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Micro-organismos anaerébios

Respiragéo bacteriana

1: Aerdbios obrigatérios = precisam de oxigénio porque eles ndo podem fermentar
ou respirar anaerobicamente. Eles se encontram no topo do tubo, onde a
concentragao de oxigénio é alta.

2: Anaerdbios obrigatérios = oxigénio € letal para esses micro-organismos. Eles se
concentram no fundo do tubo, onde a concentragéo de oxigénio & a menor.

3: Anaerdbios facultativos = podem crescer com ou sem oxigénio porque eles
podem metabolizar energia aerobicamente ou anaerobicamente. Eles véo se
encontrar distribuidos, mas a maioria no topo porque a respiragcdo aerébia gera mais
ATP do que a fermentacéao ou respiragcdo anaerobia.

4: Microaerdfilos = precisam de oxigénio porque eles ndo fermentam ou fazem
respiracdo anaerébia. Porém, a alta concentragéo de oxigénio na atmosfera é toxica
para eles. Eles se acumulam na parte superior do tubo, mas nao no topo.

5: Anaerdbios aerotolerantes = nao requerem oxigénio, pois metabolizam energia
anerobicamente. Mas contrario dos anaerébios obrigatérios, o oxigénio nao é toxico
para eles. Eles vao se distribuir por todo tubo.




Caracteristicas gerais

» Presentes em microbiota e isolados de diversas infeccoes
» Toleram O, de 0.1 a 5% com 10% de CO,.

» Ar atmosférico tem 21% de O,, 78% de N,, 0,03 de CO, e
0,91% de gases nobres.

» Exigem um potencial de oxirredugéo (Eh) baixo.
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Redugao Fidroxila, anion Superog\do dismutase (SOD)
e peroxidase garantem certa
tolerancia ao O2 em certas
bactérias

superoxido, peréxido de
hidrogénio

Caracteristicas gerais

« Dificil caracterizagéo - culturas mistas com outras
bactérias anaerdbias estritas e/ou facultativas.

* 6 espécies de importancia

Clostridium spp
Bacteroides fragilis
Porphyromonas spp
Prevotella spp
Fusobacterium spp
Propinobacterium acnes
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Caracteristicas gerais
Patogenia
» Microbiota de mucosas e na pele = principal fonte de
infecgéo (com excegéo de Clostridium spp)

» Acodes benéficas: producao de vitamina K, metabolismo de
acidos graxos, ativagéo de acidos biliares

» Acbes maléficas: infeccbes enddgenas
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| Quebra da barreira anatémica

L

Diminui potencial de oxirredugdo do
sitio de colonizagéo + anaerobiose

Infeccao por anaerdbios (enddgena ou do ambiente) |
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Caracteristicas gerais

Patogenia

e

Tamanho do
inéculo
cia do
micro-organismo ~
Sistema imune
do hospedeiro

Presenca de gas

Destruigao de tecidos

| Natureza polimicrobiana |

Clostridium spp




Clostridium spp

Gram +, bastonetes grandes - \\,— A
Anaerobios estritos (alguns aerotolerantes) i *\ ]
Endoesporos s i
Ubiquitarios do solo, agua € esgoto; e microbiota  \ 6.;77‘ b
intestinal de humanos e animais = ey
Maioria = saproéfitas e inofensivos N4

i
\

Porém, alguns causam doenca, que ¢ atribuida a: =
Esporulagao
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2. Répido crescimento em ambientes com
nutrientes desprovidos de oxigénio
3. Producgéao de diversas toxinas histoliticas,
enterotoxinas e neurotoxinas
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Clostridium spp

Espécies podem ser divididas em trés categorias

1. Histotéxicas  C. perfiingens
2. Enterotéxicas g/;;;,{‘”c/;;gens
3. Neurotéxicas C. botulinum
C. tetani
11
Clostridium spp
Histotéxicas
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Clostridium perfringens
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Clostridium perfringens

» Gangrena gasosa

» Grande bastonete (0,6 22,4 x 1,3a 19,0 um)

» Um dos poucos clostrideos imoveis

» Endoesporos sédo raramente observados in vivoou in vitro
» Répido crescimento em meio de cultura

+ Causa doengas intestinais graves (enterotoxico) e
infecgdes histotéxicas
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C. perfringens—Fatores de

