IMT 2001 — Organismos patogénicos
de importancia em Saude Publica

e Profa. Maria Tereza
Pepe Razzolini

* razzolini@usp.br




Enterobactérias

Salmonella, Shigella, Campylobacter e E. coli



Enterobactérias

Algumas caracteristicas:

Estao amplamente distribuidos no ambiente;

Podem ser isolados do ambiente: agua, solo, plantas,
alimentos;

Sao agentes etiologicos de doengas — trato intestinal de
seres humanos e de outros animais;

A proposta € estudar alguns representantes desses bacilos
G(-) :  Escherichia coli, Salmonella, Shigella,

Campylobacter
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E. blattae, E. hermannii, E.vulneris, E. coli

E. coli compreende bacilos Gram-negativos, de 1,1a 1,5 um por
2,0 a 6,0 um , maveis, nao formadores de esporos e fermentam
lactose e crescem em condicOes aerdbias e anaerdbias. A
temperatura 6tima de crescimento é de 37°C mas toleram e
crescem a temperaturas de 44°C.

Integram a microbiota intestinal de animais homeotermos ( 10° a
10°UFC/g de fezes).
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E. coli

Faz parte da microbiota normal e usualmente essa espécie nao é patogénica, no
entanto hd cepas que sao patogénicas ( as chamadas diarreinogénicas);
As patogénicas podem causar infeccdes intestinais e extra-intestinais;
As patogénicas produzem toxinas LT e ST (100°C/30min);
Apresenta varios sorotipos (O:H);
Utilizada como indicador de contaminacao fecal em amostras de agua, alimentos,
cosméticos;
Microbiota fecal humana

Espécies Média N° Positivos
UFC/g (n=30)

Total de bactérias - 1,5x 10" 24
Total de bactérias aerébias ------——---- 7x 10° 30
Bactérias aerobias G(-) E.coli 4x10° 30
Citrobacter 1x10° 20
Klebsiella 5x10* 14
Enterobacter 1x10° 3
Bactérias aerobias G(+) Enteroccos 2x 10° 30
Staphylococcus 8x 10° 15
Bacillus 3x 10 28
Bactérias anaerobias G(-) Bacteroides 1x10" 30
Lactobacillus 1x10° 30
Bactérias anaerobios G(+) Clostridium 4x 10 23
Leveduras = - 5x 10° 20

Bolores @ e 4x10° 16




Definicao de Coliformes totais e
termotolerantes (fecais)

Coliformes totais (Escherichia coli, Enterobacter

aerogenes, Enterobacter cloaceae, Citrobacter freundii,
Klebsiella )

Sao bacilos fermentadores, Gram negativos, nao
esporulados, que fermentam a lactose com producao de
acido e gas (48 h/ 35°C)

Coliformes termotolerantes (fecais) ( Escherichia coli)

Sub-grupo dos coliformes totais = multiplicam-se e
fermentam lactose produzindo acido e gas a 44,5°C
(TERMOTOLERANTES)

Indicam contaminacao recente



Coliformes totais




E. coli diarreinogénicas

E. coli enterotoxigénica (ETEC) — Diarreia do viajante e
Diarreia infantil em paises em desenvolvimento

Sao denominadas de aderentes superficiais,
Sao produtoras enterotoxinas LT e ST

As toxinas quando liberadas entram na célula e alteram

o metabolismo hidrossalino celular pela menor absorcao de
sodio pelas células das microvilosidades e maior excrecao de cloro e bicarbonato
causando acumulo de liquido no [umen intestinal e a diarreia.

Modificada de Alberts, et al. Molecular Biology of the Cell. 2002.

Fatores de viruléncia:

Fimbrias: a colonizacao intestinal € de natureza fimbrial conhecidas como CFA
(fatores de colonizacao). Os CFAs sao proteinas sendo descritos varias proteinas — CFAI,
CFAll, CFAIll, CFAIV...



