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Género Clostridium

* Taxonomia
*Os trés grupos de clostridios que compdem 70% da

microbiota intestinal sdo:

- Cluster I: C. perfringens, C. sporogenes, C. limosum, C.

baratii (C. botulinum e C. tetani).
- Cluster XIVa: C. coccoide, C. clostridiioforme, C. sphenoides.

- Cluster XI: C. difficile, C. glycolicum, C. bifermentans. .

(Collins et al., 1994)

Género Closttidium

* Taxonomia
* Atualmente mais de 150 espécies de Clostridium ja foram
descritas, entretanto as espécies de importancia clinica humana

e animal sdo relativamente pequena.

Género Closttidium

*Caracteristicas gerais

* Bacilos retos ou curvos, mas podem apresentar a forma de

coco-bacilos ou formar filamentos (pleomorficos).
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Género Closttidium

*Caracteristicas gerais

* Esporulados (terminais, sub-terminais e centrais);
* Anaerobios estritos ou aerotolerantes;

* Nio reduzem sulfato.
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C. tetani C. difficile C. butyricum

Género Clostridium
*Caracteristicas gerais
* Algumas espécies sio moveis com flagelo peritriquio,

entretanto existem espécies imoveis (C. perfringens, C.

ramosum e C. innocuum);

* Raramente produzem catalase ou

apresentam fraca reagio;
* S30 sacaroliticos e/ou proteoliticos;

* Poucas espécies sio encapsuladas.

Flagelo petriquio
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Género Clostridium Género Clostridium

*Ecologia *Ecologia
* Sdo espécies ubiquas na natureza, seu principal habitat sdo o C. sordellii, C. bifermentans, C.
solo e trato intestinal de humanos e animais . sporogenes, C. subterminale e

C. perfringens, C. botulinum e

* As espécies de clostridios sido frequentemente isolados de fezes
C. tetani.

de humanos durante as primeiras semanas de vida, entretanto as C. perfringens, C. difficile, C.

- =
criangas amamentadas com leite materno sio menos ﬁ 1 innocuum, C. ramosum, C.

colonizadas do que aquelas que sio alimentadas com leites sporogenes, C. bifermentans,

artificais. .

C. tertium e C. butyricum. .

Género Clostridium Género Clostridium
*Infecgoes enddgenas *Infecgbes endogenas

S3o agrupadas em trés categorias:
* Grupo I - espécies que causam mionecrose: C. perfringens, C.

= . . . septicum, C. novyi (tipoA), C. bifermentans, C. histolyticum, C.
* Nio Invasiva: toxina é responsavel pelos sintomas; P i vy (tipoA), 4 v ’

* Invasiva (histotéxica): infecgdo progressiva e destrui¢io do sordelii.
tecido; * Grupo II — tétano: C. tetani.
e Purulenta: infecgido mista, envolve varios 6rgdos, usualmente
a cavidade petitoneal. . * Grupo III — botulismo: C. botulinum. .
Género Clostridium Espécies de importancia clinica
*Infecgbes endogenas
Clostridium perfringens Clostridium bifermentans
* Grupo IV — diarreia associada aos antimicrobianos e colite Clostridium difficile Clostridium baratii
pseudomembranosa: C. difficile. Clostridium tetani Clostridium clostridiioforme
Clostridium botulinum Clostridium sordellii
* Grupo V — abscesso cerebral, infecges intra abdominais e Clostridium septicum Clostridium novyi
ginecolégicas, pneumonia e bacteremia: C. ramosum, C. Clostridium ramosum Clostridium histolyticum
bifermentans entre outros. Clostridium butyricum Clostridium sporogenes
. Clostridium tertium Clostridium subterminale
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Clostridium perfringens

Clostridium perfringens

* Caracteristicas gerais

* Conhecido como também como

C. welchii.

* Bacilos esporulados gram-positivo

nio-moveis. Podem crescer entre 15

a 50°C.

+ Agar sangue - dupla camada de hemélise - uma zona clara .

interna (teta-toxina) e zona externa (alfa-toxina).

