


Familia: Vibrionaceae

Genuri: Vibrio
Photobacterium
Salinivibrio
Aliivibrio (Allomonas)
Enterovibrio

Grimontia

Catenococcus
Listonella

Caractere generale (cheie) ale familiei: bastonase G-, drepte sau
incurbate, mobile, reduc nitratii in nitriti, fermenteaza glucoza,
oxidaza+, catalaza+



GENUL VIBRIO

Bastonase G-, incurbate, polimorfe, 2-3
pm/0,5-0,8 um, nesporogene, necapsulate,
mobile monotriche (flagel polar ugiaisg=







e Clasificarea:

- Vibrioni halotoleranti - Vibrio cholerae
(agentii holerei si diareilor holeriforme)

- Vibrioni halofili - V.parahaemolyticus,
V.alginolyticus, V.anguillarum, V.vulnificus,
V.metschnikovii (oportunisti, pot cauza
toxiinfectii alimentare, septicemii,
meningite, supuratii)

- Vibrioni free life (saprofiti)



VIBRIO CHOLERAE

 |zolat pentru prima data in 1854 de catre Filippo
Pacini de la un bolnav cu holera.

 Caractere morfotinctoriale (vezi caracteristica genului)

e Caractere de cultura

Anaerob facultativ, temperatura optima de
cultivare -- 37 grade (limite 14 - 40 grade C).
Creste pe medii simple, dar prefera pH alcalin
(7,6 - 9,6). Halotolerant (0,5 - 7% NaCl, optimal -
3%).

Sensibil la pH acid.



Mediu de imbogatire - Apa peptonata alcalina (AP) - pH
8,6

Medii de izolare a culturii pure:

— Geloza alcalina (GA) - mediu selectiv

- Mediul TCBS (tiosulfat-citrat-bila-zaharoza) - DD si
selectiv

 Manifestarea cresterii culturii de vibrioni

- peste 3-6 ore de incubare - val fin la suprafata
mediului
- peste 12 ore - colonii tipice S (R atipice), plate,
transparente, cu nuanta albastruie
—neste 12 ore - colonii S onace albene






eCaractere biochimice: V.cholerae poseda catalaza si
oxidaza, reduce nitratii in nitriti, produce indol, poseda
gelatinaza, lizindecarboxilaza (LDC) si ornitindecarboxilaza
(ODC), fermenteaza si oxideaza glucoza pana la acid (testul

Hugh-Leifson), nu scindeaza lactoza.
Conform activitatii glicolitice V.cholerae apartine
grupului I Heiberg (fermenteaza Zaharoza si Manoza,

nu fermenteaza Arabinoza) - testul ZAM
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Se disting 2 biotipuri (variante) de V.cholerae:
clasic (V.cholerae cholerae) si El Tor
(V.cholerae EI Tor), identice morfologic si
antigenic.

1. V.cholerae - 1n1883
izolat in cultura pura de catre R. Koch, a
cauzat 6 pandemii

2. V.cholerae —-izolatin 1905 intr-o
statie de carantina din El Tor (peninsula
Sinai), in 1961 determina pandemia a Vli



Les pandémies de choléra

1800 1850 1900 1950 2000
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Diferentierea biovariantelor

Caractere V.cholerae V.cholerae

cholerae El Tor

Aglutinarea eritrocitelor de - +

gaina

Hemoliza eritrocitelor de - +

berbec

Producerea acetoinei (test VP) - +

Liza cu bacteriofagi C (IV) ET ()

Cresterea pe mediu cu - +

polimixina




STRUCTURA ANTIGENICA A VIBRIO
CHOLERAE

 Antigenul O somatic, LPZ, termostabil (peste
200 serogrupe - 01, 02....0200...)

este constituit din 3 fractii- A,B,C

Respectiv se disting 3 serovariante ale
V.cholerae O1: (A,B), (A, C) si
(A; B; C)
 Ag H, proteic, termolabil, comun pentru
V.cholerae



