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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL SIFILISULUI

Sifilisul (luesul} este o treponematozi veneriani umani caracierizald prin evolutfie
stadiala.

28.1. DATE GENERALE

28.1.1. O minidefinitie

Treponemele sunt spirocheti relativ fini. Mobilitatea le este asigurata prin mai multe
fibrile axiale periplasmice, inrulate in jurul protoplastului §i inserate la extremitatiie
citindrului protoplasmic prin corpi bazali conectati cu fibrile citoplasmice (microtubuli sau
endoflageli). Strict anaerobi sau microaerofili sunt foarte pretenfiogi nutritiv. Speciile
patogene nici nu pot fi cultivate pe medii artificiale,

28.1.2. Repere taxonomice $i habitat

Dificultatea sau chiar imposibilitatea de a cultiva treponemele in vitro face dificil
studiu! lor pentru o clasificare satisfacatoare. Ele constituie genul Treponema al familici
Spirockaetaceae. Interes medical prezinta:

w Treponema paltidum, cu trei biotipuri diferenfiate numai prin caractercle clinico-
epidemiologice ale boliler determinate: biotipul pallidum, cauzi a sifilisului, biotipul en-
demicum, cauzd a sifilisului endemic (bejel), cu transmitere nonveneriana, si biotipul
perienue, cauzi a pianului, alt treponematoza nonveneriana cu poarta de intrare cutanata.

u T. carateam, cauzi a unei trepoitematoze nonvencriene numite pintd sau carate §i
raspanditl in zona tropicald a Americti §i in Occania.

s T. paraluiscuniculi cauzeaz sifilisul iepurilor. Are interes medical pentru tulping
Nichols de 7. pallidum, sursa de antigen specific in serodiagnosticul sifilisutui, se inirefine
in laborator pe icpuri infectaji prin injectare intratesticulara. Pentru g ¢vita confuzii, acesti
iepuri trebuie si fie indemni de infectia cu T. paraluiscuniculi.

u Treponeme orale: T.denticola $i alle specii mai putin bine definite (T.vincentii,
T.scoliodontum, T.orale, T.macrodentium), revezi partea a doua, tabelul 22,1,

s Treponeme genitale: 7.phagedenis, T.refringens, T.minutum.

28.1.3 Factori de patogenitate

La T.pallidum pot fi considerati factori de patogenitate urmatoarele capacitati:
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w de aderenti la receptori celulari (fibronectind) si ai matricei intercelulare (laminina
st colagen};

s de eludare temporard a raspunsului imun prin mascare cu molecule plasmatice
(imunoglobuline, complement) sau molecule de clasa I ale complexului HLA fixate pe
membrana externa;

» depresia temporar3, in primele stadii ale infecfiei, a raspunsului imun celelar;

s raspuns autcimun al gazdei la cardiolipind (antigen comun treponemelor si
tesuturilor animale — vezi mai jos), la fibronectina, laminina si colagen.

28.1.4. Receptivitatea la treponematoze

Receptivitatea la infectia cu biotipurile de T.pallidum este generala. Pinta afecteaza
cu precadere rasele cu pielea de culoare inchisi.

28.1.5. Principalele treponematoze

Sifilisul se transmite sexual in peste 90% din cazuri. in rest contagiul se face
transplacentar (sifilisul congenital), prin obiecte foarte recent contaminate de bolnavul con-
tagios (cca 0,01% din cazuri), transfuzie de sange, sirut; prin neglijarea masurilor de
autoprotectie de catre medici in cursul interventiilor chirurgicale, a consuMatgiilor urogenitale,
de citre personatul de laborator la prelucrarea prefevatelor patologice.

Dupi o incubatie de 2—6 saptamani, boala evolueazi in 3 stadii;

Sifilisul primar evolucazd 4—8 siptamani. La poarta de intrare (eroziuni tegumen-
tare, muccasa genitald, bucald) apare sancrul sifilitic, o ulceratie bine circumscrisa,
coloratd rosu-jambonat, situatd pe o bazi infiltrativd, induratd (sancru tare), care, dupd
cca o saptamana, se insofeste cu adenitd satelitd. Leziunile sifilisului primar sunt superfi-
ciale, bogate tn treponeme (contagioase) si se vindecd spontan férd cicatrice, La sfarsitul
stadiului primar reactiile serologice se pozitiveazi.

