18

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL BRUCELOZEI

18.1. DATE GENERALE

18.1.1. O minidefinitie

Brucelele sunt cocobacili gramnegaltivi imobili, nesporulaji. Aerobi sau carboxifili.
Catalazopozitivi, oxidazopozitivi sau negativi, urcazopozitivi, Pe mediul Hiss nu produc
acid din zaharuri,

18.1.2. Repere taxonomice

Genul Brucella reuncste 7 specii: B. melitensis (cu 3 biovaruri}, B. abortus (cu 9
biovaruri), B. suis (5§ biovaruri), B. ovis, B. neotomue, B. canis $i B. rangiferi. Dintre
accstea primele irei specii sunt implicate ocazional in infectii umane.

18.1.3. Habitat

in natura brucelele paraziteaza diferite animale: B. melitensis este gazduitd mai ales
de caprine si ovine, B. abortus de bovine, B, suis de suine, La animale, in afara gestatiei,
bruceloza evoluecaza latent sau ca infectic cronics, obisnuit asimptomatic. La masculi
infectia sc localizeazad frecvent in veziculele seminale. La femclele gestante infectia se
rcactiveaza si brucelele invadeazi placenta si {esuturile fetale, determinand avort. Dupa
avort infectia se focalizeazd in glanda mamara cu eliminarea bruceiclor limp indelungat
prin lapte. In mediul extern brucelele sunt organisme relatity rezistente.

18.1.4. Factori de patogenitate

Brucclele sunt bacterii facultativ intracclulare cu mari capacitati sensibilizante.
Produc endotoxina si au echipament cnzimatic de invazivitate (hialuronidaza).

18.1.5. Receptivitatea la infectie

Desi receptivitatea omului la bruceloza este generald, boala are mai muit caracter
profesional, afec1and ingrijitorii de animale $i personalu) veterinar. Sunt posibile imbol-
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naviri ocazionate de consumul de lapte si derivate de lapte nepasteurizat de la animale
bolnave.

18.1.6. Bruceloza umana

Contaminarea omului se produce pe variat¢ cii: perculand, conjunclivala,
respiratorie, digestivd. Leziunile determinate dc bruccle sunt de tip granulomatos. In
infectia cu B, melitensis granulomul evolueazi frecvent spre cazeificare si supuratie.
Bruceloza evolucazd septicemic, recidivant, cu febrd ondulantd si afeclarea sistemului
reticuloendotelial (limfadenite), locomotor (aririte, poliartrite, bursite, artralgii), nervos
(meningoencefalita, nevrite, radiculite elc.), organele genitale la barbati (orhita,
epididimitd) si la femei (salpingita, ovaritd, endomeiriie etc.), ficatul (eventual cu icter),
rinichii (pielonefritad) etc.

in ansamblu, bruceloza determina un tablou clinic proieiform, dificil de recunoscut,
cauzat de varictatea organclor afectate. Impune diferenticrea de multe alte infectii cum sunt:
infectiile pulmonare acute, tubercutoza, febra Q, ornitoza, febra tifoida, reumatismul eic.

18.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN BRUCELOZA
18.2.1. Diagnosticul microbiologic

18.2.1. 1. Prelevate patologice

Examinam, in raport cu stadiul bolii $i cu forma clinica: hemoculturi, meduloculturi,
biopsii ganglionare; mai rar: lichid cefalorahidian, exsadat articular, bila, urina, puroi. De
la animale examinam avortonul.

18.2.1.2. Microscopia directa

Chiar pe preparate colorate imunofiuorescent, microscopia directa este de cele mai
multe ori negativd, din cauza numarului redus de brucele in prelevatele patologice din
infectia umana,

18.2.1.3. Izolarea si identificarea

lzolarea si identificarea sunt rezervate laboratoarelor specializate, din cauza riscului
infectiei de laborator.