Clostridium perfringens

*Fatores de vituléncia

C. perfringens pode produzir até 17 diferentes tipos de

toxinas. As 5 mais letais toxinas sao utilizadas para

toxinotipar os isolados de (A-E).

Introducio

*Fatores de viruléncia - Toxinotipos

Tipo a-toxina B-toxina g-toxinal-toxina
(alfa) (beta) (épsilon) (iota)

A +

B + b1 b1

C + b1

D + b1

E + <
Gene cpa cpbl1/cpb2 etx iap/ibp
Localizagio cromossomo plasmidio plasmidio plasmidio |.

Fatores de Viruléncia

NetB: Necrotic
teritis toxin B-like

poros
X Fosfolipase C - PLC
Toxinasque afetama %

membrana

Enzimas hidroliticas

Colagenase
a toxi INAse
Tota toxina Shalkione
Protease
Toxinasde acao Urease

intracelular

S | C. perfringens
! enterotoxina

TpeL: Toxin C.

perfringenslarge toxin Lise de
ccomponentes da
Matriz
extracelular
Delta toxina
BEC: Binary
enterotoxin of
- perfringens
G- pertringe Petit et al. (1999).

Com modificagdes

Fatores de Viruléncia -
Hemolitica

Toxinas formadoras de
poros
Fosfolipase C - PLC
Toxinasque afetama o
membrana

[P Theta toxina
Enzimas hidroliticas
Colagenase
INAse
Sialidase
Protease

Toxinasde acao Urease

intracelular

Lisede
ccomponentes da
Matriz

extracelular

Petit et al. (1999).
Com modificacdes
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Fatores de Viruléncia Fatores de Viruléncia

Toxina Binaria

Toxinas formadoras de Toxinas formadoras de
s s
Toxinasque afetama Necrética Toxinasque afetama Componente Ligante
membrana - . itotéxi membrana bl
Epsilon toxina Citotéxica <potente %@ Componente Enzimético
Enterotoxina - Esporulagio

Enzimas hidroliticas Enzimas hidroliticas
Colagenase Colagenase
DNAse " DNAse
Sialidase Tormteniog Sialidase
Protease L Protease
Toxinasde acao Urease Toxinasde acao Urease
intracelular intracelular
Z C. perfringens Z
Lisede Lisede
componentes da componentes da
Z Matriz . Matriz
Ect extracelular el extracelular

BEC: Binary ¢ X
enterotoxin do a q -
Petit et al. (1999). C. perfringens Petit et al. (1999).

Com modificagdes

Com modificagdes

Fatores de Viruléncia

NetB: Necrotic

. doras d Mirobology (2007), 153, 1198-1206 DOI 10.1099/mic0.2006/002287-0
Fosfolipase C poros
Toxinasque afetama o
membrang <y A novel toxin homologous to large clostridial
cytotoxins found in culture supematant of
Theta toxina . .
imashidroliicas Clostridium perfringens type C
Colagenase Katsuhiko Amimoto, Taichi Noro, Eiji Oishi and Mitsugu Shimizu
Tota toxina DNAse
Tota toxiat Sialidase Conespondence Kyoto Biken Laboratories, Inc, 24-16 Makishima-cho, Uji, Kyoto 611-0041, Japan
Protease Katsuiko Amimoto
Toxinasde acao Urease

intracelular

| C pertiingens
enterotoxina

Tipo C — otigem suina
TpeL: Toxin C.

: ) Lise d . .
pectingensiasge oxin componentesda Produzida - esporulagio
Matriz
extracelular
) Delta toxina LCT (large clostridial citotoxin) — C. difficile, C. sordelli,

BEC: Binary

enterotoxindo . C. novy. .

. pertringens Petit et al. (1999).