Alguns exemplos de fendtipos e fatores de colonizacao dos sorotipos de ETEC

Antigenos Fendtipos Fatores de
colonizac¢ao

Antigeno O Antigeno H

6 16 LT/ST CFA/II

8 9 LT/ST CFA/II
25 42 LT/ST CFA/IV
148 28 ST PCFO148*
63 H- LT/ST CFA/I

*Possivel fator de colonizagdo

E. coli O6:H16 — é uma ETEC com as caracteristicas constantes na tabela
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Organismos ETEC aderem as células epiteliais
através de uma das varias adesinas
conhecidas como antigenos do fator de
colonizagdao. Nenhum dano é produzido as
células epiteliais. As ETEC produzem uma
toxina sensivel ao calor (LT) ou uma toxina

termoestavel (ST); ou ambas as toxinas.

Legenda: CI- = cloreto. GDP = difosfato de guanosina. GTP = trifosfato de
guanosina. NAD = nicotinamida-adenina dinucleotideo.



E. coli diarreinogénicas

E. coli enteropatogénica (EPEC) — diarreia infantil

 S3o denominadas de aderentes intimas,
e Varios sorotipos, porém a sua identificacdao sem a definicao do grupo O:H deve ser

evitada;

0111:H2 EPEC
0111:H8 EHEC
0111:H9 ?
0111:H10 EAggEC

 Aderem as células HEp-2 formando grupamentos ou microcol6nias na superficie
celular — padrao de adesao e EPEC denominado AL (adesao localizada);

* Esse tipo de adesdo provoca lesao histoldgica = Attachement/Effacement (A/E);
 Aformacdo de A/E envolve : genes presentes nos cromossomos e plasmideos
e Fimbrias = adesao

O mecanismo de diarreia (?): a) perda das microvilosidades causando diarreia por ma
absorcao; b) ativacao de mediadores de transporte de ions causando acumulo de liquido.
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Cepas de EPEC tipicas produzem
uma fimbria formadora de feixes
codificada por plasmidio que se faz
necessaria para a agregacao
reversivel das bactérias e para uma
viruléncia total. As bactérias sao
capazes de injetar no interior das
células hospedeiras certo numero
de proteinas.



E. coli diarreinogénicas
E. coli enterohemorragicas (EHEC)

e S3ao denominadas de aderentes intimas

e Varios sorotipos , porém o sorotipo mais importante e melhor caracterizado até o
momento é E. coli 0157:H7;

* Produzem citotoxinas SLT-I (ou VT-I) e SLT-1l (ou VT-Il) — potentes;

* Podem causar diarreia leve, sanguinolenta e evoluir para a Sindrome Urémica
Hemolitica (SUH);

* Produzem lesdo A/L (attachment/effacement) associada a proteina da parede celular
denominada intimina;

 Aderem as células VERO e Hela;
* Esse tipo de adesdo provoca lesao histoldgica = Attachement/Effacement (A/E);
* Aformacdo de A/E envolve : genes presentes nos cromossomos

* Fimbrias = adesao

SLT = Shiga-like toxin
VT = Verotoxinas
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Assim como as EPEC, as cepas de
EHEC proteinas que produzem o efeito de
fixacao e ofuscamento. Entretanto, a EHEC
também produz toxinas Shiga. Estas sao
codificadas por bacteriofagos e promovem
a infec¢ao estavel da bactéria. As toxinas
Shiga conseguem atravessar as
monocamadas epiteliais intestinais
utilizando um mecanismo ainda
desconhecido. Em seguida, essas toxinas
presumivelmente se disseminam ao nivel
sistémico através da circulagdo sanguinea.
As células endoteliais parecem ser células-
alvo particularmente importantes para as
toxinas Shiga. A superficie alterada da
célula endotelial intoxicada atua como um
ninho de ativagdo da cascata de
coagulagdo, que leva a formagao de
microtrombos e causa necrose isquémica
distal, consumo de plaquetas e
fragmentacao de hemacias — principais
caracteriscas da sindrome hemolitica-

urémica.
Legenda: mRNA = RNA mensageiro. CSV = hemacias ou
células sanguineas vermelhas.



EPEC (roxa) induzindo a formagdo de
pedestais na superficie celular (laranja).

