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Rezumat

Tuberculoza este o boala endemica, bacteriand, specifica, transmisibild, cu
evolutie cronica si cu o larga raspandire in populatie. Netratata sau tratata incorect,
are o fatalitate importantd. Aceasta reprezinta o problemd importantd de sandtate.
OMS' a raportat 9 milioane de cazuri noi de tuberculoza anual si aproximativ 2
milioane de decese cauzate de aceasta boala la nivel mondial in 2009. De asemenea,
tuberculoza este una dintre zoonozele majore a carei incidentd este in crestere la
animale si ar putea reprezenta o problemda majorad de sanatate publica, atunci cand
se transmite la om. Aceste date impun cregsterea eficientei diagnosticului tuberculozei
umane §i bovine prin teste de imunitate celulard, cum ar fi: dozarea gama interferonului
(Quantiferon TB GOLD test la om, BOVIGAM test la bovine), testul de transformare
blastica, testul de inhibare a migrarii leucocitelor in vitro, testul fagocitozei, dozarea
imunglobulinelor si complexelor imune circulante, ce reprezinta metode imunologice
de varf, cu aplicabilitate la nivelul laboratoarelor cu dotare medie.

Cuvinte cheie: tuberculoza, diagnostic, tehnici de imunitate celulara.

CELLULAR IMMUNITY TECHNIQUES IN HUMAN AND BOVINE
TUBERCULOSIS DIAGNOSIS

Abstract

Tuberculosis is an endemic, bacterial, specific, transmissible, widespread
disease. It evaluates chronically, leading to significant fatality rates if incorrectly
treated. WHO reports in 2009 close to 9 million new cases and 2 million deaths
attributable to tuberculosis worldwide. Animal tuberculosis is a major zoonosis. Its
incidence is increasing and poses a major public health threat to humans. These data
make the need for more efficient diagnostic tools vital. New cellular immunity tests for
human and bovine tuberculosis are available, such as: gamma interferon (Quantiferon
TB GOLD in humans and BOVIGAM test in bovines), the blastic transformation test,
the in vitro leukocyte migration inhibition test, the phagocytosis test, immunoglobulin
and circulating immune complexes dosing. These tests are applicable to all average
equipped laboratories.
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INTRODUCERE

Tuberculoza umana are agenti etiologici grupati
in complexul Mycobacterium tuberculosis, format din
speciile: M. Tuberculosis, M. Bovis si M. Africanum. Dintre
subiectii infectati, 80-90% nu se vor imbolnavi niciodata de
tuberculoza; cei 10-20% care vor face boala sunt indivizii
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la care mecanismele de aparare antiinfectioase sunt serios
compromise [2].

Dupa anul 1985, incidenta globald a tuberculozei
umane a avut o evolutie constant ascendentd pana in anul
2002 cand a atins valoarea maxima de 142,2%o00 [1]. In
anii urmatori s-a inregistrat o tendinta de stabilizare si chiar
de usoara scadere a valorilor acestui indicator. Conform
statisticilor OMS din anul 2004, privind tuberculoza,
Romania se situa pe locul 3 din 52 de tari europene, dupa
numarul de cazuri noi si recidive (dupa Federatia Rusa si
Ucraina). Dupa incidentd, Romania se clasa pe locul 2 in
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Europa (dupa Kazakhstan) si pe locul 42 din 211 tari din
intreaga lume [3].

Incidenta tuberculozei la bovine a fost in continua
scadere dupd anul 1990.

DIAGNOSTICUL TUBERCULOZEI PRIN
METODE CLASICE

Tuberculoza umana

Testul cutanat la tuberculind conventional este
metoda curentd utilizatd pentru depistarea infectiei cu
Mycobacterium tuberculosis. Singurul test acceptat in
scop diagnostic si epidemiologic este IDR Mantoux.
Acesta este utilizat In scop diagnostic pentru evidentierea
sensibilizarii la tuberculind in cazul unei suspiciuni de
infectie tuberculoasd la copiii simptomatici sau la cei din
focare de tuberculoza (simptomatici sau nu) cu ocazia
anchetei epidemiologice. O reactie intens pozitivd este
marker al infectiei tuberculoase, dar nu certifica tuberculoza
activa. Ca dezavantaje ale acestui test se citeaza: erori de
tehnicd si interpretare, necesitd personal experimentat, nu
discrimineaza intre infectia naturald si cea postvaccinala,
nu stabileste diagnosticul de tuberculoza activa, reactii
fals-pozitive sau fals-negative [4,5].