Com modificagdes

(Ashimoto et al., 2007)

OPEM ) ACCESS Freely available anline PLOS patnocens
NetB, a New Toxin That Is Associated with
Avian Necrotic Enteritis Caused by

Clostridium perfringens

Anthony L. Keyburn'®?, john D. Boyce®, Paola Vaz’, Trudi L. Bannam?®, Mark E. Ford', Dane Parker,
Antonia DI Rubbo’, Julian I. Rood™, Robert J. Moare™**"

1 CSRD Listock bustees, Austrakan Asimal Hesth Libomtory, Gedonq, Wickds, Austalia 2 Deparmant of Microbiology, ARC Cartrs of Exclence in
Steuciuwal and Funcional Micrcbial Genomics, Monash Univessity, Clayton, Victorla, Ausiralia, 3 Ausirallan Polry Cooperadive Research Centre, Armidals, New Sauth

Wk,
Tipo A — enterite necrética aviaria
Possui semelhangas com a Beta-toxina

(Keyburn et al., 2008)

3,2 ng de TpeL

6,4 ng de TpeL
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BEC, a Novel Enterotoxin of Clostridium perfringens Found in Human
Clinical Isolates from Acute Gastroenteritis Outbreaks

Shinya Yonogi," Shigeaki Matsuda,® Takao Kawai,* Tomoko Yoda,* Tetsuya Harada,* Yuko Kumeda, Kazuyoshi Gotoh,®
Hirotaka Hiyoshi,” Shota Nakamura,® Toshio Kodama,® Tetsuya lida®<*

Tipo A — gastroenterite humana
Produzida - esporulagio

2 cepas identificadas surto — Japao (591 casos analisados) .

(Yonogi et al., 2014)

Clostridium perfringens

c

(=)

3 *Importancia clinica

15

o

£
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k=4
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£ Tipo A

.g Mionecrose (Gangrena gasosa) — humanos

™ ! s " -~ " — Ps — . )
w/o toxin BECa BECb BECa/b Intoxicagdo alimentar — humanos

Enterite necrotica — aves e porcos

Microscopia confocal Coloragio Giemsa (Vero)

Enterotoxemia — carneiros e bois
Verde - faloidina (actina)

Vermelho - WGA (membrana) Colites — equinos
Azul ~ Hoechst (nicleo) . Gastroentetite hemorragica - cies .
Clostridium perfringens Clostridium perfringens

*Importincia clinica — cepas Tipo A "
10necrose

Mionecrose
. * Est4 associada com a produgdo de duas toxinas (alfa e theta),
* Acomete apenas humanos e a doenga se desenvolve devido a

. . mas a QO-toxina ou fosfolipase C-PLC (potente toxina
entrada de células vegetativas ou esporos nas cavidades do

extracelular) tem um papel fundamental no desenvolvimento da

. patologia. .

corpo via trauma ou feridas cirurgicas.
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Clostridium perfringens
Mionecrose — Gangrena Gasosa

* Infecgdo aguda,
¢ Febre , edema local
* Formagio de bolhas

Caso nio seja tratada pode
acarretar:

* Toxemia sistémica
* Hipotensio, choque

* Faléncia multipla de érgéos
e Gbito

Clostridium perfringens
*Importincia clinica — cepas Tipo A
Intoxicagdo alimentar

* Esta associada com a produgdo da CPE;

* Sintomas sdo iniciados apés 8-16 h do consumo de alimentos
contaminados (T 106 UFC/g) normalmente a base produto
animal;

* A doenga ¢ auto limitante persistindo até 12-24 h depois do
inicio dos sintomas; .

* Casos mais graves sdo observados em idosos e desidratados.

Clostridium perfringens

Intoxicagdo alimentar

Diarreia branda

e Dores abdominais

(autolimitante)

Clostridium perfringens
*Importincia clinica — cepas Tipo A

Enterite necrotica em animais

* Diarreia ndo hemorragica
* Necrose
* Serosite

* Lesdes mais severas
acometem o jejuno e ileo

(Songer et al., 2005)

Clostridium perfringens

*Fatores criticos para desenvolvimento

Shojadoost et al. (2012).