Formacdo de pedestal induzida por EHEC e EPEC in vivo e sobre a superficie de culturas celulares. (A) Microfotografia em
microscopio eletrénico mostrando a lesdo attaching and effacing (A/E) Escherichia coli (EHEC) O157:H7 strain 86/24 observado no
colon de leitdo . Notar a adesdo intima, perda das microvilosidades e formacdo dos pedestais (cortesia Florian Gunzer, Institute of
Medical Microbiology, Hannover Medical School, Germany). (B) E. coli (EPEC) 0127:H6 strain E2348/69 (colorida em vermelho)

aderida no alto do pedestal similar a que ocorre in vivo. (C) EHEC O157:H7 strain 86/24-induzindo a formacdo de pedestal observado
pela fluorescéncia (verde) e a actina (vermelho). Barras: 1 um.



E. coli diarreinogénicas
E. coli enteroagregativa (EAggEC ou EAEC)

* S3o aderentes;

 Nao produzem toxinas TL, ST ou VT e nao sao invasivas;

* Apresentam diferentes padroes de aderéncia as células dos tecidos = padrao
agregativo;

* Formacao de pilhas de bactérias;

* Frequentemente isoladas de amostras clinicas de criancas com diarreia denominada
protraida ou persistente ( duracdo de sete a 14 dias);

AAF fimbriae mediate the initial adherence of EAEC
strains tothe intestinal mucosa in a stacked-brick
configuration. Colonization enhances mucus

Froduction, leading to accumulation of a thick mucus
ayer where bacterial cellsremain embedded

Elongated

microvilli S {' AAF fimbriae
\l \
il Mucus
y | ¥
‘ AL 4 biofilm
Delivery of cytotoxin
enterocyte



E. coli diarreinogénicas

E. coli enteroinvasora (EIEC)

e Penetram nas células do hospedeiro = sao invasivas;

* Mecanismo € a invasao da mucosa do célon e proliferacao no interior das células
epiteliais resultando na morte celular;

* Frequentemente isoladas de amostras clinicas de criancas;

* Produz uma reacao inflamatdria da mucosa intestinal com um quadro de diarreia
liquida.

Invasion

Rupture
du phagosome

Mouvement

\ intracellulaire

Dissémination



Caracteristicas —chave de E. coli diarreinogénicas

Quadro Resumo de E. coli diarreinogénicas

E. coli enterotoxigénica ETEC Producao de toxinas secretoras Diarreia dos viajantes.
(LT, ST) que ndo causam danos Diarreia aquosa profusa.
ao epitélio
E. coli enteropatogénica EPEC Adere as células epiteliais e Diarreia com grande
causam lesdes de aderéncia quantidade de muco e
destrutiva pouco sangue
E. coli enteroinvasora EIEC Invade as células epiteliais Diarreia liquida. Presenca

de sangue, muco e
muitos leucdcitos nas
fezes

E. coli enterohemorragica EHEC Elaboracao de citotoxinas Diarreia sanguinolenta
com leucdcitos. Pode
desenvolver a SHU

E. coli enteroagregativa EAEC ou EaggEC Aderem 3s células epiteliais, Diarreia aquosa
dispondo-se em pilhas de
ladrilhos



E. coli diarreinogénicas

E. coli que adere difusamente (DAEC)

 Aderem difusamente a célula do hospedeiro;

* Qual é o mecanismo???

e Aassociacao das DAEC na diarreia ainda é controverso;

* Apresentam fatores de viruléncia como: ADESINAS (de natureza fimbrial e nao fimbrial)

Elongated

microvili

DAEC




Esguema de patogenicidade de E. coli diarreinogénica

A/E lesion




E. coli — Infeccoes extra-intestinais

e Trés grupos de infeccdes mais frequentes:
* Infeccdes urinarias (cepas uropatogénicas)
* Meningite do recém-nascido
* Bacteremia




Diagnostico laboratoria

lactose
=~ positive

Ha meios comerciais para isolamento de E. coli
McConkey
mEndo
Eosina Azul de Metileno (EAM)

Kits para fenotipagem e e

il

e

Soros antigénicos para diferenciacdao dos grupos diarreinogénicos mEndo



Resisténcia a antimicrobianos

TABELA 5. Suscetibilidade antimicrobiana das enterobactérias isoladas de Periplaneta americana segundo a espécie em um hospital pu-
blico de Goiania (GO), Brasil, 2001®