Suspiciunea de tuberculozd pulmonara la om este
ridicatd de prezenta urmatoarelor manifestari clinice: tuse
cronicd peste 3 saptamani, hemoptizie, durere toracica,
dispnee, inapetentd, scadere ponderala nejustificata,
febra, astenie fizicd inexplicabild, transpiratii nocturne,
amenoree nejustificata. insa simptomele si semnele clini-
ce din tuberculoza pulmonard a adultului nu sunt nici
specifice tuberculozei si nici obligatoriu prezente la toti
bolnavii, multi dintre acestia fiind oligosimptomatici sau
asimptomatici [4,5].

Diagnosticul radiologic al tuberculozei pulmonare
(leziunile infiltrative, ulceratii, leziuni cavitare, leziuni
fibrotice) are sensibilitate mare, dar specificitate redusa
si nu este patognomonic pentru tuberculoza. Diagnosticul
pozitiv nu se stabileste pe baza examenului radiologic, ci
doar pe baza celui bacteriologic. Modificarile radiologice
sunt utilizate ca argumente pentru diagnosticul tuberculozei
pulmonare neconfirmate bacteriologic [3].

Diagnosticul bacteriologic este singurul patogno-
monic §i stabileste diagnosticul pozitiv al tuberculozei.
Este efectuat, in majoritatea cazurilor, din sputa expectorata
spontan, dar se pot folosi si alte produse patologice [3].

Tuberculoza bovina

in ceea ce priveste bovinele, testul de hipersensibili-
zare se bazeaza pe punerea 1n evidenta a starii de alergie ce
se instaleaza in organismele infectate cu bacilii tuberculozei.
Tehnica consta in inocularea intradermica a unui derivat
proteic purificat cu citirea si interpretarea modicérilor locale
si generale la 72 de ore [6]. Fidelitatea testului tuberculinic
(intradermic) la bovine, este exprimata, in principal, prin
sensibilitate (Se), reprezentand capacitatea de a detecta
corect animalele bolnave (infectate) de tuberculoza si prin

specificitate (Sp), respectiv proprietatea de a detecta corect
animalele care nu au aceasta boala (infectie).

in prezent, in Romania tuberculinarea intradermic
la bovine se aplicd dupa doud procedee: testul unic (TU)
si testul comparativ simultan (TCS). Diferenta dintre cele
doua consta in faptul ca in cazul TCS reactiile aparute dupa
72 de ore la tuberculina bovina se compard cu reactia la
tuberculina aviara. Testul de hipersensibilizare cutanata
are o aplicabilitate mai largd in cazul efectivelor de
bovine, datoritd modului de executie §i usurinta in citirea
rezultatelor. Datoritd reactiilor pseudo- sau paraalergice,
dar si a subiectivitatii la citirea reactiilor locale si a nece-
sitatii repetdrii testului in caz de dubiu, se prelungesc timpii
de asteptare si se mentine potentiala sursa de infectie in
efectiv. Erorile testului tuberculinic sunt exprimate fie prin
lipsa (anergie) sau diminuarea reactiilor la animale infectate
(hipoergie), fie printr-o crestere a reactivitatii (hiperergie).

Testul “Stormont”, test similar testului unic, consta
in reinocularea tuberculinei PPD de tip bovin, dupa 7 zile, in
acelasi loc si in aceeasi doza. Reactia se considera pozitiva,
in situatia in care, dupa 24 ore de la a doua inoculare, se
inregistreaza o ingrosare a pliului cutanat cu cel putin 5
mm. La animalele infectate cu M. avium nu apar reactii
pozitive. Testul Stormont este mai sensibil ca testul unic,
dar necesita manopere mai complexe [7].

