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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL LEPTOSPIROZELOR

30.1. DATE GENERALE

30.1.1. O minidefinitie

Leptospirele sunt spirocheti cu 10—30 spire regulate, strnse, putin adanci §i cu
unul sau ambele capete incarligate. Mobilitatea le este asigurati printr-un axistil format
din 2 flageli periplasmici, in jurul cirora se inruleaza cilindru! protoptasmic.

30.1.2. Repere taxonomice

Leptospirele sunt reunite in familia Leptospiraceae cu doud genuri: Leptospira si
Leptonema, dintre care numai primul prezint3 interes medical.

Genul Leptospira cuprinde 3 specii: una patogena, L.interrogans, $i doud nepatogene,
L.biflexa si L.parva.

L.interrogans are 22 serogrupe cu peste 200 serovaruri. Recent, prin anticorpi
monoclonali, a fost demonstrat ca antigenul specific de serovar esic parte integranta a
lipopolizaharidei ieptospirelor, iar antigenul specific de gen este proteic.

30.1.3. Habitat

L.interrogans este gizduitd de mamifere:

m Gazdele de mentinere, in stare de sanatate aparentd, poaria leptospirele in rinichi
si, posibil, in organele de reproducere. Exista o afinitate a serogrupelor pcntru o anumita
gazda de menfinere: ¢.g. icferohaemorrhagiae pentru sobolanul brun, canicola pentru caini,
pomona pentru porci, tarassovi pentru porcine §i bovine, grippotyphosa i hebdomadis
pentru soareci etc. La aceste gazde doza infectanta estc foarte mica §i infectia s¢ transmite
larg intraspecific prin urina sau pe cale sexualy. Cele mai numeroase gazde de mentinerc
sunt rozitoarele.

a Gazdele accidentale contracteaza infectia, cu variaie serovaruri, uzual prin elemente
de medin contaminate cu urina gazdelor dc mentinere sau a altor gazde accidentale. Doza
infectanid este mare, frecvent infeciia este manifesty clinic, iar portajul renal de durata
relativ mai scurtd. Omul sau animale domestice pot fi gazde accidentale,

a Gazdele de amplificare sunt gazde accidentale intre care infectia sc poatc transmite
epidemic. Asa suni animalele domestice din crescatorii (vite, porci, caini), care transmit
infectia si citre gazdele de mentinere say om,
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In apa si solul umed, in ndmol L.interrogans persisia timp indelungat (pana la 42 zile).
L.biflexa traiegte in apeie de suprafati, iar L.parva in apa de conducia,

30.1.4. Factori de patogenitate

Virulenia leptospirelor rezult3 din:

® capacitatea invaziva asiguratd prin mobilitatea lor mare §i, probabil, producerea
de hialuronidazi,

w capacitatea adezivd la glicocalixul celulelor gazdei,

a capacitatea de multiplicare in vivo,

= acumuiarea de endofoxind.

30.1.5. Receptivitatea la leptospiroze

Nu numai virulenta tulpinii, ci $i rezistenta gazdei are, In particular raspunsul imun,
un rol important in severitatea manifestarilor leptospirozelor. Este bine cunoscuid sen-
sibilitatea mare a cobailor tineri la infecjia experimental3 cu variate serogrupe §i serovarusi
de L.interrogans si rezisienja iepurilor, sobolanilor, soarecilor.

30.1.6. Leptospirozele

Omul contracteaza leptospiroza prin tegumente $i mucoasa conjunctivala, nazala sau
bucalad la contactul cy apa, namolul, solu]l umed ori alimentcle contaminate cu urina
animatelor infectate. Sunt repede antrenate in circulatia generais, fira a determina leziuni
la poarta de intrare, patrunzand in lichidul cefalorahidian si in toate jesuturile. Dupa o
incubatie de 3—14 zile, boala debuteaza cu o faza septicemici, febria, care dureazi cca 7 zile.
Urmeazi o pericad3 afebrila de 1—3 zile, dupa care incepe faza organici a bolii, manifestata
prin febra si o simptomatologie variata in functie de organeie predominant afectate.

