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DIAGNOSTICUL DE LABORA’I=‘OR
AL RICKETTSIOZELOR

37.1. DATE GENERALE

37.1.1. O minidefinitie

Rickettsiile sunt mici organisme pleomorfe, uzual intracelulare, gazduite de artropode.
Sunt patogene pentru om $i alte vertebrate. Desgi au metabolism energetic §i capacitifi de
biosintezd independente, nu pot fosforila glucoza ca substrat energetic, ci folosesc meta-
boliti intermediari din gazda, pe care i oxideaza in ciclul acizilor tricarboxilici propriu.

37.1.2. Repere taxonomice

In familia Rickettsiaceae, au fost diferenjiate irei triburi bazate pe afinititile de
gazd3, dintre care numai doud imbolnidvesc vertebratele:

Tribul 1 Rickettsieae, care cuprinde specii patogene pentru om §i specii inrudite cu
ele,

Tribul I Ehrlichieae, care imbolnivesc vertebrate, mai frecvent animalele domestice.
Numai dou’ specii pot infecta omul: Ehrlichia sennetsu i, accidental, E.cannis.

Tribul Rickettsieae are trei genuri: Rickettsia, Rochalimaea $i Coxiella diferenfiate
conform caracterefor precizate in 1abelul 37.1.

Pe baza caracterelor biologice (localizarea in cclula gazda, siructura antigenic) si
clinico-epidemiologice ale infecliilor determinate, 1n genul Rickettsia sunt identificate trei
grupe de specii (tabelele 37.2, 37.3).

= Grupul tifosului cu R.prowazekii si R.typhi (sinonim R.mooseri).

s Grupi febrelor patate cu R.rickettsii, R.conorii, R.australis, R.sibirica $i R.akari.

@ Grupul tifoselui de lastiris cu R.(sutsugamushi.

37.1.3. Habitat

Rickettsiile sunt gazduite in naturd de citre o serie de vertebrate, inclusiv omul,
intre care se transmit prin ectoparaziji hematofagi (tabeiul 37.2). Unele specii in organis-
mul artropodului vector se transmit transovaritan inire generajil, Doar R.prowazekii isi
imbolnAvcsie gazda neveriebrati, paduchele de corp (Pediculus humanus var. cor-
poris),care face o infeclie digestivd, moare in 1—3 siptdmani fard a transmite infecfia la
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descendenti. Alte exceptii sunt: Rochalimaea quintana cu omu! ca singura gazda vertebrat
st Coxiella burneti, care, gratic endosporulni rezistent, se poate transmite intre gazdele
receptive atat prin capuse, ¢it si prin elemente contaminate de mediu sau lapte.

Tabelul 37.1, Caractere diferenfiale Inire genurile tribului Ricketisiese

Caractere Rickettsia Rochalimaea Coxiella

Cultivarea pe medii actificiale - + —

Cregierea in celula eucariotd:

® in cltoplasma sau nucleu

a in fagolizozoml - — +

» epicelular . + _
Prezenja endosporilor - - +
Metabolism

e pH optim 7,0 7,0 45

» CO2 produs din:

glucozd -— —_ 2

glutamat + - +

succinat * + +

37.1.4. Factori de patogenitate

Rickettsiile sunt organisme invazive. Suspensiile vii de Rickettsia au §i efect toxic: o
doza mare de rickettsii vii inoculatd intravenos la soareci 1i omoard in 1—8 ore prin
hiperpermeabilizare capilara; supraviejuitorii efectuiui toxic fac, abia dupa cateva zile de
incubatie, o infectie mai mult sau mai pufin gravi, in raport cu specia de ricketssia inoculati
(1abelul 37.3). Efectul toxic lipseste la Coxiella si la Rochalimaea.

37.1.5. Receptivitatea la rickettsioze

Receptivitatea omutui la ricketisiile prezentate in tabelul 37.2 este generali. In
acelasi tabel sunt mentgionate cele mai receptive gazde animale la infectia experimentald.

37.1.6. Infectii si boli determinate de rickettsii

Rickettsiile au tropism pentru endoteliul vascular. Leziunea caracteristici esie o
endotelitd trombozantd cu inflamatie periadventitiald a vaselor mici, nodulul Popov-
Frankel, raspandita difuz.

