


Sistematica

[0 Ordem: Clostridiales

[1 Familia: Clostridiaceae

- Género
o Clostridium



Caracteristicas

Bastonetes esporulados
Gram +
Anaerobios estritos

Principais fontes
» trato intestinal de humanos
» trato intestinal de animais




0 Clostridium. mais de 150 sp

o Patogénicas
o C. botulinunr*

C. baratir | Cluster I: Clostridium sensu stricto
C. butyricunt* | sp tipo: Cl. butyricum Prazmowski

o C. tetani

— Neurotoxina
» Paralisia tetanica

C. difficile: atualmente Clostridioides difficile

o C, perfringens

C. sordelli: infeccao pos parto, pos aborto espontaneo ou
nao.

*BoNT

—



» ENVOLVIDAS EM DOENCAS DE ORIGEM
ALIMENTAR

0 C. botulinum
00 C. perfringens

[0 Qutras espécies
»  C. baratif*
o C. butyricum*



0 2 espécies envolvidas em doencas de origem
alimentar

o C. botulinum
o C. perfringens

[l Varias especies causam deterioracao

em alimentos
« C. butyricum
o C. thermossacharolyticum
0 etc



C. botulinum




Objetivos da aula C. botulinum

[0 Principais caracteristicas e fontes dos esporos

[0 Alimentos que apresentam maior risco de

contaminacao
0 Tipos de botulismo
[0 Sintomas do botulismo

[0 Caracteristicas da toxina (termo-resisténcia, sitio de

acao, tipos)

[0 Medidas preventivas e de controle em alimentos



[1 Esporo
= oval ou cilindrico
» sub-terminal ou terminal

Figure 18.1 Characteristic morphology of C. botulinum with
an endospore.

doi:10.1128/9781555819972.ch18



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

0 Eh

; Otimo baixo
e -350mv maximo desenvolvimento
e +30 a +250 permite inicio da multiplicacao
* Nivel critico de O, previne germinacao e multiplicacao
- 1-2%
* Nivel de O,: dificil de controlar no alimento

— Multiplicagao da microbiota.
» Altera o nivel de O,



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

O Eh

s Otimo baixo
e -350mv maximo desenvolvimento
e +30 a +250 permite inicio da multiplicacao

1 Atmosfera envolvendo o alimento
TC0,

e Aumenta a acidez no alimento
— Impede a germinagao do esporo



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[1 Atmosfera envolvendo o alimento

» Reducao de O, e aumento CO, — pode ser
permissiva — multiplicacao de C. botulinum e
producao de toxina

e risco depende nao apenas do gas presente na atmosfera
envolvendo o alimento, mas tb do produto, T de
armazenamento, filme utilizado, e microbiota
competitiva. (Em alimentos refrigerados!!!) Grupo II C
bot. (nao proteoliticos)

1 Obs.: embalagem a vacuo inibe multiplicacao de
deteriorantes, facilitando multiplicacao de C. botulinum



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[0 Alguns ex. de alteracao na conc. de O,
problematicos

- Filme de alta barreira a O, e vegetais que
respiram

e Cogumelos pré —embalados: o filme de alta barreira
reduziu a concentracao de O, devido a respiracao dos
cogumelos e permitiu a producao da toxina botulinica .

— Detectada apos 3d de armazenamento e os cogumelos
estavam aceitaveis, sensorialmente.

— Solugao para prevenir a prod. da toxina: fazer 3 a 4 furos
na embalagem para troca gasosa.



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[0 Alguns ex. de alteracao na conc. de O,
problematicos
» Embalagem de alho em oleo: baseou apenas na
refrigeracao

e Surtos e alteragdes na exigéncia de formulacao
regulatoria.



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[0 Resumindo

» A inibicao da multiplicacao de C. botulinum e
producao da toxina nao pode se basear apenas
nas baixas concentracoes de O,

- Efeito dos componentes do alimento

e Sufidrilas ou microbiota competitiva
— Tb podem reduzir o Eh

[1 Portanto:

- PROCESSAMENTO ADEQUADO E INCLUSAO DE
BARREIRAS SECUNDARIAS SAO RECOMENDADAS



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[1 Conservantes

= Nitrito de sodio
o efetivo

- Nitrato de sodio
e Inefetivo

» Exemplo de uso

e Produto carneo curado: presunto cozido, mortadela

— Solucao de cura: nitrato/nitrito + NaCl
» As x: aclicar para bactérias NO; —» NO,



