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- Rod obuhvata preko 100 vrsta sporogenih anaerobnih
Gram pozitivnih  bakterija Stapicastog oblika

Patogene vrste —manje od 20 vrsta u zavisnosti od
- toksina koje produkuju, Invazivnosti I nac¢ina infekcije
podeljene u Cetiri grupe




Clostridium Spp.
1. Neurotoksi¢ne Clostridium spp.
2. Histotoksi¢ne Clostridium spp.
3. Enteropatogene i enterotoksemicne Clostridium spp.

4. Clostridium spp. uzrocnici oboljenja koje indukuje
primena antibiotika BETEELS L 8 L



Neurotoksi¢ne Clostridium vrste

~neinvazivne i stvaraju neurotoksine

- C. tetani — tetanus- konji, prezivari, druge Zivotinje i ljudi

- C. botulinum tip A-F — botulizam - veliki broj vrsta
zivotinja 1 ljudi

- C. argentinense — ranije C.botulinum tip G- ljudi
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invazivne i dovode do opsezne destrukcije tkiva

C. chauvoel - goveda, ovce rede svinje
SuStavac — gangrena emphysematosa
blackleg (black quarter)
- miozitis kod konja

C. septicum - goveda, ovce I svinje- maligni edem
parasusStavac — septicaemia gangrenosa
- ovce — braxy-bradsot - abomazitis

- kokosSke — nekrotiCni dermatitis



= - C. nowyi
— ovce — bolest velike glave ovnhova
- goveda I ovce- gasha gangrena

— ovce rede goveda
- crna bolest- nekroti¢ni hepatitis

— vodeni bufalo — osteomielitis

C. haemolyticum (C. nowyi tip D)- goveda rede ovce
bacilarna hemoglobinurija

— goveda, ovce 1 konji — gasha gangrena

—ptice, pili¢i 1 zivina-ulcerativni enteritis
— Tyzzer-ova bolest — kuni¢i, zamoreci,
laboratorijske zivotinje, fatalna bolest Zdrebadi
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stvaranje toksina u crevima Koji nakon resorpcije
mogu dovesti do generalizovane toksemije

C. perfringens

— ljudi- trovanje hranom
gasna gangrena
gangrenozni mastitis krava
nekrotiCni gastroenteritis viSe vrsta
nekroticni enteritis ptice
dizenterija jagnjadi



- neonatalni hemoragicni i nekrotizujuci
enteritisi - prasad, jagnjad, telad 1 zdrebad
- ovce- stuck - iznenadna smrt

— enterotoksemija ovce rede telad
- enterotoksemija i1 enterocolitis koze

- hemoragicni gastroenteritis goveda
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Clostridium spp. uzroénici oboljenja koje
indukuje primena antibiotika

- C. spiroforme - kuni¢i | zamorci - enteritis pracen §
prolivom

- C. difficile — ljudi, kuni¢i, zamorci- antibioticima ~

indukovan enterocolitis - od 2016. godine
Clostridioides difficile f
- psi, zdrebad, svinje, laboratorijske  Zivotinje-
“spontani’ prolivi LB




- uzorkovanje neposredno posle uginuca
- tkivo dimenzija 4 cm

- transportna podloge za anaerobne mikroorganizme
modifikovana Cary-Blair podloga sa rezazurinom, CaCl
| cisteinom

- suspektna enterotoksemija — dokazivanje toksina-
podvezana creva



- Gram pozitivne bakterije Stapicastog oblika razlicitih |
dimenzija 0,5-1 x 4-6 um

A

- Spore kod wvecine vrsta veceg dijametra od Sirine
~ bakterijske ¢elije
- Spore  postavljene  centralno, subterminalno 1l
terminalno &
- Ve¢ina vrsta pokretna ’
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Clostridium tetani




Preparat

Bojenje po Wirtz-u iy
'" ili Schaeffer Fulton-u Malahit zleno "<

Zogrevanje bope
na plamenu




- Morfoloski veoma sli¢ni, izuzetak C. spiroforme u
vidu zareza ili spirale, C. tetani izgleda poput palice
za doboS

prav, dugacak Stapi¢ dimenzija 0,4-0,6 X 2-
5 um, sferi¢na spora terminalno postavljena veca od
Sirine bakterijske Celije — prezivljava 4 sata kuvanje 1l1
sterilizaciju u autoklavu 12 minuta na temperaturi od
Hile

