnia alvei

Genul Morganella :
Morganella morganii

Genul Providencia :
Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Providencia stuartii

Genul Proteus :
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris

Genul Salmonella :
Salmonella enterica

Genul Yersinia:
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis.

Genul Shigella :
Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella sonnei



CARACTERE GENERALE

Habitat

Enterobacteriile au fost evidentiate in flora intestinald normala, unele in
flora tractului respirator superior, in apa, pe sol, pe plante etc.
Enterobacteriile sunt responsabile de o mare parte a infectiilor
nosocomiale.
Ele pot fi impartite in doua mari categorii:
- saprofite, conditionat patogene (E. coli spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. etc.)
- patogene (Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.).

Caractere morfotinctoriale

Sunt bacili Gram-negativi, cu dimensiuni de 0,3-1,0 x 1,0-6,0pm, ciliati sau
neciliati, nesporulati, cu sau fara capsula.

Caractere de cultur a

Enterobacteriile sunt germeni nepretentiogi, cresc pe medii simple. Sunt
germeni aerobi, facultativ anaerobi care necesitda, pentru o crestere optima,
temperaturi de 22-37C. Pe mediile neselective, formeaza colonii de culoare gri
(exceptand Serratia marcescens, de culoare rosie), de tip ,S”, ,M” (exceptie
Proteus spp., fenomen de catarare). Pe geloza-sange, unele specii determina
hemoliza f3.

Caractere biochimice gi de metabolism

Enterobacteriile sunt catalazo pozitive si oxidazo negative. Sunt bacterii
chemoautotrofe avand ambele tipuri de metabolism: respirator si fermentativ. Tn
urma fermentarii glucozei se formeaza acid cu sau fara gaz. Unele enterobacterii
utilizeaza fermentativ lactoza.

Structura antigenic a

Membrii Familiei Enterobacteriaceae au o structura antigenica complexa.

Antigenul somatic O (endotoxina) reprezinta unitatile terminale repetitive
polizaharidice ale lipopolizaharidului (LPS) din peretele bacteriilor Gram-negative.
LPS mai este format dintr-un miez (core), similar la toate bacteriile Gram-negative,
si lipidul A, prezent la toate enterobacteriile, care este responsabil de activitatea
toxica a acestora in organismul gazda. Antigenul somatic ,O” este termostabil,
rezistent la alcool. Poate fi detectat prin reactii de aglutinare. Determina, in
organismul gazda, formare de anticorpi tip IgM.

Antigenul H (flagelar) este de natura proteica determinand, in organismul
gazda, formarea de anticorpi tip 1gG care imobilizeaza bacteria, ceea ce duce la
atenuarea virulentei acesteia. Se gaseste la nivelul flagelilor. Este denaturat de
alcool 50° si temperatura de 70C. Poate fi eviden tiat prin reactii de aglutinare.

Antigenul K (capsular) este de natura polizaharidica si este prezent la
bacteriile capsulate. Asigura bacteriilor rezistenta la fagocitoza si caracterul de
invazivitate. Prezenta acestuia duce la inaglutinabilitate in reactiile de evidentiere
a antigenului somatic O.

Antigenul Vi (de virulentd), de natura polizaharidica, 1 ntalnim la
Salmonella serovar Typhi. Este un antigen de Tnvelis, mascand antigenul somatic



O. Este implicat in scaderea complementului seric, aparitia leucopeniei gi asigura
tulpinilor de Salmonella capacitatea de a se multiplica Tn macrofag. Poate fi
evidentiat prin reactii de aglutinare.

Enterobacteriile pot fi identificate datorita prezentei antigenelor O, H, K si
Vi, clasificate in serogrupe si in cadrul acestora in serotipuri.

Pe langa aceste antigene mai amintim si exotoxina care este reprezentata
de toxina Shiga.

Caractere de patogenitate

Enterobacteriile sunt microorganisme care se gasesc in mediul inconjurator
si/sau au evoluat pentru a alcatui flora normala intestinala. Totusi, unii membrii au
necesitat in plus informatie genetica asigurata prin intermediul plasmidelor,
transpozonilor i bacteriofagilor, ceea ce a dus la aparitia unor factori de
patogenitate, aceste tulpini devenind patogene. Informatia genetica aditionala
poate fi codata cromozomial sau extracromozomial.

Factorii de patogenitate pot fi grupati dupa cum urmeaza:

1. Adezine. Enterobacteriile prezinta pili (fimbrii) care asigura aderarea la
mucoase, permitand bacteriilor colonizarea si multiplicarea. Acesti pili se impart n
4 tipuri. Tipul 1 de pili sunt manozo-sensibili. Ei se leaga de celula gazda in
acelasi locus ca si D-manoza. Sunt importanti in colonizarea normala a tractului
gastro-intestinal.

Alti pili sunt manozo-rezistenti si nu se leaga de celula gazda in acelasi
locus cu D-manoza.

Tipul 2 de pili sunt importanti factori de virulenta, ajutand microorganismele
sa determine afectiuni in afara zonei lor normale de actiune.

Exista cateva tipuri de fimbrii, printre care amintim pilii P, adezinele X,
ambele fiind asociate cu E.coli uropatogene, si BFP (,bundle-forming pili”), care
participa la atagsarea de celula gazda a unei tulpini patogene de E.coli.

2. Invazinele sunt proteine care actioneaza local distrugand sau invadand
celula gazda si/sau facilitand cresterea si raspandirea agentului patogen. Yersinia
enterocolitica poseda o astfel de proteina de suprafata, numita invazina.

3. Toxinele produse de unele Enterobacterii se impart in doua categorii:
exotoxine si endotoxine.

Exotoxinele sunt, dupa cum urmeaza:

- toxina Shiga (Shigella), codificatda cromozomial, inhiba sinteza de
proteine in celula gazda ducand la moartea acesteia;

- toxina Shiga-like (Shigella si unele tulpini de E. coli), codificata
bacteriofagic, are acelagi mecanism ca si toxina Shiga;

- toxina LT — termic labild (E.coli), codificata plasmidic, are efect
similar cu exotoxina vibrionului holeric, determinand o secretie crescuta de Cl-,
Na+, H,0;

- toxina ST — termic stabila (ETEC), peptida codificata plasmidic, este
analoaga unei proteine hormonale (guanylina) legandu-se de acelasi receptor ca
aceasta (Guanylate ciclaza C), determinand secretie de Cl-;

- alfa-hamolizinele, sunt citotoxine (E.coli);

- beta-hemolizinele, legate de celula, inhiba fagocitoza si chemotaxia
leucocitelor.

Endotoxinele (antigenul O) sunt de natura lipopolizaharidica. Sunt
responsabile de instalarea:



- febrei,

- activarii caii alternative a sistemului complement (C3a, C5a),

- efectelor asupra sistemului circulator; leucopenia, vasodilatatia,
scaderea circulatiei periferice, microhemoragii, petesii, hipotensiune,

- efectelor de coagulare sangvina (CID, tromboze, trombocitopenie),

- afectarii metabolismului si a functiilor hepatice,

- scaderii sideremiei,

- hipoglicemiei,

- citotoxicitatii,

- necrozei de organ

- socului endotoxic.

4. Achizitia de fier. Tn organismul uman fierul nu se gaseste liber, in forma
nelegata. Gazda umana produce o serie de proteine cu afinitate mare de legare a
fierului, acestea gasindu-se in tesuturi si pe suprafata mucoaselor (transferina,
lactoferina, feritine, mioglobina si hemoglobina). Acest mecanism de legare a
fierului reprezinta si o cale de control a cresterii bacteriene. Enterobacteriile,
avand nevoie de fier pentru crestere si dezvoltare, au mai multe mecanisme de a-|
acapara, cele mai importante dintre acestea fiind:

- capturarea fierului de la transferina/lactoferina;

- folosirea Hem-ului rezultat in urma distructiei tisulare

- producerea de siderofori speciali (enterobactin, aerobactin) care
actioneaza competitiv cu proteinele de legare a fierului. Acesti siderofori cheleaza
fierul, forménd complexul siderofor-fier care este apoi transportat in celula
bacteriana prin receptori specifici din membrana externa. Acesti transportori
servesc, de asemenea, ca receptori pentru bacteriofagi si loc de legare pentru
colicin.

5. Structurile capsulare. Principala functie a capsulei este sa apere
microorganismul de fagocitoza. Dintre structurile capsulare amintim:

- antigenul K la E.coli, de natura proteica, cu rol in colonizare, diminua
opsonizarea si fagocitoza. Antigenul K1, este similar structurilor self, slab
imunogen. Capsula de tip K1 a E.coli previne activarea caii alternative a sistemului
complement.

- antigenul K la Klebsiella este un antigen capsular.

- antigenul Vi la Salmonella typhi.

6. Plasmidele codifica rezistenta la antibiotice si caracterele de virulenta ale
enterobacteriilor.

7. Antioxidantii sunt compugi care protejeaza microorganismul de
distrugerile ce pot apare in prezenta radicalilor liberi de oxigen.

Este important de retinut ca o enterobacterie patogena poate sa nu prezinte
toti factorii de virulenta.

GENUL ESCHERICHIA-SHIGELLA

DEFINITIE, INCADRARE



Pe baza datelor obtinute Tn urma studiilor de hibridare ADN-ADN si a
caracteristicilor fenotipice speciile de Escherichia si Shigella sunt cuprinse intr-un
singur gen care poarta inca ambele denumiri: genul Escherichia-Shigella.

In continuare, din considerente practice cele doud genuri vor fi prezentate
separat.

GENUL ESCHERICHIA

Genul Escherichia reunegte specii prezente in intestinul uman evidentiate
pentru prima data in 1885 de germanul Theodor Escherich in onoarea caruia s-a
dat numele genului. Au fost considerate bacterii comensale ale intestinului gros
pana in 1935 cand s-a demonstrat rolul etiologic jucat de o tulpina de Escherichia
coli implicata intr-un episod de diaree la nou-nascuti.

