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Diagnosticul de laborator intr-un caz derabiela om
-prezentar e de caz-
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Abstract: Laboratory diagnosis of a human rabies case. In this paper we describe an 65 years old
human case, T.S., diagnosed postmortem with rabies. National Reference Laboratory for Rabies from the
Ingtitute for Diagnostic and Animal Health has received brain samples from National Institute of Legal Medicine
"Mina Minovici" for specific rabies tests to be performed. The results from direct imunofluorescence
examination was found to be positive during the same day, folowed in the next days by hystological tests as well
as RT-PCR (Revers-Transcription Polymerase Chain Reaction) through virus nucleoprotein gene amplification.
Phylogenetic analysis placed the isolate into serotype 1 cathegory, with highly phylogenetic similarity with the
animalsisolates from central areas of Romania.
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abia (turbarea) este o zoonoza virala, caracterizata prin grave tulburari nervoase,
exprimate in general prin hiperexcitabilitate si agresivitate, urmate de paraizie si
moarte.

In conditiile naturale sunt sensibile la infectia rabica Tn masura egala toate speciile de
mamifere domestice si silbatice, indiferent de véarsta, rasa, sex, anotimp, clima. Incidenta
rabiei Tn diversele zone geografice cunoaste 0 oarecare varidie, influentata de dinamica
populatiilor speciilor-rezevor si de statusul imun al acestora.

Sursele naturale ae infectiel rabice sunt reprezentate de mamiferele infectate aflate in
ultima faza a perioadel de incubatie. La acestea virusul se gaseste cu predilectie in sistemul
nervos central si periferic, dar repartitia lui nu este uniforma. Creierul este cel mai bogat in
virus, concentratia fiilnd mai mare in hipocamppus, cerebellum si medulla oblongata (OIE
Manual 2004). Virusul este prezent in saliva la sfarsitul perioadei de incubatie, unde persista
pana lafinalul bolii.
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Tn conditii naturale transmiterea infectiei de la un animal la altul sau de la animale la
om se face Tn marea magjoritate a cazurilor pe cale directa, prin muscatura animalelor turbate.
Zgarieturile sunt, de asemenea foarte periculoase deoarece pot asigura inocularea virusului,
daca ghearele sunt contaminate cu saliva virulenta proaspata. O ata modalitate de infectie
directa este depunerea de saliva virulenta, prin lingere, pe diferite plagi sau eroziuni proaspete,
aflate la nivelul pielii sau mucoaselor aparente. Cele mai mici eroziuni, chiar microscopice,
pot permite patrunderea virusului rabic Th organism. Perioada de incubaie la animale poate
variain medie de la 15 1a 60 de zile, cu limite largi intre 6-90 zile, in functie de cantitatea de
sdliva inoculata, de localizarea plagii fata de sistemul nervos central si de abundenta filetelor
nervoase (Moga Manzat 2005).

La om, perioada de incubatie variaza de la 2 saptamani pana la 6 luni cu limite de pana
la2 ani si 7 luni (Smolevski 1950, WHO 2007).

Diagnosticul antemortem se poate efectua prin examene de biologie moleculara (PCR)
pe probe de saliva sau lichid cerebrospinal (Crepin 1998, Nagargy 2006, Smith 2003).
Postmortem diagnosticul de laborator in rabie se face prin metode virusologice, histologice si
de biologie moleculara. Metoda virusologica uzuala este imunofluorescenta directa prin care
in urma colorarii amprentelor de creier cu un conjugat specific se pun Tn evidenta la
microscopul cu lumina UV corpusculii rabici. Rezultatul este obtinut Tn céteva ore cu un
procent de detectie al cazurilor pozitive de 95-99 % (OIE Manual 2004, WHO 2007). Prin
metodele histologice sunt pusi in evidenta corpusculii Babes-Negri. Pentru elucidarea
cazurilor negative sau dubioase, ca metode de diagnostic complementare se mai pot folos
inocularea intracerebrala a soriceilor de laborator sau izolarea virusului pe culturi celulare.