Efeito de fatores fisicos e quimicos na
multiplicacao

[1 Conservantes

» Nitrito de sodio
o efetivo

» Nitrato de sodio
e Inefetivo

= Outros agentes efetivos
e Sorbatos, parabenos
® nisina
e polifosfatos
e metabissulfito



Grupos e caracteristicas de multiplicacao e resisténcia relevantes das cepas

produtoras de toxinas botulinogénicas (Johnson, 2007)

Importante
alimentos
refrigerados

Alimentos
envasados

~~ C. botulinum

Propriedades I\Y Vv VI
I [ aas 111 C. argentinense C. butyricum C. baratii
proteolitico | Proteolitico
Tipos de A,B,F B,E,F C, D G E F
neurotoxinas
Temp.
multiplicacao
(°C)
Minima 10 3 15 12 10 20
Otima 35-40 18-25 35-40 30-37 30-37 30-40
Maxima 45-50 40-45 NA 45 ~40 NA
pH minimo 4,6 5,0 NA NA ~3,6 NA
a,, inibitdria 0,94 0,97 NA NA ? NA
[NaCl] inibit. % 10 5 3 >3 NA 5
D;000c €Sporos ~ 2,5 <0,1 NA NA NA NA
(min)
D;,,0c €sporos 0,21 <0,005
(min)




Hospedeiros primarios, localizacao dos genes das toxinas
nos sorotipos de A - G de C. botulinum e localizacao

geografica dos esporos

Sorotipo

A

Espécies sensiveis

Humanos e cavalos

Humanos, cavalos,
suinos e primatas

Passaros, cavalos,
gado, caes,
tartarugas

Gado

Pescado, aves
aquaticas

Humanos (raro)

Desconhecido

Localizacao do gene
de toxina

Cromossoma, gdes
plasmideos em algumas
cepas

Igual ao anterior

Bacteriofago
pseudolisogénico

Igual ao anterior

Cromossoma, gdes
plasmideos em algumas
cepas

Idem

Grandes plasmideos

Localizacao geografica
dos esporos (solo)

Oeste EUA; China; Brasil,
Argentina

Este EUA (proteolitica);
UK; Europa continental
(n3o proteolitica)

Regides mais quentes

Regides mais quentes

Regioes frias e aguas
temperadas



Botulismo

0 Botulismo humano
» Botulismo de origem alimentar
» Botulismo infantil
» Botulismo de feridas

» Toxemia intestinal do adulto (colonizacao intestinal
do adulto)

1 Botulismo iatrogénico
» Botulismo por inalacao

[1 Botulismo animal




Botulismo humano

Botulismo de origem alimentar ou classico
Botulismo infantil
Botulismo de feridas

Toxemia intestinal do adulto (colonizacao
intestinal do adulto)

0 Botulismo. iatrogénico




Botulismo humano

[0 Botulismo infantil

O Criangas < 1ano Bebé com paralisia flacida
g G A . caracteristica
1 toxina pl"Od UZIda ) n V/I/O" de botulismo Matthews et al. Food

R e - = Microbiology: an introduction
e Infeccao-intoxicacao

= forma mais comum de botulismo nos EUA



Botulismo humano

[0 Botulismo de ferida
o aumento significativo de casos a partir de 1991
» producao de toxina /n vivo
o associado ao uso de drogas intravenosas
» toxina entra direto na circulagao geral



Botulismo humano

[0 Toxemia intestinal do adulto
o tipo muito raro

» semelhante ao botulismo infantil
e causa: desconhecida

e pacientes com sérias anormalidades no TGI ou uso de
antibioticos



Botulismo humano

[1 Toxemia iatrogénico
o tipo muito raro

1 ocorre quando muita toxina botulinica € injetada
seja por razoes cosmeéticas ou medicas, como
enxaquecas.