Genul Escherichia grupeaza 5 specii:

- E. coli cu 2 biovaruri: normal si inactiv;
- E. blattae;

- E. fergusonii;

- E. hermanii;

- E. vulneris.

CARACTERE GENERALE

Habitat

Habitatul natural al E. coli este tractul gastrointestinal al animalelor cu
sange cald si al oamenilor. Tn intestinul omului E. coli reprezinta flora dominanta a
intestinului gros avand un rol important in mentinerea unei fiziologii normale a
acestuia si in sinteza unor proteine din grupul B si K. Eliminat Tn mediul extern cu
materiile fecale contamineaza apa, solul, alimentele etc.

Prezenta constanta a tulpinilor de E.coli in intestinul uman gi animal i in
materiile fecale au facut din aceasta bacterie indicatorul de poluare fecala a
mediului, Tn special a apei.

Caractere morfotinctoriale

Escherichia coli este un bacil Gram negativ care prezintd uneori forme
filamentoase. Majoritatea speciilor prezinta cili peritrichi si sunt necapsulate. Exista
nsa tulpini de Escherichia coli imobile, unele prezentand capsula.

Caractere de cultur a

E.coli este un germen bine adaptat mediului sdu de viatda. Nu este
pretentios. Creste pe medii simple in care glucoza este singurul constituent
organic. Este un germen aerob, facultativ anaerob care poate avea deopotriva
metabolism fermentativ sau respirator. Pe medii solide creste sub forma de colonii
de tip ,S” iar In mediul lichid determina tulburare uniforma si inel aderent pe
peretele tubului.



Caractere biochimice si de metabolism

E. coli fermenteaza glucoza si alti carbohidrati cu producere de acid i gaz.
Majoritatea tulpinilor sunt oxidaza negative, sunt capabile sa reduca nitritii n
nitrati.

Nu produc ureaza, nu descompun proteinele cu formare de H,S, nu
folosesc citratul ca unica sursa de carbon. Descompun lactoza cu eliberare de
acid, descompun proteinele cu formare de indol, dau reactia rogu-metil pozitiva.

Unele tulpini, de obicei cele implicate n infectii urinare, determina hemoliza
beta pe geloza sange.

Tulpinile de Escherichia coli care poseda plasmidul ,col” elibereaza
colicine, substante toxice pentru alte tulpini bacteriene.

Rezisten ta fata de agentii fizici, chimici si biologici

Este o bacterie rezistenta in mediul extern. Este distrusa de antisepticele si
dezinfectantele uzuale precum si de coloranti ca verde de malachit, cristal violet.

Are o capacitate deosebita de adaptare la modificarile de mediu cum ar fi
prezenta unor minerale, modificari de pH, temperatura, osmolaritate.

Poate sesiza prezenta sau absenta unor substante chimice sau gaze in
mediul sau de viata gi, cu ajutorul cililor, se poate apropia sau indeparta de
acestea.

Poate de asemenea sa devina imobila si sa produca fimbrii de adeziune
care sa-i permita aderarea de substratul specific.

Ca raspuns la modificarile de temperatura sau osmolaritate Tsi modifica
dimensiunea porilor prin modificari ale porinelor constituente ale membranei
externe. Astfel igi poate mari dimensiunea porilor pentru a acumula moleculele
mari de nutrienti sau pentru a elimina substantele inhibitoare.

Poseda un mecanism complex de reglare a metabolismului celulei
bacteriene care 1i permite sa-gi asigure o viata ugoara: sintetizeazd doar acele
enzime necesare utilizarii compusilor din mediu. Va opri sinteza enzimelor
necesare obtinerii unor metaboliti atunci cand acegtia sunt prezenti in mediu de
unde 1i poate folosi ca atare.

Este un microorganism care dezvolta rezistentd fatd de substantele
antibacteriene prin elaborarea de enzime care hidrolizeaza betalactaminele
(penicilinaze, cefalosporinaze) sau prin mutatii care afecteaza porinele devenind
astfel rezistente fatd de aminozide.

Structura antigenic a

Tulpinile de Escherichia coli poseda urmatoarele structuri antigenice:

- antigenul ,O” sau antigenul somatic. Este antigenul cu specificitate
de grup care corespunde poliozidelor fixate pe lipopolizaharidele peretelui
bacterian. Este termostabil si acido-alcoolo-rezistent. Prin reactii de aglutinare au
fost identificate 180 de serogrupe antigenice ,0”. Multe serogrupe ,O” ale tulpinilor
de Escherichia coli prezinta reactii incrucisate cu antigene ale unor tulpini de
Klebsiella, Salmonella, Providencia, Vibrio; iar altele sunt comune cu grupul
Shigella.

- antigenul ,H” sau antigenul flagelar. Prezent doar la tulpinile
ciliate, este format dintr-o proteina specifica numita flagelina. Are specificitate de
tip, este termolabil si este inactivat de alcool. Prin reactii de aglutinare au fost
evidentiate, greu, 56 de serotipuri ,H":



- antigenul ,K” sau antigenul capsular. Este de natura
polizaharidica, are specificitate de tip, a fost identificat la tulpini uropatogene de
Escherichia coli si la tulpini implicate Tn cazuri de meningita neo-natala (antigen K-
1). Determind O-inaglutinabilitatea tulpinilor care-l poseda. Se cunosc 103
antigene K.

- Antigenul B, cu diferitele sale variante, este un antigen de
suprafata.

- Antigenele de aderenta (adezine, pili, fimbrii), de natura proteica.

Pe baza antigenelor O, H si K au fost identificate peste 700 de serotipuri de
E.coli. Serotipia este utila Tn identificarea acelor tulpini implicate Tn procese
patologice umane.

Caractere de patogenitate

Tn cadrul speciei se disting numeroase variante care exprima caractere de
patogenitate, variante numite patovaruri, patotipuri. Escherichia coli este patogena
prin virulenta si/sau toxigenitate. Determinantii de patogenitate sunt variati (tabel
XIV). In functie de determinantii de patogenitate pe care ii au tulpinile de
Escherichia coli pot cauza diferite afectiuni.

Tulpinile uropatogene de Escherichia coli poseda urmatorii factori de
patogenitate:
- fimbriile P sau PAP
- fimbrii tip 1
- siderofori
- hemolizine alfa si beta
- antigenul K

Tulpinile de Escherichia coli implicate Tn cazuri de meningita neonatala sunt
patogene prin:
- antigenul capsular K-1
- siderofori
- endotoxina

Factorii de patogenitate ai tulpinilor diareigene de Escherichia coli au fost
exemplificati in tabelul XV.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Enterobacteriile din Genul Escherichia sunt, in marea majoritate, saprofite
sau conditionat patogene. Cu toate acestea exista patotipuri (fenotipuri patogene)
de Escherichia coli implicate in patologia umana:

- patotipuri diareigene
- patotipuri uropatogene
- alte patotipuri
Membrii acestui gen pot determina infectii intestinale gi extraintestinale.

Infec tii intestinale

Infectiile intestinale, sau enterocolitele infectioase, sunt determinate de cele
cinci patotipuri diareigene recunoscute, fiecare avand subgrupe serologice si
determinand manifestari clinice distincte:



- ETEC (enterotoxigenic Escherichia coli);

- EPEC (enteropathogenic Escherichia coli);

- EHEC (enterohaemorrhagic Escherichia coli);
- EIEC (enteroinvasive Escherichia coli);

- EAQQEC (enteroaggregative Escherichia coli).

Tulpinile ETEC afecteaza toate categoriile de varsta desi reprezinta
etiologia majora a diareei copiilor si turistilor in tarile cu sanitatie deficitara, numita
si ,diareea turistilor”. Sursa de infectie este reprezentata de om gi animal iar calea
de transmitere o reprezinta alimentele si apa contaminate. Odata patrunsa pe cale
orala, ETEC colonizeaza intestinul subtire si elaboreaza o serie de enterotoxine
care determina cresterea secretiei de apa si electroliti in lumenul intestinal (toxina
TL) si inhibarea absorbtiei de lichid intestinal (toxina TS). Dupa o incubatie de 24-
72 de ore se instaleaza simptomele: diaree apoasa fara febra, colici abdominale,
greturi, varsaturi. Tulpinile ETEC apartin serogrupelor O 6, 8, 15, 20, 25, 63, 78,
80, 85, 115, 128, 139.

Tulpinile EPEC induc o diaree apoasa asemanatoare cu cea din infectiile cu
ETEC afectand cu precadere copiii. EPEC nu produce enterotoxine TL sau TS ci
doar cantitati mici de toxina Shiga-like cu efect enterotoxic gi citotoxic. Prin
intermediul adezinelor Bfp se leaga de epiteliul intestinal la nivelul colonului
determinand distrugerea microvilozitatilor cu raspuns inflamator, fara semne de
invazie. Ca urmare se instaleaza malabsorbtia, diareea apoasa, persistenta
acompaniata de febra si varsaturi. Tulpinile EPEC apartin serogrupelor O 26, 55,
86, 111, 119, 125, 126, 127, 128, 142.

Tulpinile EAggEC au capacitatea de a adera agregativ de celulele
mucoasei intestinale cauzand diaree fara fenomene invazive sau inflamatorii. Este
patogena prin fimbrii de adeziune, enterotoxina agregativa codificata plasmidic i
prin hemolizina asemanatoare celei sintetizate de tulpinile uropatogene. Tulpinile
de Escherichia coli enteroagregative sunt asociate cu diareea apoasa, persistenta
instalata la copii mici.

Tulpinile EIEC adera la celulele epiteliale ale colonului cu ajutorul unor
adezine non-fimbriale. Sunt patogene prin invazivitate: penetreaza si se multiplica
n interiorul enterocitului pe care 1l distrug. Nu produc enterotoxina. Sunt apropiate
din punct de vedere biochimic si antigenic de Shigella. Afecteaza adultii si copiii
care vor prezenta colici abdominale, febra, scaune diareice muco-sanguinolente
asemanatoare celor din dizenterie. Tulpinile EIEC apartin serogrupelor O 28, 112,
124, 136, 143, 144, 147, 152.