In lucrarea de fata ne-am propus si prezentam cazul unui barbat Tn varsta de 65 de ani,
T.S., fost padurar de meserie, cu domiciliul intr-o zona de munte, diagnosticat postmortem cu
rabie, fiind suspicionat de turbare la un moment dat in timpul evolutiel bolii. Astfel in data de
16.03.2007 T.S. s-a prezentat la Spitalul de Boli Infectioase Focsani n stare extrem de grava,
fiind trimis de urgenta la Institutul de Boli Infectioase ,Matei Bals” din Bucuresti cu
suspiciunea de botulism. La Institutul de Boli Infectioase Tn urma consultului s-a constat
urmatoarea simptomatologie: coma, pupile midriatice bilaterale areactive, miscari pendulare
ale globilor oculari, sidoree, disfagie, reactia spastica la stimuli durerosi, imposibilitatea
ingestiel de apa, crize tonico-clonice anamnetice. Testele serologice pentru hepatita B,
hepatita C, HIV, tetanos, botulism, virusuri gripale, borelia si enterovirusuri facute la
Ingtitutul de Boli Infectioase au fost negative. In aceessi zi pacientul se interneaza prin
transfer la Spitalul Clinic de Urgenta Bucuresti cu diagnosticul ,Coma cu etiologie
neprecizata. Suspiciune de rabie. Insuficienta renala. Crize tonico-clonice anamnestice.”.

Din datele cuprinse in F.O. rezulta ca in perioada internarii in Spitalul Clinic de
Urgenta Bucuresti (16.03.2007 -27.03.2007) s-a efectuat un examen C.T. care a evidentiat
lacuna de 10/4 mm la nivelul nucleului caudat drept, sistem ventricular cu dimensiuni
crescute, usoara atrofie corticala fronto-temporo-parietal bilaterala.

Paraclinic se evidentiaza leucocitoza si trombopenie, produsii de retentie azoteti
crescuti (creatinina 2,95 mg/dl, uree 94,8 mg/dl), enzime de citoliza si necroza crescute (ALT
71 U/l, AST 184 U/I, LDH 996 U/I, CK 3768 U/I).

Examenul neurologic efectuat la data de : 17.03.2007 evidentiaza coma G.C.S. 7,
reactioneaza spastic la stimuli durerosi, R.O.T. crescute, pupile miotice reactive, fara redoare
de ceafa.
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Tn data de 22.03.2007 se efectueaza examen R.M.N. cerebral care evidentiaza aspect
de sinuzita etmoidala, maxilara, sfenoidala, mastoidita bilaterala, leziune lacunara cap nucleu
caudat drept.

Starea generala se mentine foarte grava cu mentinerea comei profunde dar cu
posibilitatea suprimarii suportului inotrop pozitiv si agravarea insuficientei renale, necesitand
instituireaterapiel de substitutie renala din data de 23.03.2007.

Mentinerea suspiciunii de rabie devine dificila in urma declaratiilor Tnsotitoarei prin
care se releva lipsa cazurilor de rabie in perimetrul domiciliului lui T.S.. Nu s-au semnalat
leziuni care ar fi putut apareain urmamuscaturii de animal, cu exceptia a doua zone de eritem
lanivelul calcéiului, bilateral, posibil post traumatice in urma legaturilor pentru imobilizare.

In decursul urmatoarelor zile starea generala s-a agravat, iar in data de 27.03.2007
pacientul a decedat, cadavrul fiind transferat la Institutul N&ional de Medicina Legala ,Mina
Minovici” pentru efectuarea examenului necropsic.

La examenul necroptic, la examenul extern al cadavrului nu s-au constatat leziuni
externe care si confirme o leziune traumatica produsa prin muscare.

La examenul craniului se constata edem marcat si congestie vasculara. Pe sectiunile
efectuate prin metoda Pitres la nivelul nucleului caudat posterior de partea dreapta prezinta o
zona cu structura distrusi de 2/2/1 cm violaceu-negricioasi. In rest se constata doar o usoara
crestere a dimensiunilor ventriculilor cerebrali. La nivelul trunchiului cerebral pe sectiune se
constata existenta unor zone punctiforme negricios-violacee care nu dispar la spalare cu apa.