- Slicnog 1zgleda saprofitske vrste
C. tetanomorphum

C. tetanoides



C. tetani
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C. botulinum

- zdepastijeg oblika nego C.tetani 0,9-1,2 X 4-6 um

- ovalna spora subterminalno postavljena

~~




C. chauvoel

- 0,6-0,8 x 3-8 um, velike spore centralno ili
subterminalno postavljene izgleda poput limuna




C. septicum

- - sli¢nih dimenzija kao C. chauvoei, spore ovalne i
subterminalno postavljane

- na preparatu iz materijala C. septicum dugacki
~ filamentozni oblik




- 0,8-1 X 3-10 um, ovalne 1l1 cilindri¢ne spore
subterminalno postavljene

- C. nowyi I C. sordellii spore manje od Sirine bakterijske
celije

T



- kratak zdepast Stapic 0,6-0,8 X 2-4 um, ne stvara Cesto
spore, a kada ih stvori ovalnog su oblika, subterminalno
postavljene 1 deformiSu sporangiju, stvara kapsulu,

nepokretan
{
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C. perfringens

- na preparatu 1z materijala moze se uociti 1 u vidu lanaca




primena specifi¢nih antitela konjugovanih sa
fluorohromima

— crvene boje, - zelene




Striktni anaerobni mikroorganizmi
1zuzev C. perfringens koji je relativno aerotolerantan =

1. Anaerobni lonci- zamena sastava gasa ili utroSak O,
hemijskim reakcijama

2. Specijalne bocice sa preredukovanom anaerobnom

sterilnom podlogom na primer BACTEC™ Plus
Anaerobic/F Medium

3. Anaerobne komore ili anaerobne kese






Bi) BACTEC™ FX40
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- sveze pripremljene 1li preredukovane

- Inkubacija podloga— 5-6 dana na tem

- obogacene podloge- hemin, vitamin

peraturi od 37 °C

K, ekstrakt kvasca

- teCne konzistencije — bujon sa komadi¢ima mesa 1l1

jetre sa 0,4% glukoze, tioglikolatni buj

on
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- ¢vrste konzistencije- obogaceni krvni agar - Eugon agar, -
Columbia agar, Trypticasa soy agar, Schaedler agar |
brain-heart infusion agar
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- - Hemoliza- kod vecine vrsta
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- Kolonije na krvnom agaru hemoliti¢ne 1 imaju
Sposobnost prerastanja

- Stiff podloga 3% umesto 2% kolonije rizoidnog oblika
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s C. botulinum

- kolonije okruzene hemolizom, variraju u izgledu, mogu

- biti blago ispupcene, narezuckanog ruba ili grube sa
. nepravilnom ivicom
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- — §iroka zona hemolize

— hemoliticne sa prerastanjem podloge, =
neki sojevi imaju 1 glatke kolonije okruglog oblika

— nepravilne, rizoidne Ivice, Siroka zona
hemolize

- nepravilne providne kolonije koje
vremenom postaju belicaste boje



- C. perfringens - glatke, sjajne 1 okrugle

- dvostruka hemoliza t toksin potpuna hemoliza, o
toksin nepotpuna hemoliza

- Potpuna hemoliza o toksin + CAMP faktorl’
Streptococcus spp B grupe o
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Biohemijske karakteristike

katalaza 1 oksidaza negativne
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& Nagler-ova reakcija
stvaranje lecitinaze |
- lipaze naagaru sa
zumancetom
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- hidroliza Zelatina, sposobnost razgradnje triptofana,
fermentacija ugljenih hidrata...

- sposobnost razlaganja laktoze

- koagulisanje kazeina u podlozi
sa mlekom

- komercijalni kitovi BBL Crystal
Api ATB 32A

ELISA, imunofluorescencija
PCR
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Bioloski ogled

- Zamorcl — Inokulacija ispitivanog materijala ili kulture
1Izolovanog soja

- Kontaminirani uzorci obrada sa 5% CaCl,

Identifikacija toksina — neutralizacioni ili zaStitni
testovi

- Primena specifi¢nih antitela protiv odredenih toksina
Clostridium spp.




Identlflkacua tokSIna neutrallzacmnl ili zastitni
- testovi

’ - Primena specificnih antitela protiv odredenih toksina
- Clostridium spp.