Testul intravenos (TIV) a fost aplicat numai
cu aprobarea Autoritatii Nationale Sanitar Veterinare,
ca metodd complementard de diagnostic al animalelor
anergice, in vederea scurtarii perioadei de asanare, dupa
7-10 zile de la citirea testului intradermic, la animalele
tuberculino-negative la recontrolul prin TCS din efectivele
contaminate si la 12 luni dupa eliminarea ultimului caz din
efectivele contaminate.

Testele tuberculinice intradermice se pot repeta dupa
un interval de cel putin 45 zile, iar testul intravenos se poate
repeta dupd un interval de cel putin 90 de zile. Intervalul de
repaus dupa un test intravenos, pentru aplicarea urmatorului
TCS, este de 60 de zile [8,9].

DIAGNOSTICUL TUBERCULOZEI PRIN
TESTE IMUNOLOGICE

Pe langa metodele clasice de diagnostic a tubercu-
lozei umane si bovine, tehnicile de imunitate celulara
au devenit o provocare in diagnosticul rapid al infectiei
tuberculoase, Insa la ora actuala costurile sunt crescute si
accesibibilitatea este redusa.

1. Dozarea gamma interferonului la oameni:
QuantiFERON-TB Gold. Este un test nou pentru
diagnosticul imunologic rapid, in vitro, al infectiei latente
sau active cu M. tuberculosis. Acest test a fost dezvoltat
pornind de la principiul raspunsului celular mediat imun la
antigene peptidice (proteine micobacteriene). Limfocitele
T helper sintetizeaza interferon gama (yIFN) la contactul
cu antigenele specifice ale M. tuberculosis [proteinele:
ESAT-6, CFP-10 si TB7.7(p4)], interferon care poate fi
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evidentiat i masurat printr-o reactie de tip Elisa. Aceste
antigene peptidice sunt absente din toate susele BCG si din
majoritatea micobacteriilor non-tuberculoza, cu exceptia M.
kansasii, M. szulgai si M. Marinum. Testul QuantiFERON—
TB Gold este util in diagnosticul tuberculozei latente sau
active si pentru cazurile bacteriologic negative. Are inalta
sensibilitate 89% si specificitate 98% [10,11]. Testul
oferd rezultatul in aproximativ 24 de ore, fiind considerat
“standardul de aur” in diagnosticarea infectiei tuberculoase
la om [12].

2. Dozarea gamma interferonului la bovine:
BOVIGAM. La bovine, determinarea concentratiei YIFN
reprezintd o tehnicd moderna, de curand aplicatd si in
Romania pentru diagnosticul tuberculozei. Eficienta sa a
fost evaluatd comparativ cu testele intradermice, care au
cea mai larga aplicabilitate pe plan mondial la ora actuala.
Testul imunoenzimatic se bazeaza pe detectarea la bovi-
nele infectate a yIFN eliberat de limfocitele T sensibilizate
in prezenta antigenelor micobacteriene (tuberculina PPD
de tip bovin si aviar) [13]. Nivelul yIFN este comparat
cu cel al martorilor pozitivi $i negativi si a unei probe
nestimulata specific. Utilizarea anticorpilor monoclonali
anti-yIFN bovin a determinat cresterea semnificativa a
performantelor, testul fiind mai sensibil decat IDR si avand
o specificitate de 96,2-98,1 % [9].

Testul imunoenzimatic EIAs—y IFN reprezinta o
posibilitate de exploatare pentru diagnostic care ar putea
elimina un procent insemnat din erorile tuberculinarii,
evitand sacrificarea unor animale valoroase, neinfectate
sau mentinerea in efectiv a unor vaci infectate cu M. bovis,
cu infectie tuberculoasd in stadii incipiente, inainte de
invadarea organismului si de raspandirea micobacteriilor
patogene in mediu.