Biotype El Tor Classical

Serotype Ogawa Inaba (Hikojima} Ogawa Inaba (Hikojima)

Antigens A B A, C (A,B,C)  AB A.C (A, B, C)



agent cauzal al holerel

(descris in 1992)-
agent cauzal al holerei; fenotipic
asemanator cu biovarul El Tor, produce
capsula polizaharidica

(02, 03,... etc,
vibrioni NAG/nonaglutinabili) - responsabili
de sindrom holeriform, diaree, toxiinfectii
alimentare, gastro-enterite






FACTORI DE PATOGENITATE

e Factori de adeziune (pili - Toxin
Coregulated Pilus (TCP), LPZ, glicocalixul)

 Enzime de patogenitate (mucinaza,
neuraminidaza, lecitinaza)

e Enterotoxina (toxina holerica, holeragen),
constituita din 2 subunitati A (Al, A2)si 5
subunitati B. Codificata de genele ctxAB
ale unui bacteriofag filamentos CTXq.

* Endotoxina



& winalent V¥V .Cholerae
wrth TCP but no toxn.

N ew sriralent V . Cholerae
writh TCP and toxin.



Subunitatile B servesc la fixarea pe receptorul
gangliozidic GM1 de pe membrana enterocitului.
Urmeaza modificarea conformationala a toxinei cu
crearea unui canal hidrofil prin care subunitatea A
patrunde in celula. Catena Al, manifestand
activitate ADP - ribozilanta, activeaza
adenilat-ciclaza membranara, ce duce la cresterea
concentratiei de cAMP intracelular. Rezulta
inhibitia absorbtiei bicarbonatului si hipersecretia
cloridului. Apa si electrolitii (Na* K" CIF HCO3") se
acumuleaza in lumenul intestinal. Rezulta
deshidratare extracelulara intensa cu
hemoconcentratie, hipokaliemie, soc hipovolemic
si acidoza metabolica.



Subunit A
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HOLERA - gastroenterita acuta, strict umana.
Anual - 3-5 min infectati, 100-130 mii decedati
Agentul cauzal -V.cholerae 01/0139
Sursa de infectie-bolnayv, convalescen I.f Pfju;!thournal
purtator sanatos |
 Mecanismul de transmitere- fecal-ore
Alimentar (apa, alimente, fructe de
mare)
Contact direct (manual)
Doza infectanta - 10° - 10" UFC
(10% pentru persoane cu hipoaciditate
gastrica)

A T
LE CHOLERA



 Vibrionii care au trecut bariera gastrica ajung in
intestinul subtire. Local mucinaza descompune
mucusul, asigurand adeziunea vibrionilor la enterocite,
colonizarea si producerea toxinei. Neuraminidaza
transforma di- si tri-sialogangliozidele membranare in
GML1, ce permite fixarea toxinei si penetrarea ei.
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epithelial cell :
P b adhesin
membrane receptors

degraded o -
toxin .

ea——free toxin

‘/—odhesin (fimbria)




| - Perioada de incubatie (2-5 zile)

|| - Enterita holerica (scaune frecvente, afecale,
apoase, constituite din lichid clar cu flocoane
albe - aspect “zeama de orez”)

lll - Gastro-enterita (scaune frecvente - 10 50
ori pe zi - si vome abundente). :

Consecinte - deshidratare (3-20
litri eliminatiin 24 ore), carente
de saruri, acidoza, hipoxie tisulara,
hipotensiune, contractii (crampe)










|V - Algida holerica (stare extrem de grava,
hipotermie, asfixie, anurie, colaps, coma,
deces)

% 1%
»




- umorala (slgA, IgM, IgG),

— antibacteriana si antitoxica, de scurta
durata (2 ani), reinfectii sunt posibile