La nivelul cordului se constata prezenta unei miocardoscleroze iar la nivel pulmonar
reducerea usoara a crepitatiilor pulmonare si pe sectiune mici zone galbui care la presarea
pulmonului exprima o cantitate redusa de mucus galbui aerat.

Rinichiul este de consistenta scazuta cu mici puncte galbui si rosietice pe suprafata
externa, pe sectiune, corticala este ingrosata si prezinta zone galbui si striatii liniare
hemoragice.

La examenul histopatologic se constata:

Creier (cortex) : La nivelul meningelui rare elemente limfomonocitare, staza
accentuata si edem meningeal; Tn substanta nervoasa la nivelul cortexului pe alocuri moderata
reactie gliala si prezenta de corpi amilacel; in substanta aba microfocare hemoragice
pericapilare alaturi de citeva venule ectaziate cu accentuata staza sanghina si foarte rare
elemente limfomonocitare perivasculare; edem cerebral accentuat.

Pe un at fragment se observa focare hemoragice de dimensiuni variabile unele
confluente cu dilacerarea substantei nervoase si minima reactie inflamatorie subacuta; rare
elemente inflamatorii limfomonocitare perivasculare si aspecte de leucostazie vasculara
Incipienta.

Creer (nuclei bazali): Numeroase microfocare hemoragice pericapilare, reagie gliala
difuza, foarte rare elemente limfomonocitare in jurul vaselor de calibru mic, unele cu peretele
fibrohialin altele cu endoteliul tumefiat; frecventi corpi amilacei. Accentuat edem cerebral.
(Fig. 1, 2)

Trunchi cerebral : Numeroase microfocare hemoragice pericapilare; accentuat edem
troncular (Fig. 3).

Cerebel : Accentuata staza cu minima hemoragie meningee intrascizurala; rare
elemente inflamatorii l[imfomonocitare; Tn substanta cenusie citeva microfocare hemoragice
pericapilare; edem meningo-cerebelos (Fig 4).
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Plaman: Rare focare bronhopneumonice. Moderata staza septala, edem alveolar
accentuat si mici zone de atelectazie. Hipertrofie fibro-conjunctiva a peretilor arteriolari.
Microlitiaza pulmonara.

Cord: Pericardita cronica focala sclerogena. Moderata miocardofibroza cu foarte mic
focar cicatricial subendocardic. Lipomatoza interstitidla cu rare elemente inflamatorii
limfomonocitare. Zone intinse de hipoxie miocardica si edem interstitial. Aspecte de
ateroscleroza coronariana.

Ficat: Staza cronica stadiul 1I/ll. Mici focare de steatoza. Aspecte de leucostazie
capilara incipienta. Hemangiom cavernos cu tromboza recenta.

Rinichi: Aspecte incipiente de tubulonefroza. Nefrita cronica interstitiala reziduala.
Moderata arterio si arterioloscleroza renala. Rari microchisti de retentie urinara.

In mod clasic diagnosticul histopatologic de encefalomielita rabica include
urmatoarele elemente:

- Prezentadeinfiltrate mononucleare

- Prezenta de mansoane perivasculare Imfocitare sau polimorfonucleare

- Observarea unor aglomerari limfocitare in focare

- Noduli Babesi (alcatuite din celulel gliale)

- Corpusculii Negri (incluziuni rotund ovalare observabile mai ales in citoplasma
celulelelor piramidale din cornul lui Ammon si celulele Purkinje din cerebel)

In cazul anadlizat, tabloul histopatologic encefalic era neconvingator, multe din
elementele asa-zis caracteristice pentru meningo-encefalita rabica fiind abia schitate, sau chiar
absente.