Tulpinile EHEC sunt reprezentate in principal de serotipul O157H7, ca si de
tulpini apartindnd serotipurilor Oz si Oi111. Aceste tulpini au fost recent
recunoscute ca agenti etiologici ai sindromului hemolitic $i uremic asociat
consumului de ??7?

Prin intermediul intiminei adera de celulele epiteliului colonului. Aceste
tulpini sunt moderat invazive patogenitatea lor fiind datorata in principal producerii
unei toxine ,Shiga-like” numita si vero-toxina a carei sinteza este stimulata de
deficienta de fier. Toxina este responsabila de raspunsul inflamator local intens
produs de tulpinile EHEC si de anemia hemolitica, trombocitopenia si insuficienta
renala acuta determinate de lezarea endoteliului capilarelor. Scaunele diareice cu
putin lichid, mult sange si mucus contindnd polimorfonucleare sunt insotite de
febra, greturi, varsaturi gi colici abdominale.



Tabel XIV. E.coli: determinan ti de patogenitate

Determinanti de patogenitate

Observatii

clasa determinantul
CFAI1/CFAI *pili cu afinitate pentru receptorii specifici de pe
suprafata intestinului subtire;
*prezenti la ETEC
intimina (adezina *proteina a membranei externe
non-fimbriala) *asigura aderarea EPEC si EHEC de membrana
enterocitului
fimbrii P *sunt fimbrii de tip 2;
(PAP — *asigura aderarea la celulele epiteliului urinar;
pyelonephritis- *se leaga de antigenul P al hematiilor;
associated pili) *sunt prezente la UPEC,;
Adezi fimbrii tip 1 *asigura aderarea la uroepiteliu;
ezine o : - .
rol in agregarea E.coli de manosil-glicoproteina
prezenta in uring;
*prezente la UPEC,;
Bfp *pili de tip 2, polari;
(bundle-forming *interconecteaza bacteriile intre ele Th microcolonii
pili) asigurand stabilitatea acestora la nivelul respectiv;
*cresc eficienta formarii leziunilor Tn urma efectului
de aderare-distrugere a enterocitelor;
*prezente la EPEC;
fimbriile K88 si K99  *pili de tip 1
*asigura aderarea ETEC la celulele enterale.
hemolizine *proteine citotoxice ce se insera in membrana
celulei gazda (pori) cauzand moartea acesteia;
. *lizeaza eritrocitele, limfocitele, inhiba fagocitoza si
Invazine . .
chemotaxia neutrofilelor
siderofori *rol in achizitia de fier necesar replicarii bacteriei;
invazine ,Shigella-like”
Mobilitate/chemotaxie flagelii
toxina TL *termic labild; citotoxica;
*actiune similara toxinei holerice: secretie crescuta
de apa si electroliti in lumenul intestinal;
*produsa de ETEC, codificata plasmidic;
toxina TS *termic stabild; citotoxica;

*determina secretie crescuta de CI in lumenul
intestinal;
*produsa de ETEC; codificata plasmidic;

Toxine toxina ,Shiga-like” * bacteriofagic codificata
(VERO-toxina) *efect similar cu toxina Shiga: inhiba sinteza de
proteine in celula gazda care moare;
*produsa de EHEC;
EAST * toxina enteroagregativa stabila termic;
*elaboratd de EAQQEC, induce secretia de CI in
intestin
endotoxina *comuna tuturor enterobacteriilor;
Factori cu capsula

rol antifagocitar

antigenul K; LPS;

Factori protectori
la reactia bactericida
a serului

LPS

antigenul K

organite de natura proteica sau lipopolizaharide
care asigura colonizarea, impiedica legarea
anticorpilor sau complementului de corpul
bacterian, impiedica fagocitoza;

Factori protectori
fata de raspunsul imun

capsula; antigenul K; LPS;

variatia antigenica,

Factori genetici ai
patogenitatii

schimb de material genetic prin transductie si conjugare;

plasmide pentru factorii de virulenta si producerea toxinelor; plasmidul R;




Legenda: CFA — colonization factor antigen; EPEC — enteropatogen E.coli; EHEC -

enterohemoragic E.coli; ETEC - enterotoxigen E.coli; UPEC - uropatogen E.coli; LPS-
lipopolizaharide
Tabel XV. E.coli diareigen: factori de patogenitate
(I;atogpul Factor de patogenitate Simptome
iareigen
*codificate plasmidic *copii
fimbrii de *specificitate de specie :a_dult,i
adeziune -K88 — porc qla}ree_a
ETEC -K99 — vitel, miel callavtqulor _
-CFA I/ CFAIl - om *fara inflamatie
enterotoxine *codificate plasmidic *fara febra
*TL (cholera-like); *TS
nu au caracter invaziv
adezina non- | intimina *copii
fimbriala *diaree apoasa
EPEC enterotoxind similara cu cea produsa de Shigella *fenomene
(Shiga-like) inflamatorii
moderat invaziva reduse
*fara febra
enterotoxina EAST (enteroaggregative heat-stable *copii mici
toxin) *diaree apoasa,
hemolizina asemanatoare ce cea produsa de persistenta
UPEC *fara inflamatie
EAggQEC fimbrii asigura aderarea agregativa de celulele | *fara febra
GVVPQ epiteliale  ale intestinului  subtire,
inhibAnd absorbtia apei din lumenul
intestinal.
nu au caracter invaziv
adezine non- | probabil proteind a membranei externe | *diaree muco-
fimbriale sanguinolenta
EIEC au caracter invaziv *inflamatie
severa
*febra
adezine *copii
toxina VERO-toxina (Shiga-toxinad) *colita
moderat invaziva hemoragica
EHEC *raspuns

inflamator intens
*uremie
hemolitica

Infec tii extraintestinale
- infectii urinare

Tulpinile uropatogene de Escherichia coli (UPEC) sunt responsabile de
90% din infectiile tractului urinar. Sunt afectate cu precadere femeile tinere, active
sexual, colonizate initial Tn intestin cu tulpini UPEC. Tulpinile uropatogene apartin
serotipurilor O 1,2,4,6,7,16,18,75 si serotipurilor K 1,2,3,12,13 care poseda
adezine ce permit aderarea de epiteliul urinar.
- infectii intra-abdominale




Escherichia coli este responsabila de supuratii peritoneale, biliare,
apendiculare, genitale. Tulpinile respective au proprietati antifagocitare, au actiune
citotoxica asupra polinuclearelor si poseda sisteme de captare a fierului.

- bacteriemie

Este cauzata de tulpini de Escherichia coli cu mare capacitate invaziva.
Aceste tulpini poseda siderofori, citotoxine, capsula si lipopolizaharide care
asigura protectia fata de actiunea bactericida a serului.

- soc endotoxinic

Apare in urma distrugerii masive de celule de Escherichia coli eliberandu-
se brusc o cantitate mare de endotoxina ceea ce determina sindromul de raspuns
inflamator sistemic provocat de eliberarea masiva de interleukina-1 si factor de
necroza tisulara (TNF). Pacientul prezinta febra, hemoragii, colaps circulator.

- meningita neonatala

Este cauzata de tulpini de Escherichia coli care sintetizeaza antigenul
capsular K-1, tulpini care din naso-faringe sau din tractul intestinal ajung in
torentul sanguin gi pe aceasta cale la meninge.

- infectii nosocomiale

Apar datoritd raspandirii infectiei de catre personalul medical sau prin
instrumentarul medical la pacienti care prezinta factori predispozanti: diabet,
traumatisme, boli pulmonare cronice etc.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator este bacteriologic si se bazeaza pe identificarea
tulpinilor de Escherichia coli in variate produsele patologice: sange, urina, materii
fecale, bila, puroi, exsudate, lichid cefalo-rahidian, alimente, varsaturi, probe de
organe recoltate de la cadavru.

Diagnosticul de laborator presupune cultivarea pe medii pentru
enterobacterii. Identificarea pe baza caracterelor biochimice se completeaza cu
serotipia pentru tulpinile EPEC si EHEC.

In ser, lichid cefalo-rahidian sau urina poate fi identificat antigenul K-1 prin
reactii de latexaglutinare realizandu-se astfel un diagnostic rapid mai ales la nou-
nascut sau sugar. Exista insa posibilitatea unor reactii incrucigate cu antigenul de
grup B al meningococului.

Se pot evidentia de asemenea adezinele datorita capacitatii lor de a
aglutina hematiile umane sau animale.

Efectul citotoxic al verotoxinei produse de E. coli O;57:H; se studiaza pe
culturi monostrat Vero, verotoxina ducand, dupa intrarea ei in celule, la rotunjirea
si separarea celulelor intre ele.

Procedeele ELISA se pot folosi pentru detectarea unei proteine de pe
membrana exterioara a celulelor EIEC (antigen marker pentru virulentd), dar si la
evidentierea altor serotipuri de E. coli prin detectarea antigenelor specifice de
grup, de tip si a exotoxinelor.

Capacitatea invaziva a tulpinilor EIEC este studiata prin testul Sereny pe
cobai sau pe culturi de celule HeLa.

Materiile fecale mai pot fi examinate gi prin imunofluorescenta.

Prin reactii de hibridizare si PCR se pot identifica diferite tulpini de E. coli.



TRATAMENT

Tratamentul infectiilor cu Escherichia coli se face in raport cu localizarea
infectiilor si in conformitate cu rezultatele antibiogramei.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Sursa de infectie este omul si animalul suportul material al transmiterii fiind
reprezentat de apa, alimente, obiectele de spital, jucarii, muste etc.

Poarta de intrare este variata (tract digestiv, respirator, urinar, genital etc.
determinand si tipul de infectie care se instaleaza.

Profilaxia infectiilor cu Escherichia coli presupune respectarea igienei
colective, personale, alimentare.