. A .
viruléncia
Toxinas
T Hemolitica. Fosfolipase C.
B Hidrolisa fosfatidilcolina e
N _— esfingomielina.
ARG

-7
&% »

Céapsula e Formadora de poros em

r_{ - . células hospedeiras.
2 -~
Endoesporos| \ W
- S Permease. Aumenta
= permeabilidade celular
ST - Desorganiza o
N T citoesqueleto celular

| CPE || Enterotoxina
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Clostridium perfringens

+ 5tipos de acordo com as toxinas presents — importancia para humanos é o C.
perfringenstipo A

I R N
Do
A + - -

- Gangrena gasosa, toxina pelo alimento

B + + + - Animais
C + + - - Animais
D + - + Animais
E + - - +  Animais

» Alfa = cromossomal
» Demais = plasmideos
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Clostridium perfringens
Reservatério e transmisséo

C. perfringens tipo A

5

Microbiota

* Maioria das infecgSes humanas

Ingestéo Ferimento

Transmissao
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Clostridium perfringenstipo A
Patogenia da gangrena gasosa

« C perfringens do tipo A = pp causador.

Quebra da barreira
anatémica + clostrideo
do solo/ambiente

Multiplica-se no
sitio (P1:6-8h)

Répido
crescimento

|

Edema + « | Lise celular + | «— Toxinas
hemolise e Aumento da
destruigao de permeabilida
leucécitos de vascular
Destruicao
tecidual =
necrose + gas
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Clostridium perfringenstipo A

Intoxicagdo alimentar

* Intoxicagcéo alimentar — toxina do C. perfringens tipo A.

Subnotificada.

Curto periodo de incubagéo (8-24hs).

Diarréia aquosa sem febre.

Carne contaminada com grande gtidade de organismos
do tipo A com CPE.

CDC names top five foodborne illnesses in United States

BY NEWS DESK | JANUARY 11, 2018

The top five germs that cause illnesses from food eaten in the United States are norovirus, Salmonella,
Clostridium i C: and aureus, aka staph.
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Clostridium perfringens
Diagnéstico laboratorial

» Pouca utilidade clinica devido ao rapido desenvolvimento
da doenca. Rastreamento de intoxicagao alimentar.

» C perfringens é aerotolerante e de facil isolamento

= e

fied by FCR. M- 100 bp
les; €= C. peringens ATCC 3624 (Type

\\

PCR - detectar o gene da toxina A Agar sangue em anaerobiose. Hemolise.

Mo
L

ELISA
Intoxicagé&o alimentar: Detecg&o da CPE no conteudo intestinal
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Clostridium spp
Enterotéxicas
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Clostridium difficile

» Anaeroébio aerotolerante
» Capsula

* Moveis

» Endoesporos

» Fimbrias

» Doenca nosocomial (colite pseudomembranosa).

« Dificil controle hospitalar

» Associada ao uso de antibidticos de amplo espectro,

estresse (hospitalizagcdo), quimioterapia e uso de anti-
inflamatdrios n&o esteroidais.
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Clostridium difficile

» Toxina A (enterotoxina) = morte celular (pp enterécitos)
» Toxina B (citolisina) = morte celular

» ADP-ribosiltransferase = ADP-ribosilagéo da actina da
célula hospedeira = desorganiza o citoesqueleto = morte
celular.

Reservaldrio e transmissao

i Al

the fecal-oral route
* Ampla disseminagdo ambiental
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE INFECTION  FEVER, CRAMPY ABDOMINAL PAIN, DIARRHEA MOST COMMON
INFECTIOUS CAUSE
OF NOSOCOMIAL

DIARRHEA

C. DIFFICILE CONTAINS ENDOSPORES THAT
CAN SURVIVE THE ACIDITY OF THE STOMACH C. DIFFICILE FLOURISHES
AND REACH THE LARGE INTESTINE WITHIN THE COLON

TOXINS A 8 B

CAUSE MUCOSAL
DAMAGE O DA\
[ @

18/ PSEUDOMEMBRANOUS COLITIS:

THE NORMAL GUT FLORA IS ALTERED
BY BROAD-SPECTRUM ANTIBIOTICS, MOST |/
NOTABLY CLINDAMYCIN, CEPHALOSPORINS,
AMPICILLIN, AMOXICILLIN, AND
FLUOROQUINOLONES

