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FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

ePeste 30 genuri cu peste 150 specii

eHabitat: intestinul gros al omului,
animalelor. Pot fi intalnite pe sol, plante, in
apa, etc

eMartori de contaminare fecala a mediului

eMajoritatea fac parte din microflora
normala (comensala) intestinala

CLASIFICAREA i

o IN FUNCTIE DE PATOGENITATE:

- Enterobacterii patogene: genurile Shigella,

Salmonella, Yersinia, unele variante ale
genului Escherichia;

- Enterobacterii conditionat patogene: genurile
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia,
Serratia, Edwardsiella, etc.

in 11 luni ale anului 2009 s-au inregistrat 16627
cazuri de boli diareice acute (BDA), inclusiv
12580 cazuri la copii in virsta pina la 17 ani,
comparativ cu 15207 cazuri, inclusiv 11315
cazuri la copii in virsta pina la 17 ani in aceeasi
perioada ale anului 2008. Ponderea copiilor din
numarul total al bolnavilor depistati cu BDA in
11 luni ale anului 2009 constituie 76,0 %.

In primele 2 luni ale anului 2010 s-au
inregistrat 2265 cazuri de BDA, inclusiv 1831
cazuri la copii in virsta pina la 17 ani,
comparativ cu 2226 cazuri, inclusiv 1811 cazuri
la copii in virsta pina la 17 ani in primele 2 luni
ale anului 2009.



TESTE-CHEIE ALE FAMILIEI ENTEROBACTERIACEAE

- Bacterii (bastonase) gramnegative

- Nesporogene

- Mobile-peritriche sau imobile

- Facultativ-anaerobe

- Fermenteaza glucoza pina la acid (A) sau acid
si gaz (AG)

- Catalazo-pozitive

- Oxidazo-negative

- Reduc nitratii in nitriti

TESTE SECUNDARE (identificarea
speciilor/variantelor)

e Teste biochimice (fermentarea glucidelor,
decarboxilarea aminoacizilor (arginina,
ornitina), producerea indolului, etc)

e Fagoidentificarea si lizotipia
e Colicinogenotipia

e Seroidentificarea

e Antibiograma
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TESTE PRIMARE (identificarea genurilor)

e Utilizarea citratului de Na (mediul Simmons)

e Utilizarea malonatului de Na

e Hidroliza ureei (testul Preus)

e Decarboxilarea lizinei (LDC)

e Dezaminarea fenilalaninei (FAD)

e Producere de H2S in mediul multitest (ex.: Kligler)
e Fermentarea glucozei pana la acizi (testul MR)

e Fermentarea glucozei pana la acetoina (testul VP)
e Mobilitatea (in geloza semilichida)

CARACTERE MORFOBIOLOGICE

e Caractere morfologice: bastonase G-,
1-6 um x 0,3 - 1 um, mobile peritriche
(Shigella, Klebsiella, Yersinia pestis -
imobile), nesporogene, formeaza
microcapsule (Klebsiella - capsulata),
poseda fimbrii.



http://www.med.sc.edu:85/fox/e_coli-dk.jpg
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e Caractere de cultura: H .
. Anaerobe facultativ . De transport: glicerina 30%, solutie salina 3%, solutie
tampon-fosfat
- Temperatura optima 37 grade C (limite - . De imbogitire a bacteriilor patogene: Kauffmann,
Muller, bulion selenit, etc
18 - 45 grade) . Diferentlal-dlagnostice:
- Nepretentioase nutritiv L De Izolare a culturil pure
. = . - ENDO, LEVIN, PLOSKIREV
- Coloni S’ aparvdUpa_ 1:8_'24 h de mCUbarﬁ’ Componenta: baza nutritiva, lactoza, indicator
2 - 3 mm (dupa repicari pot apare colonii Coloniile L+ : colorate; Coloniile L- : incolore (frecvent flora
; - s . patogena)
R)’ Klebs:e_lla COIO‘,n" M (muconde) '_ . - Mediul Wilson-Blair cu sulfit de Bi (Salmonella reduce sulfitul
Proteus - invadeaza suprafata mediului in sulfuré de Bi - colonii negre pe mediul verde)
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Il. De acumulare si identificare preliminara | °
(medii multitest)

- Russel, Kligler (glucoza, lactoza, saruri de Fe,
indicator)

- Olkenitki (glucoza, lactoza, zaharoza, uree,
saruri de Fe, indicator)

lll. De identificare finala (medii cu citrat,
malonat, sirul Hiss, medii cu aminoacizi,
gelatina, etc)

