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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL DIFTERIEI

Difteria este o toxiinfectie acutd, contagioasa, a copiilor sau aduifilor, cauzaia de
Corynebacterium diphtheriac

25.1. DATE GENERALE

25.1.1. O minidefinitie

Corinebacteriile sunt bacili grampozilivi, cu granule metacromatice, maciucati,
dispusi in unghiuri §i palisade. Imobili, nesporulati, neacidorezistenti. Facultativ anaerobi,
dar unele specii sunt aerobe, oxidazonegativi 5i catalazopozitivi. Ataca zaharurile fermen-
tativ sau deloc.

25.1.2. Repere taxonomice si habitat

Genul Corynebacterium reuneste numeroase specii, unele cu tropism uman, altele
patogene pentru animale sau pentru plante.

Speciile cu tropism uman. Mai cunoscutd este C. diphtheriae, cauza difteriei. C.
minutissimum determinid o afectiune cutanati: eritrasma. C. mycetoides poatc produce
ulcere cutanate tropicale.

O serie de specii comensale in microflora tegumentului $i mucoaselor pot detcrmina
infectii la gazda imunocompromisi: septicemii, endocardile, pneumonii. Asa sunt: C,
xerosis, C. jeikeium (specie particularizat3 prin rezistenta la multiple antibiotice). C. pseu-
dodiphthericum, ghzduild in nazofaringe, si C. matruchotii, component al placii dentare,
suni comensale nepatogene.,

Putine din speciile patogene pentru animale infecteaza accidental omul. Asa sunt:
C. pseudotuberculosis sau C. ulcerans.

C. diphtheriae are 3 biovarari: gravis, mitis $i intermedius cu peste 50 serovaruri si
maltiple fizovaruri. Bacilii difterici sunt rezisteni 1a uscaciunc. In fragmente de falsa
membrand §i secretii nazofaringiene uscate si la adapost de lumind supravicjuiesc mai
mulie luni. De aceea difteria se poate transmile st prin pulberi contaminate,

Surse de infecyie in difteric sunt omul bolnay st purtitorii sainatosi de (ulpini toxigene
ale bacililor difterici.
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25.1.3 Factori de patogenitate

C. dyphtheriae este o bacterie toxigena prin conversie lizogenicA. Tulpinile agresive
elaboreaza enzime c¢a hialuronidaza, neuraminidazi, care favorizeaza difuziunea toxinei
de la poaria de intrare a infectiei.

Touxina diftericd este un inhibitor al sintezei proteice cu efecte necrotice la poarta de
intrare a infectiei si in jesuturi, unde difuzeaza pe cale sangvini. O toxina ideatica produc
taipimi lizogene de C. ulcerans.

25.1.4. Receptivitatea la infectiile cu corinebacterii

Toate persoanele cu mai pugin de 0,01 unitati antitoxind difterica/ml ser sunt recep-
live la difterie.
Receptivitatea ia bacilii difterimorfi din microflora normaia a fost precizatd mai sus,

25.1.5. Difteria

Poarta de intrare uzunald a infecjici este faringele. Rar, mai ales In condijii de
promiscuitate, poarta de intrare poate fi conjuncliva, plagile saw volva, Toxina difterica
necrozeazi epiteliul si jesutul subiacen( la poarta de intrare. Bacilii difterict se multiplica
in jesutul necrotic, unde raman cantonafi, iar toxina difuzeaza in organism pe cale sangvini.
Un exsudat fibrinos infiltrat cu leucocite polimorfonucleare si hematii cuprinde jesutul
necrotic, formand la suprafata leziunii o falsd membrand cu aspectul unui depozit cenusiu,
a carui detasare, dificila, lasad o suprafajd singerinda. Falsa membrani are iendinti la
extindere. Cand cuprinde laringele (crupul difteric) duce la asfixie. Ganglionii limfatici
cervicali yi tesuturile gatului sunt edematiate. Semnelor iocate li se asociazd fenomene
generale: febr, stare toxicd. Toxina diftericd determini ieziuni necrotice in miocard
(miocardita diftericd), rinichi, glandele suprarenale, nervi ( polinevrita diftericd). Pacientii
au leucocitozd cu neutrofilie. In formele hipertoxice apare un sindrom hemoragic, iar
pacientii mor in 24-—48 ore prin miocardit difterica, supraviejuitorii fac paralizii ale valului
palatin, muschilor oculari sau extremitatilor.

25.2. INVESTIGATII DE LABORATOR PENTRU
CONFIRMAREA DIFTERIEI

Data fiind gravitatea bolii, prezumtia clinica hotariste terapia specifica a difteriei.
Lxamenul bacteriologic confirma sau infirma acest diagnostic intr-un interval in care actul
terapeutic esie deja consumat.