Rickettsiozele omului evolueazd ciclic cu febra, stare tifica insotite frecvent de ex-
antem cu aspect variat in funcyie de specia infectantd. Frecvent infectia tsi continud evolutia
latent cu posibilitdfi de reactivare.
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Tabelul 37.2. Tribul Ricketisieae: boli umane — transmitere §i rdspindire geografica, ciclul natural

al infectiei
Grup | Specli Boaia umand Transmitere Distribugie Ciclul infectiei naturale
biologic la om geografica
artropod vector gazda
vertebrald
Gru- R.pro- |Tifos epidemic | Fecslele pAdu- | Cosmopolitd | PRduche de corp Om
pul dfos | wazekii chelul infectat: {P.humanus var. cor-
grataj cutanat, poris)
inhglare Paduchi st purici ai Veverila zbue
veverijei zbu- ritoare
ritoare (in S.U.A)
P.pro- |Boala Briii- Infecgie latenth | Cosmopolid — Om
wazekif | Zinsser (lifos de | reactivatd
recidere)
R.typhi | Tifos murin Fecalele purice- | Cosmopolitd | Purici de sobotan: Sobofan
(tifos endemic} | hui infectak: Xenopsitla cheopis
grataj cutanat
Grupul |R.ric- |Febrd piwtda |Injepiturd de America Capuge: Mamifere
febre kettsti | Muntilor capusd Dermacentor, sélbatice mici,
patate Stancogt Amblyomma, mijlocii; pasi-
Haemaphysalis ri gi cdini
R.co- Febra butonoasd | Infepétura de Litoralul Capusi: Mamifere
norii capusd medite- Rhipicephalus sdlbatice mici;
ranean, sanguineus ¢dini
Africa, India
R.sibi- | Tifos de capusd |Inepitura de Siberia, Mon- | Cipusd.Dermacentor | Animale
rica Nord- Asiatic capusd golia silbatice $i
(siberian) domestice
R.akari | Rickettsioza ingepiturs de Rusia, N-E Gamassidae (acarieni) | Soarecele de
veziculard Gamassidae S.U.A. casa
{mici acarieni)
R.aust- | Tifosul de Injepdturd de Australia Capusé: Ixodes Rozatoare
ralis capusi din cipuge silbatice mic
Qucenstand
Grupul |R.tsut- | Tifos de Ingepaturd de Asla, Trombiculidae Rozitare
tifos de |suga- | lastdrie Trombiculidae | Austraiia, (mici acarieni) salbatice mici;
{astarig | mushi {micl acarieni} | Oceania pasari
Febrd | Rocha- |Febra de Fccalele Europa, Africa | Paduche de corp Om
de limaea |trangee (febra paduchelul de Nord, (P.humanus var,
rangee |guin- de Wolhinia, infectat: grataj | Orientul COrporis)
tana febra de § zile, |cutanai Mijlociu,
febra tibialgica) Mexic
Febrd | Coxiel- | Febra Q (iifos Inhalare de pul- | Cosmopolith | Capuge: fxodes, Mamifere
Q {a bur- | pulmonar) beri sau aerosoli Haemaphysalis sdlbatice mici;
nett contaminati. vile, capre, ol
Intepitura de
cipugh
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Tabeluf 37.3. Date importante pentru diagnosticul microbiologic si serclogic al ricketisiozelor

Grupul Specii Animalu! Nu- Activitate serologica !
biologic experimental: mir
{inoculare sero- | antgent antigenl corpusculart aghuti-
intraperitoneald) va- solubili narca
semne, gravitate ruri Proteus
RFC |[RHAI] RFC| IF | Mic-| Neu- 0X
ro- | ra- (reactia

aglu- | lizarea! Weil-
G- | «toxi-{ Felix)
nare | nei»

Grupul R.prowazekii | Cobal mascul: febra, |1 SG |SG [Ss |SS |sSs |SS ox\19

tifos supraviefuieste
R.typhi Cobai mascul: febra, |1 SG |SG |8 [SS ISS |[SS OX19
inflamafie scrotala;
supraviefuiegte
Grupul R.rickettsii Cobal mascul: febrd, {>4 |SG }SG |SS ]SS |[SS |SS 0X19
febrelor necrozi scrotald; sau 0X2
paate moare frecvent
R.conorit Cobai mascul: febra, |1 SG [SG [SS [SS (8§ |[SS 0oX19
inflamatie scro1ala; sau OX2
woare rar
R.sibirica Cobai mascul: febrdt, |1 SG |? SS |ss |[? Ss 0X19
supraviefuiegte say 0X2
R.akari Soarece: inactivitate, |1 SG |SG [SS [SS |SS |Nu Nu
par zburlit, tahipnee,
ascitd; moare
R.australia Soricei nou-niscugi: 1 SG |? Ss S8 |7 Nu 0ox19
infecfie mortala. saw OX2
Cobai mascul: febri,
supraviejuieste
Grupul R.tsutsuga- Soarece: ascitd; moare |>8 ST |Nuw ST ST |? i OXK
tifos de mushi
Wisidrig
Febra de | Rochaiimaea - 1 S§ |Nu |SS (7 ? Nu Nu
trangee quintane
Febrd Q@ | Coxiella Cobai mascul: febrs, |2 Nu (Nu (88 [SS |[SS |Nu Nu
burneti rar moare faze®