1. Entry

2. Diseasa
Hypovelemic shock
Acidosis
Vomiting —__
Diarrhea
Muscle cramps

/ 2. Colonization

4. EXit {in one tc many
liters of fluid per day)




Cholera cases reported to WHO by year and by continent World Health
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* Cholera in Central Africa

e 8 October 2010 -- The current wave of cholera outbreaks affecting
Central Africa started a few months ago. As of 3 October, 40 468
cases and 1 879 deaths have been reported in four countries
(Cameroon, Chad, Niger and Nigeria). Seasonal factors, such as
the rainy season with flooding, as well as poor hygiene conditions
and population movements in the area contribute to this
unusually high incidence of cholera. Nevertheless this area known
to be endemic for cholera is regularly affected by small outbreaks.

 The ongoing Haiti cholera outbreak is the worst epidemic of
cholera in recent history, according to the U.S. Centers for Disease
Control and Prevention After the 2010 earthquake, in little over
two years, as of January 2013, it has killed more than 7,900
Haitians and hospitalized hundreds of thousands.



Prelevate: mase vomitive, materii
fecale, bila (purtatori), de la
cadavru - 3 fragmente din
intestinul subtire si vezica biliara,
prelevate din mediul extern (apa,
alimente)

Metode de diagnostic

Frotiu Gram (bacterii G-,
incurbate)

Studierea mobilitatii (preparate
native - bacterii mobile, grupate
in “bancuri de pesti”)
Imobilizarea si aglutinarea
vibrionilor cu serul anti-O1

Imobili_zareq vibric_)nilor cu
bacteriofagci “C” st “ET”




is Kunkel Micioscopy, Inc:



2.

(de bazé) Repiquer toutes les 6-8 h
EPSA ou EPS

- Prelevatele se
insamanteazain AP |
(imbogatire) siGA 1/ TCBS
(izolarea culturii pure) -
termostat, 37 grade C

- Peste 6 ore se examineaza

 — >
cultura din AP (val la
suprafata?), utilizata
pentru diagnosticul rapid,

apoi se reinsamanteaza pe

AP Il si GA I



- Peste 12 ore se examineaza coloniile de pe GA | sau
TCBS. Coloniile suspecte (plate si transparente cu
nuanta albastruie pe GA, galbene pe TCBS) sunt
expuse diagnosticului rapid (5 teste), apoi repicate pe

pentru acumularea
culturii pure si diferentiere primara. AP |l poate fi
utilizata pentru efectuarea testelor rapide si
insamantare pe GA lll.

- Culturile lactoza-/zaharoza+ sunt identificate
morfologic, cultural, biochimic, serologic (cu ser O1
sau RO (colonii atipice), apoi cu seruri monospecifice
Ogawa si Inaba). Se efectueaza fagoidentificarea si
diferentierea biovariantelor.






3.

- In vivo (ansa ligaturata la iepure, culturi de celule)

- Invitro (ELISA, cu utilizarea gangliozidului GM1,
latexaglutinarea)

- Tehnici de biologie moleculara (PCR, etc)

4, (retrospectiv)

Anticorpii (aglutinine, vibriocine, antitoxine) apar dupa
10-15 zile de boala

- RA (serul bolnavului + diagnostic din V.cholerae O1 (titrul
diagnostic 1/80)

- RHAI (serul bolnavului + diagnostic eritrocitar)
- Dozarea antitoxinelor (ELISA, RHAI)



- Rehidratare

- Antibiotice (azitromicina, tetraciclina,
sulfanilamide, doxiciclina)

- Tratament simptomatic

- Igiena individuala si colectiva
- Vaccinarea (vaccin viu, vaccin inactivat, vaccin
subunitar, holeragen-anatoxina)






* V. parahaemolyticus — toxiinfectii alimentare,
consecutive utilizarii fructelor de mare, provoaca

gastro-enterite

* V. vulnificus, V. alginolyticus — procese supurative
(otite, conjunctivite, infeclii de plaga, celulita,
etc), toxi-infectii alimentare, septicemii



Familia Campylobacteriaceae
Genul Campylobacter
Caractere morfobiologice

Reprezentantii genului Campylobacter sunt bastonase
Gram -, incurbatein virgula, in S sau “pescarus in zbor”,
mobili monotrlchl Trei specii de Campylobacter sunt
patogene pentru om: C. fetus, C. jeitk




"Q_gpy;iﬁﬁt © 2002%05%”“]3 Kunkel M'I'croscopy, ln"&/ Copyright © 2004°Pennis Kunkel Microscopy, Inc.