[0 Por inalacao

- Acidental ou intencional (Bioterrorismo)
e Semelhante ao infantil



latrogenic
botulism

Inhalational ,
botulism ) Food-borne
| botulism

Ingestion Pl :
f spor : \ Wound
of spores s — .
. botulism

Transcytosis across Spread in general circulation Entry into peripheral
intestinal epithelium nerve terminals

Nature Reviews

vl T ¥ A



Botulismo de origem alimentar
CLASSICO



[0 7 tipos sorologicos
» A,B,EeF

e causam doencas em humanos
¢ F raramente associado

» CeD
e causam doencas em animais
e tipo D
— envenenamento de bovinos por forragem contaminada



Botulismo

[0 GruposIell



Grupos e caracteristicas de resisténcia e crescimento relevantes das toxinas
botulinogénicas (Johnson, 2007)

- Importante
Alimentos alimentos
envlasaldos refrigerados
Propriedades ~ G botulinum I\Y Vv VI
I [ aas 111 C. argentinense C. butyricum C. baratii
proteolitico | Proteolitico
Tipos de A,B,F B,E,F C,D G E F
neurotoxinas
Temp. crescim.
(°C)
Minima 10 3 15 12 10 20
Otima 35-40 18-25 | 35-40 30-37 30-37 30-40
Maxima 48 45 NA 45 ~40 NA
pH minimo 4,6 5,0 NA NA ~3,6 NA
a,, inibitoria 0,94 0,97 NA NA ? NA
[NaCl] inibit. % 10 5 3 23 NA 5
D;000c €Sporos ~ 2,5 <0,1 NA NA NA NA
(min)
D,,10¢c €sporos 0,21 <0,005
(min)




Botulismo

0 GruposIell

[0 Periodo de incubacao
- 12-36h (2h a 6 dias)



Botulismo

0 Periodo de incubacao
o 12-36h (2h a 6 dias)

[1 Sintomas
o hauseas
O Vé\)mitOS

» sintomas neuroldgicos

e enfraqguecimento visual
— ptose

P_% =7

E - L - -' s ¥
oy - CRAS .

. _ W

www.meduni-graz.at



Botulismo

0 Periodo de incubacao »
o 12-36h (2h a 6 dias) N
[J Sintomas
1 hauseas —
g VOmItOS doi:10.1128/97815558i—£ch17f1
s sintomas neuroldgicos:
o enfraquecimento visual
e Dificuldade na degluticao e no controle da lingua
e Fadiga, falta de coordenacao motora

e Paralisia progressiva
e Impedimento respiratorio




Botulismo
] Outros sintomas

- dores abdominais, diarreia

1 constipacao, retencao urinaria
[1 SNC e Troncos nervosos

» nao sao diretamente afetados

] Musculos respondem a estimulos

1 Funcoes cognitivas e sensoriais nao afetadas
] Fatalidade

» antigamente 50%
o atualmente 5 - 15%




Botulismo

[1 Pode ser confundida com:

» Sindrome de Guillain-Barré: dificuldade de deglutir, visao
dupla, fraqueza muscular

n Miastenia gravis: doenca neuromuscular: fraqueza e fadiga
anormalmente rapida dos musculos voluntarios. A fraqueza é
causada por um defeito na transmissao dos impulsos dos
nervos para os musculos. Ptose, dificuldade de deglutir

» Varias formas de envenenamento
o COZ
e Organofosforados

» Eletroneuromiografia permite a exclusao de outras
sindromes



Botulismo

[ Tratamento
» Remocao do TGI da toxina nao absorvida

» Neutralizacao da toxina com anti-toxina

e CVE/Centro de referéncia de botulismo
— Fone: 0800-0555 466

» Traqueostomia ou ventilacao



Botulismo

[0 Recuperacao total
» Varios meses
- paralisia parcial
e 8 meses



Botulismo

[0 Agente causal
o Neurotoxina
» Natureza proteica
e . Antigénica
» Alta toxicidade



Neurotoxina

0 Alta toxicidade

[ Dose infectiva minima
» para camundongos
e 10pg
» hao estabelecida em humanos

* 1 ng/kg (?)
e 30ng capaz de causar doenca



Neurotoxina

[0 atua nas juncoes
mioneurais

[ inibe liberacao de
acetilcolina




Neurotoxina

[0 Todas as 7

o Estrutura
s Modo de acao } Similares
» Proteinas de 2 cadeias



Toxina botulinica

Cadeia leve (L chain) — 50kDa — 447
aa

Cadeia Pesada ( H chain )— 100kDa
Varios dominios: funcoes diferentes

Para ter acao: toxina precisa ser
clivada

Grupo I prot. (A, B, F): clivada por
enz. proteoliticas de cel. veg.