Din pacate, nici unul din elementele de mai sus luate separat sau impreuna nu sint
absolut specifice si nu sint admise ca diagnostic de certitudine in rabie (spre exemplu, pe de o
parte corpusculii Negri se evidentiaza doar in aproximativ 50% din animalele cu turbare, iar
pe de alta parte se pot observa si in cazuri in care infectia rabica este cert absenta). Si totus,
avind in vederea pericolul biologic implicat de diagnosticul de rabie am considerat ca se
impunea investigatii suplimentare pentru confirmarea sau infirmarea suspiciunii de meningo-
encefalitarabica

In acest ocontext, In urma
contactdlor  tabilite  Tntre  Inditutul
Nationd de Medicina Legda ,Mina
Minovici” si  Inditutul de Diagnodtic si
Sinatate Animaa Bucuresti (IDSA), in
data de 29.03.2007 Laboratorul Nationa
de Referintd pentru Rabie din cadrul
IDSA primeste probe prelevate din
encefdul lui T.S. (o emisfera) in vederea
examendor specifice Th  diagnosticul
rebid. In dupi-amiaza acddasi zle
rezultatul examenului de imuno-
fluorescenta directa pe amprente de
hipocamppus, cerebdlum si medulla
oblongata colorae cu conjugat
fluorescent specific a fost pozitiv,
confirmand suspiciuneaderabie (Fig. 5).

Fig. 5 IFD-corpusculi rabici, x
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Fig. 6 Corpuscul Babes-Negri in celula Purkinje-Cerebel, coloratia
Mann, x

In  continuare, sa  efectuat
secventierea fragmentului genic amplificat,
zona de electie pentru stabilirea filogeniel
tulpinii de virus rabic in cauza (Fig. 8).

Analiza filogenetica pentru tulpina de
virus rabic izolata, efectuata cu programe
dedicate (Mega v.3.1- Kumar S.,2004), a
relevat apartenenta acesteia la serotipul 1,
precum si inrudirea filogenetica cu izolatele
de virus rabic de la animale din zona centrala
a Roménie (in primul rénd cu cele din
judetele BV, DB, AG).

1 2 3 4 5 6 ? Trebuie in fina mentionat ca

diagnosticul stabilit cu promptitudine in

Fig. 7 Legenda: Pozitia nr.1-marker molecular 500 urma investigatiilor specialistilor din cadrul
perechi de baze (500pb); Pozitia nr.2-proba hipocamp;

Pozitia nr.3-proba cerebel; Pozitia nr.4-proba omogenat InSF'tUM ui de Diagnostic . Sl SﬁnétaFe
creier; Pozitia nr.5-standard pozitiv; Pozitia nr.6- Animala, a transformat suspciunea de rabie
standard de extractie negativ; Pozitia nr.7-standard de (privita a priori drept o e€lucubratie in
amplificare negativ conditiile raritati extreme a acestor cazuri)
intr-o certitudine, permitind pe de o parte luarea unor masuri rapide de ancheta
epidemiologica s vaccinarea personalului medical s medico-legal venit in contact cu
pacientul sau cu produsele biologice ale acestuia (merita mentionat faptul ca o asistenta
medicala s-aintepat in timp ce preleva probe biologice de la pacient).

Un alt aspect important relevat de acest caz este pericolul biologic real (chair daca de
multe ori nebanuit) la care este expus atit personalul medical cit s cel din serviciile de
anatomie patologica s serviciile de medicinalegala
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Fig. 8 Arborelefilogenetic

Legenda: 1302-AG-RO- bovina jud. AG; 201-CJ-RO- vulpe jud. CJ; RABIE-OM; DQ416767-creier céine
jud. DB; DQ443540- cabalina jud. BV; 202-BR-RO- vulpe jud. BR; DQ416768- pisicd jud. GR; DQ443538-
vulpe jud. TR; U43000-izolat rabie Ungaria; DQ443539- pisica jud. BH; U42715-izolat rabie Estonia; 209-SV-
RO- bovina jud. SV

Concluzii

1. Prin examene de laborator (virusologice, de biologie moleculara si histologice) a fost
realizat un diagnostic complex de rabie laom.

2. Printestul de imunofluorescenta directa diagnosticul de rabie afost pusin decurs de 3 ore
de laprimirea probei.
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3.

4.

Tn urma analizelor filogenetice tulpina de virus rabic identificata s-a dovedit a fi Tnrudita

cu atetulpini de virus rabic de laanimale pe teritoriul Romaniei.
Analiza filogenetica a relevat procentul mare de similaritate cu izolatele de la animale de
pe teritoriul Romaniei, demonstrand infectia cu o tulpina locala.
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