WWW. MEDCOMIC.COM © 2017 JORGE MONIZ
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Clostridiumn difficile
Patogenia

No IG - e

__ desequilibrio da Multiplicag&o. Adere ao muco e

C. difficile | = micrgbiota por | 7| células epiteliais pelas fimbrias
uso de atb '

Resposga inflamatoria mte‘nsa. '_l Morte celular |_ | Toxinas |
Liberagao de prostaglandina —
secregédo de fluidos e eletrélitos

[

Diarréia com ou sem sangue

Clostridum diffcie Coltis

25

Clostridium difficile
Diagndstico laboratorial

« Histérico, sinais clinicos e lesGes (suspeita)
* Isolamento de C. difficile nem sempre € diagndstico.
» Toxina é o alvo ideal.

Agar seletivo para C. difficile
Peptona, frutose, sais, gema de ovo,
antibiéticos para inibir crescimento
de outras bactérias, indicador de pH

—  CapenTina

ELISA (proteina) e PCR (gene) da toxina A/B
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Agar cromog#nico para toxinas
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Clostridium spp
Neurotdxicas
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Clostridium tetani

» Tétano

* Anerdbio obrigatério
» Endoesporo

» Muito dificil de cultivar

XLl

AV
ee TS
wTUOMNIN

Ubiquitrios do solo

=

* Podem colonizar transitoriamente trato Gl

Duas toxinas importantes:
tetanospasmina e hemolisina
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Clostridium tetani
Patogenia
C. tetani no Multiplicagdo. Producéo
ambiente - - de tetanospasmina.

Glicina e GABA Ci Toxina atinge o
(neurotransmissores p— «— | neurénio motor da

inibitérios) nao s&o mais sinaptobrevinas medula espinhal
liberados

l

Atividade sinéptica
excitatéria desregulada
Paralisia espéastica

| Tétano pode ser generalizado ou localizado.

Mortalidade de 30-50% em humanos
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» Atoxina penetra nos axénios
dos nervos motores mais
proximos da placa motora
neuromuscular e migra por
transporte retrégrado dentro
dos axdnios motores, até o
corpo celular do neurénio
dentro da medula espinhal. Na
medula espinhal, a toxina
ascende até alcangar o
encéfalo.

a0 9E e 610 B O 200 sty o e e Fascn )
Firs 1.1 T -t el
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C. tetani

Diagndéstico laboratorial

» Diagnostico é clinico
» ELISA para anticorpos contra toxina tetanica —

pouqu

issimo sensivel

* Isolamento normalmente falha. Aerdbio estrito
(transporte € um problema). Agar sangue e
anaerobiose, 12 dias a 37°C.

11/13/23
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Ingestéo

Transmissao

Clostridium botulinum
Botulismo SO \‘:C O
Anerdbio obrigatério L (\(fﬁij
Dificil isolamento ,"L:E}’V TN
Endoesporos Ubiquitarios do solo e

sedimentos aquéticos

* 7 neurotoxinas (A-G)

Ferimento

32
Clostridium botulinum
Patogenia
1. Botulismo alimentar N &S
(toxina) @ W
2. Botulismo infantil
(a forma mais comum, coloniza intestino, toxina /7 vivo). ',/*
3. Botulismo de leséo =
(toxina) ﬁ A
4. Botulismo inalatério (bioterrorismo)
(toxina) “*
D 4
33
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Clostridium botulinum
Patogenia

Toxinas ou Toxinas passam Corrente
esporos ingeridos pelointestino |~ | sanguinea
|
Impede a neurotransmissao ~ Impede Permancem na
em sinapses colinérgicas | « | llberagdopré- | juncao
periféricas sinaptica de neuromuscular
aceticolina
I (excitatério)

Paralisia flacida

hematoencefélica. Assim todos os sinais s&o de sistema nervoso periférico

| Grande tamanho da toxina impede sua passagem pela barreira
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Clostridium botulinum
Diagnéstico laboratorial

soro/plasma/tecidos/alimento/contetido
estomacal fresco/material de vomito

ELISA (proteina) e PCR (gene) das toxinas A-G

Inocu\_agao intraperitoneal de extrato do Agar seletivo pera G. botulinum
material em camundongos Triptona, dextrose, sais, gema de

ovo, antibisticos para inibir
crescimento de outras bactérias,

indicador de pH

o~
'f“f
Morte em 3hs a 3 semanas (média de 4 dias), precedida por fraqueza
muscular, paralisia de membros e dificuldade respiratéria.
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Clostridioses
Diagnéstico laboratorial