Grupo II nao prot. (B, E, F): clivada
por enz. proteoliticas produzidas pelo
intestino humano

L + H ponte di-
sulfeto

Cleavage
site

zT=rmXx

Light H_.1
chain

.

COOH

Heavy
chain



Toxina Botulinica

a BoNT/A1 130 A

:\ »' A::’]
b ?-@ HN HC
N )

Catalytic Translocation Binding
domain domain domain

Nature Reviews Microbiology

110 A



Toxina botulinica

Modo de Acao:

Neurotoxina blogueia a liberacao de
Acetilcolina nos terminais nervosos
em jungoes neuromusculares

Dano permanente, mas o
organismo pode se recuperar
fazendo novas terminacoes
nervosas.

Demora de 1 a 12 meses para
Se recuperar porque precisa
fazer novas terminacoes
Nnervosas.

Light
chain

Cleavage
site

H.1

H.2

COOH

Heavy
chain



Toxina botulinica

[1 Codificacao da producao
o Varia com sorotipo
e BoNTs A, B, E e F e prot nao toxicas associadas

— Cromossomais
e BoNTs C, e D e prot ndo toxicas associadas
— Bacteriofagos
e BONT G
— Plasmidial
Clostridial Proteolytic C. botulinum Non-proteolytic C. botulinum C.argentinense C.butyricum C. baratii
species group | C. botulinum group |l group I (group IV)
Type A; B F; (H)* B:E: F C:D G E F
Subtype AL A2 A3 A4 AS;AGAT;A8; B4ELEZESEGETES: GCD;CD;DC E4; ES F7

A9: A10:B1:B2:B3:B5(Ba): B6; E9:E10;E11:F6
B7: A(B): Ab: Af: AfS4: Bf: F1: F2:
F3:F4:F5

*Serotype H has been proposed as a novel serotype, but this remains to be experimentally verified,



[0 Mecanismo de patogenicidade

Nature Reviews Microbiology

MAcatylcholine (A)
induces contraction blocks release of A,
of muscle fibers inhibiting contraction

Modo de acao: a toxina liga-se as membranas pre-sinapticas nos
neurdnios motores na juncao neuro-muscular, bloqueando a

liberacao de acetilcolina, impedindo a contracao do musculo.

https://doi.org/10.1038/nrmicro3295



Botulismo

[1 Alimentos usualmente envolvidos

1 conservas caseiras pH>4,5
e \egetais
— Milho
— Beterraba
— Aspargo
— Cenoura
e Carnes

e Pescados




Botulismo

0 Alimentos usualmente envolvidos

o conhservas caseiras pH>4,5
e vegetais
e Ccarnes
e pescados

= comercialmente processados

e Restaurantes
— Batatas assadas
— Molho de queijo
— Oleo com alho

https://thesmallestkitchen.wordpress.com/tag/garlic-
and-botulism/



Botulismo

O Alimentos usualmente envolvidos

o comercialmente processados
o Restaurantes

e Alimentos procesados
— com pH >4,6
» “Nachos to go” — Australia (2007)
— com acidificacao inadequada (2007)
» Baby food - USA
» Azeitonas italianas - recall



Botulismo: alimentos “inesperados”

[1 Suco de cenoura comercial
s MMWR 55(40), 2006

n Georgia
e Toxina tipo A
— NO SOro
— nas fezes
— resto do suco

e Garrafas fechadas mesmo lote (-)



Botulismo

0 Suco de cenoura comercial
« MMWR 55(40), 2006
n Georgia

» Florida

e Toxina A
— Soro
— Resto do suco (mantido sem refrigeracao)
— Mesma marca, lote diferente da Georgia



Botulismo

0 Suco de cenoura comercial
« MMWR 55(40), 2006
n Georgia
o Florida

» Caracteristicas do produto
° pH ~ 6,0
e Baixo teor de aglcar
» Refrigeracao unica forma de controle



Figure 1. Botulism cases registered in Denmark, 2011-21, n = 30"

12 .
Infant botulism

0 B Food-borne outbreak 1 -
il B Food-borne outbreak 2 -
0 5 | ® Clusterin Greenland -
E Sporadic cases - -
a
2 . [ ] ]
2 [ ] L 1]
5 [ ] [ ]
el - -
= — —
e I

. 1

2011 2012 2013 2074 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Year

*Plegse note: The two Greenlandic cases from 2021 are not counted in the Danish botulism surveillance, but were included
in this presentation as the diagnostics were conducted at Statens Serum Instifut.

