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RESUMO 

 

 

SILVA, Eliane Cristine da. Caracterização de aspectos clínico-epidemiológicos e 
microbiológicos de amostras de Corynebacterium spp. isoladas de infecções 
hematogênicas de pacientes atendidos em hospital terciário da região metropolitana do 
Rio de Janeiro. 2018, 135 f. Tese (Doutorado em Microbiologia Médica) – Faculdade de 
Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  Riode Janeiro, 2018. 
 
 

Pelo fato das corinebactérias constituírem parte da microbiota comensal de seres 
humanos e animais, o seu isolamento a partir de amostras clínicas tem sido negligenciado por 
profissionais de saúde sendo considerados como contaminantes. O presente estudo  
desenvolvido em um hospital terciário da cidade do Rio de Janeiro, avaliou amostras de 
Corynebacterium spp. e outros bacilos Gram positivos de importância clínica, isolados de 548 
hemoculturas de pacientes internados em diversos setores, no período de fevereiro a dezembro 
de 2015. Foram identificadas através do MALDI-TOF (Matrix Assisted laser Desorption 
Ionization – Time of Flight) as seguintes espécies: Corynebacterium striatum (n=07), 
Corynebacterium amycolatum (n=03), Corynebacterium aurimucosum (n=01), 
Corynebacterium minutissimum (n=01), Brevibacterium ravespurgense (n=01), Dietzia maris 
(n=01), Listeria monocytogenes (n=2), Tsukamurella paurometabola (n=01). A disseminação 
de C. striatum foi investigada utilizando-se a técnica de eletroforese de campo pulsado 
(PFGE) demonstrando a prevalência de um único pulsotipo designado como IC devido à 
similaridade observada com amostras isoladas anteriormente em um hospital universitário do 
Rio de Janeiro. As amostras de C. striatum e C. amycolatum foram resistentes a múltiplos 
antimicrobianos, sendo que as amostras de C. striatum apresentaram sensibilidade somente à 
vancomicina, linezolida e tetraciclina, dentre os 24 antimicrobianos testados. Todas as 
amostras de C. striatum e C. amycolatum foram capazes de produzir biofilme sobre substratos 
abióticos hidrofílicos e hidrofóbicos e demonstraram a capacidade de aderir, sobreviver e 
persistir no interior de células epiteliais humanas (A549) em níveis variados. Adicionalmente, 
nos ensaios com modelos in vivo, C. striatum e C. amycolatum foram capazes de promover 
leucocitose, linfocitose, neutrofilia e monocitose absolutas em camundongos, assim como de 
promover mecanismos de patogenicidade e letalidade para o helminto Caenorhabditis 
elegans. Tais atributos corroboram para a patogenicidade de C. striatum e C. amycolatum e 
podem subsidiar o desenvolvimento de estratégias para a prevenção, monitoramento e o 
controle das infecções por estes agentes. Desta forma, C. striatum e C. amycolatum devem ser 
considerados riscos potenciais para pacientes hospitalizados e medidas de vigilância devem 
ser tomadas para prevenir, monitorar e controlar tais infecções nos ambientes nosocomiais. 
Estudos adicionais acerca desses e de outros atributos de virulência e da sua relevância para a 
patogenia de corinebactérias permanecem necessários, na tentativa de minimizar o 
envolvimento destes patógenos como agentes etiológicos de infecções relacionadas à 
assistência à saúde (IRAS).  

 
 

Palavras-chave: Corynebacterium striatum. Corynebacterium amycolatum. Hemocultura. 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 

SILVA, Eliane Cristine da. Characterization of clinical-epidemiological and 
microbiological aspects of Corynebacterium spp. isolated from hematogenous infections 
of patients attended at a tertiary hospital in the metropolitan region of Rio de Janeiro. 
2018, 135 f. Tese (Doutorado em Microbiologia Médica) – Faculdade de Ciências Médicas, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2018. 
 
 
 Corynebacteria are part of the commensal microbiota of humans and animals, and 
their isolation from clinical samples has been neglected by clinicians, since those micro-
organisms is usually considered as contaminants. The present study was conducted in a 
tertiary hospital in the city of Rio de Janeiro, and clinical strains of Corynebacterium spp. and 
other Gram positive bacilli of clinical importance, isolated from a total of 548 blood cultures 
of hospitalized patients in several hospital sections, from February to December 2015. The 
following species were characterized by the use of MALDI-TOF (Matrix Assisted laser 
Desorption Ionization – Time of Flight): Corynebacterium striatum (n=07), Corynebacterium 
amycolatum (n=03), Corynebacterium aurimucosum (n=01), Corynebacterium minutissimum 
(n=01), Brevibacterium ravespurgense (n=1), Dietzia maris (n=01), Listeria monocytogenes 
(n=02), Tsukamurella paurometabola (n=01). The dissemination of C. striatum was 
investigated using a Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) technique demonstrating the 
prevalence of a single clone named pulsotype IC, related to strains previously isolated in a 
hospital from Rio de Janeiro. C. striatum and C. amycolatum strains were resistant to multiple 
antimicrobials, and among the 24 antimicrobials tested, the C. striatum samples showed 
sensitivity only to vancomycin, linezolid and tetracycline. Both C. striatum and C. 
amycolatum strains produced biofilm at abiotic hydrophobic and hydrophilic surfaces. In 
addition, the strains were capable to adhere, survive and persist within type II pneumocytes 
(A549). In view of in vivo models, these pathogens were able to cause hematological changes 
in mice, as well as to promote mechanisms of pathogenicity and lethality to Caenorhabditis 
elegans helminth. These features corroborate the pathogenicity of C. striatum and C. 
amycolatum and their knowledge may support the development of strategies for the 
prevention, monitoring and control of infections by these agents in nosocomial environment. 
Thus, C. striatum and C. amycolatum should be considered as potential risk factors for 
hematogenous infections in hospitalized patients and surveillance measures should be taken to 
avoid preventing, monitoring and controlling such infections in nosocomial setting.  
Further studies on these and other virulence attributes and their relevance to the pathogenesis 
of corynebacteria remain necessary to minimize the involvement of these pathogens as 
etiological agents . 
 

