4 DEPARTAMENTO DE
é MICroBiologia
AN

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

LABORATORIO DE ANAEROBIOS

Género Clostridium

Prof. Dr. Mario Julio Avila-Campos

http://www.icb.usp.br/bmm/mariojac



Caracteristicas Gerais de Clostridium spp.

Espécie Doenca Transmissao Acao da toxina

Microbiota Exdgena

C. tetani Tétano Esporos penetram Blogqueia Iib_era(;éo

| ferimento de  transmissores
inibitérios

C. botulinum Botulismo Ingestdo da exotoxina Bloqueia liberagao

de acetil -colina

Microbiota Residente

| - Gangrena Es!ooros penetram Lecitinase
C. perfringens ferimento
- Intoxicacéao _ _ ]
alimentar Ingestao da exotoxina Super antigeno
C. difficile Colite pseudo- Desequilibrio da micro- Citotoxina danifica

membranosa biota por antibioticos mucosa do colon




Grupos de espécies de Clostridium
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Grupo IV: C. difficile Grupo V: C. ramosum
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Microbiota Exégena

Clostridium tetani
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Caracteristicas Gerais

- Bacilos Gram positivos, esporulados e

produtores de exotoxinas;

- Anaerdbios estritos e nao fermentam

acucares;

- Encontrados no solo, poeira e fezes de

humanos e animais;

- Patogenicidade: exotoxina plasmidial -
tetanospasmina e tetanolisina

(hemolisina).
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Tétano - Origem

- Hipocrates (400 a.C.): manifestac6es clinicas.
- Carle e Rattone (1884): descreve agente etiologico

- Paralisia  muscular espasmica  (sintomas

neurologicos - SNC ) causa rigidez.

- Inibicao da liberacdo do acdao gpamea-aminobultinco

(GABA) e glicina nos neuronios motores.

- GABA: Pnncipal neenobtasssnsssor  inibidmior
neurossinaptico mo SNEBIC causando sestdadn; Hoeglda
0 tonus musstléar e a excdiddilit@ade neaatwoahl.
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Clostridum tetani

» Toxina elaborada no sitio do trauma ou lesao.

» Liga-se rapidamente ao tecido neural: paralisia
e espasmos.

» Produz 2 toxinas (metaloproteases).

1. Tetanolisina (48 Kda): hemolisina sensivelao O .

2. Tetanospasmina (150 Kda): sensivel ao calor (50 °C).
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Clostridum tetani
» Tipos de Tétano

1. Generalizado: rigidez nos musculos voluntarios (face-

trismo, tronco).

2. Localizado: espasmos, aumento tdnus muscular.

3. Cefalico: paralisia facial rigida (nervo cranian  0).

4. Neonatal: infeccdo umbilical.

Riso sardbnico
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neurotransmissores (GABA, Glicina)
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Diagnostico
- Baseia-se no quadro clinico
- Morte por interferéncia na respiracao

- Mortalidade elevada no tétano generalizado

Prevencao

- Imunizac&o com toxoides
- Cuidados das feridas contaminadas
- Profilaxia com antitoxina

- Administracéo de penicilina



Microbiota Exégena

Clostridium botulinum



Botulismo

Latim - “Botulus” = salsicha
Surtos epidémicos devido a salsichas de origem case Ira.
Primeira descricao da doenca na Europa (Alemanha) n o século
XVIII

Ocorréncia subita com manifestacées neurologicas de evolucao

dramatica e de elevada letalidade
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Clostridum botulinum

» Resistente a pH acido, e a 60 °C x 20 min.

» Alimentos mal conservados ou inadequadamente esteri lizados.
» Produz potente neurotoxina. . =
» Existem 7 tipos toxigénicos: fﬁ :

- Tipo A, B, E e F: homem.

- Tipo E: peixes. @

C1: Neurotoxina - Aves.

- Tipo C
C2: Permeabilidade vascular - ovinos e bovinos.

- Tipo D: Bovino, ovino, equino.

- Tipo G: C. argentinense .
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Toxina Botulinica

- Exotoxina potente, neurotropica, letal por ingestéao;

- Sem cor, sem odor, estavel em condicbes ambientais;

- Inativada a > 85 °C por 5 min;

- Sintomas de 2 h a 5 dias.

- Paralisia flacida originada mn@ sistema nervoso
periferico

- Inibe a lieracdom de Akestdothaa na junCEao
neuromuscular esggeditaa ((hboyesoo didas junches
colinérgicas e nmtuoaas Woblurifaraess)
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Axon terminal Acetilcolina

Toxina
botulinica  ( &~
1
- Toxma botulinica bloqueia a producéo i
‘4 de Acetilcolina nas vesiculas sinapticas.i

Lumen

intestinal
Ca*™ [| Cadeia pesada

O Cadeialeve

Sangue / "
Receptor para
Toxina / Acetilcolina
botulinica

Paralisia flacida muscular

Acao da toxina
botulinica
O
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Tipos de botulismo

» Botulismo Alimentar: Toxina pre-formada. Dor abdominal,

Paralisia flacida e respiratoria.