3. Testul de transformare limfoblastica (TTL).
Raspunsul proliferativ al limfocitelor fatd de mitogene se
poate evalua prin testul de transformare blastica, ca proba
a masurii reactivitatii celulare. Acest test are o sensibilitate

de 97,1% si o specificitate de 95,1% [14], desi este
insuficient de bine cercetat la animale.
Limfocitele T, efectorii celulari ai sistemului

imun specific, reactioneazd fatd de mitogene, un grup
diversificat de substante cu structurd chimicd variata
(proteine, glicoproteine, lipozaharide, etc.) izolate din
bacterii, plante sau tesuturi animale. Unele dintre aceste
mitogene stimulezd numai celulele T (fitohemaglutinina
si concavalina A), altele (poke-weed mitogen) activeaza
atat limfocitele T, cat si limfocitele B, in timp ce o a
treia categorie (lipopolizaharidul bacterian si proteina A
stafilococicd) sunt mitogene specifice pentru limfocitele
B. Testul se poate efectua folosind fie probe de sdnge
integral, fie celule separate prin centrifugare, in gradient de
densitate. Dupa suspendarea celulelor in mediul de cultura
si incubare la 37°C pentru 24-48-72 ore sau chiar mai mult
(in functie de specie), se observa aparitia blastilor in prima
etapd, iar ulterior numarul mare de mitoze. Procesul este

insotit de o activitate metabolica si sinteza proteicd cres-
cutd, reflectatd prin utilizarea accentuatd a aminoacizilor
si reducerea glucozei din mediu. Un raspuns cuantificabil
fatd de mitogeni in cultura de limfocite, apreciat prin
diferite metode, semnifica prezenta celulelor imunologic
competente, respectiv existenta unei reactii imune mediate
celular.

4. Determinarea activitatii fagocitare. Stabilirea
numarului §i morfologia subpopulatiilor leucocitare nu
este completa fard asocierea unei evaludri a functionalitatii
acestor celule. Astfel, estimarea capacitatii functionale
a eozinofilelor poate aduce date importante in ceea ce
priveste protectia antiparazitard, iar estimarea capacitatii
functionale a macrofagelor in monitorizarea prezentarii
si procesarii antigenului. Capacitatea de fagocitoza a
celulelor polimorfonucleare poate sa fie modificatd datorita
diverselor stdri patologice. Neutrofilele si monocitele
reprezinti populatiile cu activitate fagocitara majoritara. in
diferitele etape ale fagocitozei (chemotaxia, interactiunea
cu particulele opsonizante, ingestia, dezvoltarea suntului
respirator, distrugerea si digestia microorganismelor) pot
interveni diverse perturbari [15]. Acestea apar in cazul
unor deficite neutrofilice secundare, depistabile prin
teste functionale. S-a constatat cd reducerea cantitatii
de particule de carbon iIntr-un amestec de sange integral
si tus de China, evaluatd spectofotometric, oferd indicii
asupra capacitatii functionale a fagocitelor circulante
[16]. Macrofagele au capacitatea de a fagocita hematiile
sensibilizate prin anticorpi specifici sau celulele levurice
invelite in complement. Celulele fagocitate se pot observa
la microscop in interiorul macrofagelor, in urma colorarii
cu solutie Giemsa sau violet de gentiana. Indicele fagocitar
se poate calcula numarand macrofagele care contin una
sau mai multe hematii §i exprimand raportul procentual
intre acestea si totalul macrofagelor prezente in campurile
examinate.

5. Dozarea imunglobulinelor si complexelor
imune circulante. Nivelul seric al imunoglobulinelor
constituie un indicator al reactivitatii umorale. Parcurgerea
unor modificari intr-un sens sau in altul semnaleaza
fie initierea unui raspuns imun, fie prezenta unor stari
patologice nsotite de diminuarea reactivitatii sau areacti-
vitate imunologicd sub influenta unor factori externi
sau/si interni [17]. Ca raspuns fatd de agresiunea unor
microorganisme patogene, la nivelul macroorganismelor
se declanseaza mecanisme imune complexe. In cadrul ras-
punsului imun nespecific, se observa adesea si producerea
de gammaglobuline cu activitate de anticorpi. Consecutiv
acestei reactii imune, apar modificari ale concentratiei de
imunoglobuline totale. Nivelul imunoglobulinelor este
conditionat nu numai de sinteza plasmocitard, dar si de
rata de consum a elementelor produse, respectiv de nivelul
de constituire a complexelor imune. Complexele imune
circulante (CIC) sunt agregate de dimensiuni mari, care
pot fi precipitate cu diferiti compusi chimici, utilizan-
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du-se in acest scop, in mod particular, polimerii cu greutate
moleculara ridicatd, cum este polietilenglicolul, chiar la
concentratii mici ale complexelor, pe aceasta insusire ba-
zandu-se metoda Haskova de determinare a complexelor
imune circulante din ser sau plasma [18].