 

Key words: Corynebacterium striatum. Corynebacterium amycolatum. Blood culture. 



 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS, SÍMBOLOS 

 

 

A549 

AA 

ANC 

ANVISA 

ACT 

ADN 

AIDS  

AM 

API® Coryne 

ATCC 

BAAR  

BGP 

CCIH 

CDC 

CIM 

CLSI  

CNS  

CTA 

CVC 

CONCEA 

DMEM/F12 

DNA 

DNase 

DO 

DPOC 

ESC 

ESBL 

 G+C 

GEL 

HIV  

HUPE 

ICS  

Ig 

Célula de carcinoma de pulmão 

Aderência Agregativa 

Anaerobe and Corynebacterium 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

Ágar Chocolate Telurito 

Ácido Dexorribonucleico  

Acquired Immunodeficiency Syndrome 

Ácido Micólico 

Sistema de identificação semi-automático ou automático de corinebactérias  

American Type Culture Collection 

Bacilos Álcool Ácido Resistentes 

Bacilos Gram-positivos 

Comissão de Controle de Infecção Hospitalar 

Centers for Disease Control and Prevention  

Concentração Inibitória Mínima 

Clinical and Laboratory Standards Institute  

Coagulase- Negative Staphylococcus  

Cystine Tryptone Agar 

Cateter Venoso Central 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

Meio mínimo essencial modificado por Dulbeco suplementado com F12 

Deoxyribonucleic acid 

Desoxirribonuclease 

Densidade Óptica 

Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 

Esculina 

Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamases de espectro estendido 

Guanina + Citosina 

Gelatina 

Vírus da Imunodeficiência Humana  

Hospital Universitário Pedro Ernesto 

Infecções de Corrente Sanguínea  

Imunoglobulina 



 
 

 

IL 

INCA 

IRA 

IRAS   

ITU  

LAC 

LDCIC 

mL 

mM 

MALDI-TOF 

MDR 

MDS 

MEC 

MEV 

MOI  

NIT 

OMS 

PAL 

pb 

PBS  

PCR 

PFGE 

PG 

PyrA 

PYZ 

RNA 

RNAse 

Rpm 

rpoB 

ROS 

SFB 

SW 

UFC 

TSA 

TSA 

TSB 

Interleucina 

Instituto Nacional do Câncer 

Infecção Respiratória Aguda  

Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde 

Infecções do Trato Urinário  

Laboratório de Análises Clínicas 

Laboratório de Corinebactérias de Importância Clínica 

Mililitro 

milimolar 

Matrix Assisted laser Desorption Ionization – Time of Flight 

Multiple Drug Resistant 

Multiple Drug Sensible 

Matriz Extracelular 

Microscopia Eletrônica de Varredura 

Multiplycity of Infection 

Nitrato 

Organização Mundial de Saúde 

Fosfatase Alcalina 

Pares de base 

Phosphate Buffered Saline 

Polymerase Chain Reaction 

Pulsed Field Gel Electrophoresis 

Peptideoglicano 

Pirrolidonil arilamidase 

Pirazinamidase 

Ácido Ribonucléico 

Ribonuclease 

Rotações por minuto 

Gene codificador da subunidade beta da RNA polimerase 

Reactive Oxygen Species 

Soro Fetal Bovino 

Swiss Webster 

Unidades Formadoras de Colônias 

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos 

Trypticase Soy Agar 

Tryptic Soy Broth 



 
 

 

UERJ 

UFC 

UTI 

VITEK 2  

  

µL 

°C     

 %     

±                 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Unidades Formadoras de Colônias 

Unidade de Terapia Intensiva 

Sistema automatizado de identificação microbiana (ID) e teste de sensibilidade a 

antimicrobianos (TSA) 

Microlitro 

Graus Celsius 

Porcentagem 

Mais ou menos 

 

 



 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 – Etapas na formação do biofilme ......................................................................... 38 

Figura 2 – Padrões de aderência na formação de biofilme em tubos de vidro ..................... 53 

Figura 3 – Ensaios com camundongos Swiss Webster ........................................................ 61 

Figura 4 – Testes fenotípicos e crescimento em meios de cultivo de Corynebacterium 

spp. isolados de hemoculturas de pacientes internados em Hospital Terciário .. 

 

65 

Figura 5 – Eletroforese em campo pulsado de amostras de Corynebacterium striatum ...... 69 

Figura 6 – Padrões de formação de biofilme em vidro de amostras de C. striatum e C. 

amycolatum ......................................................................................................... 

 

70 

Figura 7 – Análise ultraestrutural do biofilme formado através de Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV) ........................................................................................... 

 

75 

Figura 8 – Análise da produção de slime pelo método do Agar vermelho do Congo ........ 76 

Figura 9 – Análise qualitativa do biofilme por coloração com Safranina e Comassie blue . 78 

   

   

 

 

 



 
 

 

LISTA DE GRÁFICOS 

 

 

Gráfico 1 – Produção de biofilme em poliestireno .................................................................. 71 

Gráfico 2 – 

 

Análise quantitativa da produção de biofilme em lamínulas de Thermanox .......  

72 

Gráfico 3 – 

 

Influência do ferro sobre a produção de biofilme em substrato abiótico 

hidrofóbico (poliestireno) ..................................................................................... 

 

73 

Gráfico 4 – 

 

Interação bacteriana com células epiteliais respiratórias humanas (A549) ......... 80 

Gráfico 5 – 

 

Viabilidade intracelular de corinebactérias em pneumócitos (A549) .................. 81 

Gráfico 6 – Análise quantitativa da persistência bacteriana em pneumócitos (A549) ......... 82 

Gráfico 7 – Interação bacteriana com modelo helminto .......................................................... 83 

   

   

 

 

 



 
 

 

LISTA DE QUADROS 

 
 

Quadro 1- Aspectos clínico-epidemiológicos de 15 pacientes, internados em Hospital 

Terciário do Rio de Janeiro, de fevereiro a dezembro de 2015, com hemoculturas 

positivas para bacilos Gram-positivos (n=15) ......................................................... 