Etapa I. Insamaniam medii de cultura speciale cu extract de ficat, geloza D, gelozd
imbogalitd cu eritritol. Probele contaminate (sediment urinar, lapte de la bovine, caprine
¢tc.) sunl insamantate pe medii selective (prin polimixind B, bacitracini, ciclohexidina).
Culturile sunt incubate la 37°C in atmosfera cu 5—10% CO, (pentru a facilita izolarea de
B, abortus) $i urmirite 4—06 sapiamani. Izolarea prin injcctare la cobai sau in oul embrionat
de gaina poate fi realizatd in interval de 1—2 s3ptamani.
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Hemocultura se face prin insimantarea a cate 5 ml sange in doua flacoane cu mediu
bifazic (pania de gelozd si bulion reunite in acelasi flacon; in pozitia verticald a flaconului
panta de gelozi este descoperita si poate fi inundatd cu bulion, pentru insdmantare, prin
inclinarea flaconului). Hemoculturile sunt incubate la 37°C si urmarite timp de 5 saptamani
pentru aparitia culturii. La fiecare 3—35 zile flacoanele sunt inclinate, pentru inshmantarea
panici de gelozd prin inundare, si readuse la vertical. Una din hemoculiuri esic incubata
in atmosfera cu 5—10% CO,. Utilizarca mediului bifazic previne eventuale contaminari
ale hemoculiurilor clasice din cauza repicarilor frecvente necesare pe parcursul urmaririi
lor.

Similar hemoculiurii se urmireste si mediocultura.

Erapa 1i. Coloniile caracicristice, mici, S, transparcnle, incolore, sunt repicate
pentru obtinerea culturii pure necesare identificarii,

Etapa 111, 1zolatele sunt identificale pe baza:

a  Caracterelor microscopice: cocobacili  gramnegativi, imobili, necapsulati,
nesporulati,

m Caracterelor de culturd: creslerea pe medii special imbogafite, necesitatca CO, elc.

w Caracterelor biochimice: producerea d¢ H,S si urcaza, inactivitatea asupra
zaharurilor in mediul Hiss.

w Activitdtii bacteriostatice diferentiate a colorantilor de aniling (fucsina 1:25 000,
tionina 1:50 000y — vezi tabelul 18.1,

FTabeiuf 18.1. Diferenfierea principalelor specii de Srucella

Caractere studiate B. melitensis B. abortus B. suis
Activitatea ureazet Lenta Foarte lenta Foarte rapida
(1 —5 minuie)

Cultivarca in aimosferd + Necesita CO, &
fara CO,
Producerea de H,8 — + *
Crestere pe medii cu
coloranti:

» tionind + - o

» fucsind + +

Aglutinarea cu ser

monospecific:
& anti-M + - -+
e anti-A - + ; ’
Lizotipia cu
bacteriofagu! TB — + —

w Structurii antigenice. Brucelele poseda doud complexce antigenice majore, A si M,
prezenle in cantititi diferite la fiecare specie. Folosim seruri monospecifice antit-A §i
anii-M in reactii de aglutinare. Cultura de B. melitensis aglulineaza numai cu sernl anti-M,
cea de B. abortus cu serul anti-A, iar ceca de B. swis cu ambele seruri imune.

s Sensibilitatii la fagul Tb (Thilisi) a specici B. abortus.
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Etapa IV. Se citesc si se interpreteaza rezultatele testelor de identificare a speciei
de Brucella, dupid care se completeaza buletinul de analiza.

18.2.2. Diagnosticul imunologic

Diagnosticul imunologic ¢ste o metoda obignuita.

Urmarim prezenia si titrul anticorpilor anti-Brucella si, prin test intradermic, starea
de sensibilizare 1o aceste bacterii.

Anticorpii anti-Brucetla pot fi depistafi uzual din zilele 7—38 ale bolii. In stadiul acut
al infectiei sunt din clasa IgM, iar in stadiile tardive, subacut sau cronic, din 1gG (rezistenyi
la actiunea 2-mercaptoetanolului si la expuneri de 15—30 minute la 65°C). In stadiul
subacut sau cronic al brucelozei apar anticorpi monovalenti blocanti, care inhiba reactia
de aglutinare.

Peniru diagnosticul serologic al brucelozei se utilizeaza reacyii de aglutinare pe fama
sau in (uburi, reactia Coombs pentru depistarea anticorpilor blocanti, reactiile de fixare a
complementului, opsonocitofagica sau d¢ imunofluorescentd indirecia.