Clostridium perfringens

*Importincia clinica — cepas Tipo A

Enterite necrética em frangos

(Keyburn et al., 2010)
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Clostridium perfringens

*Importancia clinica

| Nio causa patologia em humanos

Tipo B
Disenteria - carneiros (recém-nascidos)
Enterite cronica — carneiros

Enterite hemorragica — bezerros e potros

Enterotoxemia hemorragica — ovelhas

Clostridium perfringens

*Importancia clinica

Tipo C
Enterite necrética (Pig-Bel) — humanos (rara)
Enterite necroética — aves

Enterotoxemia necrética ou hemorragica — porcos, carneiros, potros, cabras

Enterotoxemia aguda — carneiros adultos

Clostridium perfringens
*Importancia clinica — cepas Tipo C
Enterite necrética — “Pigbel”

* Descrita pela primeira vez na Nova Guiné em meados dos

anos 60s;

* Enterite caracterizada por necrose do jejuno e esta associada a
alta mortalidade se ndo diagnosticada rapidamente e tratada

com antibioticoterapia. .

Clostridium perfringens

Enterite necrética — “Pigbel”

Fatores associados ao desenvolvimento da doenga:

Nutrig4o pobre, onde
produz baixas
quantidades de
proteases pancreaticas
(particularmente
tripsina que destréi a

Aumento da
ingestdo de proteina
animal (porco), o
qu stende e
obstrui o intestino

Dieta rica em
inibidores de tripsina
(batata doce,

B-toxina) endoim e soja)

Inibidores de trip: produ

por A, Iumbricoi

Clostridium perfringens

*Importincia clinica — cepas Tipo C

Enterite necrética — “Pigbel”

* Poucos casos tem sido observados em paises desenvolvidos -
casos vistos estdo associados a ingestdo de intestino de porco
mal cozido ou pessoas com doengas crbnicas (diabetes ou

doengas hepaticas relacionadas com o consumo de alcool).

Clostridium perfringens

Enterite necrotica — “Pigbel”

* Dor abdominal
¢ Distensio e vémito
* Diarreia com sangue

* Necrose

Em alguns casos ¢
necessaria a retirada da
porgio necrosada para o

tratamento definitivo

(Gui et al., 2002)
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Clostridium perfringens

*Importancia clinica

Nio causa patologia em humanos

Tipo D
Enterotoxemia — carneiros, bezerros e bois

Enterocolite — cabras

Clostridium perfringens

*Importiancia clinica

Nio causa patologia em humanos

Tipo E
Enterotoxemia — bezerros e carneiros

Enterites — coelhos

Curr Microbiol (2015) 70:330-337
DOI 10.1007/500284-014-07:

Sialidase Production and Genetic Diversity in Clostridium
perfringens Type A Isolated from Chicken with Necrotic Enteritis
in Brazil

Luis A. Llanco - Viviane Nakano -
Mario J. Avila-Campos

22 cepas Tipo A - frangos com enterite necrotica

Tpel, NetB, Neuraminidase,
antimicrobianos e Diversidade Genética

Susceptibilidade aos

lolates  Toxinotype  Newnminidase  Genes Resistnce profile Genetic groups

(Titer) —

nanl  nand

1 ApeL(-) 2 + 4+  BCRCLEROST I
1b Apel (=) 2 + +  CFCLEROST I 7 cepas TpeL+
% ApL(+) 8 + +  BCRCLERS 1 (31,8%)
t] AmpeL(-) 0 - - CRCLERS 1
5 ApeL(-) 16 + 4+ CEERST 1
S Apel(-) R +  +  CRERS 1
n ApeL(-) 16 + +  CRERS 1
[ ApeL(-) 8 + 4+  BCRERS i
6 Amel(+) 4 + 4+  BCEERS 1
[ Amel(+) 8 + 4+  BCEERS 1
& ApeL(+) 16 + 4+  BCEERS m
fa ApeL(-) 16 + +  CRERS m
op AmeL(-) 4 + 4+ CRCLS 1
i ApeL (=) 16 + 4  CRERST 1
s ApeL(-) 8 +  +  CRERS m
4 ApeL(+) 4 + 4+ CRCLEROST IV
% ApeL(-) 4 + - CRERS v
E ApeL(+) 4 + -  CRERST v
h AmpeL(-) 2 + - BCLS v
Y ApeL(-) 0 + 4+  BCRCLERS v
3 AdpeL(-) 0 + 4+  BCREROS Vi .
£ ApeL(+) 8 + 4+ BCREROS Vi
e Ampeli-) 16 + 4  BCECLERS VI (Llanco et al., 2015)