 

 

64 

Quadro 2-  Identificação das amostras de bacilos Gram-positivos isoladas de hemoculturas de 

pacientes internados em Hospital Terciário do Rio de Janeiro, de fevereiro a 

dezembro de 2015, através dos métodos convencionais, Sistema semi-

automatizado Api Corine e MALDI-TOF a partir de culturas mono e 

polimicrobianas (n=19) ............................................................................................. 

 

 

 

 

66 

Quadro 3-  Perfis de susceptibilidade de amostras de Corynebacterium striatum e 

Corynebacterium amycolatum aos agentes antimicrobianos avaliados pelo teste de 

difusão em disco (n=10) ............................................................................................ 

 

 

68 

   

   

 



 
 

 

SUMÁRIO 

 

 

 INTRODUÇÃO................................................................................................ 17 

1 REVISÃO DE LITERATURA ...................................................................... 20 

1.1 O gênero Corynebacterium ............................................................................. 20 

1.2 Infecções por Corynebacterium spp. ............................................................. 21 

1.2.1 Corynebacterium striatum ................................................................................ 26 

1.2.2 Corynebacterium amycolatum .......................................................................... 30 

1.3 Fatores de risco em pacientes imunossuprimidos e infecções hospitalares  33 

1.4 Biofilme Bacteriano ....................................................................................... 36 

1.4.1 Biofilmes e infecções associadas a cateteres vasculares ................................. 40 

1.4.2 Caenorhabidtis elegans como modelo experimental de infecção .................... 42 

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS. .............................................................. 44 

3 MATERIAIS E MÉTODOS .......................................................................... 46 

3.1 Coleta de dados ............................................................................................... 46 

3.2 Considerações éticas ....................................................................................... 46 

3.3 Origem, isolamento e estocagem dos micro-organismos ............................. 47 

3.4 Identificação através de provas bioquímicas convencionais ...................... 48 

3.5 Identificação através do sistema semi-automatizado API Coryne ............. 48 

3.6 Identificação através da técnica de espectrometria de massa MALDI-

TOF ................................................................................................................. 

 

49 

3.7 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos .......................................... 50 

3.8 Caracterização Genotípica por PFGE ......................................................... 50 

3.9 Caracterização da Virulência ........................................................................ 52 

3.9.1 Avaliação das propriedades adesivas e da formação de biofilme ..................... 52 

3.9.1.1 Preparo das suspensões bacterianas .................................................................. 52 

3.9.1.2 Análise qualitativa da produção de biofilme em vidro ..................................... 52 

3.9.1.3 Análise quantitativa da produção de biofilme em vidro ................................... 53 

3.9.2 Determinação do padrão de aderência à superfície de poliestireno .................. 54 

3.9.2.1 Análise semiquantitativa da formação de biofilme em poliestireno ................. 54 

3.9.2.2 Análise quantitativa da produção de biofilme em poliestireno ......................... 55 

   



 
 

 

3.9.2.3 Análise ultraestrutural do biofilme formado através de ensaios de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) ................................................... 

 

55 

3.9.2.4 Análise da composição do biofilme formado sobre superfícies abióticas 

diversas através de colorações específicas ........................................................ 

 

56 

3.9.2.5 Verificação da natureza glicídica do biofilme formado (produção de slime) 

utilizando meio Vermelho do Congo ................................................................ 

 

56 

3.10 Análise estatística .......................................................................................... 57 

3.11 Ensaios de interação celular .......................................................................... 57 

3.11.1 Cultivo e preparo do inóculo bacteriano ........................................................... 57 

3.11.2 Cultivo das células eucarióticas ....................................................................... 58 

3.11.2.1 Cultivo e manutenção de pneumócitos humanos (A549) ................................. 58 

3.11.2.2 Ensaios de interação com pneumócitos humanos (A549) ................................ 58 

3.12 Ensaios com modelos in vivo .......................................................................... 59 

3.12.1 Caenorhabditis elegans como modelo de infecção in vivo .............................. 59 

3.12.2 Inoculação de amostras bacterianas em camundongos ..................................... 60 

4 RESULTADOS ............................................................................................... 62 

4.1 Aspectos clínico-epidemiológicos das infecções por BGP ........................... 62 

4.2 Caracterização fenotípica ............................................................................... 62 

4.2.1 Testes Bioquímicos Convencionais, Sistema APICoryne e MALDI-TOF ...... 62 

4.2.2 Análise dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos ................................ 67 

4.3 Caracterização Genotípica ............................................................................ 69 

4.3.1 Análise do polimorfismo através de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)  69 

4.4 Caracterização da Virulência ........................................................................ 70 

4.4.1 Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofílico (vidro) ....................... 70 

4.4.2 Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico (poliestireno) .......... 71 

4.4.3 Influência da privação de ferro sobre a produção de biofilme em substrato 

abiótico hidrofóbico (poliestireno) ................................................................... 

 

73 

4.4.4 Análise ultraestrutural do biofilme formado através de Ensaios de 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) .................................................. 

 

74 

4.4.5 Análise da natureza polissacarídica do biofilme através da produção de slime 

em meio Vermelho do Congo .......................................................................... 

 

76 

4.4.6 Análise qualitativa da composição química do biofilme através da coloração 

com Safranina e Comassie blue ........................................................................ 

 

77 



 
 

 

4.4.7 Interação com superfícies bióticas .................................................................... 79 

4.4.7.1 Interação, viabilidade e persistência bacteriana em células epiteliais 

respiratórias humanas (A 549)) ........................................................................ 

 

79 

4.4.7.2 Interação bacteriana com modelo helminto (Caenorhabditis elegans) ............ 82 

4.4.7.3 Infecção experimental utilizando o modelo murino (camundongos Swiss 

Webster) ............................................................................................................ 

 

84 

5 DISCUSSÃO ................................................................................................. 85 

 CONCLUSÕES .............................................................................................. 105 

 REFERÊNCIAS ............................................................................................. 107 

 ANEXO A -  Aprovação pela Comissão de Ética da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro .............................................................................................. 