! Abrevier: RFC — reactla de fixare a complementului; RHAI — reacfle de hemaglutinare indirecta
cu hematii sensibitizate prin antigenul solubil; IF — imunofluorescenid; SG — specificiiate de grup;
§S — specificitate de specie; ST — specificitate de serovar; 7 — nu existd informal.

Rezultate greu de interprelat.
? Coxiella burneti are o variafic antigenica de fazi. Din gazdcle naturale (om, animale, artropode) se
izolea2d in feza I particularizatk printr-un antigen care reacfioneaz2 in RFC cu anticorpil din Infecfia
tardivd a cobaiulul, Adaptarea la embrionul de gdind, prin pasaje succesive in sacul vitelin, sclecteazii
faza 11, care reacfioneazi in RFC cu anticorpfl din infecgia precoce & cobaiuiul. Prin reioocularl la
gaxdele naturale, indivizii minoritari din faza [ sunt sclectafi si intrcaga populatie infectania revine la
faza I. $i 1a om raspunsul imun precoce determind anticorpi fixatorh de complement peniru faza I1si
numai in convalescenfa tardiva sau in infecfia cronicd apar anticorpi fixatori de compiewment specifici
fazei 1. Curent se identifica antigenii in Fazelc 1 gi 1§ prin reacyli de microaglutinare 9i imunofluores-
centa.

306




Tifosul exantematic epidemic este determinat de R.prowazekii, iar reactivirile
infectiei latente sunt cunoscute sub numele de boala Brill-Zinsser. R.typhi determind tifosul
murin sau endemic.

Febrele patate. R.rickettsii este cauza febrei patate a Muntilor Stancosi, cea mai grava
rickettsiozd. R.conorii determind febra butoncasd, R.australis tifosul de cipusd din
Queensland, R.sibirica tifosul de capusd Nord-Asiatic, iar R.akari rickettsioza variceliforma.

Tifosul de lAstaris este determinat de R.tsutsugamushi,

Rochalimaea quintana este agentul etiologic al febrei de 5 zile, boala numit si febra
de trangee sau febra de Wolhynia.

Coxiella burneli cauzeaza febra Q numit2 si tifos pulmonar. Infectia se poate croniciza
cu leziuni de endocardita subacuta sau hepatita granulomatoasi. La animale (bovine, ovine,
caprine, rozitoare) infectia evolueaza cronic sau latent cu reactivari in cursul sarcinii, cand
C.burneti se multipticA masiv In placent?, tesuturile fetale §i uger.

Ehrlichia sennetsu determing la om, in Japonia, ricketfsioza sennetsu manifestatd
prin febra insofitad de limfadenopatii postauriculare si cervicale cu limfocitoza.

37.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A RICKETTSIOZELOR

37.2.1. Diagnosticul microbiologic

Contagiozitatea §i gravitatea ricketisiozelor resirange acest diagnostic numai la
laboratoarele de specialitate ale centrelor nationale de referingi.

37.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazi, in funcie de forma clinici a bolii, eventualele complicatii §i scopul
urmirit (diagnostic la bolnav, investigatie epidemiologica):

a Sange prelevat in primelc zile de boala. Dupa ziva a 7-a, uneori pand in zina a
12-a, se incearck izolarea rickettsiilor din chiagul sangvin mojarat, din sedimentul globular
al sangelui heparinat, pentru a elimina anticorpii care pot impiedica izolarea,

» Arfropode capturate dupa hrinirca cu sange pe pacientii suspecti de rickcttsioza
(iifos exantematic: paduchi — vezi tabelul 37.2) sau de pe animale din focarul de infectie
{capusi de pe clini din locuinja pacienfilor cu febri butonoas3, de pe animale din focare
de febra Q sau febre patate). Artropodele sunt capturate in recipiente prevazute cu dop de
bumbac sau piuta, ne de cauciuc.

a De la pacientii cu febra Q, in afard de sange, in raport cu complicatiile posibile,
s¢ mai preleva: sputd, exsudat pleural, lichid ccfalorahidian, probe necroptice (vabnle
cardiace, tesut hepatic), iar de la animalele din focarul de infectie: placentd, lapte, urina,
capusi de pe animale.

