FAMILIA VIBRIONACEAE. MICROBIOLOGIA
SI DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL
HOLEREI

Familia: Vibrionaceae

Genuri: Vibrio
Photobacterium
Salinivibrio
Aliivibrio (Allomonas)
Enterovibrio
Grimontia

Caractere generale (cheie) ale familiei: bastonase G-,
drepte sau incurbate, mobile, reduc nitratii n nitriti,

fermenteaza glucoza, oxidaza+, catalaza+

GENUL VIBRIO

Bastonase G-, incurbate, polimorfe, 2-3 ym / 0,5-

0,8 um, nesporogene, necapsulate, mobile
monotriche (flagel polar unic)

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)
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Cholera, 2001-2002

VIBRIO CHOLERAE

Clasificare :

Serogrupuri: Vibrio cholerae 01, 02, ... 0155

V.cholerae 01, agent cauzal al holerei

V.cholerae 0139 Bengal (descris in 1992,
mutant al Ag O, biovarul El Tor)- agent
cauzal al holerei

V.cholerae non 01/non 0139 (02, 03,... etc,
vibrioni NAG) - responsabili de sindrom
holeriform, diaree, toxiinfectii alimentare,
gastro-enterite


http://images.google.com/imgres?imgurl=http://www.nature.com/news/2002/020603/images/cholera1_160.jpg&imgrefurl=http://www.nature.com/news/2002/020603/full/020603-2.html&h=276&w=185&sz=15&tbnid=CWtwhPNVPaG0GM:&tbnh=114&tbnw=76&prev=/images%3Fq%3Dvibrio%2Bcholerae&start=2&sa=X&oi=images&ct=image&cd=2

Serovariante ale V.cholerae 01 -

Biovariante ale V.cholerae 01 :

1. V.cholerae - in 1883
izolat in cultura pura de catre R. Koch, a
cauzat 6 pandemii

2. V.cholerae - izolat in 1905 intr-o
statie de carantina din EI Tor (peninsula
Sinai), in 1961 determina pandemia a VlI

« Caractere morfotinctoriale (vezi caracteristica genului)

* Caractere de cultura

Anaerob facultativ, temperatura optima de cultivare —
37 grade. Creste pe medii simple, dar prefera pH
alcalin (7,6 - 9,6). Halotolerant (0,5 - 7% NacCl,
optimal - 3%). Sensibil la pH acid

Mediu de imbogatire - Apa peptonata alcalina 1%
(AP)

Medii de izolare a culturii pure:
- Geloza alcalina (GA) - mediu electiv-selectiv

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

e ccoAuan wo sonhmia sac weLA Ay ana

21.09.2010

Les pandémies de choléra
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Manifestarea cresterii

- peste 3-6 ore de incubare - val fin la suprafata
mediului

- peste 12 ore - colonii S (R atipice), plate,
transparente, cu nuanta albastruie

- peste 12 ore - colonii S, opace, galbene
(fermentarea zaharozei)

Caractere biochimice: V.cholerae este catalaza+ si
oxidaza+, reduce nitratii in nitriti, produce indol,
poseda gelatinaza, LCD si ODC, fermenteaza si
oxideaza glucoza pana la acid (testul Hugh-
Leifson), lactoza -.

Conform activitatii glicolitice V.cholerae
apartine grupului | Heiberg
(fermenteaza zaharoza si manoza, nu
fermenteaza arabinoza)- testul ZAM

Se disting 2 biotipuri (variante) de
V.cholerae: clasic (V.cholerae cholerae)
si El Tor (V.cholerae El Tor), identice
morfologic si antigenic.



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 (X (\")] ET (ll)
Cresterea pe mediu cu - +
polimixina

Biotype El Tor Classical

Serotype  Qgawa Inaba (Hikojima] ~ Ogawa Inaba (Hikojima)

Antigens AB AC (ABC AB AC (A.B.C)

A virulent V. Cholerae
with TCP but no toxin.

New virulent V Cholerae
with TCP and toxin,
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STRUCTURA ANTIGENICA
A VIBRIO CHOLERAE
* Antigenul O somatic, LPZ, termostabil (peste
155 serogrupe - 01, 02....0155...)
este constituit din 3 fractii - A,B,C
Respectiv se disting 3 serovariante ale

V.cholerae 01: (A,B), (A, C) si
(A; B; C)
* Ag H, proteic, termolabil, comun pentru
V.cholerae

FACTORI DE PATOGENITATE

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

* Enzime de patogenitate (mucinaza,
neuraminidaza, LDC, lecitinaza)

Enterotoxina (toxina holerica, holeragen),
constituita dintr-o subunitate A (A1, A2) si 5
subunitati B. Codata de genele ctxAB ale
unui bacteriofag filamentos.

* Endotoxina

: 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 A1, manifestand
activitate ADP -ribozilanta, activeaza adenilat-
ciclaza membranara, ce duce la cresterea
concentratiei de AMPc intracelular. Rezulta
inhibitia absorbtiei bicarbonatului si secretia
exagerata a cloridului. Apa si electrolitii (Na* K* CI
HCOs3) se acumuleaza in lumenul intestinal.
Rezulta deshidratare extracelulara intensa cu
hemoconcentratie, soc hipovolemic si acidoza
metabolica.


http://en.wikipedia.org/wiki/Pilus
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Call mambrane

PATOGENEZA HOLEREI $1 MANIFESTARILE CLINICE

* HOLERA - gastroenterita acuta, strict
umana.