 

132 

 ANEXO B - Aprovação Técnica de Projeto de Pesquisa para realização 

junto ao Centro de Pesquisas do Serviço de Saúde do Exército ....................... 

 

133 

 ANEXO C - Comitê de Ética para o Cuidado e Uso de Animais 

Experimentais .................................................................................................. 

 

134 

 ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ............................ 135 

         

 

 



17 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

Bactérias do gênero Corynebacterium estão amplamente distribuídas no ambiente e na 

microbiota de seres humanos e animais. As espécies de corinebactérias de relevância clínica 

incluem Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium ulcerans causas primárias da 

difteria, e as corinebactérias não diftéricas, que fazem parte da microbiota normal da pele e 

das membranas mucosas. As corinebactérias não diftéricas têm sido frequentemente 

descartadas como contaminantes quando isoladas de materiais clínicos. Entretanto, 

atualmente, o papel destas bactérias na doença clínica está sendo mais claramente 

estabelecido (Alibi et al. 2017) 

Atualmente, o gênero Corynebacterium compreende mais de 115 espécies válidas 

descritas (Euzéby, 2014) e pouco mais de 50 espécies aparecem ocasionalmente ou raramente 

causando infecções em humanos (Bernard, 2012). As corinebactérias estão distribuídas em 

uma ampla gama de ambientes ecológicos como solo, esgoto e superfície de plantas, sendo 

que algumas delas são patógenos para animais e para o homem. A espécie mais importante do 

gênero é o patógeno humano Corynebacterium diphtheriae, agente etiológico da difteria 

(Janda et al., 1998; Schroder et al., 2012). 

Tem ocorrido um aumento significativo no número de publicações relacionadas com a 

microbiologia clínica das corinebactérias e existem muitas razões para isso: (i) a um grande 

número de pacientes imunocomprometidos cujo diagnóstico e tratamento tornou-se mais 

intensivo e invasivo, resultando em melhores condições de crescimento para micro-

organismos agressores; (ii) até agora, o potencial patogênico das corinebactérias tinha sido 

subestimado; e (iii) aumento no interesse pela taxonomia, resultando em reclassificações e 

novas espécies e gêneros (Funke et al.,1997). 

Muitas das espécies de relevância clínica são consideradas como parte da microbiota 

da pele humana, incluindo Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium jeikeium, assim 

como outras espécies lipofílicas, muitas das quais apresentam resistência a múltiplas classes 

de antimicrobianos e podem causar doença fatal, particularmente em pacientes 

imunocomprometidos (Bernard et al.,2012). 

Corinebactérias são gram-positivas, catalase-positivas, aeróbicas ou anaeróbicas 

facultativas, geralmente bastonetes imóveis. O gênero contém Corynebacterium diphtheriae e 

também corinebactérias não diftéricas, chamadas de difteróides. As corinebactérias não 

diftéricas (Corynebacterium striatum, Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium 
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minutissimum, Corynebacterium xerosis e Corynebacterium freneyi) foram originalmente 

consideradas como contaminantes. Eles têm sido reportados como patógenos oportunistas 

emergentes em hospedeiros imunocomprometidos, tais como pacientes com doença renal em 

estágio terminal, malignidades hematológicas ou doença grave. O reconhecimento de 

infecções causadas por bactérias corineformes depende do nível de alerta e atenção dos 

clínicos (Chen et al., 2012) 

Corinebactérias não diftéricas, também chamadas de difteróides, são um conjunto 

bastante diversificado de bactérias. Até agora, o potencial patogênico das corinebactérias tem 

sido subestimado. Embora frequentemente considerados como contaminantes, estes micro-

organismos têm sido associados com doença invasiva, particularmente em pacientes 

imunocomprometidos. Espécies como Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium 

jeikeium, Corynebacterium minutissimum e Corynebacterium urealyticum estão sendo 

relatados com maior frequência nos últimos anos. Estes micro-organismos têm sido 

implicados ainda, em múltiplas infecções como as de corrente sanguíneas associadas a cateter, 

endocardites, infecções de válvulas protéticas, meningites, infecções derivadas de 

neurocirurgia, abcessos cerebrais, peritonites, osteomielites, artrites sépticas, infecções do 

trato urinário, empiemas e pneumonias (Bishai et al. 2008). 

As espécies pertencentes ao gênero Corynebacterium vêm emergindo como 

verdadeiros patógenos em processos infecciosos em pacientes imunossuprimidos. Algumas 

espécies do gênero Corynebacterium tais como o C. jeikeium e C. amycolatum vêm se 

destacando como agentes etiológicos de infecções graves em pacientes com variados graus de 

imunossupressão. Contudo, as metodologias usualmente empregadas na maior parte dos 

laboratórios, descartando os micro-organismos como contaminantes ou limitando o tempo de 

processamento do material a menos de 48 horas, restringem o isolamento de corinebactérias 

de importância médica, subestimando sua incidência nos processos infecciosos (Wirsing et 

al., 1986; Sjödén et al., 1998). Além disso, são poucos os trabalhos que procuraram inferir a 

participação desses micro-organismos nos processos infecciosos em pacientes portadores de 

neoplasias submetidos aos diversos procedimentos diagnósticos e terapêuticos. (Telander et 

al., 1988; Oteo et al., 2001). 

Há relatos de surtos nosocomiais graves causados por Corynebacterium spp. (Baio et 

al., 2013; Iaria et al., 2007) e seu potencial patogênico foi comprovado, principalmente devido 

à imunossupressão e ao uso de dispositivos médicos (Miura et al., 2014; Oliva et al., 2010). 

Amostras de Corynebacterium spp. resistentes à antibióticos, surgem como patógenos 

oportunistas nosocomiais emergentes em pacientes internados por longos períodos e podem 
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dar origem a grandes surtos (Fernandez et al., 2013; Verroken et al., 2014). Ainda há pouca 

informação acerca de infecções de corrente sanguínea causadas por Corynebacterium spp., ou 

sobre as características dos dispositivos relacionados às infecções por causadas por biofilmes 

de Corynebacterium spp. (Benet et al., 2009; Chen et al., 2012). Estudos acerca das 

características de amostras Corynebacterium striatum multirresistentes, isoladas de 

hemoculturas de pacientes hospitalizados no Japão, evidenciam sua importância clínica (Qin 

et al., 2017). 