Amp Amp+sb Amic Aztreo  Cefalot  Cefalex Cef Cefiriax ~ Cipro Clor Genta Sulfa

10upg  10pg 30 pg 0pg 30pg  30pg  30pg Sug Spg 30pg 10 ug 250 pg
Microrganismo SI1T RSIRSI RSIRSIRSIRSIRSIRSIRSIRSIRSIR
E. aerogenes 1t -2 1 -1 - 1 - 11 2-112112--4722--17-586-4929-4
E. cloacae -1 7 == == - - - - 3 -5 ------ 44---- 4-41168171 -
E. coli - -2 - - - - - - - - - - =2 === === 2 === == 2= =-112--
E. gergoviae - - 6 -1 =11 ==22312 2 2 - - 42 -2 -~-4=-21-515=-1
Hafnia alvei =11 - -1 - =1 -1 111 ==« =«1=-= 8311 == 93 - 21010 -2
K. oxytoca 1t -2 - -1 -=-1-1-1-2-=--1-=-1111-=-2-1--232-1
K. ozaenae - -3 - - - =-=- - - == -=-3 --=-=-=-=-12----2 - - 12 3 - -
K. penumoniae -8 11 - - =-=- - -=-=-811 2 1 ---1%55%5----17-3 - 31717 -3
K. rhinoscleromatis 1 1 = = = = = = = == =11 === ==="11===="1=1= =21 =1
M. morganii R B T [ I (TR B I
P. wlgaris 11 2 = = = = = = = = =112 = = = = = = 4 = = = = = 4 - - - - 4 4 - -
S. marcescens 417 - - === - -=-=-41 71 -=-=-=-- 813 ---0-3 -3 989 -1
Serratia $pp. - - -7 - - - - -=- 7 - =-=-=-=-=-34----3131-68171--
Total 713 5% 20 -4 -2 4 -3 323568 63 46 - - 563076 - -6 22 3157577 115

33 = suscetivel; | = suscetbilidade intermedidna; R = resistente. Amp = ampiclina; amp+sb = ampiciina’sulbactam; amic = amicacing; aztreo = aztreonam; cefalot =cefalotina; cefalex =oce-
falexina; caf = cefepime; ceftriax = caftriaxena; cipro = clprefiexacing; clor =doranfenicol; genta = gentamicina; sulfa = sulfazotrim

TABELA 1 - Principais géneros de enterobactérias encontrados entre os
isolados produtores de ESBL do Hospital Sao Vicente de Paulo (n* =208).

Produgio de Produgio
Enterobactérias ESBL (n?) de ESBL (%)
Escherichia coli 96 46,2
Enterobacter sp 63 30,3
E. coli sacarose negativa 14 6,7
Proteus mirabilis 12 58
Serratia sp 7 34
Klebsiella sp 5 2,4
Proteus sp 4 1,9
Citrobacter sp 3 1,4
Edwardisiella sp 1 0,5
Proteus vulgaris 1 0,5
Providencia sp 1 0,5




Género Salmonella &

Familia: Enterobacteriaceae

Compreende bacilos Gram-negativos, de 0,7 a 1,5 |.lm por
2,02 2,5 um, moveis, nao formadores de esporos e
fermentam glicose crescem em condicdes aerdbias e

anaerodbias. A temperatura 6tima de crescimento é de 37°C.

Ha muitos sorotipos sendo o mais virulento S. Typhi

Figura 1 - Visualizacdo da
Salmonella Typhi através da
técnica de imunofluorescéncia.
(Fonte: Baker et al., 2007).



Espécies e subespécies de Salmonella

Quadro 2 - Distribuicdo do género Samonella em espécies, subespécies e
numero de sorovares, segundo Guibourdenche et al., 2010.

