Imatge de fons: © PD-USGOV-HHS-COC (Commons.wikimedia.org)

A carrec de la Secci6 de Microbiologia

de la Societat Catalana de Biologia

Raco del microbi

DEE OCEIE I guATiE

Escrit per:

Merceé Berlanga' i Ricard Guerrero?
' Departament de Microbiologia i Parasitologia Sanitaries

de la Universitat de Barcelona

2Departament de Microbiologia de la Universitat de Barcelona

na metzina o verti és tota subs-
tancia que, introduida en I’or-
ganisme animal, produeix la
mort o un efecte morbés. Un
veri produit per un organisme rep el
nom de toxina. Els microorganismes
fabriquen toxines per adquirir ali-
ment, defensar-se contra la predacio,
infectar hostes potencials, etc. Pero el
més probable és que, a més, tinguin
altres funcions desconegudes impor-
tants per a la fisiologia dels organis-
mes productors. Possiblement, les
toxines bacterianes van evolucionar
molt abans de ’aparicio dels organis-
mes eucariotes multicel-lulars, que
actualment constitueixen la principal
diana d’accié d’aquestes toxines.

Els humans han utilitzat des de fa molt de
temps verins i toxines amb finalitats diferents,
com ara cacar i defensar el territori (puntes
de fletxes enverinades amb curare, substancia
extreta de la planta Strychnos toxifera), elimi-
nar persones rellevants (Socrates, amb cicuta,
produida per la planta Conium maculatum), o
resoldre rapidament enuigs crematistics o fa-
miliars (com diuen que va passar amb 'empe-
rador roma Claudi, amb un apat amb el bolet
Amanita phalloides). Pero els verins també te-
nen efectes beneficiosos, en dosis molt petites.
El curare s’ha utilitzat per tractar convulsions
i espasmes (bloca la conducci6 nerviosa moto-

ra per inhibici6 de la captacid de l'acetilcolina
en les plaques neurotransmissores). La toxina
botulinica, un terrible veri produit pel bacteri
Clostridium botulinum, també té moltes apli-
cacions terapéeutiques.

«Totes les substancies
sOn verins; no n'existeix
cap que no ho sigui. La

dosi diferencia un veri

d’una medicina »
(Theophrastus Philippus Aureolus

Bombastus von Hohenheim, conegut
com Paracels, 1493-1541)
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Figura 1
La doble vessant del Clostridium

botulinum: assassi o guaridor.
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Figura 2
Clostridium botulinum.

Figura 3

Dibuix artistic d'una persona adulta que pateix

botulisme en el qué destaquen la ptosi (parpelles
caigudes) i paralisi facial.

Un microbi amb mala
(i merescuda) fama
El genere Clostridium és un grup heterogeni
de bacteris grampositius que tenen per carac-
teristiques principals el fet de ser anaerobis
estrictes (s’inhibeixen i moren en contacte amb
Poxigen) i formar endospores termoresistents.
Els clostridis es troben al sol, als sediments
d’aigiies dolces o salades i a l'intesti dels ani-
mals, incloent-hi els éssers humans. Es consi-
dera que el genere reuneix 120 especies, 35 de
les quals poden causar malalties als humans i
a altres animals. Els clostridis patogens es ca-
racteritzen pel fet de produir potents toxines
extracel-lulars, que son les responsables dels
simptomes clinics. Segons les malalties
que produeixen, se’n poden distingir tres
grups: clostridis neurotoxics (produ-
eixen toxines que afecten el sistema
nervios, p. ex., C. botulinum i C. te-
tani), clostridis enterotoxics (toxi-
nes que afecten el tub digestiu,
p. ex., C. perfringens i C. difficile)
i clostridis histotoxics (toxines que
causen necrosi en el lloc de la in-
feccio, p. ex., C. perfringens). No
obstant aixo, altres especies també
son importants des del punt de vis-
ta ambiental 1 industrial i, per tant,
son molt beneficioses. Els clostridis
s’han utilitzat per produir acetona,
butanol, etanol, butirat, enzims (cel-
lulases, amilases, substancies que cata-
litzen biotransformacions esteroespecifi-
ques, etc.), i per a la degradaci6é anaerobia
de productes xenobiotics, com ara compos-
tos aromatics i diferents herbicides.