— ®

T : - T ;
i ¥ (Lianco et al., 2015)

Table 3 Genetic pattems of Clostridium perfringens from chicken with necrotic enterits

Isolates Sialidase Presence of genes. Common resistance to Patterns
production
nani nand
1a, 1b, 3¢, Sa.
. 2a. 6a. 6b,
Ge, 6, 8a, 8. + + + Cx Er S 1
8, 4234, e
1d - - - Cr. CLEr S 1l
9.9b.7a + + + s 1
3a.3h - + + B, Cx Er, § v

B baciracin: Cx cephalexin; CT clindamycin; Er erythromycin; § sulphaquinoxalin

(Llanco et al., 2015)
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Toxina TpeL

* Das 22 cepas ¢pa (a-toxina) Tipo A, 7 delas foram positivas para a toxina
TpeL.

* PCR do gene TpeL: (Ashimoto et al., 2006)

* Ensaio citotoxico em células Vero e HEp-2: (Rocha et al., 2012)

* Dosagem da citotoxicidade - VCA: (Gentry and Dalrymple, 1980)

* Adesio e invasido em células HEp-2 e Vero: (Nakano et al., 2006'

(Llanco et al., 2014)

* Ensaio citotoxico em células Vero

Controle da célula

C. perfringens
TpeL-/a. toxina +

C. perfringens
TpeL+/a. toxina +

Percentual de Percentual de
citotoxicidade citotoxicidade

100% 77,4%

(Llanco et al., 2014)

* Ensaio citotoxico em células HEp-2

Controle da célula C. perfringens C. perfringens
TpeL-/a. toxina + TpeL+/a toxina +
Percentual de Percentual de
citotoxicidade citotoxicidade
100% 59%

(Llanco et al., 2014)

(Llanco et al., 2014)

* Adesido em células HEp-2 (6 horas

Todas as cepas aderiram HEp-2

Controle Hep-2 Controle positivo E. coli 042 (EAEC)

C. perfringens TpeL -/ a. +

* Adesio em células Vero (6 horas)

Controle Vero

(Llanco et al., 2014)

6 das 7 cepas aderiram Vero

itivo E. coli 042 (EAEC)

Cepas (TpeL/a-toxina) HEp-2 Vero
UFC/mL UFC/mL
E. coli 0143 12,56 x 10° 0,02 x 10°
C. perfringens 18b (+/+) %) 2]
C. perfringens 38c (+/+) 0,03 x 10 0,01 x 10
C. perfringens 47d (+/+) 0,1x 10 0,03 x 103
C. perfringens 47c (+/+) 2] 2]
C. perfringens 269 1G (-/+) 0,03 x 10° 0,02 x 10
C. ingens 47e (+/+) 0,13 x 10° g |
C. perfiingens 5Fb (-/+) @ @
C. perfringens 38d (+/+) 1,58 x 10° 0,42 x 103 |
C. perfiingens ATCC 13124 (-/+) 0,75 x 10° 0,65 x 10°
Invasido em células HEp-2 e Vero .

(Llanco et al., 2014)
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* C. perfringens humanos (microbiota)

Tabela 7. Frequéncia relativa das espécies de Ciostridium isoladas entre s grupes.

Gripos.
Espécies Euoncos Sobrepeso Obesos
Amostragem: n (i) n i) n ()
- 30 eutréficos I C. perfringens 13 413 14 292 24 207 |
- 24 sobrepeso C. clostridioforme: 3 65 2 42 5 85
-30 obesos . giycolicum 3 65 1 24 2 @
Idade: 3 a 11 anos
S © innocem 2 42 8 166 4 68
Sem diarreia )
. sordell 1 22 2 = 2 z
€. paraputriicurn n 87 1 21 2 34
©- barati El El 1 21 3 51
¢. dicie
. 2 S 1 21 1 17
57 cepas - Tipo A
€. sporogenes
TpeL - 8,77% 1 22 2 42 @ E]
NetB - 12,2% €. septicum @ 2 2 o 1 17
© tetum o E E ® 1 17
ClosiriciLm spp. 3 283 8 s 18 05
Total de isolados % » 50
Ignacio, 2014 27 2USBNCIa 03 SpeCie NS aMostras analisadas,

TpeL -5 cepas

Teste citotoxico em células Vero

A: Isolado tpeL+/alpha+ (72h); B: Isolado tpeL-/alpha+; C: células Vero
com BHI (72h); D: células Vero com DMEM (72h).