CARACTERE ANTIGENICE

e AgO, de perete, LPZ, termostabil si rezistent la
alcool, sensibil la formol, specificitate de gen,
specie, grup. Stimuleaza producerea Ig M.

e AgH, flagelar, proteic, termolabil si inactivat de
alcool, rezistent la formol, specificitate de tip
(varianta). Stimuleaza producerea Ig G.

e Ag K, superficial, capsular, termovariabil,

specificitate de specie, tip. Mascheaza Ag O,

inaglutinabilitate cu seruri anti-O. Variante - L, A,

B la E.coli, Vi - la Salmonella si Citrobacter

Ag F, fimbrial, termolabil, nespecific

ECA - (Enterobacterial Common Antigen) antigen

comun fam. Enterobacteriaceae (interes

taxonomic) - Ag Kunin

Genul Escherichia.
Diagnosticul de laborator al escherichiozelor |

Genul Escherichia

Spp.: E.coli, E.blattae, E.fergusonii, E.vulneris,
E.hermanii

E.coli descoperita in 1885 de Theodor Escherich,
pediatru si bacteriolog

Habitat: intestinul gros al omului si animalelor (80% din
flora aeroba intestinala), 107-10° bacterii/gram
fecale.

Contamineaza solul si apele de suprafata. Prezenta
E.coli - indicator de contaminare fecala
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o Rolul E.coli in fiziologia umana

1. Manifesta activitate antagonista fata de
alte bacterii, inclusiv cele patogene
(probiotic - tulpina Nissle 1917)

2. Stimuleaza dezvoltarea tesutului limfoid
prin intermediul Ag sale

3. Participa la procesele de digestie, inclusiv
in metabolismul colesterolului si acizilor
biliari

4. Asigura organismul cu vitamine,
sintetizand vitamine B, K, acid nicotinic,
acid folic, etc.



e E.coli - enterobacterie tipica, mobila, lactoza+
(colonii colorate pe medii DD de izolare),
fermenteaza glucoza cu formare de AG, teste
primare: MR +, mobilitate +, LDC+, celelalte
teste sunt negative

e Structura antigenica
Ag O - 180 tipuri (01, 02, 03,.....0180)
Ag H - 60 tipuri (H1, H2, etc)
Ag K - 100 tipuri

Din combinatii rezulta serovariante:

ex.: 065:H2:K1

Capsula (antifagocitar, Ag K1 - camuflaj .
imunologic datorita epitopilor comuni cu
polisialozil-glicopeptide cerebrale la nou-nascuti)
Proteine din ME si LPZ (anti-complement,

protectie de factorii bactericizi ai sangelui,

adeziune, invazie)

Fimbrii: pili manozo-sensibili/rezistenti, pili CFA,

pili P (adeziune la mucoasa intestinala si alte
substrate)

- Toxine (endotoxina, enterotoxine termostabile - ST
si termolabile - LT (codificate plasmidic),
citotoxine - “Shiga-like” toxine (SLT-1, SLT-2),
codificate bacteriofagic
Hemolizina
Siderofori (sisteme de captare a Fe)

- Tulpini enterotoxigene: (06, 08, 020, 025,
0115, etc). Responsabile de “diareea calatorului”,
sindrom holeriform. Adeziunea la enterocitele
intestinului subtire este asigurata de pili (CFA
“colonization factor antigen” sau CSF “coli surface
factors”). Elaboreaza toxine - enterotoxine LT
si/sau ST. Activeaza adenilat- respectiv guanilat
ciclaza enterocitelor cu acumulare de AMPc sau
GMPc intracelular, provocand o secretie sporita a
ionilor de CI' si inhibitia absorbtiei ionilor de Na*,
antrenand o pierdere hidrica importanta.

- Tulpini enteropatogene:

- Tulpini enteroinvazive:

- Tulpini enterohemoragice:

- Tulpini enteroagregative:

- Tulpini enteroadezive:
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(026, 055, 0111,
0125, 0142, etc). Responsabile de gastro-
enterite infantile (infeciii salmoneliforme). Adera
la mucoasa intestinului subtire printr-o proteina
din membrana externa fara a penetra
intracelular, distrug microvilozitatile, perturba
procesele de secretie si absorbtie intestinala.

(028, 0124, 0143,
etc). Responsabile de sindrom dizenteric (infectie
dizenteriforma) cu invazia mucoasei colonului,
penetrare intracelulara, ulceratii. Factori de
patogenitate: adezine, citotoxine (SLT).