O índice crescente de corinebactérias não diftéricas que apresentam perfil resistente a 

antimicrobianos tem sido motivo de preocupação, principalmente em pacientes 

hospitalizados. Patógenos oportunistas podem ter uma variedade de fatores de virulência que 

facilitem sua ligação às células do hospedeiro e permitir a invasão dos tecidos. Tal fato, 

respalda a necessidade de pesquisas adicionais sobre o gênero Corynebacterium spp., 

principalmente a sua prevalência em espécimes clínicos, dos mecanismos de resistência 

adquiridos e da capacidade de aderência e viabilidade intracelular em cultura de células. Em 

face do conhecimento ainda incipiente acerca do papel das corinebactérias não diftéricas nas 

infecções nosocomiais, faz-se necessário um estudo mais aprofundado dos aspectos clínico-

epidemiológicos e microbiológicos de amostras de Corynebacterium spp. isoladas de 

infecções hematogênicas de pacientes hospitalizados. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 O gênero Corynebacterium 

 

 

O gênero Corynebacterium, descrito por LEHMANN & NEUMANN (1896), pertence 

à classe Actinobacteria a qual também pertencem às classes Mycobacterium e Nocardia, sua 

ordem é Actinomecetales, e a família Corynebacteriaceae. As corinebactérias possuem parede 

celular composta por arabinose, galactose, ácido mesodiaminopimélico e cadeias curtas de 

ácido micólico (aproximadamente 22 a 36 átomos de carbono); são catalase-positivas, não 

esporuladas, imóveis e exibem pleomorfismo celular, podendo se apresentar sob as formas 

cocoides, bacilares, e filamentosas, individualmente, em pares e/ou paliçadas.  Algumas 

espécies apresentam grânulos metacromáticos que são reservas de fosfatos de elevada energia 

(Collins et al.,1986; Baron et al., 1994; Biberstein et al., 1994; Holt et al., 1994). As 

corinebactérias (coryne = clava) são bactérias que tendem a ser claviformes quando expostas a 

meios artificiais de cultura. São não esporuladas, sendo afuniladas, sem flagelos e cápsulas. 

Formas cocobacilares também podem ser observadas, dependendo das condições e tempo de 

cultivo O tamanho pode variar de 2 a 6 mm de comprimento e 0,5 a 1,1 mm de diâmetro. 

Devido a sua forma de divisão, ângulos agudos são formados conferindo o aspecto de letras 

chinesas quando visualizadas em um esfregaço corado pelo método de Gram (Janda,1998, 

Renom et al, 2007, Chung et al, 2008, Funke; Bernard, 2012; Ramos,2014). 

As espécies Corynebacterium e bactérias correlatas tendem a exibir uma forma 

claviforme ou irregular; embora nem todos os micro-organismos isolados tenham formas 

irregulares, as denominações “bactérias corineformes” ou “difteroides” são convenientes para 

o grupo. Essas bactérias apresentam alto conteúdo de guanosina-citosina (GC) e incluem 

gêneros Corynebacterium, Arcanobacterium, Brevibacterium, Mycobacterium e outros. 

Outros bacilos Gram-positivos não formadores de esporos exibem formas mais regulares e 

com menor conteúdo de guanosina e citosina. Os gêneros incluem Listeria e Erysipelothrix 

(Brooks, 2014). 

O gênero Corynebacterium pertence à classe Actinobacteria e representa um grupo 

diverso de bactérias Gram-positivas, com um alto conteúdo de G+C no DNA (variando de 

51% a 63% mol.). Ha evidências de heterogeneidade dentro do gênero, como exemplos, as 

espécies clinicamente relevantes Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium 
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kroppenstedtii carecem de ácidos micólicos na parede celular e Corynebacterium afermentans 

e Corynebacterium auris possuem acima de 65% de mol. de G+C no DNA (Funke et al, 1997; 

Khamis et al., 2004; Raoult; La scola, 2004, Funke; Bernard, 2012, Olender, 2012). 

Quase todas as espécies de Corynebacterium são caracterizadas por uma parede de 

arquitetura complexa, compreendendo uma camada externa de ácidos micólicos, que é 

funcionalmente equivalente à membrana externa das bactérias Gram negativas, não somente 

ao que diz respeito ao seu papel fisiológico como barreira de permeabilidade, mas também 

como um componente importante da interação patógeno-hospedeiro. Há muito já se sabe que 

os constituintes da camada de ácido micólico podem ser estimulantes imunológicos e 

aumentar a eficiência da função dos macrófagos (Indrigo et al., 2003; Burkovski, 2013). 

Protusões proteináceas como fímbrias e pili são estruturas fundamentais para a ligação 

de bactérias a superfícies abióticas e bióticas. Nas corinebactérias, a pili foi descrita 

primeiramente em Corynebacterium renale (Yanagawa et al., 1969). Mais tarde, verificou-se 

através de análises moleculares detalhadas que o Corynebacterium diphtheriae amostra tipo 

NCTC13129, produzia três tipos diferentes de estrutura de pilus, SpaA-, SpaD-, and SpaH-, 

que eram polimerizadas por sortases classe C específicas e ligadas covalentemente à 

superfície celular pela sortase F (Rogers et al., 2011; Ton-that et al., 2004). Além do C. 

diphtheriae, os aglomerados de genes de pilus foram encontrados em inúmeras 

corinebactérias patogênicas incluindo Corynebacterium accolens, Corynebacterium 

amycolatum, Corynebacterium aurimucosum, Corynebacterium glucoronolyticum, 

Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium pseudogenitalium, Corynebacterium striatum, 

Corynebacterium tuberculostearicum e Corynebacterium urealyticum (Rogers et al., 2011). 

 

 

1.2 Infecções por Corynebacterium spp.  

 

 

As bactérias corineformes devem ser consideradas como organismos clinicamente 

importantes sempre que forem isoladas de culturas puras ou de sítios estéreis ou isoladas 

repetidamente (Funke, et al. 2003).  