El 1817, el metge i poeta alemany Justinus
Kerner (1786-1862) va publicar la primera
descripci6 clinica d’'una malaltia paralitzant
en 230 pacients. La malaltia, la va denomi-
nar botulisme, perqué I'enverinament es va
produir per ingesta de salsitxes (botulus, en
llati). Kerner va creure que les salsitxes con-
taminades contenien alguna substancia toxi-
ca, com ara algun tipus de greix. El 1895,
Emile P. van Ermengen (1851-1922), col-
laborador de Robert Koch, va aillar el bacteri
anaerobi responsable de la malaltia. El bacte-
ri es va denominar inicialment Bacillus botu-

linus, i posteriorment Clostridium botulinum
(kloster, en grec, ‘en forma de fus’), ja que I’en-
dospora és més ampla que el diametre cel-lular
i dona al bacteri forma de fus o, com s’ha dit
posteriorment, de raqueta de tennis (fig. 2).



Botulina: I'assassina

La toxina botulinica, o botulina, pot ser una de
les set neurotoxines relacionades (A, B, C, D,
E, F, i G) produides per diferents soques de C.
botulinum. Es un dels verins biologics coneguts
més potents: un mil-ligram de toxina pot matar
més d’'un mili6 de conills porquins. De les set
neurotoxines, almenys dues estan codificades
per bacteriofags especifics del bacteri. La botu-
lina és una proteina que bloca I’alliberament del
neurotransmissor acetilcolina per les membra-
nes presinaptiques en el contacte de les neuro-
nes motores amb la unié neuromuscular. En no
haver-hi acetilcolina lliure, no hi ha estimulacié
de les fibres musculars i es produeix una paralisi
muscular flaccida, amb la consegiient mort per
asfixia per fallida cardiorespiratoria (fig. 3).

Normalment una soca de C. botulinum només
sintetitza una de les set toxines esmentades. Les
toxines A, B, E i, menys freqiientment, F produ-
eixen botulisme en els éssers humans, mentre
que les toxines C i D provoquen botulisme en
els animals. La botulina G és produida per una
soca bastant diferent d’altres de C. botulinum
i es desconeix la possible implicaci6 en el bo-
tulisme huma i animal. De fet, s’ha proposat
considerar la soca com a una espécie diferent,
C. argentinense, perqué només s’ha trobat en
mostres de terra a ’Argentina. Recentment,
s’ha vist que soques neurotoxigéniques de
C. butyricum (que produeix la toxina E) i de
C. baratii (que sintetitza la toxina F) també po-
den causar botulisme en els humans. La morta-
litat en els humans és més gran amb la toxina A,
seguida de la E, i, finalment, de la B. Aquest fet
esta relacionat amb el diferent grau d’afinitat de
les toxines pel teixit neuronal.

La botulina entra a l'organisme
generalment per ingesti6 d’ali-
ments contaminats, tipicament
conserves que no s’han esteri-
litzat bé i que han mantingut
condicions anaerobies. El pe-
riode d’incubaci6, un cop in-
gerida la toxina, és de 12 a 36
hores, i sovint els simptomes
neurologics son precedits per
nausees, vomits, dolor abdomi-
nal i diarrea. La recuperaci6 és
molt lenta, de setmanes a mesos,
segons la gravetat. Durant les prime-
res decades del segle xx, la taxa de mor-
talitat per botulisme era del 60-70 % dels in-
toxicats i actualment és del 3-5 %, si s’arriba a

reconeixement (HC)
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temps. El tractament consisteix a administrar
antitoxina (anticossos de la toxina), que pot de-
tenir la progressio de la paralisi. En casos més
greus es requereix ventilacié mecanica. Es im-
prescindible comengar el tractament al més avi-
at possible després de I'aparici6 dels simptomes
(idealment, abans de 24 hores), ja que ’antitoxi-
na nomeés neutralitza les toxines que encara no
s’han unit a les terminacions nervioses.