(0157:H7; 026,
0111). Responsabile de colite hemoragice cu
sindrom uremic-hemolitic (anemie hemolitica +
trombocitopenie+insuficienta renala). Poseda
factori de adeziune si produc citotoxine capabile
de difuzie in organism (“Shiga-like” toxine - SLT 1
si SLT 2). Receptori specifici sunt pe enterocite,
celule endoteliale si celulele epiteliului renal.
Produc frecvent hemolizina.

(0111:H12).
Poseda adezine, hemolizine si ST. Provoaca
diaree persistenta (peste 14 zile) la copii si adulti
cu imunosupresie (HIV/SIDA). Adera agregativ la
suprafata culturilor de celule.

. Adera difuz la
celulele intestinale si culturile de celule. Provoaca
sindroame diareice.

21.09.2010




o FENOTIPURI UROPATOGENE (01, 02, 04, 06)
Poseda afinitate pentru mucoasa uro-genitala
(fimbrii tipul 1 sau P, Ag O si K specifice,
hemolizine, etc ).

o FENOTIPURI BACTERIEMICE

e Alte forme clinice provocate de E.coll:
Sepsis, soc endotoxinic

Meningite la nou-nascuti (preponderent tulpini
cu Ag K1)

Infectii ale plagilor (frecvent de origine
nosocomiala)

Colecistite, peritonite, salpingite, etc.
- Toxiinfectii alimentare

e Tratamentul escherichiozelor

- Antibiotice - peniciline semisintetice, cefalosporine,
aminoglicozide, carbepeneme, ciprofloxacina,
trimetoprim, nitrofurane, aztreonam. Antibiograma
obligatorie, rezistenta multipla
Eubiotice (colibacterina, lactobacterina,
bifidumbacterina, bificol, etc)
Bacteriofagi

e Profilaxia escherichiozelor - nespecifica

CARACTERE MORFOBIOLOGICE

e Enterobacteriaceea tipice, imobile, lactozo-negative (colonii
incolore pe medii DD), scindeaza glucoza pana la acizi (testul
MR#+), celelalte teste primare sunt negative.

FACTORI DE PATOGENITATE:
Factori de adeziune la mucoasa colonului (fimbrii, LPZ)
Microcapsula (antifagocitar)
Factori de penetrare si multiplicare intracelulara
Toxine:
1. Toxina Shiga, de origine cror Ia. Inhiba sint:

proteinelor in celula gazda. Manif tivitate neur:
enterotoxica, citotoxica - elaborata de S.dysenteriae 1.

2. Citotoxine (Shiga-like toxine (SLT), verotoxine), codificate de
bacteriofagi. Efect similar cu cel al toxinei Shiga.
3. Endotoxina
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DIAGNOSTIC DE LABORATOR

e Prelevate in functie de forma clinica: materii fecale,
uring, sange, LCR, puroi, etc
e Metode de diagnostic

1. Examenul microscopic de orientare (frotiu Gram in
infectii extra-intestinale, RIF)

2. Examenul bacteriologic (de baza, cantitativ) - detalii

3. Examenul serologic (retrospectiv, de confirmare)
- RA cu autotulpini (titru diagnostic - 1:200)

GENUL SHIGELLA. DIAGNOSTICUL DE
LABORATOR AL DIZENTERIEI

Shigelele - strict umane. Cauzeaza infectii
intestinale - sigeloze, cea mai grava forma-
dizenteria bacteriana.

e Clasificarea genului Shigella (biochimic si antigenic):
A - Shigella dysenteriae (12 s/v, 12 b/v) Manitol -

B - Shigella flexneri (6 s/v, 14 ss/v, 23 b/V)

C - Shigella boydii (23 s/v)

D - Shigella sonnei (1 s/v, 7 b/v)

Subgrupele B, C, D - manitol +

Descoperite in 1898 de Kiyoshi Shiga
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PATOGENEZA DIZENTERIEI BACTERIENE