O significado clínico do isolamento de Bacilos Gram-positivos (BGPs) é altamente 

dependente do contexto do isolamento da amostra. Assim como para os demais patógenos 

humanos, mais do que o retrato do crescimento nas placas de Petri de BGPs, o laudo 

microbiológico deve ser o resultado de uma leitura interpretativa e crítica. O microbiologista 
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na sua rotina diária, para decidir a importância dos BGPs isolados, deve considerar o 

potencial patogênico do agente e os dados clínicos do paciente. A comunicação e interação 

entre o laboratório de microbiologia e o médico é bastante útil (ANVISA, 2013). 

A identificação das bactérias corineformes permanece um desafio para a rotina 

diagnóstica dos laboratórios, devido ao grande número de espécies pertencentes a esse grupo, 

acrescido da dificuldade de isolamento da maioria desses micro-organismos. Devido ao fato 

de que quase todos eles são parte da microbiota comensal do corpo humano, é necessária uma 

análise para estabelecer seu significado clínico. Múltiplos testes são necessários para 

identificar fidedignamente estes isolados até a espécie correta, muitos dos quais, não são 

usados na rotina dos laboratórios (Reddy et al.,2012). 

A avaliação do significado clínico do isolamento de uma amostra de Corynebacterium 

de espécimes clínicos nem sempre é fácil pelo fato das corinebactérias constituirem parte da 

microbiota normal da pele e mucosas, logo, o seu isolamento pode ser atribuído a falhas na 

técnica de coleta da amostra. Em tais casos, não há bacteremia, mas a presença de bactérias 

contaminantes da pele. Entretanto existem casos em que realmente há bacteremia por 

bactérias corineformes e nessas situações, hemoculturas positivas não devem ser descartadas. 

Tais culturas positivas devem ser avaliadas de acordo com critérios específicos. Nesses casos, 

testes adicionais (mais hemoculturas obtidas, identificação até o nível espécie) e o 

monitoramento do paciente são necessários. Em particular, doenças concomitantes associadas 

com vários fatores de risco, aumentam a importância clínica das bactérias corineformes 

isoladas de hemoculturas (Infantidou et al., 2010; Van der Lelie et al.,1995). 

Com a diminuição da transmissão da difteria, as espécies de corinebactérias não-

diftéricas assumiram uma maior importância na medicina clínica. O aumento da população de 

imunocomprometidos e o uso mais comum de dispositivos de acesso intravascular têm 

contribuído para este fenômeno. Embora a maioria das infecções graves seja atribuída ao 

Corynebacterium jeikeium, outras espécies agora reconhecidas como patógenos incluem 

Corynebacterium urealyticum e Corynebacterium striatum, entre outros. Desde sua descrição 

original, Corynebacterium minutissimum era agente causador de eritrasma e raramente 

associado com doença extracutânea. Em um estudo norte americano, foi reportado um caso de 

celulite e bacteremia causadas por C. minutissimum (Granok et al., 2002). 

Atualmente, mais da metade de todas as doenças infecciosas que acometem pacientes 

com imunossupressão leve envolvem espécies bacterianas encontradas frequentemente no 

ambiente ou na microbiota normal do corpo. Patógenos oportunistas, incluindo 

Corynebacterium pseudodiphtheriticum são frequentemente resistentes a agentes 
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antimicrobianos e não há vacina contra este micro-organismo. C. pseudodiphthericum tem 

sido relatado como causador de doença humana, tanto em indivíduos imunocomprometidos 

como imunocompetentes, apesar do fato de ser rotineiramente considerado um organismo 

comensal inofensivo da pele e do trato respiratório superior (Ahmed et al., 1995; Burke et al., 

1997; Von Gravenitz et al.,1998; Camello et al. 2009; Souza et al., 2012). Infecções causadas 

por este micro-organismo incluem endocardites, pneumonias e broncotraqueítes, nunca sendo 

reportado como patógeno da pele. Porém, um estudo descreveu um paciente com uma lesão 

ulcerativa de pele causada por C. pseudodiphtheriticum. O diagnóstico de doença causado por 

um comensal da pele pode ser negligenciado, mas deve ser considerado em face de achados 

microbiológicos e histológicos (Hemseley et al., 1999). Corynebacterium 

pseudodiphtheriticum raramente tem sido isolado de pacientes com infecções do trato 

respiratório superior e pneumonia. A maioria dos relatos é de infecções adquiridas 

comunitariamente e ocorrem em pacientes com uma doença de base e imunossupressão. Um 

estudo francês relata um caso caracterizado por uma pneumonia adquirida no hospital em um 

paciente debilitado. Revisões de literatura indicam que o C. pseudodiphtheriticum deve ser 

considerado um patógeno emergente (Martaresche et al.,1999). 

Corynebacterium spp. com exceção de Corynebacterium diphtheriae, são parte da 

microbiota normal da pele e membranas mucosas e ocorrem como contaminantes comuns em 

amostras de diagnóstico. Entretanto, os clínicos tendem a considerar esses micro-organismos 

como contaminantes. No entanto, cada vez mais, esses micro-organismos têm sido 

reconhecidos como patógenos em pacientes imunocomprometidos (Camello et al., 2003) 

Corineformes têm emergido como importantes patógenos causadores de infecções 

humanas severas em pacientes imunocomprometidos. Entretanto, cada vez mais tem sido 

percebido que o potencial patogênico das bactérias corineformes está sendo subestimado e 

não está limitado meramente a esse grupo de pacientes. Estudos relatando o potencial 

patogênico das bactérias corineformes para indivíduos imunocompetentes provaram que estas 

estão bem estabelecidas como patógenos. Inúmeras espécies como C. amycolatum, C. xerosis, 

C. striatum, C. minutissimum, C. pseudodiphtheriticum, C. matruchotti, C. aquaticum, C. 

genitalium e C. pseudogenitalium estão relacionadas com infecções humanas. C. jeikeium e C. 

urealyticum são bem estabelecidos como patógenos humanos exibindo resistência a vários 

antibióticos. Entretanto, relatos acerca da epidemiologia de corineformes de países em 

desenvolvimento são poucos (Rizvi et al., 2011). 