25.2.1. Diagnosticul microbiologic

25.2.1.1. Prelevate patologice

Se preleva trei tampoane prin detagarea unei porfiuni marginaie din falsa membrana
(amigdaliana, conjunctivald, vulvara sau a unei piagi) si un tampon nazofaringian pe cale
nazala.
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Pentru depistarea portajului, se prelevad 2 tampoane: unui nazofaringian i unul
faringian.

Cu primul tampon prelevai din leziune se efeclueazd extemporaneu 2 frotiuri, care
dupi fixare, sunt expediate la laborator impreuna cu celelalte tampoane. Dac3 examinarea
intarzie mai mult de 2 ore, se vor imersa {ampoanele intr-un mediu de transport: geloza
semilichida 0,1% cu 109% ser sangvin si telurit de potasiu sau OQCST (ou-cistini-ser-telurit
de potasiu), care pot funcfiona i ca medii de imbogatire.

25.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directa se efectueaza pe cele doua frotiuri: unul colorat Neisser, celalali
Gram. In contextul reactiei inflamatorii cu polimorfonucleare se urmareste prezenta de
bacili drepti sau Incurbafi, cu capete maciucate, agezali in unghiuri si palisade, ca literele
chinezesti, cu granule de volutind (corpusculii Babes-Ernst) dispuse polar §i colorate
metacromatic in albastru pe fondul galben-brun al bacililor in coloragia Neisser. Pe frotiul
colorat Gram, bacilii difterici apar gramvariabil cu granulele de voluting violete pe fondul
bacterian rosu.

Valoarea microscopiei directe este orientalivd din cauza asemanarii morfologice a C.
diphtheriae cu bacilii difterimorfi. Oricum, microscopia diferentiazad anging difterica de cea
uiceronecroticd Plaut-Vincent determinati de o asociatie fusospirochetozica.

25.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa 1. Al doilea tampon se epuizeaza pe:

w0 placa cu mediu selectiv diferential, Tinsdale (geloza-ser-cistina-telurit de potasiu-
tiosulfat), sau Bucin (gelozi-sange cu hinozol), cu incubare la 37 °C timp de 24—48 ore,

= 0 placa cu gelozi-sange cu incubare peste noapte la 37°C,

Dubla insAmantare se impune din dou3 motive:

» Se controleaz calitatea prelevarii. Pe mediul sclectiv poate sa nu apari culturs; dacd
aceasia lipseste si pe geloza-sange prelevatul a fost necorespunzitor.

e Unele angine streptococice simuleazi difteria, caz in care insdmanjarea aumai pe
mediul selectiv dA rezultat fals negativ,

In fine, uncle forme grave ale diftcriei se datoreaza infectiei mixte bacil difteric—S.
pyogenes.

Al treilea tampon prelevat din leziune, ca si tamponul nazofaringian sunt imersate
si incubate in medin) OCST pentru imbogatire peste noapte la 37°C. A doua 2i se epuizeaza
prelevatul imbogagit pe mediul selectiv de izolare. L1a fel se procedeaza gi cu cele doud
tampoane prelevate de la purtatori.

Etapa il. Se examineaza culturile de pe mediul selectiv urmarind coloniile suspectc
de bacili difterici: colonii negre cu halou brun pe mediul Tinsdale sau colonii albastre pe
mediul Bucin. Se repica pe mediul Locffler (bulion glucozatl | % ser de bou coagulat in
panta) cateva colonii suspecte, bine izolate, pentru a objine, dupd incubare pestc noapte
la 37°C, cultura stock necesara identificarii. Pe mediile cu telurit de potasiu coloniile unor
specii de stafilococ sunt asemanitoare cu cele ale bacililor difierici. De aceea, inainte de
repicarea pentru cultura pura, fiecare colonie de pe mediul sefectiv cu telurit de potasiu va
fi controlatd microscopic, pentru a le evita pe cele de stafilococi.

Pe mediul Loeffier bacilii difterict cultiva preferential in 14-—18 ore, formand colonii
mici, opace, cu aspectul picaturilor de spermantet.
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Tabeluf 25.1. Caractera diferenjiale intre bacilul difteric §i aile corinebactarii

Acid din
PPE Cistinaza Ureaza Fosfatazi glucozit galactoza
C. diphtheriae':
m gravis + - — + +
» intermedius + - — + +
n nitis * —_ — +* +
C. jeikeium - - NC + +
C. matruchotii - d - + =
C. minutisstmum — - + * NC
C. mycetoides —_— —_— + — —
C. pseudodiph-
thericum — + - - =
C. xerosis — — — + +
C. pseudotuberculosis + + — ’ +
C. ulcerans + + - + +
S_imboluri: «kry — 90% sav mai mult din wiplni pozitive; «—» — 90% sau mai mult din tulpini nega-
gve_ 11—89% din tulpini pozitive; NC — necomunical.