Ignacio, 2014

NetB -7 cepas

Teste citotoxico em células Vero

A: Isolado netB+/alpha+t (72h); B: Isoaldo netB-/alpha+; C: células
Vero com BHI (72h); D: células Vero com DMEM (72h). .

Ignacio, 2014

Clostridium difficile

Clostridium difficile

*Caracteristicas gerais

* Detectado pelo primeira vez em 1934, como componente da
microbiota de recém-nascidos e foi denominado de Bacillus

difficiles.

* Essa espécie tem sido isolada de diversos habitats incluindo
solo, polen, areia, esterco de diversos animais (bois, cavalos e

asno) e das fezes de cachorros, gatos, roedores e humanos. .

Clostridium difficile

*Caracteristicas gerais

* Foi verificado que a média de colonizagdo, em recém-
nascidos ¢ alta entre 50 a 60% mas esses valores diminuem
para 2 a 3% quando é estabelecida a “microbiota adulta”, a

partir de 3 anos de idade. .

10
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CCFA (cicloserina, cefoxitina, frutose agar)

Clostridium difficile

Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia

N —

Toxina A (tcdA) Toxina B (zcdB)

(enterotoxina)

(citotoxina)

Enzimas

hidrali

icas

Toxina Binaria (cdtA/cdtB)

(citotoxina)

— l\

Clostridium difficile

*Fatores de vituléncia
l

l Contribuem com a

adesdo do organismo

ao tecido do
hospedeiro

Protegdo anti-
fagocitica e pode

contribuir para
causar danos aos
tecidos infectados

Enzimas
hidroliticas

Comprometem a
integridade do

intestino e ajudam
no acimulo de

fluidos

Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia

l

Possui potencial particip:
aderéncia e na colonizagido

Principal componente estrutural do
filamento flagelar ¢ a proteina
flagelina F1iC

(Tasteyre et al., 2000)

Clostridium difficile
*Fatores de viruléncia — Toxinas A e B

Pertencentes ao grupo das citotoxinas clostridiais LCT

Toxina A (enterotoxina):
produz resposta inflamatoria
em modelo animal

Toxina B (citotoxina):
efeito citopatico em cultura
de células

Ambas toxinas agem nos filamentos de actina do citoesqueleto
das células intestinais pela glicolisagio da UDP-glicose-
dependente das proteinas da subfamilia Rho e Ras.

Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxinas A e B

* Ambas toxinas sido importantes para doengas em humanos,

mas s6 a toxina A causa doenga em modelo animal.

* Estudos mostram que a toxina B ¢ pelo menos 10 vezes mais
potente do que a toxina A em relagdo aos danos fisiolégicos e

morfolégicos em linhagens celulares. (Barder, 2007) .

11
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Clostridium difficile Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxina B *Fatores de viruléncia — Toxinas A e B

Teste citotdxico em linhagem celular (Vero) * As toxinas A e B sdo chamadas de TcdA e TcdB e sio

codificadas pelos genes tcdA e tcdB.

*Junto com os genes rcdR (regulador), tcdC (regulador

negativo) e tcdE (porina) formam o Locus de Patogenicidade

Controle da célula

. (PaLoc) de 19.6kb inserido no cromossomo das cepas. .

(Ferreira et al., 2000)

Controle positivo

Clostridium difficile Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxinas A e B *Fatores de viruléncia — Toxina binaria

] ] l I * A toxina binaria CDT é uma citotoxina, membro do grupo das

toxinas binarias de clostridios que incluem também a toxina C2
tedR tcdB tedE tedA Ica

=

c

de C. botulinum, a toxina iota (1) e BEC de C. perfringens e a

J toxina CST de C. spiroforme.