» Meio de transporte anaerobico (meio semi-solido com
agentes redutores — tioglicolato e cisteina)

* Indicador resazurina (indica se o0 meio foi exposto ao
oxigénio tornando-se rosa)

36
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Prevencgéo de clostridioses

» |mpossivel erradicar (solo, ambiente)

» Vacinagéo
* Clostridium tetani - toxina

11/13/23
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Bacilos G+ aerdbios ou
anaerdébios facultativos

38

Bacillus spp

39
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Caracteristicas gerais

Taxonomia
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Bacilos gram-positivos, anaerébios facultativos
Produtores de endoesporos (resisténcia ao calor, dessecagao, radiagao
UV, desinfetantes etc) — permanecem no ambiente por décadas
Comumente habitam solo e agua — 108-107 Bacillus spp/grama de solo
Trés espécies patogénicas principais

Fonte usual ou doenca

Bacillus anthracis Antraz ou Carbunculo Hematico (zoonose)

B. cereus Intoxicag@o alimentar em humanos; infecgdes
oportunistas em animais

B. thuringiensis Patégeno de insetos

11/13/23
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Caracteristicas
gerais
Gram +
Anaerobios facultativos

Endoesporos

Plasmideos associados a
viruléncia

Fatores de viruléncia em
espécies patogénicas:

B. anthracis - toxina letal
(LeTx), Toxina do edema,
capsula

B. cereus — Toxina emética
(cereulida), enterotoxinas

Bacillus anthracis

42
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Caracteristicas gerais

« Antraz ou Carbunculo

Bastonetes gram-positivos retangulares
N&ao moéveis

Cadeias de bastonetes

Capsula
Endoesporos sdo produzidos no interior das células
durante condi¢cdes de privagdo de nutrientes

Dois plasmideos = pXO1 (toxinas) e pXO2 (capsula)
Escapam fagolisossomo

Bacills
anthracis rods

Caracteristicas gerais

» Ndcleo do endoesporo = célula bacteriana inerte

+ Cortex = camada de peptideoglicano, envolvido pelas
camadas proteicas de revestimento interna (spore coat)
e externa (exospoéro)

- > Exosporium

o

= = => Spore Coat

e = = => Core

E = => Cortex

Bacterial Endospore
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Caracteristicas gerais

« Toxina letal (LeTx) - codificada no plasmideo pXO1
- Toxina do tipo AB (subun.: antigeno protetor, fator letal e fator do edema)
- Fator letal no citosol leva a apoptose (macréfagos e outras células)

« Fator do edema ¢ uma adenilato ciclase - aumenta AMPc - les6es
hemorragicas em multiplos érgéos, hipotensao e bradicardia

>(°/<

? exotoxins PA
LF PA-heptamer (Y]
\ N-ﬂ ™ endocytosis
EF > ATP :
& furin MAPKK
°

receptor (ATR)® CAMP calmodulin(CaM) B Jcell death
45
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Reservatério e Transmissao

» Em carcacas, bactérias sobrevivem 1-
2 semanas, mas endoesporos
permanecem em ambiente estavel por
décadas

» Autoclave (121°C, 15 min) mata
endoesporos; fervura comum nao b

« Mais resistentes a desinfetantes (topo
da piramide)

» Solo = fonte de infeccéo = herbivoros

» Qutras espécies, inclusive humanos,

S80 expostos por meio de animais e

produtos de origem animal \l’
+ Bioterrorismo

11/13/23
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Reservatério e Transmiss&o
« Endoesporo = modo de infecgéo
« Alimento ou 4gua contaminada
« Ferimentos infectados ou picada de artrépodes
« Carcacas de animais infectados contaminam o solo
« Industrias que manipulam carcagas = curtumes, tecelagem de
tapetes
Disease and host death
47

