SCHEMA DIAGNOSTICULUI DE LABORATOR
AL INFECTIILOR BACTERIENE

RECOLTAREA S| PRELUCRAREA PRODUSELOR PATOLOGICE
DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC

Examen direct - preparat proaspat
— frotiu fixat si colorat
Izolare — “in vitro” (medii de cultura) sau “in vivo” (animal de laborator)

Identificare — caractere de cultura (pe mediul lichid si pe mediul solid)
— caractere morfologice (dimensiuni, forma, gruparea, prezenta sporilor, a capsulei)

— caractere metabolice/biochimice (transformarile suferite de glucide, proteine;
actiunea reductoare a bacteriilor-pe mediile politrope MIU, TSI)
Caractere ANTIGENICE %

( reactii Atg-Atc)

— caractere de patogenitate (testul coagulazei, fibrinolizinei, fermentarii manitei,
pigmentogenezei, etc)
— sensibilitate la bacteriofagi/lizotipia (virusuri bacteriene ce produc liza bacteriilor)
— alte caractere
Antibiograma

DIAGNOSTIC IMUNOLOGIC :
Teste de imunitate umorala - “in vitro” sau “in vivo”
Teste de imunitate celulara - “in vivo” sau “in vitro”

Identificarea serologica (ex. Identificarea

unei specii sau serotip bacterian) :

Ser standard (Atc)
(cu specificitate
+ cunoscuta de gen,
grup, tip, subtip)

CULTURA Germen
Atg ???

Diagnosticul serologic (metoda indirecta)
— investigam reactivitatea organismului
infectat.

SER bolnav

Atg standard
Atc ???

cunoscut




» Exemplu de identificare serologica (antigenica):

- Incadrarea serologica a enterobacteriilor (Escherichia
coli, Salmonella, Shigella), a brucelelor, vibrionilor
holerici, gonococilor, etc.

» Exemple de diagnostic serologic :

- Dg serologic al febrei tifoide si paratifoide A, B -
reactia WIDAL

- Serodiagnosticul brucelozei — reactia WRIGHT
- Dg serologic al tifosului exantematic - reactia

WEIL-FELIX.

CLASSIFICATION TABLE
SEROLOGIC BIOCHEMICAL HEMOLYTIC PATTERN
A S. pyogenes Beta
B S. agalactiae Beta, Alpha, Gamma
C S. equimilis Beta
D S. bovis Alpha, Gamma
S. faecalis Alpha, Beta, Gamma
S. milleri Alpha, Beta, Gamma
S. milleri -do-
S. pneumoniae Alpha
VIRIDANS S. salivarius, S. sanguis, etc Alpha, Gamma




S Coae® CLASSIFICATION TABLE
Gram positive oo In chains, catalase negative
......
I . I SEROLOGIC BIOCHEMICAL HEMOLYTIC PATTERN
A S. pyogenes Beta
a Y pyog
Partial hemolysi o) m B S. agalactiae Beta, Alpha, Gamma
omplete
C S. equimilis Beta
D S. bovis Alpha, Gamma
S. faecalis Alpha, Beta, Gamma
F i . milleri Alpha, Beta, Gamma
G S. milleri -do-
- S. pneumaniae Alpha
" I ml VIRIDANS S. salivarius, S. sanguis, etc Alpha, Gamma
Group B strep Group Astrep
'S. agalactic S. pyc
Serology: Lancefield Classification
[ Streptococci ]
| Lanciefield classification |—

GI’QI..IP A GI’DI..IP B I Grm:lp %] I Groap D | Other lgrc:ups
S. pyogenes /] i S [simiti: Enterococcus (E-U)

- Streptococci classified into many groups from A-K & H-U
- One or more species per group
« Classification based on C- carbohydrate antigen of cell wall
— Groupable streptococci
« A, Band D (more frequent)

* C, G andF (Less frequent)
— Non-groupable streptococci
+ 8. pneumoniae (pneumonia)
« viridans streptococci
— e.g. S. mutans
— Causing dental carries

*» Diagnosticul serologic are sens numai in infectiile cu
evolutie prelungita sau cronica — Atc depistati in serul
bolnavului au semnificatie clinica daca traduc experienta
imuna dintr-o infectie actuala; ei sunt fara importanta pentru
diagnostic sau prognostic daca au aparut dupa vaccinare.