GENUL SHIGELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Shigella, numit astfel dupa microbiologul japonez Shiga care a
descoperit aceste bacterii acum 100 de ani, reuneste patru specii:
» Shigella dysenteriae (Grup A)
» Shigella flexneri (Grup B)
» Shigella boydii (Grup C)
» Shigella sonnei (Grup D)

CARACTERE GENERALE

Habitat

Germenii din grupul Shigella sunt bacterii strict adaptate omului,
ntotdeauna patogene. Sunt intalnite Tn intestinul si materiile fecale ale bolnavilor,
convalescentilor precum si la purtatorii aparent sanatosi. Singurele animale care
pot fi gazde accidentale sunt primatele captive care vin in contact cu oamenii.

Caractere morfotinctoriale
Sunt bacili Gram negativi, neciliati, necapsulati si nesporulati.

Caractere de cultur a

Sunt bacterii aerobe, facultativ anaerobe care se dezvolta bine la 37C pe
medii slab si moderat selective si diferentiale (Istrati — Meitert, ADCL). Formeaza
colonii S, lactozo-negative, transparente.

Caractere biochimice gi de metabolism

Ca toate enterobacteriile reduce nitratii la nitriti, sunt oxidazo-negative,
fermenteaza glucoza, dar fara producere de gaz. Nu produc indol, exceptia fiind



Shigella flexneri care este indol pozitiva. Speciile Shigella nu formeaza hidrogen
sulfurat, nu descompune lactoza, nu metabolizeaza urea si nu folosesc citratul ca
unica sursa de carbon. Sunt germeni imobili care fermenteaza doar cétiva
carbohidrati si numai céateva tulpini decarboxileaza ornitina. Dupa prezenta sau
absenta fermentatiei manitei, shigelele pot fi impartite in doua mari subgrupe
biochimice:

» Grupul manito-pozitiv (grupele B,C,D);

» Grupul manito-negativ (grupul A, Sh. dysenteriae).

Rezisten ta fata de factori fizici, chimici  si biologici

Speciile din genul Shigella rezista in praf uscat (10 zile), in ape la 7-10°C (9
zile), pe lenjerie (doud saptamani), in alimente 1-2 saptamani, in gheata 2 luni.
Sunt inactivate in 10 minute la 50-60°C. Sunt germeni sensibili la antagonismul
microbian si la bacteriofagi specifici.

Structura antigenic a

Antigenul somatic O sta la baza Tmpartirii Tn patru grupe antigenice si
subdiviziunii acestora in serotipuri:

0 Grupul A: Shigella dysenteriae (12 serotipuri)

0 Grupul B: Shigella flexneri (6+2 serotipuri)

0 Grupul C: Shigella boydii (18 serotipuri)

o Grupul D: Shigella sonnei (1 serotip care prezinta doua faze antigenice
SsiR).

Unele tulpini poseda capsula (antigenul K). Acest antigen nu este utilizat in
tipizarea serologica a genului Shigella, dar pot interfera cu determinarea
antigenului somatic O (inaglutanibilitate — O).

Alte antigene ale tulpinilor Shigella sunt:

o Exotoxina termolabila exprimata de Shigella dysenteriae serotip 1

0 ShET 1si ShET 2;

o Invasion Plasmid Antigens (Ipa);

o Proteina InterCellular Spread (Ics);

Raspuns imun

Rolul protectiv al raspunsului imun al organismului impotriva antigenelor
descrise este neclar. In general este neprotectiv; totusi unele studii controlate pe
voluntari adulti au aratat ca o infectie anterioara cu Shigella flexneri protejeaza
impotriva reinfectiei cu serotipul omolog (cu o eficacitate de 70%).

Dupa administrare de vaccin Shigella dysenteriae, imunoglobulinele de tip
A vor reactiona cu tulpina omologa, imunitatea Tn dizenterie avand un caracter
predominant local, la nivelul colonului, cu o durata de 6-12 luni.

Caractere de patogenitate

Virulenta Shigellei consta exclusiv in multiplicarea ei in epiteliul colonului
gazdei umane. Factorii de virulenta sunt codificati plasmidic si au functii identice la
toate speciile Shigella (tabel XVI).

PATOGENIE. BOALA LA OM

Mecanismul patogenic al shigelozei este complex, implicand: prodromul
diareic enterotoxic si / sau citotoxic; inflamatia colonului mediata de citokine;



necroza epiteliului colonului. Shigeloza este o boala diareicad acuta care apare ca
urmare a infectiei pe cale orala cu Shigela spp.

Microorganismul ingerat de celulele M din placile Peyer, strabate aceste
celule, este depozitat in spatiul subepitelial unde este fagocitat de macrofage.
Fagozomii macrofagelor sunt apoi degradati si Shigelele intracelulare induc
eliberarea de interleukind-1 care determina un aflux al leucocitelor
polimorfonucleare. Tn urma apoptozei macrofagelor infectate bacteriile vor fi
eliberate spre suprafata bazolaterald a enterocitelor adiacente. Bacteriile
infecteaza enterocitele prin endocitoza iar apoi vacuolele endocitice vor fi
degradate. Shigelele intracelulare se ataseaza de actina complexului jonctional
enterocitic, se multiplica si se raspandeste in enterocitele Tnvecinate prin
inducerea polimerizarii actinei. Astfel filamentele de actina propulseaza bacteria
din citoplasma in celula epiteliala adiacenta, evitand efectiv imunitatea umorala
mediatd prin anticorpi. In final enterocitele infectate mor, rezultdnd necroza
epiteliului care impreuna cu raspunsul inflamator constituie leziunile shigelozei.

In cazul infectiei cu Shigella dysenteriae 1 avem in vedere efectele
exotoxinei (toxina Shiga), acestea fiind de trei tipuri: neurotoxic, citotoxic i
enterotoxic.

o Efectul enterotoxic consta in aderarea toxinei Shiga de
receptorii intestinului subtire si blocarea absorbtiei electrolitilor, glucozei si
aminoacizilor din lumenul intestinal.

o Efectul citotoxic consta in inhibarea sintezei proteinelor, cauza
a mortii celulare, leziunilor microvasculare a intestinului $i a hemoragiei locale.
Astfel se explica aparitia abceselor parietale in ileonul terminal, apoi a necrozei,
ulceratiei si hemoragiei.

o Efectul neurotoxic are ca semne febra si crampele
abdominale.

Shigeloza este o boala diareica acuta, cu evolutie autolimitanta datorita
capacitatii regenerative a epiteliului intestinal. Apare dupa 2-5 zile de la ingestia a
100-1000 de bacterii. Debutul este brusc cu febra, diaree apoasa, colici
abdominale intense. Tn periada de stare pacientul are 30-40 scaune nefecaloide,
cu mucos, puroi si sange. In urma acestora poate s& apara deshidratarea.
Tenesmele rectale, starea generala alteratda sunt de asemenea simptome
importante ale dizenteriei.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator este bacteriologic. Produsele patologice sunt
materiile fecale emise spontan sau recoltate cu sonda Nelaton de la pacienti in
perioada de stare a bolii $i in convalescenta. Transportul produsului patologic de
face Tn mediul Cary-Blair iar insamantarea este recomandat sa se efectueze cat
mai curand dupa recoltare.



Tabel XVI. Shigella spp.: factori de virulen  ta

Factorul de

virulen ta

Efectul biologic

Invasion Plasmid
Antigens B siC
(lpaB si C)

*se pot evidentia in serul pacietilor covalescenti;

*face posibil contactul cu celulele M ale gazdei;

Ipa B mediaza liza vacuolelor endocitozei in celulele epiteliale sau
in macrofage;

Ipa C cauzeaza eliberarea de citokine (IL-1) si apoptoza
macrofagelor;

InterCellular
Spread A siB
(lcsB si C)

* proteina secretata de polii a doua celule fiice de Shigella, atunci
cand are loc multiplicarea microorganismului in citoplasma celulei
infectate;

*Ics A determina polimerizarea filamentelor de actina cu formarea
cozii de actina ce asigura Impingerea Shigellei in membrana
plasmatica a celulei gazda. Protruzia rezultata deformeaza
membrana plasmatica a celulei Tnvecinate;

*Ics B lizeaza membrana plasmatica asigurand raspandirea
bacteriana intercelulara

Toxina Shiga

*este exprimata de Shigella dysenteriae tip 1;

* citotoxina care inhiba sinteza proteinelor in celula M;
*are efect enterotoxic doar pe ansa intestinala (de iepure)
ligaturata;

*cauzeaza distructie capilarad si hemoragie focala care
exacerbeaza dizenteria;

*este asociata cu sindromul uremico-hemoragic;

Enterotoxina ShET
1

*este codificatd cromozomial
*se Tntalneste Tn serul convalescentilor sau al voluntarilor infectati
cu S. flexneri 2a;

Enterotoxina ShET
2

*codificata plasmidic
*se Tntalneste la 80% din tulpinile de Shigella;

Prima izolare se face pe medii slab sau moderat selective si diferentiale
(Istrati-Meitert, ADCL) care se incubeaza la 37C, 18-24 de ore. Coloniile
transparente, lactozo-negative, sunt insamantate pe mediile diferentiale TSI, MIU,
Simmons pentru identificarea biochimica prezumptivaa tulpinii izolate. Confirmarea
se realizeaza prin teste de aglutinare cu seruri specifice de grup si de tip.

Unele biotipuri de E. coli ale florei normale intestinale sunt foarte
asemanatoare Shigella spp. (sunt imobile, lactozo-negative), diagnosticul
diferential realizandu-se prin abilitatea shigelei de a decarboxila lizina.

Metodele rapide de identificare a speciilor de Shigella sunt reactiile de
hibridizare si PCR. Prin ELISA, folosind seruri cu anticorpi monoclonali, se pot
identifica proteinele Ipa. Aceste tehnici experimentale de diagnostic sunt
importante pentru studiul epidemiologic al infectiilor entero-invazive, dar sunt mult
prea greu de realizat ca examen de rutina in laboratoarele clinice.