Agentul cauzal - V.cholerae 01/0139

Sursa de infectie - bolnav, convalescent,
purtator sanatos

* Mecanismul de transmitere - fecal-oral
- Alimentar (apa, alimente, fructe de mare)
- Contact direct (manual)

Doza infectanta - 10° - 1011 UFC (104 pentru
persoane cu hipoaciditate gastrica)
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* Vibrionii care au supravietuit ajung in intestinul
subtire. Local mucinaza descompune mucusul,
asigurand adeziunea vibrionilor la enterocite,
colonizarea si producerea toxinei. Neuraminidaza
transforma di si trisialogangliozidele membranare
in GM1, ce permite fixarea toxinei si penetrarea ei.
5 q y

| - Perioada de incubatie (2-5 zile)

Il - 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
eliminati in 24 ore), carente de saruri,
acidoza, hipoxie tisulara, hipotensiune,
contractii (crampe) musculare.

epithelial cell
i adhesin

membrane receptors toxin receptors

degraded _ _, 3 ~—
toxin .

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

* Imunitatea - umorala (slgA, I1gG),
antibacteriana si antitoxica, de scurta
durata (2 ani), reinfectii sunt posibile
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L +  Prelevate: mase vomitive,
materii fecale, bila (purtéatori), de
3. Disease la cadavru - 3 fragmente din
Hypovolemi intestinul subtire si vezica biliara,
Acidosis prelevate din mediul extern (apa,
Vomiting - alimente) FA
Diarthea . Metode de dlagnostic '
Musdle cramps 1 ’
2. Colonization . - R
- Frotiu Gram (bacterii G-, 2
incurbate) 0
Studierea mobilitatii (preparate 22

native - bacterii moblle, grupate
in “bancuri de pesti”

Imobilizarea si aglutinarea
vibrionilor cu serul anti-01
Imobilizarea vibrionilor cu

4. Exit in one to many ’ bacteriofagi “C" si “ET"
liters of fluid per diay) RIF

2. (de baza)

, I R - Prelevatele se insamanteaza in AP |
GO (imbogatire) si GA | / TCBS (izolarea culturii
R PR pure) - termostat, 37 grade C

Peste 6 ore se examineaza cultura din AP
(val la suprafata?), utilizata pentru
diagnosticul rapid, apoi se reinsamanteaza

Ropiquer toutes 105 6-8 h

pe AP Il si GA II.

1t 2008 Deihs Kurke Migroscapy, In61 @




- 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 mediul cu lactoza si zaharoza pentru
acumularea culturii pure si diferentiere primara.
AP |l poate fi utilizata pentru efectuarea testelor
rapide si insamantare pe GA IlI

- Culturile lactoza-/zaharoza+ sunt identificate

morfologic, cultural, biochimic, serologic (cu ser
01 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)
In vitro (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 01
(titrul diagnostic 1/80)

RHAI (serul bolnavului + diagnostic eritrocitar)

Reactia de vibrioliza (serul bolnavului + cultura de
vibrioni + complement). Titrul diagnostic - 104

Dozarea antitoxinelor (ELISA, RHAI)

* V. parahaemolyticus — toxiinfectii alimentare,
consecutive utilizarii fructelor de mare, gastro-
enterite

* V. vulnificus, V. alginolyticus — procese
supurative (otite, conjunctivite, infectii de
plagd, etc), toxi-infectii alimentare, septicemii
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- Rehidratare
- Antibiotice (tetraciclina, sulfanilamide, doxiciclina)
- Tratament simptomatic

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

Imunitatea -pana la 6 luni
Vaccinul viu este in proces de studiu

» Caractere morfobiologice

* Reprezentantii genului Campylobacter
sunt bastonase Gram -, incurbate in
virgula, in S sau “pescarus in zbor”,
mobili monotrichi. Trei specii de
Campylobacter sunt patogene pentru
om : C. fetus, C. jejuni, C.coli .
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» Campylobacter au metabolism
respirator microaerofil. Pot fi izolate pe
medii selective imbogatite cu singe
contindnd numeroase antibiotice
(bacitracina, novobiocina, vancomicina,
polimixina, etc)
Temperatura optima - 37 grade C.

) L A . o ‘ Colonii S_, plate, cenusii, translucit_ie, 1-
ik © 2004 Denis funke! Weroscopy Incy Jg Copyrioht © ZMEGEis Kunkel Mictoscopy, n. 2 mm diametru, apar peste 2-4 zile de
cultivare.

C. jejuni/coli au o putere enteropatogena

* Campylobacter se intalnesc in tubul importanta, fiind responsabile de enterite.
digestiv al animalelor, in special ovine, Afecteaza toate varstele, dar mai frecvent
porcine si la pasari copiii, in conditii de igiena precara. Maladia

evolueaza benign cu vindecare spontana in

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

cateva zile.

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

* Eritromicina este antibioticul de electie
in tratamentul campilobacteriozelor
digestive.

Alte antibiotice: tetraciclina,
aminoside, cloramfenicol, ampicilina