A difteria, causada pelo Corynebacterium diphtheriae, representou um grave problema 

de saúde pública mundial na primeira metade do século XX até seu controle por medidas mais 
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efetivas de imunização, obtidas, sobretudo pelos países desenvolvidos (Dittman et al.,1997). 

A partir de 1990, a difteria reemergiu em caráter epidêmico nos países da ex-União Soviética 

e em outras áreas em que houve uma desorganização socioeconômica e descontinuidade dos 

programas de vacinação (Mac Gregor et al., 2005). C. diphtheriae permaneceu induzindo 

quadros de difteria de forma endêmica em baixa prevalência nos indivíduos adultos não 

vacinados ou com baixo nível de anticorpos, em crianças de países tropicais subdesenvolvidos 

com baixa cobertura vacinal (Mahe et al., 2001; Vera et al., 2002), como também em minorias 

raciais, homossexuais masculinos (Wilson et al., 1992), usuários de drogas (Millar et al., 

1992) e portadores de doenças neoplásicas (Mattos-Guaraldi et al., 2001). Durante a epidemia 

que envolveu os países da antiga União Soviética, a colonização pelo micro-organismo em 

lesões de pele, incluindo em úlceras decorrentes de picadas de insetos, associada ao desleixo 

com as medidas básicas de higiene, foram importantes fatores na transmissibilidade do clone 

epidêmico através da comunidade (Mac Gregor et al., 2005). A colonização de feridas 

cutâneas e tumorais pode ser importante fonte na manutenção endêmica da doença. Além 

disso, as lesões de pele podem possibilitar surtos comunitários e hospitalares por outras 

espécies de corinebactérias, em associação com C. diphtheriae entre pacientes portadores de 

neoplasias (Wilson et al., 1992; Mahe et al., 2001; Mattos-Guaraldi et al., 2001). 

Corynebacterium ulcerans é um patógeno zoonótico que ocasionalmente causa 

sintomas semelhantes à difteria em humanos. Casos de infecções por C. ulcerans têm 

aumentado nos últimos anos, sendo então reconhecido como um patógeno emergente. No 

Japão, foi reportado um caso de morte por asfixia devido à pseudomembrana, causada pela 

toxina diftérica produzida pelo C. ulcerans. Trata-se do primeiro caso fatal relatado de 

infecção por C. ulcerans no Japão. Uma amostra de C. ulcerans foi obtida do animal de 

estimação do paciente, sendo idêntica à isolada do paciente e confirmada por sequenciamento 

do gene rRNA 16S e gene DT, por PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) e por 

ribotipagem. Concluiu-se que C. ulcerans produtor de toxina diftérica (TD) pode ser 

contraído de um animal de companhia e causar a morte humana caso haja atraso na instituição 

da terapia adequada (Otsuji et al., 2017). 

A partir de meados da década de 1980, o número de casos de difteria de natureza 

zoonótica causada pelo C. ulcerans aumentou em diferentes países. Na Inglaterra, o número 

de casos de difteria pelo C. ulcerans superou o relacionado com o agente etiológico clássico, 

C. diphtheriae (Bonmarin et al., 2009; Tejedor et al., 2000; Van Dam Ap et al., 2003; Wagner 

et al., 2010; Wang e London, 2009). Apesar de C. ulcerans toxigênico ser reconhecido em 

diversos países industrializados como um patógeno emergente, sua capacidade de causar 
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doença em humanos, inclusive entre habitantes de centros urbanos, ainda é frequentemente 

negligenciada (Dias et al., 2010; Mattos-Guaraldi et al., 2003; Tiwari et al., 2008). 

As espécies pertencentes ao gênero Corynebacterium, excetuando-se o C. diphtheriae, 

eram consideradas não patogênicas para o homem. A partir dos anos 80, bactérias desse grupo 

vêm emergindo como importantes patógenos, principalmente nos pacientes imunossuprimidos 

e em pacientes imunocompetentes, quando submetidos a procedimentos invasivos e 

cateterismo vascular. As bacteremias têm sido associadas a acessos vasculares, à endocardite 

tanto em pacientes portadores de próteses valvulares quanto de válvulas cardíacas naturais e 

em pacientes neutropênicos. Outras infecções cada vez mais relatadas na literatura científica 

são as meningites associadas ou não a derivações neurocirúrgicas, abscessos cerebrais, 

peritonites associadas à diálise peritoneal ambulatorial contínua, osteomielites, artrites 

sépticas, pneumonias, empiemas e infecções do trato urinário. Esses quadros clínicos estão 

associados à virulência de determinadas espécies de Corynebacterium. As modernas técnicas 

genéticas e fenotípicas têm permitido uma melhor caracterização taxonômica, além de 

estabelecer padrões de sensibilidade aos antimicrobianos por espécie e estimativas da resposta 

terapêutica aos antimicrobianos (Meyer et al., 2005). 

Corynebacterium spp. tem sido relatado com frequência crescente como patógeno de 

infecções nosocomiais associadas a septicemias, endocardites, infecções da ferida cirúrgica, 

próteses e infecções relacionadas ao cateter venoso central. Quando essas infecções estão 

relacionadas a espécies multirresistentes são de tratamento mais difícil e de maior toxicidade. 

As espécies C. jeikeium, C. urealyticum e C. amycolatum podem apresentar-se resistentes a 

diferentes agentes antimicrobianos. Além disso, amostras de C. minutissimum, C. 

aurimucosum, C. xerosis, C. striatum, C. pseudodiphtheriticum e C. macginleyi vêm 

apresentando aumento nos perfis de resistência. São descritas variações geográficas na 

frequência de isolamento e consequentemente também na resistência natural e adquirida. No 

Rio de Janeiro-Brasil, em uma amostra populacional, cerca de 68% dos isolados no ambiente 

hospitalar corresponderam a C. pseudodiphtheriticum, C. amycolatum, C. propinquum e C. 

minutissimum. No estudo, a urina e o acesso venoso foram os sítios mais frequentemente 

acometidos. No sangue e trato respiratório predominaram C. pseudodiphtheriticum e C. 

propinquum enquanto que C. xerosis e C. amycolatum, predominaram em cateteres venosos. 