TRATAMENT

Fiind o boala autolimitanta, tratamentul antibiotic al dizenteriei este necesar
in cazurile severe de boald, la pacientii varstnici i la copii. Tratamentul antibiotic
se va face conform antibiogramei, reducandu-se durata bolii de la aproximativ 5-7
zile pana la aproximativ 3 zile si perioada excretiei de Shigella in covalescenta.



EPIDEMIOLOGIE . PREVENIRE. CONTROL

Omul reprezinta rezervorul de Shigella spp., primatele captive putand fi
gazde doar accidental. Bacteria este eliminatda in mediul extern prin materiile
fecale ale indivizilor infectati contaminand apa, alimentele, solul. Mustele pot
contribui la raspandirea agentului patogen din materiile fecale pe alimente.
Transmiterea este directa, fecal-orala. Poarta de intrare este tractul digestiv, prin
consum de apa, alimente contaminate, prin Tnot in ape contaminate. Speciile cel
mai frecvent intalnite sunt S. dysenteriae si S. flexneri, fiind si cele mai virulente.
Ca si in alte infectii intestinale, metodele cele mai eficiente pentru controlul
dizenteriei bacilare sunt controlul si siguranta rezervelor de apa, controlul
standardizat al sanitatiei generale, igiena alimentara, comunitara si personala.

Profilaxia specifica consta in administrarea orala a vaccinului dizenteric viu
.Vvadizen”, constituit dintr-o suspensie de bacili S. flexneri 2a (varianta apatogena
— T32), imunitatea durand 6-12 luni.

GENUL SALMONELLA

DEFINITIE, INCADRARE

Genul Salmonella apartine familiei Enterobacteriaceae si cuprinde o
singura specie Salmonella enterica. Aceasta specie cuprinde peste 2300 serotipuri
diferentiate pe baza antigenelor somatice O si flagelare H. Subspeciile acesteia
sunt

- Salmonella enterica (subsp. I)

- Salmonella salamae (subsp. II)

- Salmonella arizonae (subsp. llla)

- Salmonella diarizonae (subsp. llib)
- Salmonella houtenae (subsp. V)

- Salmonella bongori (subsp. V)

- Salmonella indica (subsp. VI)

Aceste subspecii sunt la randul lor divizate in serovaruri (exemple
Salmonella serovar Typhimurium, Salmonella serovar Enteritidis, Salmonella
serovar Typhi, Salmonella serovar Paratyphi, Salmonella serovar Cholerae suis
etc.).

CARACTERE GENERALE

Habitat

Principalul habitat al salmonelelor este tractul intestinal al oamenilor si
animalelor.

Toate serovarurile de Salmonella enterica subspecia enterica sunt parazite
pentru om si mamifere, in timp ce celelalte subspecii se intalnesc preponderent la
pasari si animale cu sange rece. Cele doua surse majore, omul si animalele, vor
determina poluarea solului, apelor reziduale, apelor de suprafatd in care pot



supravietui de la cateva luni pana la céativa ani de zile, daca conditile de
temperaturd, umiditate si pH sunt favorabile. Tn mediul inconjurator ele doar
supravietuiesc, multiplicarea lor nefiind semnificativa. Majoritatea serovarurilor nu
au specificitate de gazda cu exceptia serovarurilor Typhi si Paratyphi cu
specificitate pentru om, serovarul Abortus ovis pentru ovine, serovarul Typhisuis
pentru porci, serovarul Gallinarum si serovarul Pullorum pentru pasari.

Salmonelele ubicuitare cauzeaza diverse simptome clinice, de la infectii
asimptomatice pana la sindroame typhoid-like la copii sau la animale cu Tnalta
susceptibilitate (soareci). La persoanele adulte salmonelele ubicuitare sunt in
marea majoritate responsabile de toxiinfectiile alimentare.

Caractere morfotinctoriale

Salmonella spp. sunt bacili Gram — negativi, nesporulati, prezentand flagel
peritrichi care asigura mobilitatea (cu exceptia salmonelelor imobile S. gallinarum
si S. pullorum), necapsulati.

Caractere de cultur a

Salmonella, enterobacterie aeroba, facultativ anaeroba, poate creste foarte
usor pe majoritatea mediilor de cultura. Pe mediile selective si diferentiale care
contin saruri biliare determina colonii lactozo — negative de tip S. Producerea de
H,S, evidentiata prin aparitia unei pete de culoare neagra in centrul coloniilor, face
ca acestea sa se numeasca colonii ,in ochi de pisisca”. Pe mediul Wilson — Blair
formeaza colonii opace, rugoase, cu margini neregulate, negre, cu luciu metalic.
Mediile de Tmbogatire pentru Salmonella sunt mediile selenit azid de sodiu i
bulion Muller - Kauffmann, pe acestea dezvoltandu-se prompt in 24 de ore si chiar
mai rapid la 40C. Dup a 24-48 de ore pot vira in caramiziu culoarea mediului cu
selenit cu sau fara depozit si pot duce la decolorarea mediului Miller — Kauffmann.

Caractere biochimice si de metabolism

Sunt bacterii lactozo — negative; prin fermentarea glucozei duc la formare
de acid si gaz. S. typhi este singura specie care produce doar acid, fara gaz.
Fermenteaza cu eliberare de acid si gaz, manitolul, maltoza si sorbitolul; nu se
formeaza acid ih mediile care contin adonitol, sucroza, salicina si lactoza. Speciile
de Salmonella nu formeaza indol gi ureaza, descompun proteinele cu eliberare de
H,S si folosesc citratul ca unica sursa de carbon.

Testul cu rogu — metil este pozitiv; testul Voges — Proskauer este negativ;
decarboxileaza lizina si ornitina. Nu cresc pe mediul cu cianuri de potasiu, nu
hidrolizeaza gelatina si nu dezamineaza fenilalanina si triptofanul.

Rezisten ta fata de factori fizici, chimici  gi biologici

Salmonelele sunt germeni rezistenti; in solul pasunilor pot supravietui pana
la 200 de zile, in apa cateva luni. In alimente supravietuiesc intre 10 si 180 de zile,
n pulberile de oud 4 ani. Sunt sensibile la caldura fiind distruse in 5 minute la
100T; dezinfectantele le distrug in 30-120 de minute. Sunt sensibile la actiunea
cloramfenicolului, streptomicinei, tetraciclinei, ampicilinei etc. si a bacteriofagilor
specifici. Din ce in ce mai frecvent se identifica tulpini care prezinta plurirezistenta
la antibiotice, acestea fiind implicate in infectile nozocomiale.

Structur a antigenic a



Structura antigenica a salmonelelor permite definirea a peste 2300 de
serotipuri. Ca toate enterobacteriile, genul Salmonella prezinta trei tipuri
importante de antigene, antigenul somatic, cel de suprafata si antigenul flagelar,
acestea avand aplicatii in diagnostic sau identificare.

Antigenul somatic O, alcatuit din fractiuni antigenice, este rezistent la
caldura si alcool. Prin studiile de cross-absorbtie s-au individualizat 67 de structuri
antigenice diferite care sunt folosite pentru identificare serologica. Antigenele O
etichetate cu acelasi numar sunt Tnrudite, desi nu sunt intotdeauna identice
antigenic. Pot fi tipuri distincte O (exemplu O:35), sau antigene O partiale (care
prezinta un numar de antigene partiale, exemplu 0:4,5,12). Salmonelele care nu
poseda secventa completa de unitati repetitive a polizaharidului — O se numesc
,rough” datorita coloniilor R pe care le determina. Sunt Tn general avirulente sau
putin virulente in comparatie cu tulpinile ,smooth” care poseda secventa completa
de unitati repetitive a polizaharidului O. De asemenea antigenul O prezinta
specificitate de grup, ceea ce duce la incadrarea salmonelelor in serogrupe,
notate cu litere majuscule, fiecare grupa continand multe serovaruri.

Antigenele de suprafata (invelig) ale unor serovaruri de Salmonella sunt
frecvent observate gi la alte genuri ale bacteriilor enterice (E. coli si Klebsiella).
Antigenele de suprafata ale salmonelelor pot masca antigenul O, determinand
inaglutinabilitate O n reactiile serologice. Antigenul Vi este un antigen specific de
suprafata ntalnit doar la trei serovaruri Salmonella: Typhi, Paratyphi C, Dublin.
Este asociat virulentei si invazivitatii determinand leucopenie, scaderea nivelului
complementului seric gi capacitatea de multiplicare intrafagocitara. Reprezinta gi
substratul de fixare al bacteriofagilor.

Antigenele flagelare H sunt proteine labile termic situate la nivelul cililor. Se
cunosc peste 50 de antigene H care pot de asemenea sa fie subtipate ca antigene
partiale. Fenomenul de variatie de faza se intalneste la multe tipuri Salmonella,
astfel putand sa-si schimbe tipul de specificitate al flagelilor cu un altul. Antigenele
H se pot prezenta sub una sau sub ambele forme: faza 1 si/sau faza 2. Unele
serovaruri de Salmonella enterica (serovar Enteritidis, Typhi) produc flageli care
au intotdeauna aceeasi specificitate antigenica, antigen H monofazic. Totusi,
majoritatea serovarurilor Salmonella pot produce alternativ flageli cu doua
specificitati antigenice H diferite, antigen H difazic. Astfel serovarul Typhimurium
poate produce flageli cu antigenul i sau antigenul 1,2. Unele serovaruri pot avea
chiar gi antigen H trifazic. Prin transductie unele tulpini au pierdut antigenul H,
devenind imobile. Antigenul H este notat cu o singura cifra, o litera mica a
alfabetului sau cu litera ,z” urmata de un sufix.