https://en.ssi.dk/news/epi-news/2021/no-45---2021
2011: 1 caso sexo M: alimento tofu

2018: 9 casos (1° surto relatado)/9 hospitalizados com 6 resp. artificial/0 obito
Alimento: conserva de camarao e ovas de peixe com borda de gelatina

2021: 1 caso/1 6bito 2021: 9 casos/1 Obito

Alimento: peixe ou repolho fermentado Alimento: carne de foca embalada em saco plastico (fez
anaerobiose) toxina tipo E detectada no alimento em um dos
casos
Outro caso (6 casos): toxina tipo A detectada em conserva de
peixe feita em casa



Botulismo na Alemanha (2018)

[1 Ingestao de feijoes verdes em conserva

caseira

Table 1

Selected periods of Cases 1 and 2 in the disease course

Ingestion of toxin to Svmptom onset to

symptom onset, hours resp. failure, hours

Ingestion of toxin to

resp. failure, hours

Duration of

intubation, days

Patient 1 (female, 30 36
age 47 vears)
Patient 2 (male, 42 82
age 51 vears)

66

130

~165

~135

FEsp. Tespiratory

doi: 10.1186/s13256-017-1523-9



https://doi.org/10.1186%2Fs13256-017-1523-9

Botulismo no Estado de Sao Paulo
2018 — Ribeirao Preto — 3 casos distintos

Sintomas

Caso 1

turvacao visual,
nausea, vomitos,

vertigem e diplopia,

disartria e disfagia,
progressivos.

acometimento de
multiplos nervos
cranianos,

tetraparesia proximal
e sinais de disfuncao
autonomica (retencao

urinaria e fecal,
dilatacao pupilar).
Sem alteracao
sensitiva (tatil,
dolorosa ou
vibratoria)

Caso 2

tontura vertiginosa,

vomito,
progressivamente
com diplopia,
disfagia, disartria e
tetraparesia,
dispneia

acometimento de
multiplos nervos
cranianos,
tetraparesia
proximal

Caso 3

diplopia, vertigem,
disfonia e relato
de disfagia para
liquidos e tropecos
durante a marcha,
com piora
progressiva.

ptose palpebral
discreta a direita,
forca e
sensibilidade
preservados



Botulismo no Estado de Sao Paulo

[1 2018 — Ribeirao Preto

o Tratamento
e Soro antibotulinico



Botulismo no Estado de Sao Paulo

[1 2018 — Ribeirao Preto

o Alimentos suspeito

e Toffeta (tofu em conserva: oleo e especiarias)
— Anaerobiose e nao tem pH acido

— Comamor: producao caseira produtos veganos
» Irregular — autuada e fabricacao interrompida




Botulismo no Estado de Sao Paulo Sao
Paulo

[1 2018 — Ribeirao Preto

» Desfecho
e Confirmada toxina botulinica - casos 1 e 2 (sem identificagao
do tipo)
e Presenca C. botulinum e toxina tipo A na toffeta
e Confirmado surto — tofu em conserva

e Todos os casos receberam alta
— Caso 1 e 2 — homecare
— Caso 3 — fono



Controle do botulismo

[0 Destruicao dos esporos
» Processamento térmico de alimentos pH>4,6
» Irradiacao



Controle do botulismo

0 Destruicao dos esporos

[ Controle da germinacao dos esporos
» Refrigeracao, congelamento
o Ay
» pH

Nitrito de sodio

Defumacao

(|

O



Controle do botulismo

Destruicao dos esporos
Controle da germinacao dos esporos
Destruicao da toxina




Controle do botulismo

Destruicao dos esporos
Controle da germinacao dos esporos

Destruicao da toxina
o calor
» cloro




Comprovacao de surto

[0 “Gold standard”

» Deteccao da toxina
e Soro / conteldo gastro-intestinal
e Recuperacao de C.bot nas fezes
— Podem ficar (+) por até 1 més
» Deteccao da toxina em alimentos suspeito
e Ajuda na identificacao da fonte
e Evidéncia indireta de caso de botulismo



Cuidados no laboratorio

Uso de luvas, mascara e oculos de protecao
Trabalhos realizados sobre bandejas

Evitar formacao de aerosois

Neutralizacao da toxina com alcalis

1 nha pele - solugao saturada (10%) de Ca,CO;
» em superficies - solucao 0,1N de NaOH