» Botulismo Ferimento: Forma rara. Feridas emcontato com

» Botulismo Infantil:

> Botulismo Bovino:

toxinas.

Coloniza trato gastrintestinal de recérnr
nascidos. Ingestao de toxina com
alimentos (mel de abelha).

Paralisia muscular e morte. Ingestao
de carcacas conioxinas.

Laboratorio de Anaerébios



Botulismo ferimento

Alimentar (incubacé&o 6 h a 8 dias) Alimentar (geléia de mocoto)
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Botulismo Humano

- Sintomatologia inicial:

Constipacao, debilidade, vertigem, alteracoes da
visao (turva, dupla ou fotofobia), xerostalmia,
flacidez das palpebras, rouquidao, afonia, disturbios
de degluticao, flacidez muscular generalizada (face e

pescoco — cabeca pendente).
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Botulismo - Tratamento

- Soroterapia: soro anti-botulinico especifico ou polival ente
(anti-A, B, E e F) ou Trivalente: A, B e E.

- Tratamento de suporte: nutricdo parenteral, ventilacao
mecanica, tratamento de infeccdes secundarias.

- Recuperacao lenta (meses): até terminacdes do axénio moto r
se regenerem .

- Profilaxia: vacina Pentavalent (A-E) Toxoid (CDC/Atlanta ).
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Bioterrorismo - Disseminacao

1) Aerossol: incapacita ou mata 10% das pessoas até 500 m a

partir do ponto de origem do aerossol.

Obs. 1 g de toxinza aistdineg (dibpeessada e imaddaidg) meata > 1
milhao de pesseass.

2) sabotagem de alimentos/bebidas

- Periodos de incubacéo: 1 - 5 dias. Ingerido (24-36 h); inala  do

ate 5 dias.
- Duracéao da doenca: Morte (3 dias) ou hospitalizacdo (meses )

- Letalidade: elevada [160%.
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Aplicacdoes Medicas

- Tratamento do estrabismo desde 1981;

- Blefarospasmo: contracOes da palpebra (piscam

e fecham olhos involutariamente);

- Distonia cervical : Movimentos Iintermitentes da

cabeca e pescoco;

- Distonia Laringeal: Contracdes da pregas vocais,

som prejudicado.
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APLICACOES MEDICAS

Before

botox

estrabismo
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Microbiota Residente

Clostridium difficile
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Clostridium difficile
Caracteristicas Gerais
-Finney (1983): descreve colite pseudomembranosa

- Hall & Toole (1935): em recem nascidos sadios

descobre Bacillus difficilis  (hoje Clostridium difficile )
- Bacilos Gram-positivos, forma endosporos

- Habitam intestino humano e animais

- Considerados microbiota residente suplementar

- Presente em =+ 3% adultos e + 66% criancas
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Clostridium difficile

» Colite pseudomembranosa ou colite associada a antib Ioticos.

[Toxina A: Enterotoxina (libera fluidos)
» Produz 2 toxinas

Toxina B: Citotoxina (efeito citopatico).

» Ocorréncia do processo.

o, . Perfuracao
Diarreia > Fet_)re, » leucocitose —=—> . : QI
colicas intestina
Morte
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Crescimento em meio cicloserina,

cefoxitina, frutose, agar (CCFA)

Clostridium difficite (Bacteria) 8

Coloracao de Gram
Laboratorio de Anaerobios



Fatores na aquisicao hospitalar de  C. difficile

Hospitalized
patient

Exposure to Clostridium difficile
Contaminated HCW hands
Contaminated environment

Alteration of
gut flora
(antibiotics)

v

Acquisition of
Clostridium difficile

Clinical risk factors

Insufficient immune
response

CDAD Asymptomatic
colonization
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Transmissao hospitalar de C. difficile

Asymptomatically
colonized

MNon-toxigenic C. difficile

Asymptomatically
colonized

. Toxigenic C. difficile;
. difficile IgG response to ToxA

egative

CDI

Toxigenic C. difficile;
no IgG response to
ToxA

Nature Reviews | Micro biuluﬁx
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Colite pseudomembranosa

3

ﬁ@ﬁmal Colon Ulcerative Colitis

e

e

Colite nodular Colite crbnica - Paciente HIV+
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Patogénese

1. Toxina A — enterotoxina:

- Aumento da permeabilidade da mucosa;
- Passagem de agua e eletrdlitos para luz
Intestinal;

- Destruicao das “zonas oclusivas” do epitéelio .