LPS (lipopolizaharidul) bacteriilor din genul Salmonella, ca si la alti bacili
Gram-negativi, este continut de inveligul celular. Eliberat dupa liza bacteriana,
functioneaza ca endotoxina si poate fi important si in determinarea virulentei
microorganismelor. Acest complex macromolecular endotoxinic contine trei
componente:

» 0 patura polizaharidica - O externa, responsabila de specificitatea O
si determinarea virulentei microorganismului;

> 0 portiune mijlocie, R core, antigen comun tuturor enterobacteriilor,
determina producerea de anticorpi care protejeaza impotriva infectiilor provocate
de bacterii Gram — negative care au o structura asemanatoare a miezului LPS sau
pot modera efectul lor letal;

» 0 patura interna lipidica, lipidul A.



Endotoxina, poate juca un rol important in patogeneza multor manifestari
clinice: febra, activarea complementului seric, activarea Kkininelor, activarea
sistemelor de coagulare, scaderea contractilitatii miocardului i alterarea functiilor
limfocitelor. Endotoxina circulantd poate fi responsabild, n parte, pentru multe
manifestari ale socului septic ce poate aparea in infectii sistemice.

Raspuns imun

Dupa infectia cu Salmonella serovar Typhi si Salmonella serovar Paratyphi
apar n circulatie anticorpi circulanti anti-O, anti-H, anti-Vi asigurand imunitate pe
viata.

Dupa gastroenterite cu Salmonella, imunitatea dobandita lipseste de obicei,
boala evoluand foarte rapid, nu este timp pentru aparitia raspunsului imun. Pe
perioada acestor afectiuni anticorpii anti-R actioneaza impotriva altor infectii Gram
— hegative. Anticorpi secretori sau ai mucoasei tip IgA protejeaza intestinul
Tmpotriva salmonelelor.

Caractere de patogenitate
Patogenitatea salmonelelor este datorata factorilor de virulenta. Adezinele
si toxinele sunt adevaratii factori de virulenta ai salmonelelor (tabel XVII).

Tabel XVII. Salmonella spp.: factori de virulen  ta

Factorul de Efectul biologic
virulen ta

Enterotoxinele *tulpinile de Salmonella pot produce enterotoxinele termo-labila
(LT), termo-stabila (ST), ale caror efecte nu au fost elucidate

Verotoxina *citotoxina implicata Tn invazia si distructia tisulara;

(toxina Shiga— *Inrudita dar distincta de cele produse de E. coli spp. sau Shigella

like) spp.

Antigenul Vi *adezina produsa de trei serovaruri Typhi, Paratyphi C si Dublin;
*asociata cu virulenta microorganismelor;

Fimbrii *produse de tulpini ale genului Salmonella.

PATOGENIE. BOALA LA OM

Infectiile Salmonella la om variaza in functie de serovar, de tulpina, de doza
infectanta, de natura alimentelor contaminate si de statusul imunitar al gazdei.
Anumite serovaruri sunt foarte patogene pentru oameni; unele tulpini ale aceluiasi
serovar pot prezenta patogenitate diferita. Pacientii imunocompromisi si cei cu boli
hematologice sunt mai susceptibili la infectia cu Salmonella decat adultii sanatogi.

Salmonelozele includ 5 sindroame:

0 gastroenterite;
o febre enterice;
0 septicemie;

o infectii focale;

Gastroenteritele determinate de serovaruri Salmonel la

Salmonelele care determina enterite se gasesc atat la om cét si la animale,
salmoneloza fiind o zoonoza. Salmonelele netifoidice pot determina enterite,
infectii localizate, septicemie, mecanismele lor de patogenitate fiind urmatoarele:



- atasarea si supravietuirea intracelulara datorate antigenelor de
suprafata;

- invazivitatea: salmonelele penetreaza mucusul, adera si invadeaza
enterocitele ileonului si ajung astfel si in tesutul subepitelial; microorganismele
sunt internalizate in vacuole endocitice n care se multiplica;

- limitarea infectiei la nivelul tractului gastro-intestinal de catre
polimorfonucleare; totusi microorganismele se pot raspandi pe cale hematogena
si catre alte locuri din organism;

- raspunsul inflamator mediaza eliberarea de prostaglandine,
stimuland AMPc si activand secretia de fluid Tn lumenul intestinal ceea ce
determina aparitia scaunelor diareice;

- distructia epiteliala apare spre finalul bolii;

- efectul exotoxinelor LT, ST nu s-a identificat inca, pe cand citotoxina
este implicata in invazia si distructia celulara.

Germenii patrund pe cale digestiva si daca sunt ingerati intr-un numar mai
mare de 10° pot declansa boala la adultul s&n&tos. Aciditatea gastrica face parte
din mecanismul de aparate a organismului fatd de aceste bacterii fiind
responsabila de distrugerea majoritatii germenilor ingerati. Contaminarea masiva
se realizeaza prin ingestia alimentelor in care germenii s-au multiplicat ca intr-un
mediu de cultura. Contaminarea poate sa mai aiba loc si de la persoana la
persoana pe cale fecal-orala. Nou nascutii si copii mici sunt mult mai sensibili la
infectie care poate fi indusa de ingerarea unui numar mic de bacterii.

Incubatia dureaza de la cateva ore pana la o zi, microorganismele
multiplicandu-se n epiteliul intestinal, provoaca un sindrom inflamator intestinal cu
diaree mucopurulenta si sangvinolenta. La debut diareea este insotita de greturi si
varsaturi; febra, colicile abdominale, mialgiile si cefalea sunt simptome frecvent
intalnite Tn perioada de stare a bolii. La nou nascuti deshidratarea poate duce la o
stare de toxicoza grava.

In general este o boald benigna. In mod normal nu apare septicemia,
aceasta survenind exceptional ca o complicatie la persoanele imunocompromise.
Sunt posibile localizari extraintestinale: meningita cu Salmonella la copii, osteite
etc.

In convalescenta persoanele care au fost infectate cu serovaruri non-
tifoidice de Salmonella prezinta contagiozitate 3 luni de zile.

In tara noastrd marea majoritate a salmonelelor care determing
gastroenterite sunt reprezentate de serovarurile Typhimurium si Enteritidis.

Salmoneloze majore (febre enterale) — febra tifoid &, febrele paratifoide

Serovarurile Typhi gi Paratyphi sunt agenti etiologici ai febrelor enterice,
patogenitatea lor fiind datorata:

- antigenelor de suprafata care joaca rol in atagarea si supravietuirea
intracelulara: antigenul Vi si variantele ,smooth” si ,rough” ale serovarurilor Typhi
si Paratyphi;

- invazivitatii, microorganismele trecand prin enterocitele regiunii
ileocecale si infectand sistemul limfatic regional, iar apoi pe cale sangvina
infectand gi alte parti ale sistemului reticulo-endotelial;

- fagocitarii microorganismelor de catre macrofage si monocite; in
interiorul acestora salmonelele supravietuiesc, sintetizeaza peste 40 de proteine
ca raspuns la fagocitare, se multiplica si sunt transportate catre ficat, splina si
maduva osoasa unde continua sa se replice;



- reintrarii in curentul sangvin, in timpul celei de a doua saptamani,
cauzand bacteriemia si infectand tractul biliar si alte organe; endotoxemia
determina cresterea si mentinerea febrei;

- colonizarii vezicii biliare (saptamanile 2-3 de boald) si reinfectarii
tractului intestinal; apar simptome diareice si posibile necroze ale placilor Peyer;

- endotoxina poate fi responsabila de febra sau leziunile enterice
intalnite n febra tifoida.

Calea de patrundere este digestiva, transmiterea fiind realizata de la
persoand la persoana. Nici un animal nu este rezervor de infectie pentru aceste
serovaruri. Dupa ingerarea a 10° salmonele urmeaza o perioadd de incubare
lunga de 1-3 saptamani timp in care microorganismele traverseaza mucoasa
intestinala si invadeaza placile Peyer. De aici germenii trec in circulatia limfatica
apoi in cea sangvina determinand etapa septicemica a bolii. Tabloul de septicemie
se caracterizeaza prin febra crescuta care se poate acompania de stare generala
alterata, prostatie, obnubilare. Mortalitatea este crescuta in aceste cazuri.

Pe langa simptomatologia generalda avem o simptomatologie digestiva la
acesti bolnavi reprezentata de anorexie, colici abdominale, constipatie sau diaree.
Simptomatologia digestiva este datorata agresiunii intestinale, hepatice si asupra
vezicii biliare.

Placile Peyer pot sa ulcereze gi sa duca la perforatie intestinala si
peritonita.

Eliberarea endotoxinelor joaca un rol important in patogenia bolii de unde si
pericolul administrarii unei doze foarte mari de antibiotic prin care se risca
provocarea unei distrugeri bacteriene masive, deci eliberarea in cantitate foarte
mare de lipopolizaharide ale membranei externe bacteriene, ducéand la instalarea
socului endotoxinic. Dupa vindecarea bolii pacientul poate ramane purtator biliar
de germeni timp de aproximativ un an de zile.

Septicemiile apar asociate infectiilor oricarui organ sau sistem de catre
serovaruri Salmonella.

Dintre infectile focale mai frecvente sunt artrita reactiva aseptica
postenteritica si sindromul Reiter care au fost raportate dupa aproximativ 3
saptamani de la debutul enteritelor cu Salmonella spp. la indivizi cu sistem de
histocompatibilitate HLA B27. Artrita septica poate surveni ulterior sau o data cu
septicemia si este foarte greu de tratat. Dupa cum am mai precizat, in cazul
infectiilor cu salmonele netifoide mai pot apare meningite (la copii), osteite etc.

Salmonella serovar Dublin provoaca infectii extraintestinale sau complicatii
septicemice.

DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Diagnosticul de laborator este bacteriologic. In salmoneloze coprocultura
este pozitiva din primele ore ale infectiei. Dupa evidentierea coloniilor lactozo-
negative pe mediile selective si diferentiale si dupa cresterea bacteriilor in mediile
de Tmbogatire pentru Salmonella, caracterele biochimice fac posibila punerea
diagnosticului prezumptiv, diagnosticul de certitudine realizandu-se prin reactii de
aglutinare cu seruri specifice polivalente si monovalente.

in febrele enterale diagnosticul de laborator se realizeaza din produsele
patologice recoltate de la bolnavi in functie de stadiul afectiunii. In prima
saptamana recoltam sange pentru hemocultura; in a doua recoltam materii fecale
si bila, sangele fiind folosit pentru hemocultura si pentru reactii serologice; in a



treia saptamana, pe langa cele amintite, se recolteaza lichid duodenal si uring; din
a patra saptamana se recolteaza doar sange pentru diagnostic serologic (reactia
Widal). Hemocultura este pozitiva din prima saptaméana a bolii iar coprocultura
este pozitiva dupa cateva zile de la debutul bolii, ea putand ramane pozitiva si in
convalescenta (purtatori biliari de salmonele tifoidice).

TRATAMENT

In enterite terapia de suport pentru prevenirea deshidratarii si refacerea
echilibrului electrolitic, controlul durerii, al greturilor gi varsaturilor este de prima
intentie. Se evita antibioterapia pentru a prevenii prelungirea fazei de purtatori a
acestor pacienti.

In formele severe sau la pacientii imunocompromisi care risca aparitia
complicatiilor antibioticele sunt indicate, dintre cele mai folosite fiind ampicilina sau
cotrimoxazolul. Oricum antibioterapia trebuie sa& fie Tn conformitatea cu
antibiograma, unele tulpini prezentand plurirezistentad la antibiotice, in aceste
cazuri noile chinolone putand fi indicate.

in infectiile nozocomiale la pacientii imunocompromisi se pot intalni gi tulpini
de Salmonella plurirezistente la antibiotice.

n febrele enterice spitalizarea si administrarea intravenoasa de antibiotice
trebuie sa se realizeze cat mai repede posibil. Cloramfenicolul, ampicilina si
cotrimoxazolul sunt antibioticele clasic folosite. Si in aceste cazuri florochinolonele
pot fi utilizate. Rezistenta la antibiotice poate surveni si la serovarurile Typhi i
Paratyphi.

Purtatorii de Salmonella serovar Typhi in vezica biliara vor suferi interventie
chirurgicala de indepartare a acesteia insotita de tratament cu ampicilina. Aceasta
cale de tratare a purtatorilor prezinta o eficacitate de 85%.

EPIDEMIOLOGIE. PREVENIRE. CONTROL

Salmonelozele fiind zoonoze, contaminarea prin alimente este modul
principal de transmitere a salmonelelor non-tifoidice. Cele mai importante
rezervoare animale sunt gainile, curcanii, porcii si vacile; se pot intalni ca
rezervoare gi alte animale domestice gi salbatice. Datorita capacitatii salmonelelor
de a supravietui in oud, pulberi de oua, carne cruda si produse animaliere
incomplet preparate termic, produsele animale reprezinta cel mai important vehicul
de transmitere, toxiinfectiile alimentare fiind cele mai frecvente salmoneloze.

Epidemiologia febrelor tifoide sau a altor febre enterice implica in primul
rand raspandirea de la persoana la persoana, deoarece aceste microorganisme
nu au ca rezervor semnificativ animalele. Contaminarea cu scaune umane este
principala modalitate de raspandire, iar cel mai frecvent vehicul este apa
contaminata. Ocazional alimentele contaminate datorita manuiri lor de catre
purtatori de serovar Typhi pot fi un vehicul. Amprentele plasmidice ADN si lizotipia
prin bacteriofagi a salmonelelor izolate sunt puternice unelte epidemiologice n
studiul cazurilor de salmoneloza si in gasirea sursei de infectie a acestora.

in febrele tifoide si salmonelozele netifoidice, mai sunt implicati alti doi
factori epidemiologici importanti. Primul este reprezentat de purtatorul uman
asimptomatic. Aproximativ 3% din persoanele infectate cu serovar Typhi si 0,1% a
celor cu salmonele netifoidice devin purtatori cronici. Starea de purtator poate sa
dureze de la céateva saptamani pana la un an. Deci rezervoarele de infectie



existente sunt atat umane cat si animale. Copiii devin foarte rar purtatori cronici ai
agentilor febrei tifoide. Al doilea factor este folosirea de antibiotice in alimentatia
animalelor precum si folosirea lor, fara discriminare, la oameni, ceea ce duce la
cregterea rezistentei la antibiotice a salmonelelor.

Salmonelozele reprezintd o problema majora de sanatate publica datorita
numarului mare si variat de rezervoare animale, existentei purtatorilor umani i
animali si lipsei unor programe internationale de control a salmonelelor.

Salmonelele sunt greu de eradicat, datorita rezervoarelor importante de
infectie reprezentate de oameni si animale. Prin reducerea purtatorilor animali se
poate reduce semnificativ expunerea umana. Aceasta se poate realiza prin masuri
care includ schimbarea practicilor de taiere a animalelor pentru a reduce
contaminarea de pe carcasele acestora; protejarea de contaminare a proceselor
de prelucrare a alimentelor; asigurarea unui program de invatare a practicilor
igienice pentru personalul care manevreaza alimentele in abatoare, fast-food-uri,
cofetarii, restaurante; prepararea si refrigerarea adecvata a alimentelor in
restaurante si case; un program guvernamental de supraveghere a bolilor
enterice.

Vaccinurile sunt valabile pentru febra tifoida gi sunt partial eficiente, in
special la copii.

Nici un vaccin nu este valabil pentru salmonelozele netifoidice. Se continua
cercetarile Tn aceasta arie prin acordarea unei importante mari intelegerii
mecanismelor imunitare a infectiilor enterice.

GENUL YERSINIA

DEFINITIE, INCADRARE

Bacteriologul francez Alexandre Yersin a izolat pentru prima data bacteria
cauzatoare a epidemiei de pesta din Hong Kong de la sfarsitul secolului al XIX-lea.
Genul care a primit numele Tn onoarea acestui bacteriolog japonez cuprinde
enterobacterii cocobacilare, colorate bipolar, ciliate in functie de temperatura,
nepretentioase nutritiv.

Genul Yersinia apartine familiei Enterobacteriaceae si cuprinde 11 specii,
dintre care 3 sunt patogene pentru om:

0 Yersinia pestis
0 Yersinia pseudotuberculosis
0 Yersinia enterocolitica.

Sunt agenti etiologici ai unor zoonoze. Se transmit accidental la om.
Yersinia pestis este agentul patogen al pestei bubonice si pestei pulmonare, pe
cand Yersinia pseudotuberculosis si Yersinia enterocolitica pot determina
gastroenterite severe cu formare de abces local si deces prin peritonita.

CARACTERE GENERALE

Habitat



Speciile din genul Yersinia au ca rezervor rozatoarele, pasarile, mamiferele
domestice de unde se raspandesc in mediul incojurator contaminand solul,
alimentele. Sunt prezente in organismul vectorilor: purecele de sobolan, purecele
uman.

Caractere morfotinctoriale

Yersinia pestis se prezinta ca un bacil gros, Gram-negativ, colorat bipolar,
neciliat, nesporulat. In vivo si pe mediile bogate, la 37, Yersinia pestis dezvo Ita
capsula.

Yersinia pseudotuberculosis este bacterie polimorfa care se poate
prezenta sub forma de cocobacil sau bacil, Gram-negativa, colorata bipolar, cu cili
peritrichi la 24C si imobila la 37<C.

Yersinia enterocolitica este un cocobacil cu capetele rotunjite, Gram
negativ, cu cili peritrichi la 28, neciliat la 37 C, necapsulat.

Caractere de cultur a

Toate speciile de Yersinia sunt aerobe, tolerante la concentratii de sare de
peste 5%, capabile sa se dezvolte in limite largi de temperatura (4-43C)
multiplicandu-se si la temperatura frigiderului. Pe mediile lichide cresterea este
vizibila dupa 48 ore, observandu-se:

o pelicula si depozit floconos abundent, restul mediului ramanand
clar pentru Yersinia pestis;

0 depozit, iar mediul este tulburat progresiv de la fundul eprubetei
pentru Yersinia pseudotuberculosis;

o0 tulburare uniforma a mediului pentru Yersinia enterocolitica

Pe geloza simpla cresc toate speciile de Yersinia astfel:

0 Yersinia pestis formeaza colonii mici de 0,1-0,2 ym dupa 24
ore de incubare si de 1-2 mm la 48 de ore, rotunde, cu marginile usor franjurate, la
Tnceput gri cu centrul galbui si bombat asemanate cu o ,palarie chinezeasca”;

0 Yersinia pseudotuberculosis  determina formarea de colonii
mici, translucide, cenusii-galbui;

0 Yersinia enterocolitica colonii S, mici.

Pe mediile slab selective Yersinia spp. dezvolta colonii ,,S” lactozo-negative,
translucide. Nu se dezvolta pe medii moderat sau Tnalt selective.

Caractere biochimice

Yersiniile sunt bacterii aerobe, oxidazo-negative, care fermenteaza glucoza,
trehaloza, sorbitolul, ramnoza numai cu producere de acizi, nu si de gaz. Nu
fermenteaza lactoza, nu produc H,S, lizindecarboxilaza sau
fenilalanindezaminaza. Nu folosesc citratul ca unica sursa de carbon si nu
scindeaza malonatul; produc ureaza si B-galactozidaza. Sunt imobile la 37<C.

Yersinia pestis este imobild, indol negativa, ureaza negativa, lactozo- gi
manito-pozitiva. Nu fermenteaza zaharoza.

Yersinia pseudotuberculosis  este mobila la temperatura camerei, nu
fermenteaza zaharoza, indol negativa. Reactia cu rosu-metil si reactia catalazei
sunt pozitive.

Yersinia enterocolitica cuprinde tulpini mobile la temperatura camerei,
zaharozo-pozitive. Reactile cu rosu-metil gi reactia catalazei sunt pozitive.
Producerea de indol este variabila, pe cand cea de ornitindecarboxilaza este
constanta acestei specii.