Reactia de aglutinare rapidd pe lamd, Huddleson foloseste antigen brucelic con-
centrat si colorat. Pe o placa de sticld se depun, la intervale, picaturi cu cantilali descres-
cande de ser suspect: 0,08; 0,04; 0,02; 0,01 ml, alaturi de care se depun picituri de antigen
Huddleson in cantitaii cgale de 0,03 mlctabelul 18.2).Cu coljul unei lame de microscop se
amesteca picaturile de reactivi incepand de la dilutia mai mare spre dilutia mai mica a
serului. Cu alt colt al lamei se amestec picaturile martorilor, incepand cu martorul antigen.
Se incalzeste lama la 37°C timp de 1—2 minute cu miscari de rotatie. Citirea se face dupa
maximum 8 minute (interval in care placa este mentinuid in camera umeda). Se urmareste
aparitia gi marimea grunjilor viclefi-albasiri de aglulinare si se face clarificarea ames-
tecului, Suspensiile martor trebuie s3 ramani omogene, colorate in violet. Rezultatul se
exprimd dupd o scara convenlionald in procente de aglutinare: 100; 75, 50 si 25 (respectiv
+4 la +1). O aglutinare de 509% corespunde unui titru de 1:100 in reactia Wright, titrul
minim semnificativ.

Tabelul 18.2. Schema reacliei de aglutinare rapidd pe lamd, Huddleson

Reactivi Reactia, difutii de ser Martorii
1 2 3 4 ser antigen

Ser suspect 0,08 0,04 0,02 0,01 0.04 —
Antigen
Huddleson 0.03 0,03 0,03 0,03 - 0,03
Solutie salin
tzo1ona - - —_ — 0,03 0,03
Titrut corespunzator
in reactia Wright 1/50 i/100 1/200 17400

Reactia Huddleson este indicata pentru triajul serurilor in focarcle de bruceloza.
Rezuliatele pozitive trebuie verificate prin reactia Wright.

Reactia de aglutinare lentd in tuburi, Wright. In tuburi de aglutinare efectuiim, cu
solutie salind izotona, dilutii duble ale serului suspect de la 1:12,5 pana la 1:400 in volume
de 0,5 ml. In ficcare tub pipetam apoi cate 0,5 ml antigen Wright (suspensie de¢ bruccle
omorate standardizata la 20 miliarde germeni/ml) diluat 1:10(tabelul 18.3).Toale tuburile
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sunt incubate 20—24 ore la 37°C, apoi inca 1—2 ore la temperatura camerei. Citim reacjia
cu ochiul liber prin comparatie cu tuburile martor si notam intensitatea aglutinérii de la
+4 la 0 dupa cum urmeaz4: +4 = supernatant clar cu depozit de aglutinat, care la agitare
apare grunjos in lichidul transparent; 0 = suspensie omogena similard cu martorul antigen;
+2 = supernatant cu opacitatea martorului 2 antigen §i depozil de aglutinat grunjos. Titrul
minim semnificativ pentru diagnostic este 1:100 cu aglutinare +2. Titrurile de 1:50 sunt
dubioase.

Tabelui 18.3. Schema reactiei de aglutinare lents in tuburi, reactia Wright, pentru diagnesticul

brucelozei
Reaclivi Reactia propriu-zisd Martor Martori antigen'
(numérul tuburilor §i cantitdfi, ml) ser
1 2 3 4 & 6 1 2
Solutie salind /0.5,‘ /0.5\‘ ’0.5 N 0.5 - 0.5 SN /0.5
izotona 0.92 0.5 0.5 }).5 - 0.5/ 0.5 0,92 0.5 0,75
Ser suspect 0,08 — -— -— — ~ 0,08 - —
Dilutia de ser | 1:12,5 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 — — —
Antigen 0.5 0.5 0.5 0.5 0,5 05 - 0,5 0,25
Wright
(difual
1:10)
Dilutia finala 1:28 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 - - —
a serulut [
' Nlanori de capacitate corespunzitori respectiv 1 ecaciiei negative (aglutinare 0) $i 2: reactiei  pozitive
S0% (++)

In reactia Wright aglutinarea poate lipsi la primele dilufii de ser sau complet, din
cauza anticorpilor blocanyi monovalenii, situatie frecvents in siadiul cronic al infectiei.
Anticorpii blocanti pot fi depistafi prin reactia Coombs: in tuburile negative ale reacliei
Wright se adauga la antigenul brucelic (spalat pentru indepartarea imunoglobulinelor fixate
nespecific §i resuspensionat) o cantifate delermipatd de ser antiimunoglobulind umana.
Aglutinarea indich prezenta anticorpilor blocanti. Un titru de 1:100 in reactia Coombs esie
diagnostic semnificativ.

Clasa anticorpilor anti-Brucella, 1gM sau IgG, se determind prin reactia Wright sau
reactia de hemaglutinare indirecla (pasiva), cu hematii cuplate cu antigen brucelic, efec-
tuate in paralel cu probe ale serului suspect tratate §i nclralate cu 2-mercaptoetanol.
Diferenta mare dintre titruri indicad predominana anticorpilor IgM (infeclic primara acuid).
Diferente nesemnificative intre titruri semnificd predominanja anticorpilor IgG (infectie
cronica sau latenta subclinica).