« Campylobacteriile au metabolism respirator
microaerofil.

 Pot fiizolate pe medii selective imbogatite
cu sange continand numeroase antibiotice
(bacitracina, novobiocina, vancomicina,
polimixina, etc)

» Temperatura optima - 37 grade C.

« Colonii S, plate, cenusii, translucide, 1-2 mm
diametru, apar peste 2-4 zile de cultivare.



Campylobacter Blood Agar

_ (ATCC* 23291)




Campylobacteriile se intalnesc in tubul digestiv al
animalelor, in special ovine, porcine si la pasari.

Contaminarea omului are loc pe cale alimentara (apa, lapte,
carne).

Afecteaza toate varstele, dar mai frecvent copiii, in conditii
de igiena precara.

Conform OMS campylobacterioza afecteaza anual 500
mln de persoane, inclusiv 200 mln copii sub 5 ani.

C. fetus determina septicemii la persoane fragilizate:
cirotici, diabetici, cardiaci, gravide...



Nature Reviews | Microbiology



« C.jejuni/coli au o putere enteropatogena
Importanta, invazive, capabile sa provoace un
raspuns inflamator puternic, fiind responsabile
de enterite.

« Citotoxina de tip A- B (CDT), legata de
membrana externa, determina stoparea ciclului
celular.

 Maladia evolueaza cu durere abdominala,
diaree apoasa sau cu sange si puroi, posibil
febra, cu vindecare spontana in cateva zile.



Campylobacter

CcDT Loss of
absorptive
microvilli

Chemotaxis Invasion and
and Entrapment

- p <

>

J _—
Neutrophil \)em‘jftic cel/ Macrophage

NF-kB activation
Proinflammatory cytokine (IL-8)

WV
Inflammation

Cell damage
Diarrhea




* Eritromicina si azitromicina sunt
antibioticele de electiein
tratamentul campilobacteriozelor
digestive.

* Alte antibiotice: tetraciclina,
fluorochinolone, aminoside,
cloramfenicol, ampicilina



e Genul Helicobacter

e 32 specii: H.pylori (gastric), H.cinaedi,
H.fennelliae (intestinali)

H. pylori este agentul cauzal al gastritelor acute si
cronice, ulcerului gastric, adenocarcinomei
gastrice si a limfomei tesutului limfoid asociat
mucoasel



- Bastonase gramnegative spiralate, cu flagels
polari. Nu formeaza spori, nici capsule.




* H.pylori poate fi cultivat pe medii speciale,

imbogatite cu sange, ser, galbenus de ou, in
conditii de microaerofilie, la temperaturi intre 30

— 37 grade C.
* H.pylori produce abundent ureaza, ceea ce-i
permite sa supravietuiasca in stomac.

e Catalazo si oxidazo-negativ, nu scindeaza
carbohidratii



* Adezine (proteine din membrana externa, LPZ)
* Enzime: ureaza, mucinaza, fosfolipaze
* Toxine:

- Toxina VacA (determina apoptoza celulelor eukariote
prin generarea de vacuole citoplasmatice mari)