Toxin + antitoxin

Q St y-i‘

Cell TOX in
molecules

@ N utralized
toxin
l Cell damage
Cell not
damaged
(b)
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Identifikacija toksina — neutralizacioni ili zaStitni
testovi

- Primena specifi¢nih antitela protiv odredenih toksina
Clostridium spp.
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Identifikacijato'ksia f
testovi

LD,o0 Of BONT/A
(in vivo)
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Closteldinm botulinum BoNT/A
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Patogeneza, klinicka slika, postavljanje dijagnoze,
prevencija i terapija

- saprofitski mikroorganizmi rasprostranjeni u prirodi-

zemljiSte, sediment vode

- digestivni trakt Zivotinja, sekvestirane spore u
miSicima 1 jetri




- Dijagnoza- dokazivanje toksina u serumu obolele Zivotinje
- ELISA, bioloSki ogled, test neutralizacije toksina

- vakcinacija
- polivalentni antiserumi
- anatoksin — hemijski ili toplotom inaktivisan toksin

- tetraetilamid 1 guanidin hidrohlorid — pospesuju
oslobadanje neurotransmitera - botulizam

- obrada rane

- primena antibiotika
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Histotoksi¢ne Clostridium spp

- - veli broj toksina- lokalna nekroza tkiva i sistemsko
delovanja

- latentno u organizmu

'}':_-'5 - C. nowyi tip B 1 C. haemolyticum — jetra

~ - infekcija - rane
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C. chauvoel — Sustavac- blackleg

- akutna bolest goveda i ovaca
- - goveda 3 meseca- 2 godine, ovce bez obzira na starost
- endogena infekcija, trauma misi¢

”

- gangrenozni celulitis i miozitis

- otok 1 oslobadanje gasa pucketanje pod prstima
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C. chauvoel — sustavac- blackleg

- a toksin — hemolizin -nekroti¢ni faktor, B toksin —
DNK-aza, neuraminidaza , chauveolysin — 5-toksin -
citotoksin vezuje se za holesterol

- nalazi se u crevima, jetri, spore u miSi¢ima
- u zemljiStu, infekcyja 1 preko rane
- germinacija spora — lokalni anaerobni uslovi

- metabolicki aktivne bakterije oslobadaju gas
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C. chauvoel — sustavac- blackleg

- promene suve, crne, emfizematozne, periferija
edematozna 1 hemoragi¢na
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Maligni edem i gasna gangr—eha

Maligni edem - celulitis sa minimalnom gangrenom |
formiranjem gasa, hladan otok tkiva- misi¢a

Gasna gangrena — opsezna destrukcija misi¢nog tkiva,
produkcija gasa




1. Nekroza miSi¢nog tkiva
2. Clostridium bakterije u tkivu
3. Tromboza krvnog suda




Maligni edem — C. septicum

-Najces¢i uzrocnik infekcija rana — gasne gangrene —
malignog edema

- a toksin - citotoksin endotelne ¢elije, B toksin — DNK-
- aza, leukocitotoksic¢an, y toksin — hijaluronidazu,
streptolizin O — holesterol vezujuéi citotoksin...

- digestivni trakt, zemljiste
- - hiruska intervencije
- stavljanje uSnih markica

- aplikacija injekcija

- hladna — smrznuta hrana
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Maligni edem — C. septicum

- alfa toksin — stvaranja pora - Sok, citotoksi¢no
delovanje ne celije endotela krvnih sudova

T
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Gasna gangrena- C. perfringens tip A
- C. nowyi tip A, C. chauvoel I C. sordellii

- trauma, nizak red-oks potencijal, alkalna pH




glava ovnova —borba — rane —
a toksin, o toksin — novilizin — citotoksin - holesterol

-Braxy —Bradsot — hladna hrana, zimi, ovce,

abomazitis
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-Infektivni nekroti¢ni hepatitis — ovce rede goveda
- C. novyl tip B — povezano sa kretanjem metilja |
oSteCenjem parenhima jetre, crna bolest- tamna koza
subkutana kongestija — black disease
- o toksin, [ toksin — citotoksin fosfolipaza C
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Bacilarna hemoglobinurija - goveda rede ovce
— C. haemolyticum — endogena infekcija,  toksin —
Intravaskularna hemoliza, nekroza jetre

- Toksin fosfolipaza C — opsezne hemoragije

Terapija i preventiva
- le€enje uglavnom bezuspesno

- vakcinacija




Enteropatogene i enterotoksemicne Clostridium spp

- umnoZavaju se u digestivnom traktu i stvaraju toksine koji
deluju ne samo lokalno nego i sistemski £

- C. perfringens — najznacajniji tip B, CiD
Predisponirajuci faktori

 slaba proteoliticka aktivnost 5
* neonatalno odsustvo formirane normalne mikroflore *

~ « ishrana- preobilna, previse proteina i energije - mleko,

| legiminoze 1 zita

* nesvarena hrana u crevima,

e usporena peristaltika.