37.2.1.2. Microscopia directda

Pe amprente sau sectiuni histologicec din probe bioplice sau necroptice rickettsiile
apar intracelular ca bacili fini sau cocobacili albastri-purpurii in colorajia Giemsa sau rosu
viu in coloratiile Machiavello ori Giménez.

Coloratia imunofiuorescenta identifica rapid R.ricketfsii pe sectiunilc biopsiilor din
leziunile cutanate ale pacientilor cu febra patata a Munyilor S1ancosi, C.burneti pe sectiuni
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ale valvulelor cardiace de la pacienti decedafi cu endocarditi dupa febra Q. Aceste ricketisii
pot fi identificate prin colorajia imunofluorescents si pe frotiuri din hemolimfa capugelor

infectate.

37.2.1.3. Izolarea si identificarea

Prelevatele fluide necontaminate se injecteazi intraperitoneal la animalele receptive
(tabelul 37.2) direct la patul bolnavului. Cand se prevede un interval mai mare de o ord
pan3 la inoculare, necondifionat prelevatele trebuic imediat congelate la —25°C. Intot-
deauna se inoculeazd doud animale.

Din probele tisulare necontaminate se injecieazid supernatantul suspensiei 10%
(greutate/volum) in solutie salina izotoni centrifugata 15 minute fa 1 000 rpm.

Toate probele contaminate (sputd, urini, lapte, suspensii de placenti) se infecteaza
numai dupi tratarea timp de 20—30 minute cu penicilind in proportie de 1 000—35 000
Ul/ml inoculum.

Artropodele vii se imobilizeaza, prin refrigerare la 3—5°C, se spal repetat cu apa
distilata sterild (sau se mentin o ord in solutie 1:1 000 mertiolat de sodin, dach gazda de
izolare este embrionul de gaina), dupi care se omogenizeazi (10—15 artropode/ 10 ml solujie
salind izoloni sterild), si se injecteaza supernatantul tratat cu penicilini 1 000 Ul/ml.

Izolarea rickettsiilor prin inocularea direct in sacul vitelin al embrionului de g3ini a
prelevatelor patologice de 12 om este mai putin sensibila.

Unul din animalele care prezintd semne de boala (vezi tabelul 37.2) este sacrificat.
Rickettsiile sunt urmé#rite, microscopic, in exsudatul fibrinos de pe suprafata splinei sau
tunicii vaginale a testiculului, pe amprente colorate Machiavello, Giemsa sau imunofluores-
cent. Ricketisia izolata 1a cobai sau soarece esie adaptatd usor la cultivarea in sacul vitelin
al embrionului de gaind in vederea prepararii unui antigen corpuscular, care se identifica
prin reactii cu seruri imune de referingd (RFC, microaglutinare, microimunofiuorescenta
— tabelul 37.3).

Cobaii care nu prezintd scmne de boald sau care supraviefuiesc bolii febrile sunt
testaji serologic, dupi 3—4 sapt2mani de la inoculare, pentru aparitia anticorpilor antirick-
ettsieni (tabelul 37.3 si 37.2.. ).

Rochalimaea guintana se izoleazi din sange prin insamanjare pe geloza special
imbogatitd cu 6% ser de cal inactivat 30 minute la 56°C si 4% eritrocite de cal lizate.
Dupa 12—14 zile de incubare la 37°C in atmosfera cu 5% CO2z apar microcolonii (ex-
aminare sub stercomicroscop) in care organismul este identifical microscopic pe frotiuri
colorate prin technica Giménez i antigenic prin RFC cu ser imun specific anti-Ro.quintana.

37.2.2. Diagnosticul serologic

37.2.2.1. Metodele nespecifice

Metode nespecifice: reactiile de aglutinare cu antigeni Profeus OX (tabelul 37.3).

Reactia Weil-Felix e¢ste o rcactic de aglutinare in tub. Se pozitiveaza la sfargitul
primei sdptamani de boala. Titrul aglutininclor ajunge maxim la inceputu!l convalcsceniei
si scade la valori nesemnificative in interval de la una pana la cateva funi dupa boala, fara
reactii anamnestice in rickettsiozele de recidiva. Semnificative pentru diagnostic sunt
titrurile care cresc de cel putin 4 ori in evolutia bolii. Spre exemplu, in tifosul exantematic
de primoinfectie titrul aglutininelor anti-Proteus OX19 poate fi de 1:500 Ja sfarsitul primei
sdptamani de boalx si creste pani la 1:10 000 in convalescenia.