Sifilisul secundar apare dupa 6—8 saptimani de evolutie a sancrului tare §i
reprezintd faza de generalizare bacteriemicd a infectiei cu numeroase gi variate leziuni
metastatice: cutanate (exaniem cu sifilide maculare, papulare, papuloerozive, papulocrus-
toase), ale mucoaselor (enantem cu sifilide eritematoase sau erozive), poliadenite, perios-
tite, artrite, corioretinitd, meningitd sifiliticd, nefritA. Leziunile sifilisului secundar,
generalizate, bogate tn treponeme (cel mai contagios stadiu al bolii), se vindecd spontan
férd cicatrice. In lipsa tratamentului etiologic, pot fi recidivante cu manifestari predominant
pe tegument §i mucoase.

Rispunsul imun umoral este maximum, dar cel celular apare abia la sfargitu!
stadinlui secundar. Dup3 aparitia raspunsutui imun celular cca 25% din bolnavi sc vindeca
microbiologic, 1a al§i cca 25% infecjia evolueazi latent pana la sfargitul viefii.

Sifilisul tertiar. Numai la cca 50% dia pacientii netratati infectia se reactiveaza mai
precoce (2——3 ani) sau mai tardiv (10—20 ani). Treponemele persistente in focare tisulare
profunde, desi au o multiplicare limitatd, produc leziuni granulomatoase distructive si
localizate: gome osoase §i culanate, scleroze viscerale caracteristice sifilisului cardiovas-
cular (anevrism si insuficienta aortic), nervos (tabesul, paralizia generali progresiva) etc.

Existenta raspuasului imua celular specific in stadiul tertiar al bolii este dovedita
prin pozitivarea i. d. r. cu luetind (un antigen specific al 7. patlidum) 1a 100% din pacienfi.

Reactiile serologice prezinta oscitatii (remisiuni si ascensiuni ale titrului de anticorpi)
legate de eliberarea antigenilor din leziuni,
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Sifilisul congenital determini moartea fatului, cu avort, sau un rou-nascut cu Jeziuni
sifilitice (cheratitd interstitiala, leziuni dentare, ale oaselor mazale, ale sistemului nervos
central).

Bejelul, determinat de T.pallidum biotipul endemicum, adaptat la transmitere ex-
tragenitald, afecteaza cu precidere copii din zonele tropicale. Evolueazi stadial cu leziuni
cutanate diseminate, foarie contagioase. Leziunile viscerale sunt rare.

Pianul, determinat de T.pallidum biotipul pertenue, evolueazd endemic in zone tropi-
cale umede, subdezvoltate. Sancrul este extragenital (buzii, antebraj, gamba), eruptia
stadiutui secundar este papuloulcerativd, exclusiv cutanata, iar in stadiul tertiar apar numai
gome.

28.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A SIFILISULUI

28.2.1. Diagnosticul microbiologic

Posibilitagile diagnosticului direct al sifilisuiui se limiteazid numai la microscopie.
28.2.1.1. Prelevate patologice

» Serozitatea exprimata prin comprimarea bazei sancrufui, dups decontaminarea
ingrijitd a leziunii prin spalare cu solutie salina izotona, aspirdti prin capilaritate in pipeta
Pasteur.

m Aspiratul prin puncjia ganglionilor limfatici regionali afectafi.

m Exsudatul din elementele eruptive cutanate sau mucoase ale sifilisului secundar.

28.2.1.2. Microscopia directa

In sifilisul primar microscopia directs este unica posibilitate de diagnostic.

w Preparatul nativ intre lamd si lameld examinat I3 microscopul cu fond intunecat.
Pe campul negru se urmiresc treponemele stralucitoare, subtiri de 0,1—0,18 #m, cu
capetele efilate, cu 6—14 spire adanci regulate $i cu miscari caracteristice (rotatie, Flexie,
translatie). Treponemele genitale comensaie sunt mai groase, dar diferentierca for esie
dificila si cere experienti.

m Preparate colorate Giemsa, Frotiul se fixeazi 10—15 minute cu alcool metilic, apoi
se coloreaza 30 minute cu solujie Giemsa. La microscopul cu imersie se observs ireponemele
colorate usor in roz-rosu.