Etapa 111, Se identifica izolatele prin:

a) Studiul caracterelor microscopice pe frotiu colorat Neisser si Gram. Bacilii difterici
au morfologia tipica de bacili corineformi cy numeroase granuie de volutini dispuse polar
numai in cultura pe mediul Loeffler sau in falsa membrana.

b) Studiul caracterelor de culturd pe mediile cu telurit de potasiu coroborat cu
activitatea biochimica permite identificarea celor 3 biovaruri de C. diphtheriae (tabelul 25.1).

¢) Studiul caracterelor biochimice:

» Testul cistinazei (Pizu). Hidrogenul sulfurat eliberat din cistind sub actiunea cis-
tinazei produse de bacilii difterici reactioneaza cu acetatul de plumb si formeaza suifurd de
plumb neagra. Izolatele sunt Insiméngate prin infcpare in coloand de gelozi-ser cu cistind §i
acetat de plumb, Innegrirea traiectului de insdmantare cu halou cafeniu dupa incubare pesic
noapte semnificd un test pozitiv. Cistinaza produc numai bacilii difterici si C. wicerans.
Restul bacililor difterimorfi dau testul negativ.

m Testul ureazei este negativ pentru bacilii difterici si variabil la speciile difterimorfe.

s Testul fosfatazei este negativ pentru C. diphtheriae 5i variabil cu specia de bacili
difterimorfi.

m Fermentarea zaharurilor {glucozd, maltozy, zaharozid etc.) si polizaharidelor
(dextrind, amidon) diferentfiazd nu numai speciile de corinebacterii, ¢i si biovarurile
bacilului difteric (tabelul 25.1).

m Testul hemolizeti este pozitiv pentry biovarul mitis al bacililor difterici.
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Tabelul 25.1 {(continuare)

Acid din
Specia
pet! manito! mallozi zaharoza glicogen amidon

C. diphtheriae':
a gravis + + —_ + +
s intermedius + + — + —
w mitis + + —_ d _
C. jeikeiwm - — -_— NC NC
C. matruchotii + + + + —
C. minutissimum d + + NC —
C. mycetoides — — NC - NC
C. pseudodiph-
thericumnt - - - - -
C. xerosis + — + — _
C. pseudotuberculosis + + d d —
C. ulcerans NC + — d +

llétio\rarurill;-. de C. diphtheriae, aspectu) coloniilor;

u pe gelozi-sange cu cistind $i telurit de potasiv:

— gravis: cenugiu-inchis, mari, plate, uscate crenefate {«floare de margaretan);

— fntermedius: cenugii cu centrul negru, acuminate uscale;

— mitis: negre, mici, hucioase, bombate;

a pe mediul Tinsdale biovarurile gravis i mitis formeazi halov brun dupd 24 ore, intermedius dupd 48 ore.

d) Structura antigenicd. Reactii de aglutinare cu seruri polivalente si monospecifice
identifica bacilii difterici si serovarurile lor, care pot fi folosite ca markeri epidemiologici.

e) Lizotiparea tulpinilor toxigene si netoxigene de bacili difterici esie necesar in scopuri
epidemiologice: stabilirea tulpinilor cpidemigene circulante, investigaltii in focarele de difterie,

f) Testul toxigenezei finalizeaza identificarea tulpinilor de C. diphtheriae izolate de
la bolnavi sau de la purtatori, pentru ¢i numai acestea sunt patogene.

» Testul de toxigenezd in vitro (testul Eleck) — vezi 25.2.2.1. Tulpinile toxigene
dau testul pozitiv in 24—48 ore (rareori dupa 72—120 ore).

u Testul de toxigenezd in vivo este un test dc neutralizare efectuat pe cobai sau iepuri. Se
inoculeaza cultura de 24 ore in bulion sau suspensie in bulion & culturii de pe mediut Locffler,

Pentru testul subcutanat se inoculeaza la 2 cobai, in regiunea abdominala, 2 ml din cultura
tulpinii testate, unul din cobai fiind protejat cu 2 ore inainie prin injectarea intraperitonezla a
1000 U antitoxina difterich. Animalele sunt urmarite de la 24 ore pani la 30 zile, Cobaiul
neprotejat face fenomene specifice intoxicatiei difterice: moartea in 24—96 ore cu necroza si edem
gelatinos la locul de inoculare, congestia capsulelor suprarenale, congestie ¢u acumulare de
exsudat in pleurs, pericard, peritoneu. In cazul tulpinilor slab patogene cobaiul supravietuieste
mai mult, cu escard locala, pierdere progresiva in greutate si paralizii duph 15—20 zile de la
inoculare. Cobaiul martor, protejat specific, ramane indemn.

