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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL TUSEI CONVULSIVE

Tusea convulsiva este o boala infectioasa acutd si contagioasd, cauzata de Bordetella
pertussis. Atacd de obicei copiii, determinand o bronsitd alergizanta, care evolueazd mai
multe saptimani cu accese paroxistice de tuse spasmodic3. Sindroame asemanatoare, dar
mai benigne, pot provoca alte specii de Bordetella, unele adenovirusuri, virusul respirator
sincitial sau paragripal.

26.1. DATE GENERALE

26.1.1. O minidefinitie

Bordetelele sunt cocobacili gramnegativi, imobili (doua specii) sau mobili (o specie).
Aerobi, oxidazopozitivi, catalazovariabili. Pe mediul Bordet-Gengou formeaza colonii per-
late inconjurate cu o zond de hemoliza fara margini definite. Nu atac3 zaharurile in medii
cu peptona.

26.1.2. Repere taxonomice si habitat

Genul Bordetella reuncste patru specii:

» B. pertussis, care paraziteazi chile respiratorii ale omului ca agent etiologic
al tusei convulsive;

w B. parapertussis, alla specie umana care determind sindroame mai benigne de tusc
convulisiva;

w B. bronchiseptica, care paraziteazd ciile respiratorii ale unci varieldti de animale
domestice sau s3lbatice si imbolndveste numai rar omul;

a B. avium, care paraziteazi cailc respiratorii ale curcanilor fara 3 fi semnalatd
patogena pentru om.

Sursa de infecjie sunt bolnavii §i purtatorii sinatogi. Foarte sensibile in mediul
extern, aceste bacterii se transmit prin picituri Flugge si sccretii nazofaringiene.

26.1.3 Factori de patogenitate
Bordetella pertussis poscda vrmatorii factori de palogenitale:
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a) Liganzi, care, prin tropismul lor peniru cilii epiteliului respirator, initiaza
colonizarea masiva a mucoasei respiratorii. Ligandul major este Aemagliutinina filumentoasd
(HAF), iar cel accesor fimbriile. HAF eliberatd in mediu poate fi captaid prin «piraterie»
de catre pneumococi §i Haemophilus influenzae, care suprainfecteazd caile respiratorii
inferioare ale paciengilor cu tuse convulsiva,

b} Capsula cu activitate antifagocitara.

¢} Un complex de toxine cu actiuni nocive multiple:

s toxiconecroza mucoasei respiratorii;

a declansarea reaciici inflamatorii locale;

» hipersecrefia mucoasa in cdile respiralorii;

u leucocitoza (15 000—20 000 leucocite/mm) cu limfocitoza (peste 60%),

s imunodepresia;

s inhibifia fagocitozei;

@ sensibilizarea ia histamini;

» hipersecretia de insulina.

Factorii de patogenitate asigurd inijierea i evolugia proceselor locale inflamatorii
infiltrative, alterarea mucoasci brongice, suprainfectia bacteriani, alergizarea bronhiilor,
hipersecrctia de mucus, ¢xcitarea continud a centrului respirator cu declangarea acceselor
paroxistice de tuse, completate cu reactii din partea aitor sisteme §i organe,

Celelalte specii de Bordetella posedd numai o mic parte din echipamentul de
patogenitate al B, pertussis si niciodald principala exotoxina: periussigenul.

26.1.4. Receptivitatea la tusea convulsiva

Receptivilatea la tusca convulsivil este generald. La sugari infectia evolueazi deosebit
de grav, frecvent morial.

26.1.5. Tusea convulsiva

Dupa o incubatie de 7—12 zile, boala evolueaza in trei stadii: cataral, convulsiv si
de convalesceni3, pe ¢ durata de 1,5—3 luni.

In stadiul cataral (T—14 zile) semnele clinice, relativ benigne, sunt necaracteristice
(catar respirator, stranut, tuse), dar pacientii sunt foarte contagiosi, B. pertussis fiind
prezentd in mari cantitafi in nazofaringe.