Género Espécie Subespécie Numero de
sorovares
Salmonella |enterica enterica 1547
salamae (Il) 513
arizonae (llla) 100
diarizonae (llib) 341
houtenae (V) 73
indica (V) 13
bongori Subespécie V 23
Total 2610




Fatores de viruléncia

Adesao e invasao: o processo de adesao resulta na alteracao superficial da célula hospedeira
(alongamento e dilatacdo da membrana celular) = processo conhecido como Ruffling . Essa
ondulacao favorece a internalizacao da bactéria na célula hospedeira ocorrendo a invasao.
Endotoxina (LPS)

gene ATR - em particular o gene ATR (gene de resposta de tolerancia ao acido) protege a

bactéria da acao corrosiva do acido gastrico;

Sobrevivéncia no interior de macroéfagos;

Salmonella Typhi é a espécie mais virulenta e s6 acomete os seres humanos
Essa espécie é capaz de se multiplicar dentro da células fagociticas e se multiplicar

Mary Mallon ou Maria Tifoide — era uma portadora cronica de S. Typhi

Livro que conta a historia
Typhoid Mary: Captive to the public’s health.
Judith Walzer Leavitt. Boston: Beacon Press, 1997, 336pp.

Resenhas Review: Cad. Saude Publica, 14(4):878-885, out-
dez, 1998



http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Gene_ATR&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago

Rev. Satide pibl., 8. Paulo

7:433-46, 1973.

ATUALIZACOES / CURRENT COMMENTS

HISTORIA DA SAUDE PUBLICA NO ESTADO DE SAO PAULO *

* Apresentado no V Congresso Brasileiro de Histéria da Medicina, Rio de Janeiro, 30/XI/ a

5/KI1/1970,

** Da Disciplina de Administragio Sanitéria do Departamento de Pritica de Satide Piblica,

Rodolfo dos Santos MASCARENHAS **

da Faculdade de Batde Pablica da USP, — Av. Dr. Arnaldo, 715 — BS#o Paulo, 8P. —

Brasil.

Fig. — Mortaldade por febres tiféidicas no
Municipio de 840 Paulo [1894-1970]

Febre tifoide - S. Typhi
Anos de 2010 a 2013 no Brasil
321 casos da doencga na regiao Norte
131 no estado do Para
86 casos no Amapa
73 casos na Amazonia
153 casos na regiao Nordeste
45 casos em Alagoas
75 casos na Bahia
33 casos no outros estados
31 casos na regiao sudeste
16 casos em SP
9 casos no RJ
6 casos em outros estados
12 casos na regiao sul
5 casos na regiao centro-oeste

Santos e Alcantara, 2014
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Salmonella em amostras de lodos de esgotos- caracterizacao

Cepas Sorotipo ETE Soumet PCR | Resisténcia Antibiético | Presenga de plasmideo Detecgdo de genes de viruléncia
1 S. Corvallis 4 Positiva S Sim invA, ssel
3 S. Corvallis 4 Positiva S Sim invA, ssel
4 S. Typhimurium 5 Positiva S Sim invA, ssel,spvC
28 S. Typhimurium 5 Positiva S Sim invA,ssel,spvC
34 Negative 4 Negativa
66 S. Corvallis 4 Positiva S Sim invA, sseL
67 S. Oranienburg 2 Positiva S Ndo invA, ssel
83 Negative 2 Negativa
87 Negative 2 negative

186 S. Agona 2 Positiva S Ndo invA, ssel
188 S. Salamae 4 Positiva S Ndo invA, ssel
215 S. Salamae 4 Positiva S Ndo invA, sseL
218 S. Ohio 2 Positiva S Sim invA, sselL
280 Negative 2 Negativa

282 S. Muenchen 2 Positiva S Sim ssel
329 S. Molade 2 Positiva S Sim ssel
330 S. Infantis 2 Positiva S Sim invA, sselL
359 S. Mbandaka 2 Positiva S Ndo invA, sseL
367 M. Mbandaka 4 Positiva S N&o invA, ssel
411 S. Give 4 Positiva S Nado invA, sselL
414 S. Infantis 2 Positiva S Nao invA, ssel
419 S. Agona 2 Positiva Amp, Cip, Ndo invA, ssel
433 S. Anatum 2 Positiva Tet, Sut Sim invA, sselL
460 S. Infantis 2 Positiva S Ndo invA, sseL
468 S. Typhimurium 4 Positiva Tet, Amp, Sut Sim invA, ssel
477 S. Newport 4 Positiva S Ndo invA, ssel
500 S. Minnesota 2 Positiva S Nao invA, ssel
503 S. Mbandaka 4 Positiva S Ndo invA, ssel
510 S. Agona 4 Positiva S Ndo invA, ssel
523 S. Agona 2 Positiva S Nao invA, ssel
540 S. Anatum 2 Positiva Tet, Sut Sim invA, ssel
541 S. Infantis 4 Positiva S Ndo invA, ssel
544 S. Javiana 4 Positiva S Nao invA, ssel
547 S. Ouakam 2 Positiva S Sim invA, ssel
577 S. Agona 2 Positiva S Ndo invA, ssel
578 S. Muenchen 1 Positiva Tet, Ctx, Com, Atm Sim invA, sseL
588 Negative 1 Negativa