308



Reactia Kudike-Steuer este o reactie orientativa prin aglutinare pe lama. Pe o lam3
de microscop se depune o picitura din sangele de examinat $i se defibrineaza prin migcari
circulare cu coltul attei lame. Pe pichtura de s&nge uscat se depune o picitura din suspensia
de Proteus OX19. Aglutinarea suspensiei in interval de maximum 10 minute indic3 o reaciie
suspecta (corespunde unui titru de cca 1:250 la agiutinarea in tub) si trebuie confirmata
prin reactii specifice.

37.2.2.2. Metodele specifice

Metode specifice: reactiiie cu antigeni rickettsieni.

w Reactia de fixare a complementului este larg utilizata. Uzual se vtilizeaza antigenul
rickettsian toral. Anticorpii fixatori de complement apar la sfarsitul primei s2ptamani de
boali, ating un maxim in s3ptdmana a 3-a sau a 4-a de boala gi persista, la titruri reduse,
luni sau ani dup vindecare. Sunt semnificative titruri peste 1:16, cand cresc de cel pufin
4 ori in evolutia bolii.

Pentru diagnosticul febrei Q in formele acute se foloseste antigenul de C.burneti tn
faza 1. Se urmaresc anticorpii fixatori de complement, care sunt decelati din ziva §—10
de boala si urmeazi o dinamica similara celorlalte rickettsioze. Semnificative pentru diag-
nostic sunt titruri de 1:8—1:16 cu conditia cresterii de cel putin 4 ori in cursul bolii.

Urmairirea prin RFC a anticorpilor IgM permite stabilirea precoce a diagnosticului
rickettsiozelor de primoinfectie pe proba unick de ser.

8 Reactia de microaglutinare foloseste antigeni corpusculari purificati. Este mai sen-
sibild decat RFC. Curba aghitininelor evolueazi paralel cu cea a anticorpilor fixatori de
complement.

Endocardita cu Coxiella trebuie suspectatd ia pacienti cn hemoculturi repetlate nega-
tive si titruri peste 1:200 in microaglutinarea cu antigenul in faza I.

s Reactia de hemaglutinare indirectd deceleazd anlicorpi din ziua a 4-a de boala.
Titrul lor creste timp de 3 saptimani paAna la 1:32 000 — 1:64 000, dupi care scade pan3
Ia valori nesemnificative (<1:1 000) in intervalul de 3 tuni de la debutu! bolii. Deci reactia
de hemaglutinare pasiva este foarte util3 in regiunile endemice, pentru ¢ un rezultat poziliv
indic3 imbolnivirea recenti si este mulé mai ugor de interpretat decat rezuliatele RFC sau
reactiei de microaglutinare.

» Reactia de imunofluorescentd indirectd este rar utilizati. Insi depistarca prin
aceasta reactie a anticorpilor IgA anti-C.burneti tn fazele I si i poate depista endocardita
din febra Q.

® Reactiile moderne ELISA si imunofluorescenta indirecta cu antigen Coxiella burnevi
in faza IT depisteaza rapid si cu mare sensibilitate anticorpii IgM pentru diagnosticul febrei
Q pe probe unice de ser,

37.2.3. Biopreparate si medicamente pentru diagnosticul
de laborator, profilaxia si tratamentul rickettsiozelor

w Scruri antirickettsiene cu specificitatc de grup si de specie sau serovar pentru
identificarea izolatelor in laboratoarele de referinji.

s Antigeni Proteus OX pentru reactia Weil-Felix si Kudicke-Steuer,

= Antigeni rickettsieni totali cu specificitatc de grup pentru RFC.
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s Antigen ricketisian solubil pentru scnsibilizarea hematiflor in reacjia de
hemaglutinare indirecta.

s Antigeni rickettsieni corpusculari pentru reactiile serologice cu specificitate de
specie: RFC, microaglutinare, imunofluorescentd indirec(a.

s Antigen Coxiella burneti faza Il pentru RFC,

= Antigen corpuscular Coxiella burneti faza | pentru serodiagnosticul endocarditclor
subacute din febra Q.

= Truse ELISA pentru depistarea anticorpilor 1gM anti-C.burneti faza 1.

m Vaccinuri anti-R.prowazekii (inactivat sau, mai imunogen, viu atenuat) §i anti-
Coxiella burneti (extract antigenic din suspensia de C.burneti faza [).

= Antibiotice antirickettsiene: tetracicline, cloramfenicol.