- Toxina CagA (provoaca modificarea proteinelor
celulare)

e Sisteme de secretie



Urease
neutralize gastric acid
gastric mucosal injury

Lipopolysaccharides { by ammonia)

adhere to host cell
inflammation

Type [Vsecretion system
pilli-like structure

Outer membrane proteins for injection of effectors

adhere to host cells

Flagella _—

bacterial mobility & = : . . ‘

Secretory enzymes ° g 7 A= ‘ * :
mucinase, protease, lipase ‘ (/ \ / * - -
o ’ y
Exotoxin(s)

vacuolating toxins (vacA)
urea transporter

O O

Effectors proteins (cagA)
actin remodelling
changes in morphology
IL-8 induction



Factorii de patogenitate

Flagella Urease
bacterial mobility & chemotaxis neutralize gastric acid
to colonize under mucosa gastric mucosal injury (by ammonia)

Lipopolysaccharides
adhere to host cells
inflammation

Outer proteins
adhere to host cells

Exotokin(s) | * “ L

- vacuolating toxin (vacA ;
gastric mu?:osal injlfry : : }\ host cell
£k Type IV secretion system _~ -~
pilli-like structure E3 e
<> <> ® for injection of effectors - E
Secretory enzymes _ Effectors (cagA e.t.c)
- mucinase, protease, lipase actin remodelling,

IL-8 induction, host cell growth

gastric mucosal injury
and apoptosis inhibition



* Infectiile sunt comune, in special in
tarile in curs de dezvoltare sau cu
nivel socio-economic scazut

e Sursa de infectie - omul

* Mecanismul de transmitere -
fecal-oral



Colonizarea initiala este facilitata de:

(1) blocarea producerii de acid de catre o proteina bacteriana

(2) neutralizarea acizilor gastrici prin producerea de amoniac (activitatea ureazei)

Helicobacter ulterior datorita mobilitatii active poate traversa mucusul gastric si
adera la celulele gastrice epiteliale prin multiple proteine de adeziune de suprafata.
Aceleasi proteine pot de asemenea sa se lege de proteinele gazdei si sa ajute bacteria
sa evite detectia imuna.

Leziunea tisulara localizata este mediata de ureaza, mucinaza, fosfolipaze si
activitatea citotoxinei A (VacA), o proteina care, in urma endocitozei de catre celulele
epiteliale, distruge celulele prin producerea vacuolelor.

Proteina CagA, injectata in celulele epiteliale prin sistemul de secretie IV (tip seringa),
interfereaza cu structura normala a citoscheletului celular.

Colonizarea cu H.pylori este insotita de infiltratia celulara a lamina propria cu
neutrofile si limfocite, urmata de inflamatie progresiva si formarea abceselor.
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Infectia primara este asimptomatica sau se
manifesta prin nausee si dureri gastrice.

Dupa o perioada de latenta de mai multi ani,
simptomele de gastrita sau ulcer peptic includ
nausee, anorexie, voma, dureri in epigastru.

Multi pacienti raman asimptomatici decade, chiar
pana la perforarea ulcerului

Complicatii — hemoragie si peritonita



Helicobacter pylori
— the bacterium causing peptic ulcer disease

infects the lower
part of the stomach,
antrum,

Duodenum

Inflammation
Helcobacter pylori
causes inflammation
of the gasiric mucosa
(gastritis). This is
often asymplomatic.

Ulcer
Gastric inflammation may lead
1o ducdenal or gastric ulcer.
Severe complications inchkade
bleeding wlcer and perforated
ubcer

Bleeding ulcer

£ The Nobal Committese tor Physicioay or NMeaedicane



* Microscopic: examinarea histologica a
bioptatelor

e Testul ureazei - relativ sensibil si specific

* Detectarea antigenului H. pylori in materii
fecale (ELISA)

 Examenul bacteriologic

* Examenul serologic demonstreaza expunerea
la H. pylori



* Terapie combinata cu un inhibitor al pompei
protonice (ex., omeprazol), macrolide (ex.,
claritromicina) si 3-lactamice (ex., amoxicilin) sau
metronidazol pentru 2 saptamani.

* Nu exista vaccinuri umane la momentul actual.