* In diagnosticul serologic se vor preleva doua seruri :
- Serul I de debut
- Serul Il de convalescenta (recoltat dupa 10-14 zile de la
prima recoltare). Ambele prelevate se vor testa concomitent.
-
- Trebuie sa observam/urmarim dinamica Atc in timp - sa
vedem daca avem diferente intre titrul serului | si cel al serului

Il - titrul serului Il sa creasca cu cel putin 4 dilutii/trepte
binare - putem afirma ca avem un raspuns imun




CATEGORII DE DILUTII UTILIZATE IN REACTIILE SEROLOGICE

Dilutii logaritmice (dilutii cu rata 10) - exemplu

Nr. 1 2 3 4 5
tub/godeu
Diluent 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8
(ex.ml) 0.2 ml 0.2 0.2 0.2

se elimina
Produs 0.2 0.2 ml
patol. (ml)
Dilt!tia 110 1/100 1/1 000 1/10 000 1/100000
obtinuta | 40 107 1072 1074 107

Dilutii binare (cu rata 2) - exemplu
Nr. 1 2 3 4 5
tub/godeu
Diluent 1 1 1 1 1
(ex.ml) 1 ml 1 1 1
se elimina

Produs 1 1ml
patol. (ml)
Dilutia 1/2 1/4 1/8 116 1/32
obtinuta




REACTIA DE AGLUTINARE

» Reactia de aglutinare a fost propusa ca tehnica in 1896 de Widal si este una dintre
reactiile Atg-Atc cea mai adesea folosita in practica.

> Aglutinarea reprezintd fenomenul de agregare a unor particule prin intermediul
anticorpilor.

» In reactia de aglutinare antigenul face parte
in mod natural din suprafata unor structuri particulate care apartin unor agenti

infectiosi, eritrocitelor sau

fixat artificial pe hematii sau particule anorganice (polistiren latex).

» Anticorpii specifici adaugati la suspensia alcatuita din astfel de particule se combina
cu antigenele de suprafata pe care le leaga impreuna constituind agregate vizibile
numite AGLUTINATE.

» In anumite situatii particulele pot fi acoperite natural de Atg de testat avand loc o
AGLUTINARE DIRECTA
» In alte cazuri anumite particule inerte (bentonita, latexul) sau hematiile constituie

suportul pentru fixarea artificiala a unor Atg solubile realizand o AGLUTINARE
INDIRECTA.

» Fenomenul de aglutinare depinde de valenta Atc (Atc din clasa Ig M sunt mult mai
aglutinanti decat cei Ig G).

> AGLUTINAREA DIRECTA

PRINCIPIU - Aglutinara directa se realizeaza in principal prin reactia dintre

antigene

» APLICATII - in bacteriologie si imunologie

N

N

Identificarea Atg bacteriene
(identificarea serologica)
cu ajutorul serurilor standard
obtinute pe animale imunizate
cu antigenele respective

Evidentierea Atc specifici
(diagnosticul serologic)
din serul pacientilor, in prezenta
unor suspensii microbiene
cunoscute (standard)

» TEHNICA REACTIEI — Aglutinarea se poate obtine prin 2 proceduri

- o picatura din serul aglutinant standard, in care se emulsioneaza o
portiune din cultura germenului de identificat > suspensie omogena AGLUTINAREA IN TUBURI

AGLUTINAREA PE LAMA

->se imprima lamei o migcare de inclinare
->se lasa in repaus 1-2 minute

- CORESPONDENTA IMUNA intre Atg de identificat si Atc standard > grunji (identificarea serologica),

>R+

- cand suspensia ramane omogen-tulbure > R —

- MARTORUL - o picatura ser fiziologic + se suspensioneaza o ansa din
cultura de identificat > trebuie sa prezinte un aspect tulbure, fara grunji

- utilizata fie pentru confirmarea
aglutinari pozitive pe lama

- fie pentru stabilirea titrului de
anticorpi din serul bolnavului, in
cadrul serodiagnosticului.




AGLUTINAREA PE LAMA

Mascia Brunelli

In identificarea serologica se efectueaza dilutii succesive din serul
aglutinant cunoscut (de la dilutia 1/10 pana la titrul indicat pe fiola) + in
contact cu cantitafi constante de Atg necunoscut (reprezentat de cultura
germenului in suspensie) - incubarea - stabilirea titrului anticorpilor
aglutinanti (ultima dilutie a serului standard care a mai aglutinat antigenul).
Daca acest titru corespunde cu cel de pe fiola sau este cel putin jumatate
din acesta, se concluzioneaza asupra corespondentei Atg-Atc.

Pentru stabilirea titrului de anticorpi din serul bolnavului (diagnosticul
serologic) se parcurg urmatoarele etape: intr-o serie de tuburi se introduc
volume constante din dilutii crescande ale serului de testat + un volum
constant din suspensia de antigen standard - incubare > se citeste
reactia: dilutia cea mai inalta a serului de bolnav la care se mai noteaza
prezenta grunjilor stabileste titrul anticorpilor aglutinanti.