@ Preparate colorate prin impregnarea argenticd Fontana-Tribondeau’

— se trateaza de 3 ori, cate 20—30 secunde, froiliul nefixat, cu solutic Rugge (formol
2 ml, acid acetic 1 ml, apa distilata 100 ml);

— se spali;

— se acoperd frotiul cu acid tanic solugie 5% si se incalzeste 1—3 minule (fara
emitere de vapori);

- se spala cu apa distilata;

. —se gcopera frotiul cu azotat de argint amoniacal solugic 5% si se incalzeste un
minut ¢ca mai sus;
. — se spala frotiul cu apa distilata, sc usuci yi se examineaza la microscopul cu
imersie.

Pe fondul galben al frotiulni, treponcmcle apar colorate in negru-brun,
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e Coloratia imunofluorescentd directd este pujin accesibila, dar evita riscul confun-
darti T.pallidum cu treponemele genitale comensale. Se trateazi frotiurile cu conjugat
fluorescent al anticorpilor specifici anti-T.pallidum. La microscopul luminescent numai
treponemele sifilisului apar fluorescente, cu morfologie tipica.

28.2.2. Diagnosticul serologic

Diagnosticul serologic este posibil la sfarsitul stadiului primar al sifilisulai, pe o1
parcursul bolii, precum §i la persoanele cu infectie latenta.

Se examineaza probe de ser §i, In raport cu simptomatologia, probe de lichid
cefalorahidian.

Cum T.pallidum nu poate fi cultivata in vitro, pentru reactiile serologice sunt folosite
urmatoarele categorii de antigeni:

w Cardiolipina, o haptena lipidica prezenid in T.pallidum si in tesuturile animale. Se
obtine ca extras din cordul de bou imbogitit cu colesterol si lecitini.

m Antigen proteic de grup, comun treponemelor patogene §i unor treponeme comensale
cultivabite. Se obfine din cultura tulpinii Reiter de T.phagedenis.

a Antigenii proteic §i polizaharidic specifici biotipurilor de T.pallidum. Se utilizeaza
fie suspensii, fie extracte ale tulpinti Nichols de T.pallidum multiplicatd prin injectare
intratesticulara ja iepuri.

Primii care pot fi depistati in evolutia bolii sunt anticorpii antitreponemici specifici
(anticorpii imobilizanti la 10—15 zile dupa aparitia sancrului), urmeaz3d apoi anticorpii
antiproteici de grup st in fina! anticorpii antilipoidici (14—235 zile de la aparitia sancrului).
Primii care dispar dupd vindecarea microbiologica a sifilisului sunt anticorpii antilipoidici:
dups 6—24 luni, in raport cu precocitatea tratamentului. Anticorpii antiproteici de grup
si, mai ales, cei specifici sunt mult mai persistenti.

Reactii serologice cu cardiolipind, RFC si testul de flocutare VDRL, depisteaza in
serul bolnavilor anticorpii antilipoidici. Sunt cele mai accesibile si curent folosite in diag-
ca antigenul cardiolipina este relativ ieftin. Rezuitatele sunt orientative. Reactii fals pozitive
pasagere apar in cursul sarcinii, bolii serului, unor infectii acute bacteriene (scarlatina,
pneumonii pneumococice sau cu micoplasma, tifos exaniematic, chlamidioze), virale
(hepatite, gripi, variceld, rujeold, mononucleoza infectioasd) sau cu protozoarc (malaric
etc.). Reactii fals pozitive persistente intalnim in infectii cronice (tuberculoza, lepra}, boli
aufoimune (colagenoze, anemic hemoliticd, tiroidita Hashimoto etc.), uncori Ja varstnici.
Reactii fals negative pot s apari in sifilisul latent sau in cel tergiar,

Retinem:

m La pacienti cu semne clinice sugestive, prezenfa anticorpilor antilipoidici confirma
diagnosticul de sifilis, dar abseata lor nu il poate infirma.

= [n absenta semnelor clinice sugestive, reactiile pozitive cu antigenul cardiolipina
trebuie confirmate prin testari cu antigeni treponemici specifici.

» Sciderea constantd a titrutui anticorpilor serici antilipoidici sau disparitia lor in
tichidu! cefalorahidian denotd vindecarea sifilisului.