Structura antigenica: Ag 0 si K cu

specificitate de gen, specie, subspecie, o Sursade infectie: bolnav, recol purtétor
e Transmiterea fecal-orala:

varianta Contact direct (maini murdare)
Alimentar (alimente, apa)
. . . Doza infectanta: 10-102 bacterii
Re2|stenta in mediul extern: Bacteriile patrund in intestinul gros. Celulele epiteliale normale sunt
i I rezistente la |nfect|a cu Shigella Spp- In faza initiala Shigella este
S.dysenteriae - foarte sensibila (1-2 ore) de M. Dupa t intestinal
bacteria este eliberata intr-o vacuola care ulterior este captata de
i icts 1. 2ok o 00 S = macrofage. Shigella evita distrugerea prin initierea rapida a
S.flexneri per5|sta 1-3 saptamam In apa, 2 apoptozei macrofagelor, determinand eliminarea citokinelor
Y proinflamatoare (IL1, IL18). Shigella eliberata din macrofage
luni in lactate invadeaza celulele epiteliale prin membrana bazo-laterala (prin
. F 2 ol A macropmocutoza dirijata), se elibereaza din fagosoma si se
S.sonnei - perS|sta sise multlpllca in lactate multlpllca in cutoplasma B_acterule se propaga intra- si

gratie ii actinei la un pol al celulei
(caracter determinat plasmidic).

1. Docking to raft receptor 2. Induction of the T3SS 3, T3SS-dependent raft clustering

Citokinele eliberate de macrofage si celulele epiteliale

determina o recrutare masiva a PMN un locul ( ( (
infectiei, ceea ce duce distrugerea integritatii —” ‘(b : ‘h
epiteliului si facilita invazia directa a submusoasei, B

evitand celulele M. Astfel, moartea macrofagelor,

distrugerea stratului epitelial, influxul masiv al PMN

determina inflamatia fibrinoasa intensa a colonului,

micro-abcese si ulceratii, cu aparitia mucusului, :

puroiului si sangelui in materiile fecale. Cyloskeleton wa ™ Raf signaling ¥ Modulation of the
Perloada de Incubatle - 2 - 4 zile S Tacatiar putetys
Semne clinlce - febra, dureri abdominale, tenesme

(spasme rectale), scaune lichide mucopurulente-

= —
sanguinolente frecvente. ‘ (,, — (,s
-~ . e~ . . o . x 4. Entry

Vindecarea in 2-5 zile (clinica, apoi microbiologica)

Forme cronice sau portaj sunt posibile 5b. Biogenesis of a cholesterol- 5 Phagosome escape
enriched vacuole (Salmonella) (Shigelia)

).) ePJ
- I»
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Gut lumen :\ i . Shigella
& - N, = Epithelial cells
Q
I M-cell§ t e I e Prelevate: probe de scaun (elementele muco-
NAKB : i i/ ® sangvinolente), apa, alimente, lavaje de pe
i % suprafete
A V4 e Metode de diagnostic

1. Examenul microscopic - RIF

™~ 3 }
J Macrophages ™

L L1 I" i 2. Examenul bacteriologic
PMN > Al Sub-mucosa I. Izolarea culturii pure pe medii DD (Endo, Levin,
' Z y Ploskirev) sau Imbogatirea sighelelor in
Vs Apoptotic N ) '
a‘g:ﬁ;?:,,‘-“"‘#(-: { .Nﬁ IL-18 macrophage bulion selenit
~Cel
125 sur 310 1. Coloniile L- sunt repicate pe mediile Olkenitki,
N ) s ypase o pigis Kligler pentru acumularea culturii pure si
Shigella : Invasion épithéliale identificare preliminara

(lactoza/zaharoza -, glucoza A, ureea -, H,S -)
111. Identificarea definitiva a culturii pure
INVASION OF MICRO-ORGANISHS ACROSS THE WTESTINAL MUCOSA - Caractere morfotinctoriale
Caractere de cultura
Caractere biochimice (teste primare, secundare)

Caractere antigenice (seroidentificarea prin RA
pe lama cu seruri imune anti-Shigella poli- si
monovalente)

Fagoidentificarea
Virulenta (testul Sereny la cobai)
- Antibiograma
IV. Analiza rezultatelor gi formularea raspunsului

3. Diagnosticul serologic (din a 5-7 zi de boala)
- RA, RHAI (adulti 1:400 (S.flexneri), 1:200 (S.sonnei) 2
copii 1:100
coproanticorpi (Ig A - 1:80)

ELISA
RIFI
Imunitate: specifica de tip, 1-2 ani, umorala (IgA)
Profilaxie: vaccinuri ribosomale, inactivate, atenuate
(imunitate de scurta durata)
Tratament: antibiotice (trimetoprim, sulfamide,
tetraciclina, ampicilina, etc), eubiotice, bacteriofagi,
vaccin inactivat (dizenteria cronica)