2. Toxina B — citotoxina:

- Destruicao do citoesqueleto;

- Despolimeriza os filamentos de actina.
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layer
Disruption
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PMNs attracted

by toxin A;
inflammation occurs;
B kills tissue cells.

Bloodstream

Toxin B kills
mucosal cells;
pseudomembrane forms

_ Pseudomembrane
(fibrin, mucin,
dead PMNs)

[A\ | exotoxin A; '\f:' exotoxin B; @), PMN

Acao das exotoxinas A
(TcdA) e B (TcdB) de C.
difficile.

Algumas espécies
podem produzir a
toxina binaria (CDT) .
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Efeito citotoxico de C. difficile em células VERO

Controle Efeito citotoxico

—— 1216 bp (Toxina A)
— 1050 bp (Toxina B)

Deteccéo de genes tcdA e tcdB por PCR-multiplex
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Kits comerciais para deteccao das toxinas Ae B

idium di = .
CEUSTJ'_“h . roplate Assay EEesa— XIP!LCL*—-
Toxin A/B MICTOPTT" = : G aitf Toxin A’
F_—__-::-.urw"'“wl E:ﬂhh:

s e
1
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Tratamento

- 25% a 40% de pacientes com colite ulcerativa precisam

de cirurgia: remocao colon (intestino grosso) e reto

- Uso de Metronidazol (500 mg) 3 vezes/dia durante 10 dias

- Uso de vancomicina (125 mg) 4 vezes/dia durante 10 dias

- Transplante de microbiota fecal (91% efetivo)

- Uso de probidticos
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Microbiota Residente

Clostridum perfringens
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Clostridum perfringens

> A mais isolada de espécimes clinicos: queimaduras, feridas

traumaticas, aspiracao pulmonar, trato vaginal, abortos, etc.

» Produz dupla hemolise: Toxinas alfa e teta.

» Nao produz aminoacidos essenciais para seu crescimento,

por isso, lisa células eucarioticas .

» Produz grandes (NetB, Tpel) e pequenas toxinas (col agenases,

neuraminidases).

» Toxina TpeL.: citotoxicidade e apoptose em células e  ucaridticas.
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Clostridium perfringens

lecitinase &
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Clostridium perfringens

» Tipos de C. perfringens segundo a producao de toxinas

1. Tipo A: produz toxina alfa (fosfolipase C).
2. Tipo B: produz toxinas alfa, beta e epsilon.

3. Tipo C: produz toxina alfa e beta (necrotizante).

4. Tipo D: produz toxinas alfa e epsilon (permease).

5. Tipo E: produz toxinas alfa e iota (necrotizante).
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Toxina NetB (Necrotic Enteritis Toxin B -like)

e TpelL (toxin C. perfringens Large Cytotoxin)

- Em humanos e animais produzem EN

- Homologia com as toxinas A e B.

- Atividade na membrana induzindo a formacéo de poro  s.
- Acao citotoxica produzindo arredondamento celular.

- Induzem apoptose.
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comum Faro

cepas de tipo A produtoras
de antarotoxina [

cepas de tipo C produtoras
de -toxina

L 1
OTgaNISMOs @ esporos no
| solo & no intestino da animais |

—

| produtos de carnae crua cnntuminada|

08 esporos sobrevivem &
COCCao, germinam e
multiplicam-se ' '

| carne inadtquadnmlﬁt'é'
. cozida, especialmente
_suina

. grande quantidade ingerida por
pessoas com dieta pobre em
protainas, com conseqliente
tripsina intestinal insuficiente

reaguecimento insuficiente

para matar o organismaos,

que sao ingeridos em
grande quantidade

organismos esporulam e
produzem enterotoxina
no iNntestino grosso

arganismos produzem [i-
| toxina no intestino delgado

a oxina ¢ !'\'l.'!l'l!é!\ft'!l a
N Iripsina; Na ausencia desta,
 transporte de glicose é a toxina nao & afetada

| inibido, dano ao epitélio

intestinal e perda protéica doenca necrotizante

na lumen aguda (“pig-bel”)
dores abdominais,
diarréia sanguinolanta,
- 50% de mortalidade por
diarréia

perfuragio intestinal

C. perfringens : Formas

de infeccao alimentar
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Etapas na producdo de gangrena gasosa

Dano tecidual e contaminacao (esporos)

Reacéo inflamatoria Edema, extravasamento de fluido

Perfusao tecidual; pobre oxigenacao (Eh)

Ativacéo de fagocitos e leucocitos

Germinacao de esporos Reducao de Eh e pH

Producao de toxinas, agressinas e gas

Toxemia, choque,
: : . hipotensao, falha
Bloquelo no suprlmento sanguineo — miiltipla de rgaos,
e Morte.
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Gangrena gasosa

Laboratorio de Anaerébios