In faza organica leptospiroza poate evolua anicteric (simpla febra, sindrom menin-
geal, nevrite, mielite, encefalite, sindrom renal) sau icteric (sindromul Weil). Aceasti
evolutie nu fine atat de serovarul infeciat, cat de virulenta tulpinii si reactivitatea gazdei,
Endotoxemia esie responsabila de gravul sindrom cardiovascular hemoragic cu letalitate
de 6—89% . Manifestarile hemoragice sunt mai frecvente in leptospirozele icterice.

Leptospirele se pot localiza in uterul gravid si trec transplacentar determinand avort,

Cele mai grave imbolnaviri le cauzeazi leptospirele din grupele icterohaemorrhagiae,
canicola, bataviae s. a.; forme benigne, cele din grupul grippotyphosa.

30.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN LEPTOSPIROZE

30.2.1. Diagnosticul microbiologic

30.2.1. 1. Prelevate patologice

In prima s&ptamani de boald se urmaresc leptospirele in sange, iar din a doua
saptamana in urina si, la pacienti cu meningita, in lichidul cefalorahidian. Cum leptospirele
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sunt foarte sensibile la pH acid, se preleva probe de urini alcalinizatd prin administrare
prealabila pacientului de citrat de potasiu sau bicarbonat de sodiu. Necroptic se preleva
probe de fesut renal §i hepatic. In scopuri epidemiologice se examineaza si urina sau jesut

renal de {a animale, probe de api, namol.

30.2.1.2. Microscopia

Se examineazi preparate native $i preparate colorate.

Examenu! preparatului umed intre lama gi lamel3 a sedimentului de urind sau lichid
cefalorahidian la microscopul cu fond negru depisteaz leptospirele stralucitoare, cu mor-
fologie caracteristicd si cu mischri de rotatie, flexie si translatie. Microscopia plasmei
sangvine in preparat nativ poate da erori, din cauza confuziei expansiunilor fibrilare ale
trombocitelor si hematiilor cu leptospire.

Efectudm frotiuri de sange, din sedimentul umorilor prelevate sau amprente de
organe. Pe preparatele microscopice colorate Giemsa leptospirele apar colorate in rosu-
violet, iar dup3 impregnare argentici Fontana-Tribondeu in negru-brun.

Mai putin accesibila este coloratia imunofluorescentd directa.

30.2.1.3. Izolarea si identificarea

Leptospirele pot fi izolate pe medii artificiale sau prin inoculare 1a animale receptive.

Multe tulpini de leptospire cultivd usor pe mediile clasice, care sunt, in principiu,
solutii saline, mai mult sau mai putin complexe, tamponate la pH 7,2 si suplimentate cu
109% ser de iepure inactivat (e.g. mediile Korthof, Stuart). Unele tulpini sunt mai
pretentioase, dar pot fi izolate pe medii semisintetice cu serum-albumina bovina si acizi
grasi (e.g. mediul EMYH — Ellinghausen-Mc Cullough-Johnson-Harris). Cultura apare
dupa 10—30 zile de incubare aeroba la 28°C fira a modifica semnificativ turbiditatea
mediului. Aparitia culturii o urmarim la intervale de § zile prin microscopie pe fond negru.

Umorile si fesuturile pot contine inhibitori pentru leptospire. De aceea insamantam
probele ca atare si in dilutii. Exemple:

Hemocultura. Se insamanteazid 0,5 ml intr-un prim tub cu 10 ml mediu §i se
omogenizeazi. Se transvazeazd 0,3 ml din acest amestec in al doilea tub cu 3 ml medin,
se omogenizeazi §i se transvazeaza 0,3 ml in al treilea tub tof cu 3 ml mediu,

m Urina si sedimentul urinar. Se insamanjeazi 1--2 picituri per tub cu cca 5§ ml din
proba ca atare $i diluata 1:10,

w Omogenatele tisulare sunt initial diluate prin modul de preparare (2 g proba/5 ml
fluid).

Probele contaminate sunt insimantate in mediu cu S-fluorouracil 200—400 gg/ml,
pentru a preveni invadarea mediului de citre organismele de contaminare.