Rezisten ta fata de factori fizici, chimici  si biologici

Yersinia pestis este distrusa in 5 minute la 55T si imediat in fenol 5%. in
dejectele ectoparazitilor supravietuieste luni de zile. Este sensibilda la
streptomicina, tetraciclina si cloramfenicol.

Yersinia pseudotuberculosis  este sensibila fatd de lumina soarelui si
uscaciune. La 56C moare in 30 minute. Fenolul 1% o omo ara in cateva minute.
Prezinta sensibilitate la streptomicina, cloramfenicol si neomicina.

Yersinia enterocolitica are o rezistentd asemanatoare speciei Yersinia
pseudotuberculosis. Tn plus rezistd la temperaturi de refrigerare (+/- 4C). Este
sensibila fatd de streptomicina, cloramfenicol, tetracicline, polimixina B, colistin
sulfat etc.

Structura antigenic a

Yersinia pestis prezinta un antigen de invelis termolabil si un antigen
somatic termostabil.

» Antigenul de invelis (F1), sau antigenul capsular, este termolabil, se
pierde cand microorganismul creste in vitro sau in insecta vector. Este constituit
din 3 fractiuni antigenice:

* Antigenul A este un complex format dintr-o proteina si un lant
polizaharidic, solubil, imunogen, anticorpii formati fata de aceasta fractiune oferind
protectie;

» Antigenul B este un polizaharid solubil, cu specificitate de specie,
anticorpii formati nu ofera protectie;

» Antigenul C este un polizaharid insolubil, nonimunogen.

» Antigenul somatic O este termostabil si prezinta urmatoarele fractiuni

antigenice:

* Antigenul 1: este antigen de virulenta a carui compozitie nu se
cunoaste, ofera protectie;

* Antigenul 3: are specificitate de specie, structura asemanatoare cu
antigenul F1 dar ofera protectie;

* Antigenul 4: este o proteina termostabilda, nonimunogena;

* Antigenul 5: este o proteina termostabila, nu ofera protectie;

* Antigenul 8: este o polipeptida termic-labila cu functie de toxina, nu
ofera protectie;

* Antigenul V: este o proteina asociata virulentei, inhiband fagocitoza,
ofera protectie;

* Antigenul W: este o proteina, ofera protectie;

* Antigenul Rough: este un polizaharid termostabil, nu ofera protectie.

Yersinia pseudotuberculosis  prezinta un antigen flagelar si un antigen
somatic. Sunt cunoscute 6 serotipuri principale, cel mai frecvent fiind serotipul I.
Are Tnrudiri antigenice cu Y. pestis gi unele salmonele.

Yersinia enterocolitica are antigene somatice O termostabile si antogene
flagelare H termolabile. Aceasta specie poate fi subdivizatd antigenic in cel putin
43 serotipuri pe baza a 57 de antigene somatice O si 20 antigene flagelare H.
Cele mai frecvente serovaruri ale acestei specii sunt Y. enterocolitica Oz si
Yersinia enterocolitica Oq.



Raspuns imun

Tn pesta mecanismele r&spunsului imun sunt foarte complexe implicand o
combinatie de factori umorali si celulari. Fata de Yersinia pestis organismul uman
formeaza de anticorpi specifici anti-invelig care actioneaza ca opsonine fata de
microorganismele virulente permitand fagocitoza si distructia lor rapida la locul
initial de infectie. Unii indivizi poseda titruri Tnalte de anticorpi formati fata de
antigenele V gsi W. Gazda covalescenta prezinta imunitate de scurta durata fata de
o reinfectie. Vaccinurile de Y. pestis omorata induc intr-o oarecare masura o
protectie a gazdei.

Pentru celelalte doua specii nu s-a demonstrat existenta raspunsului imun.

Caractere de patogenitate

Factorii de patogenitate comuni ai speciilor de Yersinia implicate in infectii
umane sunt:

- proteinele din membrana externa (Yops = Yersinia Outer Proteins)
sunt codificate de gene prezente pe plasmidul pYV, sintetizate la 37<C, corespund
antigenelor V si W, inhiba migrarea polimorfonuclearelor si fagocitoza, au efect
citotoxic;

- proteina P1 codificata de gene prezente pe plasmidul de virulenta
pYV, asigura aderarea bacteriei de celulele eucariote;

- chelatori de fier.

Patogenitatea Y. pestis consta Tn migrarea pe cale limfatica de la locul de
inoculare la nodulii limfatici regionali si in raspandirea pe cale sanguina la splina,
ficat, plaméni unde determina leziuni hemoragice. Factorii de virulenta ai Y. pestis
sunt

- antigenul de Tnvelis F1: capsula glicoproteica sintetizata numai la
temperatura de 37T, cu efect antifagocitar si imunogen;

- antigenele V si W;

- coagulaza care intervine in formarea de microtrombi;

- activator al plasminogenului care asigura invazivitatea bacteriei si cu
rol antifagocitar.

Patogenitatea speciei Y. pseudotuberculosis constda in aderarea si
traversarea epiteliului intestinal de catre aceste microorganisme, precum si in
migrarea lor la nodulii limfatici mezenterici adiacenti si determinarea unor reactii
inflamatorii la nivelul acestora.

Infectia primara a tesutului intestinal cu Y. enterocolitica este precedata de
adeziunea si invazia celulelor epiteliale care captusesc lumenul intestinal.
Invazinele sunt codificate plasmidic si cromozomal. Nivele sideremice ridicate au
fost inregistrate frecvent la pacienti, ceea ce prezintd importantd in cregterea
virulentei tulpinilor speciei Y. enterocolitica. Marea majoritate a tulpinilor izolate
produc o enterotoxina termostabila, sintetizata la temperaturi sub 30C, efectul
acesteia nu prezinta importanta deosebita Tn definirea virulentei.

PATOGENIE. BOALA LA OM



Yersinia pestis este, in primul rand, un agent patogen al rozatoarelor,
oamenii fiind gazde accidentale infectate prin muscatura puricilor de sobolan
(Xenopsyla cheopis). De la gazda infectata, puricele ingera, odata cu pranzul
sangvin, microorganisme viabile care vor patrunde in tractul sau intestinal.
Purecele poate raméane infectat mai multe saptaméani. Bacteriile se multiplica in
situ suficient astfel Tncat sa-i blocheze proventriculul, iar cateva dintre
microorganisme sa poata fi regurgitate Tn urmatoarea plaga produsa prin
muscatura sa, realizandu-se astfel transferul infectiei la o noua gazda. Céat timp se
dezvolta in gazda nevertebrata, Y. pestis Tsi pierde invelisul capsular astfel ca la
locul inocularii in noua gazda microorganisme sunt necapsulate. O mare parte
dintre acestea sunt fagocitate si omorate de polimorfonucleare neutrofile care
ajung la locul infectiei Tn numar mare. Un numar mic de bacili sunt preluati si de
catre macrofagele tisulare, care nu pot sa-i distruga dar le asigura protectie astfel
incat microorganismele isi pot resintetiza capsula si alte antigene de virulenta.
Recapsulate, bacteriile omoara macrofagele si sunt eliberate Tn spatiul extracelular
unde pot rezista, de data aceasta, fagocitozei. Infectia rezultata se raspandeste
rapid catre nodulii limfatici regionali. Aceste mecanisme se produc in perioada de
incubatie care dureaza 3-6 zile. La nivelul nodulilor limfatici de releu determina
leziuni caracteristice: ganglionii devin tumefiati, moi, foarte calzi si hemoragici,
aspect caracteristic bubonului negru, responsabil de numele acestei afectiuni.
Pesta bubonica poate evolua in doua directii. Bubonul poate sa fistulizeze iar
puroiul de la acest nivel se poate scurge curatandu-se plaga. Acest stadiu local
este vindecabil in totalitate, iar bolnavul este mai putin contagios. Daca bariera
ganglionara este rapid distrusa, iar infectia se raspandeste prin curentul sangvin
(septicemie) are loc o afectare substantiala a ficatului, splinei si plamanilor. Ca
rezultat, pacientul dezvolta o pneumonie bacteriana secundara, severa, eliminand
un numar mare de microorganisme viabile prin sputa si prin picaturile Fligge.
Acesti pacienti sunt extrem de contagiogi pentru personalul medical. Un procent
de 90% din pacientii netratati vor muri, decesul survenind in mai putin de 24 ore
dupa instalarea simptomelor clinice. In conditile aglomerarilor, malnutritiei si
infestarii mari cu ectoparaziti epidemia de pesta bubonica se poate dezvolta, va
predomina forma pulmonara care este mult mai dificil de controlat si care prezinta
0 mortalitate de 100%. Propagarea infectiei se face, de aceasta data, rapid de la
om la om prin inhalarea particulelor incarcate cu germeni ducand la aparitia pestei
pulmonare primare, fara sa se mai treaca prin stadiul de bubon.

Y. pseudotuberculosis este foarte virulenta pentru porcusorii de guinea,
putand declansa izbucniri devastatoare de pseudotuberculoza in coloniile din
crescatorii, inregistrandu-se o foarte inaltd ratd a mortalitati. Odata aparuta,
aceastd infectie este imposibil de eliminat. In afara de rozatoare (porcusori de
guinea, cobai, iepure, soarece), mai poate determina pseudotuberculoza la
animale domestice (cal, caine, pisica) si la diferite pasari. In organele animalelor
infectate se evidentiaza formatiuni cazeoase, nodulare gi adenopatie.

Tn organismul uman patrunde pe cale digestiva, originea contaminarii fiind
probabil alimentara. Microorganismele penetreaza apoi epiteliul portiunii terminale
a ileonului, ajung in placile Peyer si Tn ganglionii limfatici ai regiunii ileo-cecale
unde produc o adenita reticulara, caracterizata prin noduli mari si cazeosi, leziuni
asemanatoare tuberculozei intestinale. Poate sa se instaleze un sindrom
pseudoapendicular, manifestare principala care poate sa apara mai ales la copii si
adolescenti. Pe langa aceasta, foarte rar, poate surveni si septicemia, mai ales la



pacientii cirotici si