Patogenia e Doenca

Esporos ingeridos
e fagocitados por
macréfagos ou  —
células
dendriticas

Bactéria escapa para
Esporos germinam __, citosol — lise macrofagos
no fagolisossomo — acesso a corrente

sanguinea e tecidos

Edema gelatinoso, hemorragias

LesBes semelhantes a outras causas toxicas e de morte aguda
Hemorragias disseminadas, baco friavel, auséncia de
coagulacao, edemas generalizados, hepatomegalia,
esplenomegalia, “rigor mortis” ausente ou incompleto,
hemorragia nos orificios naturais — em condi¢cdes super-agudas
ha poucas lesoes (dificulta o diagndéstico)

48
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Patogenia e Doenca

Humanos

de entrada):
1. Cutanea
Inoculagao de esporos em ferida
- 95% dos casos

10-20% de mortalidade k
. Pulmonar
\l15

Inalagéo dos esporos
50-90% de mortalidade
“Doenca do classificador de 18"

N

11/13/23

2 apresentacdes (depende da porta
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Diagnéstico

« Diferencial: outras doencas também causam
morte subita

Amostras: sangue, secregdes sanguinolentas
para exame direto

Esfregacos de sangue e de érgdos podem ser
corados com Gram ou com um corante de
capsula (azul de metileno) — outras espécies de
Bacillus spp nao apresentam cépsula e ndo
possuem aparéncia rectangular

Agar sangue, sem hemolise

Inoculagdo em camundongos (morte em 24hs)

« PCR

50

podem ajudar (ndo ha resisténcia reportada)

Tratamento e prevengéo

« Progress&o muito rapida — dificulta tratamento, mas antibiéticos

« Pessoas em risco - vacina de filtrado de cultura concentrado

(acelular) — cinco aplicagdes por um periodo de 18 meses.

51
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L/steria monocytogenes

11/13/23
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Listeriose

N&o esporulado

N&o capsulada
Intracelular

Imunocomprometidos
Neonatos

Idosos

Mulheres grévidas

Caracteristicas gerais

Pequenos bastonetes gram-positivos

Aerobio a anaerdbio facultativo

53

People who are
pregnant

Reservatorio e
Transmissao

has a greater chance of

People who are People who have a
65 years and older weakened immune

Ubiqitéria no ambiente
Toda cadeia de alimentos ¢ suscetivel a contaminagéo
Meas 0 mais comum é produtos lcteos ndo pasteurizados
Carne, vegetais nao cozidos

Consegue se multiplicar na temperature de refrigerador

+ Emmulheres gravidas, a infecg&o por listeriose costuma ser

leve. Porém, pode espalhar-se antes e durante o parto, de mae
para filno, e pode causar aborto espontaneo, natimortos, parto
prematuro ou morte precoce 4o bebe.

54
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Patogenia e Doenca

Doenca invasiva (além do intestino) Doenca intestinal
* Pessoas gravidas: febre, « Normalmente sintomas
sintomas tipo gripais (fadiga, %0 |
dor muscular etc), problemas $ao leves
com a gestacédo * Diarréia
. VA
« Pessoas n&o gravidas: febre, Vomlto'
sintomas tipo gripais (fadiga, » Pode vir a desenvolver
dor muscular etc), dor de doen(;a invasiva

cabeca, confuséo, perda de
equilibrio, tonturas,
endocardite,
meningite/meningoencefalite
em neonatos e pessoas >65
anos, listeriose
oculoglandular, sepse

11/13/23
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Diagnéstico

Cultura bacteriana e PCR

Amostras: sangue, liquido cefaloraquidiano,
placenta

Sorologia (2-4 semanas apo6s infec¢ao)

Citologia de LCR

Meios PALCAM e ALOA para amostras
humanas

- Agar de sangue de Columbia fornece os
nutrientes e os cofatores.

- A seletividade do meio € obtida pela presenca
de cloreto de litio, sulfato de polimixina B,
acriflavina HCI e ceftazidima, que suprimem o
desenvolvimento da maioria das subespecies nao
pertencentes as Listeria presentes nos alimentos e
amostras clinicas.
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Figura 2 - Meios seletivos utilizados para identificar Listeria monocytogenes.

- PALCAM; 2 - OXFORD; 3 - ALOA; 4 - Rapid L'mono.

57
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Tratamento e prevengéo

* Maioria das pessoas se recuperam da Doenga intestinal sem

antibioticos

« Doenca invasive — antibiéticos (ampicilina ou penicilina G com

aminoglicosideo

« Prevencao: higiene dos alimentos

11/13/23
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Duvidas?

anamarcia@Qusp.br
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