Pentru izolarea in vivo se folosesc cobai tineri (100—200 g) care sunt injectati
intraperitoneal. Izolarea din probe de ap3d este mai indicata sa se faca prin inoculare
percutand (revezi partea ntai, 9.3.2), Se urmiresc animalele inoculate (imp de 14—21
zile. De la cadavre sau animale sacrificate se prelevd sange, fragmente de ficat, rinichi,
plamani pentru microscopie, reizolare in vitro si identificare,

Identificarea lepiospirelor izolate se efectueazi prin studiuk:

a caracterelor de culturd (vezi mai sus);

w caracterelor microscopice (vezi mai sus);

» sensibilitatii 1a 8-azaguanini sau 2,6-diaminopurini (L.interrogans este sensibila,
L biflexa rezistenta);
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m pafogenitdtii experimentale;
» structurii antigenice prin reactia de aglutinare-liza cu seruri imune anti-Lepfospira

specifice de serogrup si serovar (vezi mai jos).

30.2.2. Diagnosticul serologic

Anticorpii anti-Leptospira pot fi decelati dupd 7—8 zile de boala. Titrul lor ajunge
maxim in sAptamaaile 3—4, apoi scade si se mentine 1a valori mici luni (anticorpii fixalori
de complement) sau ani de zile dupl vindecare (aglutininele).

@ Reactia de fixare a complementului se efectueaza cu antigenul specific de gen
preparat din L biflexa tulpina Patoc I. Cregsterea de cel putin 4 ori a titrului constatata in
serurile perechi recoitate la intervale de cca 8 zile in cursuf celor 2-—4 sapitamani de
observatie a pacienfilor confirma diagnosticul de leptospirozd fard a putea preciza
serogrupul infectant,

® Reactia de aglutinare-lizd (RAL) este sensibila si specificl, precizeazd serogrupu!
si serovarul, dar este accesibild numai laboratoarelor care intrefin in colectie tulpinile

serogrupurilor gi serovarurilor de Leptospira circulante In zona.
In tuburi se dilueaza serul suspect de la 1:50 la = 1:1600. Pe lame de microscop,

se amesteca o picaturi din cultura vie a tulpinii fiecirui serogrup de Leptospira cu o picalura
de dilufie a serului. Se acopera piciturile cu cate o lamels si se incubeazi preparatul in
carmera umeda timp de 15—20 minute, dupa care se citeste reactia la microscopul cu fond
anegru. RAL pozitivd: leptospirele din serogrupul corespunzitor anticorpilor se aglutineaza
sub form3 de gheme stelate (paianjen), devin imobile, se dezagregs granular i dispar. La
dilutii mai mari ale serului poate s3 s¢ manifeste numai aglutinarea. RAL negativd: lep-
tospirele raman dispersate uniform cu morfologia si miscarile caracteristice. Dilufia pani
la care mai apare RAL pozitiva indica titrul serului. Titruri mai mari de 1:200 sunt
sugestive, iar cresterea de cel putin 4 ori a titrului in cursul bolii confirma leptospiroza gi

indici serogrupul si serovarul infectant.
Teste serclogice noi utilizate peniru serodiagnosticul leptospirozelor sunt: ELISA,

reactia de hemaglutinare indirecta eic.

30.2.3. Biopreparate folosite pentru diagnosticul de laborator,
profilaxia si terapia leptospirozelor

« Seruri imune anti-Leptospira de grup si variantd utilizate pentru identificarea
tulpinilor izolate.

m Colectia de leptospire cu tulpini din fiecare serogrup pentru montarca RAL.

s Aatigen Leptospira biflexa Patoc I, cu specificitate de gen, pentru RFC,

a Suspensie de eritrocite sensibilizate cu antigen Leptospira peniry RHAL

s Vaccin anti-Lepfospira {suspensie polivalenti de leptospire omoraie) pentru vaccinarea
persoanelor din grupuri cu risc.

s Imunoglobulind anti-Leptospira utila in tratamentul bolii.