Reactia de aglutinare este folosita pentru diagnosticul serologic al unor
afectiuni cum sunt: febrele tifoide si paratifoide (reactia Widal).




REACTIA WIDAL

PRINCIPIU - evidentierea aglutininelor O si H in serul bolnavilor afectati de
febra tifoida si paratifoida.

Aglutinare de tip H (hauch=val) : produsa de o suspensie de celule
bacteriene flagelate in cursul careia se formeaza flocoane bacteriene mari;
Aglutinarea de tip O sau somatica (ohne hauch=fara val) : produsa de
bacteriile imobile; se formeaza conglomerate celulare dense, compacte, in

care celulele bacteriene reactioneaza prin intermediul Atg somatice
reprezentate de LPS (lipopolizaharide= componente majore ale suprafetei

celulelor Gram-).

ELEMENTE / MATERIALE necesare:

= Serurile de la pacienti — in care se determina titrul de Atc ??? , prin dilutii
seriate

= Atg standardizate O, H - cunoscute

- suspensie celulara alcoolata O ( 500 mil cel/ml) si
- suspensie celulara formolata pentru H (500 mil/ml))




INTERPRETAREA REACTIEI - TITRUL aglutinant al serului = inversul celei mai mari
dilutii care produce o aglutinare acceptabila.

Ex : daca dilutia de 1/512 a serului produce o aglutinare evidenta
- la dilutia imediat urmatoare (1/1024) aglutinarea = absenta

-> titrul aglutinant este de 512U = - serul imun contine 512 unitati aglutinante de
Atc/unitata de volum.

» Se apreciaza ca numai o crestere progresiva a titrului acestor Atc pledeaza pentru
febra tifoida ; o determinare unica chiar cu titru ridicat, nu ofera nici o siguranta pentru
diagnostic, din cauza prezentei unor Atc la persoanele vaccinate sau la cele care au
avut anterior o infectie oculta.

> Valoare diagnostica prezinta aglutininele 0, in timp ce aglutininele H persista dupa
vaccinare si au semnificatie redusa.

APLICATIILE REACTIEI WIDAL - Investigarea sugarilor, copiilor de varsta mica,
Investigarea persoanelor sigur nevaccinate

e -+

1,160




REACTIA WRIGHT

PRINCIPIU — Reactie utilizata in DS al

pacientilor care prezinta infectii cu
BRUCELLA (BRUCELLOZE).
ELEMENTELE REACTIEI
» Serul pacientilor — cautam titrul
de Atc?? prin efectuarea dilutiilor
succesive;
» Atg standard cunoscut de
Brucella.
TEHNICA DE LUCRU - ca la reactia
Widal.
INTERPRETARE - inversul celei mai
mari dilutii unde se mai observa
prezenta grunjilor de aglutinare (acea
eprubeta ne va da titrul Atc).

APLICATII

Bacterial Visible
suspension Agglutination

Patient serum that could
contain IgM and IgG against

Brucella

REACTIA WEIL-FELIX

PRINCIPIU - Reactie utilizata in DS al pacientilor care prezinta tifos
exantematic determinat de RICKETTSIA PROWAZEKI (Weil-

Felix 1916).

Tifosul exantematic, numit si tifosul epidemic, tifosul
istoric, tifosul lumii vechi, tifosul european, tifosul
clasic, tifosul de paduchi, tifosul petesial, febra
petesiala, tifosul de foamete, tifosul de razboi, tifosul
de lagar, este o boala infectioasa acuta contagioasa si
epidemica, determinata de Rickettsia prowazekii (dupa

numele medicilor american Ricketts si ceh von
Prowazek, victime ale tifosului exantematic), transmisa
de la om la om prin intermediul paduchelui.




REACTIA WEIL-FELIX

+ ELEMENTELE REACTIEI

» Serul pacientilor — cautam titrul de Atc?? prin efectuarea
dilutiilor succesive;

» Atg standard cunoscut de Proteus vulgaris(OX-2, OX-19) sau
Proteus mirabilis (OX-K)

+ TEHNICA DE LUCRU - ca la reactia Widal.

* INTERPRETARE - inversul celei mai mari dilutii unde se mai
observa prezenta grunjilor de aglutinare (acea eprubeta ne va da
titrul Atc).