Reactiile cu antigeni treponemici (reactia de fixare a complementului — RFC, reactia
de hemaglutinare indirectds — RHAI, reactia de imunofluorescen)a indirecta — RIFI,

reactia de imobilizare a treponemelor — RIT, ELISA, reacfia de imunoaderenti etc.)
permit obfinerea rezuliatelor serologice confirmative, decisive pentru diagnosticul

sifilisului.
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Astfel:

s in campaniile de depislare activd a bolii se utilizeaza pentru fiecare ser doua teste
de rutini: RFC cu cardiolipin3 sav antigen proteic de grup si reactia de floculare VDRL;

s pentru confirmarea diagnosticului, se completeaza testele de rutind printr-un test
cu antigen treponemic specific,

1. Testul de floculare VDRL ( Venereal Disease Research Laboratory) poate fi efectuat
in tuburi sau pe placi din polistiren cu godeuri,

Se amestech antigenul cardiolipinic VDRL, diluat in solutie izotond tamponai, cu
seru! de cercetat incalzit 30 minute la 56°C si centrifugat pentru clarificare. Se omogenizeaza
timp de 4 minute prin migcare uniformd, circulars, cu 160—180 rpm. Se citeste sub lupa
(80X —100X). Reactie pozitiva: fiocoane mari in lichidul limpede. Reactie negativa: lichidul
ramine cu turbiditatea omogena.

2. Reactia de fixare a complementului (revezi partea intai, 10.2.2,3.). Se utilizeaza
fixarea rapida (45 minute) la 37°C, tehnica Wassermann, sau fixarea prelungita (i18—20
ore) la 4°C, tehnica Kolmer. Fixarca prelungita la rece este mai sensibila, dar mai putin
specificd. Se efectueazi reacgia cu serul inactivat al boinavului, cardiolipind si antigeni
treponemici de grup sau, pentru confirmarea diagnosticului, specifici.

3. Reactia de hemaglutinare indirectd. Se folosesc hematii de berbec tanate sau
formolate i sensibilizale cu antigen treponemic proteic specific. Inainte de reactie se absorb
serurile de testat cu sorbent preparat din tuipina Reiter de T.phagedenis pentru indepir-
tarea anticorpilor antilipoidici $i antiproteici de grup. RHAI este sensibila, specifica si
accesibild oricarui laborator ca metoda calitativd sau cantitativa in plici cu godeuri.

4. Reactia de imunofiluorescentd indirectd. Frotiuri din suspensia tulpinii Nichols de
T.pallidum se trateazd cu serul suspect absorbit (vezi mai sus). Dupa spilare, se tratecazi
frotiurile cu conjugat fluorescent antiimunoglobulinid umana. Fixarea anticorpilor pe T pal-
lidum duce la atasarea si a antiimunoglobulinei umane marcate, care vizualizeaza
treponemele in galben-verzui ¢And se examineaza frotiurite 1a microscopul cu fluorescenta.

S. Reactia de imobilizare a treponentelor. S¢ amesteca suspensia {ulpinii Nichols de
T.pallidum in mediu! Nelson-Mayer cu serul suspect inactivat si complement, Se incubeaz3
amesiecul 18 ore la 37°C in anaerostat. Uiterior din fiecare amestec se efectueaza preparate
intre lamé si lamela, care sunt examinate la microscopul cu fond intunecat, §i este stlabilita
proporfia treponemelor imobile din totalul ireponemelor observate. Treponemele imo-
bilizate in proportia de S1—100% indica un rezultat pozitiv, 25—50%, unul slab pozitiv si
< 20% usul negativ.

Diagnosticul infectiilor determinate de celelalte biotipuri de T.pallidum s¢ bazeazd
pc examenul c¢linic, depistarea microscopici a treponemelor in leziuni si aceleasi teste ca
si peniru serodiagnosticul sifilisului.

28.2.3. Biopreparate utifizate in diagnosticul de laborator al sifilisului

a Imunoconjugat fluorescent anti-T.pallidum pentru RIF directa.

w Antigen cardiolipind pentru reactia de floculare VDRL, RFC-W sau RFC-K.
s Antigen treponemic proteic de grup pentru RFC-W sau RFC-K.

» Antigen treponemic specific penire RFC-W sau RFC-K.

= Antigen treponemic specific adsorbit pe hematii peniru RHAIL

» Imunoconjugate anti-imunoglobutind umana pentru RIFI.