Reactia de fixare a complemeniului {vezi 10.2.2.3). Titruri semnificative sunt ccle
> 1:10 din zilele 12—14 de boala. Reactia este mai ales utild in formele cronice st latente
de bruceloza. Se negativeaza o datd cu vindecarea microbiologica. In reactiile postvaccinale
pozilivarea este tranzitorie.

Reactia opsonofagocitard. Desi nu arc valoare diagnostica, de obicei, evalueaza
gradul de rezistcnid a bolnavului (valoare prognostica}. Serul bolnavilor de brucetozd
opsonizeaza o suspensie de brucele si stimuleaza fagocitoza semnificativ mai putcrnic decit
serul persoancior normale.
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Tehnica reactiei: intr-un tub, la amestecul de 4,25 ml suspensie standardizata de
brucele inactivate in fazi S cu 0,25 ml solutie 29, citrat de sodiu, se adauga 0,5 ml sange
de la bolnav. In tubul martor, la amestecul acelorasi reactivi, se adaugd 0,5 m} sange de
la o persoana sinitoasa. Din conginutul tuburilor, incubate 20 minute la 37°C, se efectuca-
za frotiuri subtiri coloraji Giemsa., Se numiri brucelele fagocitate de 25 polimor-
fonucleare ecxaminate consecutiv, inregistrand intensilatea fagocitozei conform tabeiului 4.4.

Tabelul 18.4. Calcularea indicelui opsonocitefagic (I0C)

Numdarul germenilor Intensitatea fagocitozei Numarul de PMN din Calcularea 10C
fagocitati per PMN grupa de intensitate {coloanele 2x3)
0 0 0 0x0=0
1—20 +(1) 6 Ix6=6
21—40 +(2) 4 2xX4=8
=41 +H+(3) 15 Ix15 =45
Total: 25 59

La persoane sanatoase 10C variaza intre 0 si 10. La bolnavi un indice intre 11—24
este dubios, unul intre 25—49 este pozitiv, iar unul intre 50—75 este intens pozitiv si
corespunde unei bune reactivitdfi imune.

Diagnosticul serologic prin reactiile moderne de hamaglutinare indirectd, ELISA,
coloratie imunofluorescentd indirectd este mai sensibil in formele cronice si latente ale
infectiet 51 elimin3 rezultatele fals pozitive prin rcactii incrucisate cu fractiuni antigenice
comune intre Brucella, Francisella tularensis, Yersinia enterocolitica sau Vibrio cholerae.

Intradermoreactia Burnet depisicaza sensibilizarea de tip intarziat la brucelina (revezi
tabelul 11.1), Dupad 24—48 ore se mascard diametrul zonei infiltrativ-eritematoase. Inter-
pretare: diametrul de 10 mm indick o reactie slab pozitiva, de 30 mm o reaclic pozitiva, de 60
mm o reactic intens pozitivi. Intradermoreactia la brucelind se pozitiveazd dupa 14—30 zile
de la debutul bolii sau dupa vaccinarea cu vaccin vie atenuat si persistd timp indelungat.

In concluzie:

w Diagnosticul de bruceloz3 acula se confirma prin reactiile Huddleson si Wright pozitive
cu anticorpi predominant din clasa IgM, RIF indirectd si i.d.r. Burnet slaba sau pozitiva.

a Diagnosticul de bruceloza cronica sau latent3 se confirmi prin predominanja an-
ticorpilor din clasa IgG; reactia Coombs si RFC pozitive la titruri semnificative, i.d.r.
Burnet pozitiva sau inlens pozitiva.

18.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul, profilaxia
si tratamentul brucelozei

w Antigen Huddleson: suspensie de Brucefla omorata si coloratd cu 20 miliarde
germeni/ml,

» Antigen Wright: suspensie de Brucella omorits cu 20 miliarde germeni/m}.

» Suspensie eritrocitard sensibilizata cu antigen brucelozic.

s Seruri imune monospecifice A si M anli-Brucella.

a Bacteriofag anti-Brucella Tb (Thilisi).

a Brucelina.

» Vaccin anti-Brucella omordt (curativ) sau viu atcnuat {profilactic).

w Antibiotice: tetraciclina + streptomicin3, biseptol.