Stadiul convulsiv (2—4 saptimani), Starea generali a pacientilor sc altcreaza
progresiv $i, caracteristic, apar accesele de tuse spasmodici, epuizant3, care se asociazi
cu cianoza, varsaturi, eventual convulsii. La sfargitul accesului de tuse, pacientii expec-
toreaza, greu, © cantitate redusi de sputd vascoasd. Dup2 3—4 siptamani de la debutul
bolii pacientul devine necontagios, in sAnge creste titrul anticorpilor pani in saptamanile
8—9 de boala.

Stadiul de convalescenta (cca 4 saptamani). Lent, accesele de tuse se raresc si scad
In inlensitate, dar varsaturile mai pot persisia ca fenomen reflex conditiosnat.

234



26.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A TUSEI CONVULSIVE

26.2.1. Diagnosticul microbiologic

26.2.1.1. Prelevate patologice

Cat timp pacientii sunt contagiosi (primele 3—4 siptamini de boala) se preleva
mucozitdtile nazofaringiene cu un tampon pernazal. Alte prelevate, sputa (dificil si tardiv
obtinuta), picaturile Flugge prelevate pe «placa tugitd», sunt mai pugin satisfacatoare.

Data fiind marea sensibilitale a B. pertussis la desicare, exsudatul nazofaringian il
prelevim pe tampon imbibat cu mediul de transport Kuznejov (solufie de tampon fosfat,
cu pH 7,0, cu 0,5% agar-agar si 0,2% carbune de temn activat). Peniru transport, tam-
ponul imersat in mediul Kuznefov permite supraviefuirea bordetelelor pana la 5—6 ore.

Metoda «placilor tugite» asigurd insamanjarea piciturilor Fligge direct pe suprafaga
mediului de culturd (vezi mai jos) cu antibiotic (4—6 Ul penicilina sau 2,5 ug meticilina
/ml) din placa Petri, expusi deschisi la 10—12 cm de gura pacientului in cursul accesului
de tuse.

Proportia izolarii B. pertussis scade de la 95—80%, in saptdmanile 1—2 de boali,
la 40—20% in saptimanile 2—3 si sub 20% in sdptimanile 3—4.

26.2.1.2. Microscaopia directa

Microscopia directa pe frotiuri din mucozititile nazofaringiene sau sputi colorate cu
ser imun fluorescent anti-pertussis si anti-parapertussis permite depistarea si identificarea
rapidi a speciilor respective.

26.2.1.3. Izolarea si identificarea

Prin izolare si identificare pot fi confirmate pana la 80—90% din cazurile de tuse
convulsiva surprinse in siadiul cataral. Ulterior procentul izol3rilor scade progresiv.

Etapa 1. Se epuizeazi tamponul cu exsudat nazofaringian sau sputa pe mediul Bor-
det-Gengou sau gelozi-cazeina-sange-carbune activat, care contin 4—6 Ul penicilin3 sau
2,5 ug meticilind/ml, pentru inhibitia bacteriilor grampozitive de contaminare, cu incubare
1a 37°C, in aimosfera umeda, timp de 7 zilc.

Etapa If. Se urmireste zilnic aparifia coloniilor caracteristice. Coloniile de Bordetella
sunt bombate, perlate cu aspectul picAturilor de mercur, ¢u hemoliza fara limite, precise,
B. pertussis cregte cel mai lent, abia dupa 3 zile, cu colonii miici. B. parapertussis creste in
1—2 zile si formeaza colonii mai mari. Coloniile de B. bronchiseptica apar a doua zi §i
sunt cele mai mari,

Se repica 3—15 colonii tipice sau suspecte, pcatru a se obine cultura stock pe panta
in vederea identificarii.