Deteccao da toxina botulinica

I Principais amostras
» Alimento suspeito (10 — 50g)
1 Soro sangtineo (10 -15ml)
» Fezes (10 -509)
» Conteudo gastrico (10-509)
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Clostridium perfringens




Objetivos da aula

» Entender sobre as principais caracteristicas do C.

perfringens

» Entender as condicoes que favorecem a germinacao

do esporo e multiplicacao da célula vegetativa
» Entender os principais sintomas da toxi-infeccao
» Entender sobre o mecanismo de patogenicidade

e Saber aplicar medidas preventivas e de controle em

alimentos



C. perfringens

[0 2 tipos de doenca via alimentos
» toxi-infeccao por C. perfringens tipo F (A)
1 enterite necrotica

INCLUSION BODY




C. perfringens

0 2 tipos de doenca via alimentos
o toxi-infeccao por C. perfringens tipo F (A)
1 enterite necrotica

1 2 toxinas importantes ativas no TGI
» enterotoxina do C. perfringens - CPE

n 3 toxina
e Enterite necrotica



Enterite necrotica

0 C. perfringens tipo C
» produtor de toxina B



Enterite necrotica

O C. perfringens tipo C
o produtor de toxina 3

[0 Doenca entérica rara
7 - 0corre necrose da mucosa intestinal



Enterite necrotica

O C. perfringens tipo C
o produtor de toxina 13

0 Doenca entérica rara
n -OCOorre necrose da mucosa intestinal

» Papua Nova Guiné e Vietnam

e ligada ao consumo de refeicoes muito ricas em proteinas
por pessoas subnutridas

e Usualmente proteina de origem animal - suino (“pig bel”)



Enterite necrotica

O C. perfringens tipo C
o produtor de toxina 13

0 Doenca entérica rara
n -OCOorre necrose da mucosa intestinal

o atualmente restrita a Papua Nova Guiné
e ligada ao consumo de refeicoes muito ricas em proteinas
e baixos niveis de proteases intestinais
— ingestao de inibidores de proteases
— dieta restrita



Enterite necrotica

Adesao da bactéria as
células da parede intestinal

¥

Producao de toxina B
(necrotizante)

\

Necrose
i Tratamento

Gangrena ID

\
Choque

v
Morte




Enterite necrotica




C. perfringens

[0 Tempo de geracao
o 8-10 min



C. perfringens

0 Tempo de geracao
o 10 min

[1 Esporos

» Formados por mecanismos ainda nao
completamente esclarecido

- Altamente resistentes
e Radiacao
e Dessecacao
o Calor
o Refrigeracao
e Congelamento



C. perfringens

0 Esporos altamente resistentes a
o' radiacao
s dessecacao
n calor
1 Anaerobio
1 inicio do desenvolvimento pode ocorrer em Eh(+)

» substancias do metabolismo tornarao Eh(-)




C. perfringens

[0 Produzem +20 tipos diferentes de toxina ou

enzimas  mas 6 principais sao usadas para
classificar as cepas em 7 toxinotipos

;1 cada cepa so é classificada em um
toxinotipo (até o0 momento).



Principais toxinas produzidas pelos sete
toxinotipos de C. perfringens

Principais toxinas

Alfa (a) = Beta (B) | Epsilon (¢) | Iota (1) CPE Net B

- . ribosilagao
Toxinoti PO  fosfolipase | necrotizante permease ADP enterotoxina

A + - - - = = Gangrena
gasosa

B + o[ + - = = Doenga
entéricaem

animais
C + + = = _|_/_ - Doenca
entéricaem
animais
D + = + = +/- - Doenga
entéricaem
animais
E + = = + +/- - Doenca
entéricaem
animais
F + - = = + = DTA e por
diarreia
associadaa
antibidtico
G + = = = = + enterite
necradtica
em aves
Modificada de Rood et al., Expansion of the Clostridium perfringenstoxin-based typing scheme. Anaerobe, 53:5-10, 2018.
https://doi.org/10.1038/s41426-018-0144-8



https://doi.org/10.1038/s41426-018-0144-8

Reservatorios

[0 Amplamente distribuido na natureza
» Solo, poeiras

[1 presente no TGI de humanos (103 - 10°
UFC/g) e de animais



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

[1 Temperatura
a 20 - 50 °C
1 otima 37 - 47 °C
» < 20 °C fase lag aumentada



Efeitos de fatores fisicos e quimicos
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[1 Resisténcia térmica