589 S. Infantis 4 Positiva S Ndo invA, ssel
614 S. Infantis 2 Positiva S Nao invA, ssel
648 S. Anatum 2 Positiva S Ndo invA, ssel




Diagnostico laboratorial

Ha meios comerciais para isolamento de Salmonella
SS Agar
Meio de Hektoen
Meio de XLD (xilose lisina dextrose

Kits para fenotipagem

Meio de XLD

Soros antigénicos para diferenciacdao dos sorotipos

Salmonet : Rede de laboratdrios de referéncia para sorotipificacdo da bactéria



Género Shigella

Familia: Enterobacteriaceae

Shigella felxneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Shigella boydi

Compreende bacilos Gram-negativos, nao formadores de
esporos, imoveis e fermentam glicose crescem em
condicOes aerdbias e anaerdbias. A temperatura 6tima de
crescimento é de 37°C.

Shigella flexnarii. © www.waterscan.co.yu



Caracteristicas de patogenicidade de Shigella

As espécies de Shigella sao altamente invasivas.
Baixa dose infecciosa — 10 a 100 células

Tolerantes a acidez do estdbmago

Shigella
bacterium
Produtoras de shiga-toxina = destroem os ribossomos das células
humanas, impedindo a sintese proteica e matando a célula. M cell on

epithelial wall

Shiga toxina esta associada a SHU, assim como ocorre com as EHEC

Os sorotipos apenas caracterizados pelos antigenos O;
Sao resistentes a fagocitose, e induzem a apoptose (morte) do macrofago

Capazes de produzir proteinas extra-celulares especificas, as invasinas, que lhes permitem acoplar e
invadir os enterdcitos, onde se multiplicam até destruirem as células
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Diagnostico laboratorial

Ha meios comerciais para isolamento de Shigella
SS Agar

Kits para fenotipagem
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Género Campylobacter (Kampylos=encurvado)

Familia: Campylobacteriaceae

Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari

Compreende bacilos Gram-negativos, nao formadores de esporos,
moveis ,crescem em condicoes microaerofilas (5 a 6% de oxigénio).

A temperatura o0tima de crescimento é de 25°C a 42°C (C. jejuni é
termofilica).




Caracteristicas de patogenicidade de Campylobacter

Apresentam baixa dose infecciosa

As espécies de Campylobacter sao frequentemente isoladas de alimentos ;
Apresenta lipopolissacarideos com atividade endotdxica;

Flagelo e LPS funcionam como adesinas que permitem adesao nas células epiteliais;
Mecanismo da diarreia ainda nao completamente esclarecido;

Ha evidéncias de que C. jejuni causa ulceracao e diarreia com muco e sangue;

A adesao e invasao foi observada em cultivo de células Hep-2 e Hela.
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Figure 1 | The sources and outcomes of Campylobacter jejuni infection. Several environmental reservoirs can lead
to human infection by C. jejuni. It colonizes the chicken gastrointestinal tract in high numbers, primarily in the
mucosal layer, and is passed between chicks within a flock through the faecal-oral route. C. jejuni can enter the water
supply, where it can associate with protozoans, such as freshwater amoebae, and possibly form biofilms. C. jejuni can
infect humans directly through the drinking water or through the consumption of contaminated animal products,
such as unpasteurized milk or meat, particularly poultry. In humans, C. jejuni can invade the intestinal epithelial layer,
resulting in inflammation and diarrhoea.



Diagnostico laboratorial

A partir de amostras clinicas

Ha meios comerciais para isolamento de Campylobacter

Kits para fenotipagem
Blood-free, charcoal-based

selective medium agar (CSM) for
isolation of Campylobacter jejuni