Etapa I11. Se identifica izolatele pe baza caracterelor prezentate in tabelul 26.1:

Tabelul 26.1. Caractera diferentials intre speciile Bordefelia

Testu! B. 8. B. B.
periussis parapertussis bronchiseptica avium

Cresterea pe medinl:
= Bordet-Gengou + (3 zile) + (1—2 zile) + {1z + (1 zd)
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Tebelul 26.1 (conlinuare)

Testul B. B. B. 8.
pertussis parapertussis bronchiseptica avium

» Mac Conkey — + + o+
m gelozd cu peplond -_— + + +
Tirozinaza' - + — -
Qxidazd + - + +
Ureazd — + + —
Nitrataza —_ - + —
Citrat, utilizare — d + d
Mobilitatea - — o +

Simboluri: «r» — 90% sau mai mulie din wlpini pozitive; «—» — 90% sau mai multe din tulpini negative;

d — 11-—89% din tulpini pozifive.

' Pigmentogenezd pe gelozh cu peptond (innegrire).

2 Reactie pozitivd dupi 4 ore.

a) Microscopice: cocobacili gramnegativi cu sau fird capsuld. B. pertussis §i B.
parapertussis sunt imobile. B. bronchiseptica este mobila.

b} Caractere de culturd: La izolarea din organism, B. pertussis nu creste pe medii
cu peptoni; celelalie specii cresc, inclusiv pe mediul Mac Conkey, care contine i saruri
biliare.

¢) Teste biochimice. Caractere de gen: inertfia fermentativi. Caractere diferentiale
intre specii: scindarea tirozinei, utilizarea citratului, producerea de ureazi, reducerea
nitratilor in nitriti, producere de catalaza, oxidaza.

d) fdentificarea antigenicd a izolatelor o facem cat mai curdnd dupa izolare, pentru
a evita degradarea antigenica prin subcultiviri repetate. Se utilizeaza seruri monospecifice
in reactii de aglutinare sau imunofluorescenta.

Etapa IV. Se analizeazi, se interpreteaza rezultatele tesielor de identificare si se
redacteazi buletinul de analizd cu precizarea dacad au fost izolate saw nu Bordetella si
anume care specie,

26.2.2. Diagnosticul imunologic

26.2.2.1. Metoda serologica

Anticorpii anti-Bordefella apar abia in saptdmanile 2—3 ale bolii $t titrul for creste
progresiv pand in siptimanile 8—10.

Se preleva doua probe de scr, in dinamica, la interval de 3 saptimani. Cum sindromul
de tuse convulsiva este polictiologic, indicala initial este reactia de fixare a3 complementulai
cu baterie de anligeni care includ: antigenii B. pertussis si B. parapertussis alaturi de
antigenii adenovirali, virusuri respirator sincifial i paragripal. Semnificativi este cresterca
de cel putin 4 ori a titrului fatd de unul din antigenii etiologici posibili.

Anticorpii anti-Bordetella pot fi depistati prin reactii mai sensibile: de aglutinare
(titruri semnificative de peste 1:80), de hemaglutinare indirectad (titruri semnificative de
cel putin 1:80 — 1:160) sau ELISA.
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26.2.2.2. Intradermoreactia Flossdorf

Aceasta reacfic depisteaza sensibilizarea de tip intarziat, care apare Ia convalescentii
de tuse convulsivd fajd de alergenul specific al B. pertussis.

Desigur, diagnosticul imunologic al tusei convulsive are numai o valoare retrospectiva
cu interes mai mult pentru epidemiolog,

26.2.3. Biopreparate si medicamente utilizate pentru diagnosticul
de iaborator, profilaxia st tratamentul tusei convuisive

s Seruri imune aglutinante §i fluorescente antiperiussis si antiparapertussis, pentru
identificarea culturilor de Bordetella.

u Aglutinogen pertussis §i parapertussis; baterie de antigeni fixalori de complement
pentru serodiagnostic.

x Monovaccinul inactivat antipertussis sau trivaccinul difterotetanopertussis pentru
profilaxie.

w Estolat de eritromicind peatru tratamentu! antimicrobian.