Intradermic sc pot tesia 8—10 tulpini pe un cobai si 15—20 tulpini pe un icpure.
Testul pe iepure este cel mai sensibil. Se injecteazd, in puncte separate, pe jumaiatea
dreapta a spatelui depilat, cate 0,1 ml culturd la iepuri $i 0,2 ml la cobai. Dupa 4 orec s¢
injecteazd intravenos 2000 U antitoxina difterica la iepure si 1000 UA intraperitoneal ia
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cobai, iar dupd 10 minute se inoculeaz intradermic pe jumitatea stAngi a spatelui, in pozifii
similare, cultura acelorasi tulpini. Intre wlpinile injectate una trebuie si fie sigur 10xigena:
maritorul pozitiv. Reacfia pozitiva: eritem, infilirat, necroza dermica in punctul de inoculare
din jumitatea dreaptd cu absensa leziunii in punctul simetric din jumatalea stanga a spatelui.

Etapa 1V. Se analizeazd, se interpreteaza rezuliatele $i se redacteazi buletinul de analiza:
e. g «Se confirmi diagnosticul de difterie prin izolarea de C. diphtheriae toxigen» sau
«Hemocultura izoleaza Corynebacterium jeikeium rezisient la urmaitoarele antibiotice ... si
sensibil pumai la ...).

25.2.2. Controlul receptivitafii 1a difterie si eficiengei vaccinarii

Intradermoreactia Schick controleazi receptivitatea la difterie. Pe faja antebrajului
drept se inoculeaza intradermic 0,2 mti toxina Schick (toxina difterica stabilizat1a si diluata
pentru a congine 1/50 DLM cobai/0,2 ml), iar la antebraful stang, in pozijie simetrica, se
inoculeaza, ca martor, 0,2 ml toxina Schick inactivatid termic. Reactia se citeste dupsd 48
ore, urmirind intensitatea $i diametru} zonei congestiv-infiltrative de la locul de inoculare
a toxinei §i martorului. Reactia pozitivd: zona congestiv-infilirativa cu diameirul de peste
10 mm numai la locu! de inoculare a toxinei; traduce receptivitatea la difterie. Reuactia
negativi: nici o modificare la locul de inoculare a toxinei; traduce imunitatea la difterie,
toxina a fost neutralizati.

O zona congestiv-infiltrativa atit 1a locul de inoculare a toxinei, cit si a martorului
traduce sensibilizarea la toxina fie a unei persoane imune, fiec a uneia receptive la difterie.
Daca in 96 ore dupa inoculare congestia si infiltratia dispar la ambele antebrate, este
pseudoreactie. Daca dispar la martor, dar persista la locul de inoculare a toxinei este reactie
combinatd; persoana fiind receptiva la difierie i sensibilizats, trebuic vaccinati cu doze
fractionate.

In suspiciunea difteriei la adulti cu starea generald nealterata, tratamentul specific
cu antitoxina diftericd se poate temporiza asteptind rezultatul testului Schick. Un 1est
ne¢gativ exclude diagnosticul de difterie.

Eficienta vaccinarii antidifterice se poate controla prin i. d. r. Schick sau prin reactia
de hemaglutinare indirecid (care utilizeazd ca antigen hemalii tanate sensibilizate cu
anatoxina difierici), reactia de nentralizare ori ELISA. Testul Schick negativ sau prezenta
a peste 0,01 UA/ml ser semnifich eficienta vaccinirii,

25.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul de laborator, profilaxia
si tratamentul specific al difteriei

a Seruri aglutinante antidifterice polivalent si monospecifice pentru identificarea
antigenica a serovarurilor,

s Set de bacteriofagi antidifterici pentru lizotipia culturilor de C. diphtheriae.

w Ser antidifteric hiperimun heterolog. Serul terapeutic este conservat prin fcnol
{vezi tabelul 2.6). Pentru testul Eleck este necesar ser antidifieric nefenolat.

u Imunoglobuline umane hiperimune antidifierice.,

m Anatoxind diftericA (monovaccin), anatoxind diftericA plus anatoxini tetanica
(bivaccin}, peatru revaccindri sau trivaccinul antidifterotetanopertussis pentru primovac-
cinarea copiilor.

= Toxina diftericA purificatd Schick pentru testarea intradermicd a receptivitatii la
difterie.