Clostridium perfringens

- Adhezini — vezuju se za fibronektin i kolagen
- Kapsula

- Proteoliticki enzimi — autotrof za 15 aminokiselina, deoba
svakih 10 minuta, najkraci generacijski period kod bakterija

Cetiri glavna toksina - a, 3, € 1 1 toksini
- oo toksin — fosfolipaza C - lecitinaza
- B toksin — o$teéuje membranu epitelnih, endotelnih i nervnih
celija
- ¢ toksin — meta holesterol i sfingolipidi — mozak, bubrezi
- 1 toksin — citotoksin



Clostridium perfringens

- enterotoksin — 5% C. perfringens tip A

- nekroticni enteritis toiksin B

- drugi toksini

- k toksin — kolagenaza

- u — toksin — hijaluronidaza

- perfringolizin — citolizin — neuraminidaza

- C. perfingens prisutan u digestivnom traktu 1 zemljiStu
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C. perfingens tip A

- - enteritis — hemoragi¢na ili nektroti¢na forma
‘ - telad — nekrotic¢an 1 emfizematozan abomasitis
- konji — kolitis nakon primene gentamicin

- - ljudi —trovanje enterotoksin
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Dizenterija jagnjadi

- , prva nedelja zivota, krvavi proliv,
hemoragic¢ni enteritis — 3 toksin — osetljiv na tripsin
- beta toksin — stvaranje pora — nervni sistem

_ direktno delovanje na autonomni

nervni

sistem

stvaranje kanala — protok jona Na 1 K, depolarizacija

membrane

A
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E C. perfringens tip C - neonatalni hemoragicni 1 =
nekrotizujucdi enteritisi prasad, jagnjad, telad i zdrebad

Hemoragi¢ni enteritis prasadi - C. perfringens tip C
novorodena prasad, krvavi proliv, smrtnost 1 preko 80%,
“losa higijena

T




Struck - C. perfringens tip C akutna enterotoksemija
odraslih ovaca, pasa, 3 toksin- krvarenja, ulceracija u
jejunumu, hiperemija tankih creva, teCnost U
peritonealnoj Supljini
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Bolest mekanog bubrega - C. perfringens tip D,
preobilna ishrana, ¢ toskin, toksemija, jagnjad stari 3-10
nedelja, nervni  simptomi, nadimanje, proliv,
postmortalno- kasasti mekani bubreg
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- C. perfringens tip D — enterotoksemija ovce rede telad
- enterotoksemija 1 enterocolitis koze

. perfringens tip E - hemoragi¢ni gastroenteritis
goveda

Terapija | preventiva
- - akutne infekcije- ne pomaze antibiotska tertapija

- vakcinacija
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© Clostridium spp. uzro¢nici oboljenja koje
indukuje primena antibiotika
Clostridioides difficile — ljudi, kuni¢i, zamorci- &

antibioticima indukovan enterocolitis - klindamicin,
. cefalosporini 111 generaciije

3 - psi, zdrebad, svinje, laboratorijske Zivotinje- “spontani” '

proI|V|

- terapija — metronidazol, vankomicin
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Tetanus — nekontagiozna bolest

- - Clostridium tetani nije invazivan mikroorganizam
5 Infekcija — trauma duboke ubodne rane, kastracija ...
~ - 20% infekcija ne zna se ulazno mesto

- mocan egzotoksin koj1 dovodi do toni¢no- kloni¢nih
konvulzija — pojacana refleksna nadrazljivost i trajni
spazam miSica

- Osetljivost

1. konji, ljudi

2. preZivari, svinje

.~ 3. psi, Zlvina
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Tetanus

Pet vekova pre nove ere —
Hipokrat opisao korelaciju
izmedu rana I fatalnog spazma
muskulature