6. Testul de inhibare a migrarii leucocitare.
in cadrul raspunsului imun mediat celular, limfocitele
sensibilizate secretd interleukine active fata de alte categorii
celulare, cu rol atractant al macrofagelor efectoare la locul
agresiunii. Una dintre aceste limfokine MIF (factorul de
inhibare a migrarii macrofagelor) inhiba in vitro iesirea
macrofagelor din capilarele in care se efectueazd testul,
atunci cand este prezenta in mediul de reactie. Tehnica
poate fi utilizata in scopul depistarii starii de sensibilizare a
leucocitelor sau a prezentei antigenului.

Ca metoda de lucru, suspensia celulara se absoarbe
in capilarele de sticla, astfel incat in partea superioard
a acestora sa ramana aproximativ 1 cm spatiu liber, apoi
se inchid la capatul inferior cu amestecul ceara-plastilina.
Capilarele astfel pregatite se centrifugheaza. Se obtine astfel
o separare a celulelor de mediul de culturd. Se sectioneaza
capilarele la limita de separare dintre depozitul celular si
supernatant, in conditii de sterilitate. Fragmentele care
contin depozitul se introduc in camerele de migrare. Se
umplu camerele de migrare cu mediu RPMI 1640 continand
5% ser fetal de vitel, apoi se inchid cu lamelele sterile, astfel
incat sa nu se formeze bule de aer (proba martor). Pentru in-
vestigarea sensibilizarii fatd de medicamente sau antigene,
acestea vor fi introduse in mediul de migrare. Incubarea se
face timp de 18 ore la 37°C, iar apoi se masoara diametrele
zonelor de migrare. Se calculeazd indicii de inhibare a
migrarii, raportdnd diametrul zonei de migrare a probei
tratate la acela al probei martor. Indicii sub 0,80 semnifica
inhibarea migrarii leucocitare, iar cei ce depdsesc aceasta
valoare demonstreaza stimularea migrarii leucocitare.

CONCLUZII

OMS apreciazd ca o treime din populatia globului
este infectatd cu Mycobacterium tuberculosis, indicand
o problema majora de sadndtate publicd si economica.
Programele de preventie si tratament ale infectiei si bolii
tuberculoase vizeazd: controlul transmiterii infectiei,
vindecarea indivizilor simptomatici i prevenirea bolii la
cei cu infectie latenta. Tinta finald a acestor eforturi este
eradicarea bolii.

Controlul optim al infectiei tuberculoase necesita
teste diagnostice precise. Pentru preventie sunt necesare
teste screening cu sensibilitate crescutd, in timp ce pentru
tratamentul celor la risc sunt necesare teste inalt specifice.
Pand recent, testul imunologic standard era intradermo-
reactia la tuberculina. Utilizat pentru intdia oard in 1889,
testul evalueazad reactia de hipersensibilitate intarziata la
tuberculina. Testului 1i lipseste precizia diagnostica, datorita

diferentierii intre infectia latenta si imunizarea cu BCG
sau infectia cu alte micobacterii. Cea mai mare problema
ramane insa corectitudinea inoculdrii intradermice si citirea
rezultatului.

Aplicarea tehnicilor moderne de imunitate celulara
ar creste acuratetea si rapiditatea diagnosticului tubercu-
lozei, atat la om, cat si la bovine. imbunititirea acestor
tehnici prin estimarea concomitenta a reactivitatii celulelor
limfoide fatd de extractele tuberculinice de tip bovin si
uman vor permite diferentierea starii de sensibilizare fata
de un tip infectant sau altul de micobacterie, reprezentand
o0 etapa superioara in diagnostic si totodatd in intreruperea
lantului epidemiologic si, astfel, in mentinerea starii de
sanatate a populatiei.
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