Per produir la neurotoxina, Clostridium bo-
tulinum fabrica inicialment un polipeptid de
cadena simple de 150 kDa, el qual després s’es-
cindeix en dues cadenes (cadena lleugera, LC, i
cadena pesada, HC) unides per un pont disulfur.
La LC té 50 kDa i actua com una endopeptida-
sa dependent de zinc. La HC conté dos dominis
funcionals de 50 kDa cada un, el domini N-ter-
minal i el domini C-terminal (fig. 4). El domini
N-terminal forma un canal ionic a les membra-
nes lipidiques. El domini C-terminal és el res-
ponsable de reconéixer i unir-se als gangliosids
i internalitzar la toxina en les neurones coliner-
giques, on finalment impedeix I’exocitosi de les
vesicules d’acetilcolina. La dosi letal de la toxina
botulina per injeccié intravenosa és de 0,1-0,5
ng/kg, i, per ingesti6 oral, de 0,2-1 pg/kg. La
toxina és termosensible i s’inactiva amb un trac-
tament térmic de 85 °C durant cinc minuts.

Botox: la guaridora

Durant la Segona Guerra Mundial, I’Académia
Nacional de Ciéncies dels Estats Units va instal-
lar uns laboratoris a Fort Detrick, Maryland,

Figura 4

[ Microbis per occir i guarir ]

(A) Estructura cristal lina de la neurotoxina A de Clostridium
botulinum (BoNT/A) i (B) de la neurotoxina B (BoNT/B),
en que s'observen els tres dominis de la proteina.
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primats, i el 1981, en humans. L’aplicaci6 de la
toxina A en tractaments cosmetics, la va des-
cobrir Jean Carruthers de manera accidental al
Canada, el 1987, quan tractava una pacient de

blefarospasme (tancament i obertura continu-
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traci6 d'Aliments i Farmacs (Food and
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na botulinica autoritzats per ’Agencia Espanyo-
la de Medicaments i Productes Sanitaris: Bo-
tox® (toxina A, Allergan, Inc., EUA), Dysport®
(toxina A, Speywood, UK), NeuroBloc® (toxina
B, Elan Pharmaceuticals, distribuit per la UE)
i Vistabel® (en cirurgia estetica, el Botox rep el
nom de Vistabel, pero és exactament el mateix

destinats a la investigaci6 de bacte-

ris infecciosos perillosos i les seves toxi-

nes, els quals es podrien utilitzar com agents
de guerra biologica. El 1946, Edward Schantz
va aconseguir purificar la toxina A en grans
quantitats. Uns quants anys més tard, el 1972,
el president Richard Nixon va firmar un trac-
tat internacional pel qual el Govern america es
comprometia a acabar les investigacions sobre
microorganismes destinats a la guerra biolo-
gica. Fort Detrick va tancar aquell mateix any.
El 1973, Alan Scott va aplicar la toxina A per al
tractament no quirtrgic de I’estrabisme (desvi-
aci6 en l'alineacié d’'un ull respecte a I’altre) en
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preparat que produeix Allergan). NeuroBloc
només esta indicat per al tractament de la dis-
tonia cervical (torticoli). Botox i Dysport estan
indicats per a la resta de tractaments (taula 1).

Botox es presenta en vials de 100 U en forma
de toxina cristal-lina purificada. La preparacio
Dysport no és equivalent en les seves dosis, per-
que la purificaci6 es fa per un metode diferent.
Normalment, les dosis requerides de Dysport per
a un mateix efecte son de dues a cinc vegades més
grans que la de Botox. El Botox s’ha de conservar
congelat i sense agitar, perque la toxina pot in-
activar-se. Un cop resuspesa amb soluci6 salina



Taula 1
Utilitzacions terapéutiques de la toxina botulinica.