- 1884: Arthur Nicolaler
1zolovao C. tetani

1884: Antonio Carle 1 Giorgio
Rattone potvrdili prenosivost
tetanusa

1889: Kitasato Shibasaburo
potvrio neutralizaciju tetanusa

1924: Descombey proizveo
vakcinu protiv toksina C.tetani




-~ -’

Tetanus — Clostridium tetani
- prisutan u tlu narogito ako je kontaminirano fecesom
- moZe biti pristan u crevima konja 1 drugih Zivotinja
- sporadiCno pojavljivanje




Ears held
pricked up

Tail held

Paralysis out and stiff
of

breathing
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~ Dvatoksina tetanolizin

tetanospazmin - neurotoksin

Tetanospazmin

- motorni neuroni

- ventralni rogovi
kicmene mozdine
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Tetanospazmin
- Jedan od najjacih toksina

-
ag

Minimalna letalna doza za ljude 2.5 ng/kg telesne tezine

- Dovodi do blokiranja inhibitornin  impulsa
~_interferencijom sa neurotransmiterima - glicinom i
~gama amino buternom kiselinom - GABA



http://arthritis-research.com/content/4/Suppl+3/S39/figure/F2?highres=y
http://arthritis-research.com/content/4/Suppl+3/S39/figure/F2?highres=y

Toksin razgraduje sinaptobrevine

|

Blokada transmisije inhibitornih signala

Spasti¢na paraliza

& ascedentni tetanus - obuhvacene samo nervne Celije €iji su
- zavrSetcl u okolini produkcije toksina

descedentni tetanus toksin se §iri u organizmu i krvotokom




Terapija I preventiva

1. Kontrola spazma
2. Sprecavanje produkcije toksina
3. Neutralizacija dejstva toksina

- - antitoksin — intravenozno ili subarahnoidno

- toksoid- subkutano

- visoke doze penicilina

- hirusko ¢iS¢enje rane 1 ispiranje sa H,0,
- smeStanje u mracne tihe prostorije

- spazmolitik

- vakcinacija
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People of all ages need

TETANUS VACCINES
*

DTaP Tdap Td or Tdap

for young children for preteens for adults

v 2,4, and 6 months v 11 through 12 years Every 10 years
v 15 through 18 months

v 4 through 6 years
www.cdc.gov/tetanus
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Botulizam — alimentarna intoksikacija - botulinusni
toksin u neadekvatno konzerviranoj hrani

Stvaraju ga:

1.

2
3
A

Clostridium botulinum grupa |

Clostridium botulinum grupa Il

Clostridium botulinum grupa 111 1 C. argentinense
Odredeni sojevi C. baratii I C.butyricum

Justinus Kerner opisao simptome 1820 godine.

Bakterija I neurotoksin klasifikovani 1895 godine
Emile Pierre van Ermengem



Botulizam
1 gram toksina letalna doza 200 000 miSeva
Intoksikacija ili toksoinfekcija, osam tipova toksina

- A— ljudi- meso, konzerve; deca — toksoinfekcija;
psl, svinje - meso

B — ljudi, toksoinfekcija- deca i1 zdrebad

C,1 C, -Zivina, goveda, ovce, konji, psi — silaza,  trulo
povrce, seno

D — goveda, ovce, konji — kontaminirana hrana



E — ribe, ptice, ljudi
F — ljudi
G — ljudi

- termostabilan toksin — kuvanje u trajanju od 20 minuta
ga uniStava |

- najcesce tip C1D

- apsorpcija 1z digestivnog trakta, Sirenje krvotokom,
nervnomisicne sinapse
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Dejstvo botulinusnog toksina na nervne celije

1. vezivanje za membranu

2. endocitoza ukazak u vezikuli

- 3. 1zlazak iz vezikule u citoplazmu

4. blokiranje oslobadanja neurotransmitera — acetil holina -
razaranjem SNARE proteina spreceno oslobadanje
~vezikularnog sadrzaja 1zvan Celije — spreCavanje egzocitoze
5. poslediCno paraliza miSica






Molecular Mechanism of Action

Meombeanes ftulinum loxi
do not fiie Endecyronad

Depolarizetion (sstraes




Botox

The primary muscles of facial expression
treated with BOTOX:

(A) Frontalis

(B) Corrugator and Depressor
supercilli complex

(C) Orbicularis oculi

(D) Procerus

(E) Platysma

(F) Nasalis

(G) Orbicularis oris

(H) Depressor anguli oris
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