+ APLICATII

AGLUTINAREA INDIRECTA SAU PASIVA

PRINCIPIUL REACTIEI - Reactie ce foloseste particule naturale sau artificiale
(hematii, proteina stafilococica, latex) incarcate in vitro cu antigene sau anticorpi

(ca elemente standard) care vor fi aglutinate de catre anticorpii, respectiv
antigenele corespunzatoare din proba.

APLICATIILE TEHNICI

Identificarea serologica a suselor de bacterii utilizand un ser cunoscut ( ex in
identificarea grupei de streptococ, gonococ prin reactia de coaglutinare, folosind un
ser cu Atc anti-streptococ, antiOgonococ fixati pe proteina A stafilococica)
Cercetarea Atc anti-bacterieni folosind un Atg standard — susele germenilor de
referinta + serul bolnavului - determinam fata de care suse este imunizat bolnavul

REACTIA DE COAGLUTINARE
folosita pentru identificarea serologica a streptococilor, gonococilor

se efectueaza pe lama : o suspensie in bulion din cultura tulpinii de identificat + o
suspensie de stafilococ cu proteina A, cuplat cu anticorpi specifici anti- gonococi,
(seruri polivalente sau monovalente de grup)
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> REACTIA DE COAGLUTINARE

- folosita pentru identificarea serologica a streptococilor, gonococilor
- se efectueaza pe lama

suspensie de

suspensie in stafilococ cu proteina A,

bulion din cuplat cu
Cu!tlf_"a @ anticorpi specifici anti- gonococi,
tulpinii de (seruri polivalente sau

identificat

monovalente de grup)

» PRINCIPIUL METODEI consta in faptul ca fragmentul Fc al Atc din serul imun standard
anti-gonococ este fixat anterior pe proteina stafilococica, iar fragmentul Fab ramas liber
reactioneaza cu determinantul antigenic specific gonococului producand o reactie de
aglutinare vizibila.

> APLICATIILE METODEI
- Evidentierea factorului reumatoid - FR
- proteinei C reactive
- ASLO
- Atg HBs (cu latex — HBs)

REACTIV PENTRU IDENTIFICAREA
GONOCOCULUI

REACTIV CONTROL NEGATIV

11



antigenele de pe suprafata celulei de Neisseria gonorrhoea se
leaga de anticorpii fixati amterior pe stafflococil inactivati,

cu producerea reactiei de co-aglutinare
IDENTIFICAREA

SEROLOGICA A
GONOCOCULUI PRIN
REACTIA DE
COAGLUTINARE

reactia de coaglutinare nu are loc daca se pun in contact
ifici din controlul negativ, cu

cultura germenului

DETERMINAREA FACTORULUI REUMATOID (FR)
PRIN REACTIA LATEX-AGLUTINARE

> PRINCIPIULTEHNICII - Particulele de polistiren-latex, invelite cu Ig@ denaturate sunt

aglutinate de serurile de bolnav care contin factor reumatoid. Reactia poate fi efectuata pe
lama sau in tuburi

» MATERIALE NECESARE

— ser de cercetat - se folosesc uzual seruri proaspete; plasma; serul lipemic sau
contaminarea microbiana pot cauza rezultate eronate.

. Daca nu este posibila efectuarea imediata a testului se va stoca serul maximum pentru
72 ore la + 2 pana la + 8° C. Pentru o depozitare prelungita, se stocheaza prin congelare.

— reactiv latex-IgG - este constituit dintr-o suspensie apoasa de particule de latex-
polistiren sensibilizate (incarcate) cu imunoglobuline IgG umane denaturate;

— control pozitiv - ser uman care prezinta FR;
— control negativ - ser uman fara FR.
» TEHNICA DE LUCRU
- se pipeteaza pe rand in campurile aflate pe placuta de reactie cate o picatura (50 microlitri)
din urmatorii reactanti: control pozitiv, control negativ, proba de ser de bolnav;
- se adauga in fiecare camp cate o picatura din reactivul latex;
- se amesteca reactantii, usor, in fiecare cdmp cu ajutorui unei baghete;
- se roteste placuta 2 minute si se citeste imediat reactia.
» Reactia - = aspect laptos al omogenatului, fara aglutinare ; acelasi aspect la controlul
negativ.
» Reactia + = aparitia grunjilor (aglutinare prezenta) la periferia si in mijlocul omogenatului,
care devine clar ; aspect identic la controlul pozitiv.
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Other than in rheumatoid arthritis, rheumatoid factor may also be elevated in :

- Systemic lupus erythematosus (SLE)