Oftalmologia

Otolaringologia

Estrabisme (desviacio en l'alineacio
d'un ull respecte a l'altre)
Nistagme (moviment incontrolat dels ulls)
Blefarospasme (tancament i obertura
involuntaria de les parpelles)

Ptosi (caiguda de les parpelles)

Neurologia

Distonies (contraccions involuntaries
permanents de diferents musculs del cos)
Espasmes hemifacials (tremolors involuntaris
dels musculs d'una part del rostre)

Tics
Tremolors

To muscular

Espasticitat (contraccié permanent
d‘alguns musculs)
Espasticitat de la bufeta de 'orina
Bruxisme (serrar i fer cruixir les dents)
Quequesa
Mal de cap causat per la contraccio
dels musculs del front

Disfonia espasmodica

Gastroenterologia

Acalasia (regurgitar els aliments per
problemes de 'esofag)
Tremolor del paladar

Descontrol de la contraccio i relaxacio
de l'esfinter anal

Cosmeéticai altres aplicacions

Correcci6 de les arrugues facials
Linies d'expressio
Potes de gall
Descontrol de l'esfinter urinari
Hiperhidrosi (excés de sudoracio)
Sialorrea o ptialisme (excés de salivacio)
Rinitis/rinorrea
Colze de tenista

esteril a la concentraci6 adient, es pot mantenir
en refrigeracio6 15 dies. Si s’afegeix 1 mL de dilu-
ent, la concentraci6 de Botox sera de 10 U per 0,1
mL. Normalment s’aplica un maxim de 400 U
per visita i un maxim de 50 U per lloc, amb un
volum maxim de 0,5 mL. La dosi letal mitjana
en humans és de 3.000 U, i 1 U és la quantitat
de toxina necessaria per matar el 50 % de les po-
blacions de ratolins Swiss-Webster (que pesen
18-20 g) inoculades. Només s’han descrit uns
quants casos d’intoxicacié per Botox o Dysport,
i sempre han estat conseqiliencia de I'aplicacio
per personal no qualificat, que ignorava les con-
centracions d’aplicaci6 adequades.

«Messieurs, ce sont les microbes

que auront le dernier mot»

El fisic Erwin Schrodinger (1887-1961) va dir:
«L'important no és veure el que encara ninga
no ha vist, sin6 pensar el que encara ning no
ha pensat sobre aixo que tothom veu.» Els pro-
gressos fets en les ciencies microbiologiques els
dltims trenta anys, tant en camps basics com
aplicats, han estat enormes. La investigaci6 me-
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dica i farmaceutica esta descobrint mitjancant
microorganismes nous farmacs i noves mane-
res de produir-los o optimitzar-los, com també
esta utilitzant els mateixos microorganismes per
tractar determinades malalties. S’estan utilit-
zant enzims produits per bacteriofags en el trac-
tament de les pneumonies bacterianes, espores
de clostridis en el tractament d’alguns cancers,
salmonel-les o virus ensinistrats per combatre
tumors especifics, ja que al llarg de I'evolucid
han apres a buscar el cami d’atac amb eficacia.
En un futur no gaire llunya veurem el triomf so-
bre moltes malalties mitjancant microbis, que
han estat els nostres flagells durant tota la histo-
ria de la humanitat. No hem d’oblidar que fa més
de 3.500 milions d’anys que els microbis son a
la Terra, i en aquest llarg temps han descobert
moltes estratégies adaptatives que a nosaltres
ens costaria molt d’albirar. Després de 150 anys
de lluita directa contra els agents patogens, en
molts casos fallida, estem ja en el cami d’apro-
fitar els mecanismes pels quals els microbis
causen malalties per aconseguir tot el contrari,
defensar-nos dels seus atacs i guarir-nos. |
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