PalL.oc

Alguns estudos tem sugerido que qualquer mutagio ou mesmo delegio * A toxina atua em sinergismo com as outras duas toxinas A ¢ B

no gene tcdC pode permitir 0 aumento da produgio das toxinas A e B . causando diarréia e PMC em humanos e animais.

(cepa hipervirulenta BI/NaP1/027 — associada a surtos).

(Sloan et al., 2008)

Clostridium difficile Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxina binaria *Fatores de viruléncia — Toxina binaria

A toxina binaria CDT é
* Estudos mostram que a prevaléncia da toxina binaria CDT
composta  por  duas

em humanos ¢ relativamente baixa em relagio a incidéncia em . .
proteinas independentes

animais como cavalos, porcos e bezerros, entretanto esse
CDTa (componente

numero vém aumentando com o passar dos anos. (upnik et al., 2007) catalitico) e CDTb

. (componente ligador)

(Barth et al., 2004)

12



11/06/2016

Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxina binaria

CDTb (componente de ligagao) sofre
protedlise e ¢é ativado para se liga ao
receptor da célula na superficie celular

CDTa (componente enzimatico)
internaliza através do componente
ligacdo

Dentro do citosol o CDTa, catalisa a
ADP-ribosilagdo da actina monomérica
levando a desorganizagio do

citoesqueleto

Clostridium difficile
*Fatores de viruléncia — Toxina binaria

CDT locus (43 kb)
T s 1
7Y M o
ul |
18 883 1 2631
CatalyncI domain Translocation ar‘\d binding domain
r ! T 1

[ 17 Fe ™ T0¥0 }-c

*CDTa ¢ codificado pelo gene cdtA (1383 bp) e CDTb
codificado pelo gene cdtB (2631 bp) ambos localizado no

cromossomo, Locus CDT (4.3 Kb). ‘

(Rupnik et al., 2009)

Clostridium difficile

*Fatores de viruléncia — Toxina binaria

* A toxina binaria causam arredondamento e despolimerizagdo

dos filamentos de actina em células Vero. Esse efeito citotoxico é

neutralizado pelo soro anti-Ib o mesmo da toxina 1 de C.

perftingens.

Clostridium difficile

As cepas produtoras de toxinas podem apresentar as seguintes
caracteristicas:

*Fatores de viruléncia

ATBTCDT

ABFCDT*

AB*CDT

AB*CDT*

ABCDT* -

ABCDT Cepas nio toxigén

Clostridium difficile

*Importancia clinica

ANTIBIOTICOTERAPIA PROLONGADA

Ampicilina, Amoxicilina, Clindamicina, Cefalosporinas (T risco);

Carbap icos, Quinol Macrolid Aminoglicosideos e Tetraciclina ({ risco)
| CONSEQUENCIA |
Diarreia iada a0 uso de antibiético: Colite pseudomembranosa

AAD (antibiotic-associated diarrhea) PMC (pseudomembranous colitis)

15 a 25% dos casos 100% dos casos

Clostridium difficile

Risk factors

Alter the intestinal microbiota
Antibiotics™~#| and disrupt its barrier effect

Hospitalization I — I
Endogenous or exogenous contamination

Spores germinate
Vegetative cells multiply

Colonization
C. difficile adheres to mucus —

factors
and enterocytes
1st phase: Colonization
|2nd phase: Toxin production I -— Tcdfé;tda
No antibodies ml
Clinical manifestations
(Déneve et al., 2009)
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Clostridium difficile Clostridium difficile

* A . P Tratamento com
Importincia clinica

antibidticos

Diarreia brand: I

(autolimitante) e
Desequilibrio da
microbiota intestinal
\ Colite pseudomembranosa
I Febre em alguns casos I Casos severos: PMC, " 7 - - -
Mega célon téxico, (O [P Diatreia e Colite
Perfuragio do intestino apimRes e & diti pseudomembranosa

Clostridium difficile Clostridium difficile — Transplante fecal

<Donor> %
. <Patient>
Colite Pseudomembranosa Spouse .
1% or 2"-degree relative Intestinal Behget’s disease
1. 50-300 g of feces Recurrent C. difficile infection
are collected from Irritable bowel syndrome
the donor

=

ase iniciz Fase avangada
Fase inicial ¢ 2. Feces are dissolved 3. Fecal materials 4. Fecal slurry is
. . in 50-100 ml of normal are filtered through administered through
Formagio de uma camada amarelada na superficie saline. a metal strainer. colonoscopy

pseudomembrana

(Matsuoka et al., 2014) - Keio J. Med. 63(4): 69-74, 2014.