- Sjogren's syndrome
- Interstitial pulmonary fibrosis
- Hepatitis B, Chronic liver disease and chronic hepatitis
- Primary biliary cirrhosis
- Infectious mononucleosis and any chronic viral infection
- Bacterial endocarditis
- Leprosy
- Sarcoidosis
- Tuberculosis
- Syphilis
- Visceral leishmaniasis
- Malaria
- Leukemia
- Dermatomyositis
- Systemic sclerosis
- After vaccination/transfusion in normal individuals
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Diagnostic

Diagnosticul pozitiv al PR se face pe baza criteriilor ACR (American College of Rheumatology) din 1987(4) (tabelul 1).
Criteriile ACR au fost stabilite pentru diagnosticul pacientjlor cu PR constituitd si ele sunt mai putin sensibile si specifice
pentru PR precoce(5). Este de mentionat c3, atunci cand aceste criterii s-au aplicat pacientilor cu duratd a bolii mai micd
de un an, sensibilitatea si specificitatea au fost foarte variate (tabelul 2).

Tabelul 1. Criteriile ACR de diagnostic al PR (1987)

Redoare matinald cu duratd de o ord sau mal rult, inainte de irbundtatiea maximald
Arritd a 3 sau mal multe ani articulare, cu duratd de 6 siptimén

Artnité a articulatiilor IFP, MCF cu duratd de 6 saptiman

Artritd simetricd

Noduli subcutanatt

Test poziiv pentru FR.

. Eromun radingrafice si/sau osteoperde articulard la miim gsan articulatule puranlor
R certi: 4 enitenii, PR posibila: 3 criteriy, PR probabila: 2 eriteni

g3 | ] e

rof | e[

Tabelul 2. Sensibilitatea si specificitatea criteriilor ACR pentru PR precoce
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precum si a diferentei de sensibilitate si specificitate ale criteriilor clasice, in cazul poliatritei precoce si constituite, apare
necesitatea folosirii unor noi criterii, adaptate, care sa permita un diagnostic mai preoce al acestei afectiuni invalidante.
Recent, ACR propune noi criterii de clasificare a PR pentru pacientii cu cel putin o articulatie inflamata, diagnosticul sigur
de PR stabilindu-se prin insumarea a 6 puncte din maximul de 10 puncte(6) (tabelul 3).

Tabel 3. Criterii ACR/EULAR 2010 de classificare a PR

Domenii Criterii Punctaj
b articulatie medie-mare

R-10 articulatii medii-ran

fectare articulard [1-3 articulatii wici

¥-10 articulatii rici

P10 articulatnl mici

IFR, Ac-anti-CCP negativi

FR SAU Ac-anti CCP pozti, cu titry mai mare
Hecdt valoarea normald si mai micd de 3 on limita2

E=g p = e e

Berologie - Il
Buperioar a
FR.SAU Ac-anti CCP poztivi, cu titru mai maze dez
[ oni lirita superioard a normalului
[Durata sinovitel 6 s i 0
Reactatii de fazd [VSH, CRP nonnale 1]
o ud SH, CRP crescute I
B o | o

ANTICORPI MONOCLONALI

Co-stimulare celulei T

. Abatacept
Hbiedectoknesi % L CelulaT‘ %% P
i &
prolferare - aa S haa
AntiCD 20
<+ Rituximab

MtiTNFa, 4 ¢ '

Etanercept‘ (L6 TNF-o IL-A Autoanticorpi (FR) IL-6
Infiximab, Moge i i&l
Adalimumab & & Y
Anti-IL1 e \TU‘ &

" ]
Anakinra CerTjtee
Anti-IL 6R Inflamatie si distrugere:

Tocilzumab




Tipuri de anticorpi iregulari antieritrocitari, cel mai frecvent IDENTIFICATI prin
ANTIGRAMA:

- Anticorpi naturali iregulari/imuni (Auto-anticorpi) care sunt activi la 37°C (tip IgM):

1. Anticorpi in sistemul LEWIS: anti- Le?, anti- Le®”;

2. Anticorpi in sistemul P: anti-P1;

3. Anticorpi in sistemul MINS: anti-M, anti-N.

- Allo-anticorpi — cei mai frecventi (tip 1I2G, cu risc transfuzional):
sistemul Rh:anti-D,anti-C, anti-E, anti-c, anti-e, anti-f, anti-C%, anti-V;

sistemul KELL: anti-K, anti-k, anti-Kp?, anti-KpP®, anti-Js?, anti-Js®;

3. Anticorpi sistemul DUFFY: anti- Fy?, anti- Fy®;
4. Anticorpi in sistemul KIDD: anti-Jk?, anti-Jk®;
5. Anticorpi in sistemul IVINS: anti-S, anti-s;

6. Anticorpi in sistemul LUTHERAN: anti- Lu?, anti- Lu®.
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