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

0 Temperatura
a2l = b0 °C
n Otima 37 - 47 °C
o < 20 °C fase lag aumentada

1 Resisténcia térmica

o @sporo
e depende do ambiente
e depende de fatores genéticos



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

0 Resisténcia térmica

o esporo
e depende do ambiente
e depende de fatores genéticos

- ambiente mais protetor
e carne cozida
e esporos sobrevivem a fervura por 1h ou +



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

O Resisténcia termica (esporo)

¢ ambiente mais protetor
e carne cozida
e esporos sobrevivem a fervura por 1h ou +
» coccao/aquecimento inadequado (80 °C/20 min)
e esporos nao destruidos
e induz germinacao
e reduz a quantidade de O, no alimento



Efeitos de fatores fisicos e quimicos
0 coccao/aquecimento inadequado (80 °C/20
min)
e esporos nao destruidos
e induz germinacao
e reduz a quantidade de O, no alimento
[ resistentes
: refrigeracao
» congelamento



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

[1 Resisténcia térmica (célula vegetativa)

» razoavelmente termo-resistente

o pouco resistentes
e refrigeracao
e congelamento



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

0 Resisténcia térmica (célula vegetativa)

n razoavelmente termo-resitente
o pouco resistentes a
o refrigeracao
e _congelamento
1 pouco tolerantes a baixa ay,
o min 0.93 - 0,97

e varia com pH, soluto, T



Efeitos de fatores fisicos e quimicos

B

o pouco tolerantes a baixa ayy
o min 0.93 - 0,97

e varia com pH, soluto, T

0 Eh

o =45mv
» produz ferrodoxinas que irao diminuir o Eh



Gastrenterite

[ Agente etiologico

1 cepas toxigénicas de C. perfringens (CPE)
e Toxinotipo F (A)



Gastrenterite

0 Agente etiologico
1 cepas toxigénicas de C. perfringens

[0 Dose infectante
» >10°- 107 UFC/g



Gastrenterite

0 Agente etiologico

o cepas toxigénicas de C. perfringens
O Dose infectante

s >10°- 107 UFC/g

[0 Periodo de incubacao
- 6 - 24h (média 8 - 12h)



Gastrenterite

0 Periodo de incubagao —
1 6 -24h (média 8 - 12h) ‘
[0 Sintomas
» dores abdominais agudas
» diarréia
o gases

O

febre, nausea e vomitos - raros
suave e autolimitada

|

Parte mais sensivel do intestino delgado ao C. perfringens



Gastrenterite

0 Sintomas
o dores abdominais agudas
s diarréia
o gases
» febre, nausea e vomitos - raros

[ Duracao
o 12 - 24h



Gastrenterite

0 Duracao
s < 1dia

[1 Nao envolve imunidade



Gastrenterite

0 Nao envolve imunidade

[ Fatalidade
s Baixa <0,1%
pode causar problemas em idosos e debilitados

Autolimitada

“C. perfringens type F isolates also cause ~5- 15% of all non-
foodborne human GI disease cases, which include antibiotic-
associated diarrhea (AAD) and sporadic diarrhea [225]...often occurs
in the nosocomial environment and develops after the intestines of
patients (particularly the elderly) receiving antibiotics become
colonized by type F strains...” Gohari et al. 2021.
https://doi.org/10.1080/21505594.2021.1886777

=i

O



Gastrenterite

0 Fatalidade

o baixa
s pode causar problemas em idosos e debilitados

[1 Surtos

» relatados quando envolvem grande numero de
pessoas



Gastrenterite

0 Fatalidade

o baixa
o pode causar problemas em idosos e debilitados

[0 Surtos

o relatados quando envolvem grande numero de
pPEess0as

» usualmente ligados a refeicoes coletivas



Gastrenterite

O Surtos

o somente relatados quando envolvem grande
numero de pessoas

s usualmente ligados a refeicoes coletivas

[1 Alimentos envolvidos

1 pratos a base de carnes

» alimentos preparados
e em grandes porcoes
e com antecedéncia
e abuso de temperatura



Identificacao do surto

1 >10° cels/g de alimento
1 > 10° cels/g de fezes dos doentes

mesmo sorotipo de C. perfringens em todos
0S doentes

[0 mesmo sorotipo no alimento e nas fezes




[0 Atualmente se sabe que:

» idosos apresentam populacoes mais elevadas de
C. perfringens nas fezes

s >ria dos C. perfringens nao podem ser tipados
CoOMm SOros comerciais



1 Apenas 5% das cepas ambientais possuem o
gene cpe
1 ..poucas cepas enterotoxigénicas



O Apenas 5% das cepas ambientais possuem 0
gene cpe
1, ..poucas cepas enterotoxigeénicas

L cpe
- plasmidial em C. perfringens de origem animal

1 cromossoOmico em cepas isoladas de toxi-infecgoes
alimentares



O cpe
o plasmidial em C. perfringens de origem animal

1 Cromossomico em cepas isoladas de toxi-infeccoes
alimentares

0 .. 3 2 populacoes de Cp cpe+ mas somente a
cromossomica pode causar doencas em
humanos



O cpe
o plasmidial em C. perfringens de origem animal

1 Cromossomico em cepas isoladas de toxi-infeccoes
alimentares

0 .. 3 2 populacoes de Cp cpe+ mas somente a
cromossomica pode causar doencas em
humanos

[] Pesquisar Cpou Cp cpe+ 27?77



I hydrophilic

hydrophobic

re |
Toxina o
] Citotoxica —
1 PM 35 kDa
1 Termosensivel

n 60 OC/].O min
[1 Sensivel a pronase

[ Resistente a
o tripsina
nquimiotripsina
1 papaina

**Pronase - a highly active protease cocktail from Streptomyces griseus



Clostridium perfringens Food Poisoning

Vegetative cpe*

Food Source
C. perfringens

CPE - CPE +

Sporulation of o, mcLusionsopy
C. perfringens ‘

DIARRHEA and CRAMPS




Updated model of CPE action

1. Binding 2. Pre-pore

Large Complex

N-terminal ——~_, Formation
cytotoxicity
region
Transmembrane
stem domain
I
—
claudin=""
Small
CPE/claudin CH-1 CH-2
complex

Claudin-1 CPE
| occludin
Claudin-3/-4

James G. Smedley lll et al. Infect. Immun.2007;75:2381-
2390

3. Pore Formation
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Matriz extracelular basal lamina

HEMIDESMOSSOMO




SM101 vegetative SM101 sporulating

MRS101 (cpe null mutant) MRS101 (complemented)
sporulating sporulating

Figure 1. Histologic damage induced by lysates of CPE-positive type A strain SM101, a transformable
food poisoning strain derivative. Shown are hematoxylin and eosin-stained tissue sections from rabbit
ileal loops treated with concentrated vegetative culture lysates (FTG) or concentrated Duncan-Strong
(DS) sporulating culture lysates of wild-type SM101, MRS101 (a cpe null mutant of SM101) or a
complementing strain where the cpe gene has been transformed back into MRS101. Note the complete
absence of damage using lysates of SM101 vegetative cultures or DS cultures of the MRS101 cpe null
mutant. However, extensive necrosis, villus damage, and epithelial desquamation were observed using
lysates of the DS culture of wild-type SM101 or the complementing strain. Samples shown are at 250 x
magnification. Reproduced with permission from [10].



Toxina - Modo de acao

Ligacao toxina - borda em escova das células
epiteliais do intestino

(ligacao irreversivel)

}

Internalizacao
}

Alteracao da permeabilidade
da membrana




Ileo normal Ileo ¢/ enterotoxina

H,0 H,0
Na Na
cl ¢ —
HCO3 : HCO3
i N\

\aso Mucosa
sangliineo (lumen)



Principais causas de surtos

[0 Abuso de temperatura
o darmazenamento
» manutencao a quente

Coccao inadequada
Equipamentos contaminados
Higiene pessoal inadequada
Preparo de grandes porcoes




Medidas de prevencao e controle

[0 Coccao adequada

» principalmente porcoes grandes
[0 Resfriamento rapido de alimentos ja cozidos
[0 Armazenamento a

i A-0C

o > 70°C



Atividade para ser entregue pelos alunos
do diurno (procurar na internet)

[0 Surto de C. perfringens|
» Descreva um surto ocorrido na Inglaterra (G1)
» Descreva um surto ocorrido no Alasca (G2)

n Descreva um surto ocorrido entre prisioneiros
(inmates) (G3)
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