Hindawi Publishing Corposation @
Sciatiies
Volume 3014, Artcle ID 584014, & pages
Hepdedetorg 10 135001 45941S
Hindawi “TaLE 2: Quantitative detection of Clostridium difficile and target genes in diarrhe and nondiarrhea samples
Diarrhea (n = 110) Nondiarrhea (n = 150)
Target gene ) ) P
. Number (range of log,, ) Mean + SD Number (range of log,, ) Mean + 5D
Research Article 165 FRNA® 20(1.2-69) W7 37(13-80) 18515 0063
Genes Encoding Toxin of Clostridium difficile in Children with A 1@y D 3(2-76) 913 D
. R tcdB 0(0) ND 3(32-53) 4612 ND
and without Diarrhea cdiA 127) ND 0(0) ND ND
adiB 1(37) ND 0(0) ND ND
*Used to detect C. diffcie
Victor R. C. Merino,' Viviane Nakano,' Sydney M. Finegold,"** and Mario J. Avila-Campos' ND: not determined.
! Anaerobe Laboratory, Department of Microbivlogy, Institute of Biomedical Science, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, SP. Brazil
Ve airs, West Los Angeles Medical Center, Los Angeles, CA, USA
* Department of School of Medicine, University of Califoria, Los Angeles, CA, US
? Department of ! p ology and Molecular Genetics, School of Medicine, University of California, z 0, —_ 7 /)
me,:";m ;AlmA g, Immunalogy an ular Genetics, Schoa i miversity of California, 57 criangas (21’9 /o) C. difficile
110 criangas com e 150 sem diarreia — 1 més a 8 anos de 1 criangas (tcdA+/tcdB- e cdtA+/cdtB+) — com diarreia
idades
3 criangas (tcdA+/tcdB+) — sem diarreia
qPCR para 16S RNA, tcdA/tcdB e cdtA/cdtB
. Xpect toxinA/B: negativo 57 amostras. .
Screening toxigénico — Xpect C.difficile toxin A/B
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Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 98(4): 451-454, June 2003 451

Prevalence of Clostridium spp. and Clostridium difficile in
Children with Acute Diarrhea in Sao Paulo City, Brazil

Claudia FA Ferreira™ *, Viviane Nakano, Edison L Durigon, Mario ) Avila-Campos™®

Lab de Anaerobios, D d gia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
05508-900 Sio Paulo, SP. Brasil

90 criangas com e 91 sem diarreia — 0 a 5 anos de idades

Citotoxico e Multiplex PCR - tcdA/tcdB

5,55 % de C. difficile — 10 cepas isoladas (s6 com diarreia)

TABLE IIT

Cytotoxicity on Vero cells and genotypes of Clostridium
difficile recovered of children with diarrhea

Vero Genes ¢
Strain cytotoxicity fedA tedB Genotypes
[p2 - B - fedAicdB |
P3 + - + icdA/tcdB™
P27A + + + tedA™/tedB™
pP27C + - + tedA/tedB*
P27H + + + tcdA™/tedB™
P29B + + + tedA/tedB™
P29C + + + tcdA™/tcdB™
P77E + + + tedA™/tedB™
P77G + - + tedA/tedB™
P77I + + + tedA™/tedB™
VPI 10463 2 + + + tedA™/tedB™

a: multiplex-PCR detection: b: reference strain C. difficile VPL

10463
10 cepas C. difficile
6 toxigénica tcdA+/tcdB+
3 toxigénica tcdA-/tcdB+

(Ferreira et al.,

2003)
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