Em feridas cirúrgicas foram observadas com mais frequência C. propinquum e C. 

minutissimum (Camello et al., 2003). 

Em relação ao mecanismo de resistência aos antibióticos no gênero Corynebacterium, 

estudos apontam (Adderson et al., 2008; Fernandes-Roblas et al., 2009) que diferentes 
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espécies podem mostrar resistência a antibióticos de diferentes composições químicas. 

Adicionalmente, estes resultados podem explicar que elementos genéticos 

extracromossomiais estão associados na transmissão de genes de resistência tanto em 

patogênicos como em potencialmente patogênicos. Usualmente, em espécies de 

Corynebacterium, os genes de resistência a antibióticos estão localizados em grandes 

plasmídeos, como por exemplo, resistência a tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, e 

estreptomicina no plasmídeo pT10 descrito em C. xerosis. Outros elementos como as 

fluoroquinolonas foram descritos associados ao mecanismo de resistência, também as 

tetraciclinas foram observadas em estudos fenotípicos onde foi detectada em 97% das 

amostras. Alguns glicopeptídeos podem ser descritos como componentes da resistência aos 

antibióticos, como a vancomicina, um antibiótico recomendado pela maioria dos autores no 

tratamento empírico de infecções invasivas. 

Com bases em estudos fenotípicos e genotípicos é possível entender o mecanismo da 

resistência aos antibióticos, próprio de cada espécie do gênero Corynebacterium, associado à 

infecções. Estes mesmos estudos podem melhorar o conhecimento sobre a sensibilidade aos 

antimicrobianos de diferentes espécies multirresistentes do gênero Corynebacterium. 

Atualmente alguns candidatos são indicados como os de maior eficácia no tratamento de 

infecções como tigeciclina, quinupristina/dalfopristina, glicopeptídeos, daptomicina e 

linezolida (Olender, 2012). 

 

 

1.2.1 Corynebacterium striatum 

 

 

C. striatum está amplamente disseminado no ambiente e constitui parte da microbiota 

normal da pele e membranas mucosas. Nos últimos anos, C. striatum tem sido associado com 

um número crescente de casos de infecções na comunidade e/ou no ambiente hospitalar 

(Brandenburg et al. 1996; Scholle, 2007; Oliva et al., 2010). É potencialmente patogênico em 

circunstâncias específicas incluindo infecções em pacientes com doenças crônicas, 

hospitalizações frequentes e prolongadas, exposição a antibióticos contra bactérias Gram-

negativas (que facilita a seleção de Gram-positivos), o uso de procedimentos invasivos e a 

presença de patologias orgânicas obstrutivas (Otsuka et al., 2006; Renom et al., 2007). 

Um estudo apresentou o primeiro relato de múltiplos nódulos causados por 

Corynebacterium striatum. A infecção ocorreu em uma mulher imunocompetente de 72 anos 
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de idade e o diagnóstico foi obtido pela coloração de Gram e cultivo de biópsia pulmonar. C. 

striatum deve ser reconhecido como potencial patógeno tanto em pacientes imunodeprimidos 

como imunocompetentes, em circunstâncias apropriadas (Severo et al., 2014). 

Como várias outras espécies multirresistentes (MDR) de corinebactérias, C. striatum 

têm sido observado com maior frequência como um patógeno de infecções nosocomiais (Lee 

et al., 2005), incluindo bacteremia (Savini et al., 2013), septicemia (Martín et al., 2003), 

infecção pulmonar (Renom et al.,  2007; Wong et al., 2010), meningite (Weiss et al., 1996), 

endocardite (Oliva et al., 2010), osteomielite (Fernández-Ayala et al., 2001), artrite séptica 

(Scholle, 2007), ceratite (Heidemann et al., 1991), ferida de pele (Moore et al., 2010),  

infecção intrauterina (Boltin et al., 2009) além de sinusite e abscesso de mama (Brandenburg 

et al., 1996; Otsuka et al., 2006; Adderson et al. 2008; Campanile et al. 2009; Martins et al., 

2009; Boltin et al., 2009). O primeiro caso de infecção do trato urinário por C. striatum em 

paciente ambulatorial, que não apresentava fatores predisponentes, foi relatado por LÓPEZ e 

colaboradores (2009).  

C. striatum também foi recentemente descrito como agente etiológico de infecção de 

trato respiratório inferior em pacientes hospitalizados com doença respiratória crônica e/ou 

imunossupressão.  Na mesma oportunidade os autores descreveram as características clínicas 

e microbiológicas de casos de pneumonia e exacerbações das infecções respiratórias crônicas 

devido ao C. striatum (Diez-Aguilar et al., 2013). 

Em um relato recente na Colômbia (Beltrán-Arroyave et al., 2016) apresentou-se o 

caso clínico de uma adolescente de 13 anos com osteomielite crônica pós-traumática na tíbia 

direita, com isolamento inicial de Bacillus spp. por métodos automatizados convencionais e a 

posterior confirmação de C. striatum pelo MALDI-TOF. Concluiu-se que o C. striatum é um 

micro-organismo emergente que deve ser considerado patogênico diante de um paciente com 

infecção clínica e sem isolamento de outro micro-organismo e que as opções de tratamento 

são limitadas devido aos altos níveis de resistência às várias classes de antimicrobianos. 

Corynebacterium striatum é um microrganismo potencialmente patogênico com a 

habilidade de produzir surtos de infecções nosocomiais. Foi documentado um surto 

nosocomial causado por C. striatum multirresistente no Rio de Janeiro, Brasil. A identificação 

do C. striatum foi confirmada pelo sequenciamento gênico do 16S rRNA e gene rpoB. Quinze 

amostras de C. striatum foram isoladas dos pacientes e investigadas. Os achados ressaltam a 

importância do C. striatum como um patógeno nosocomial, multirresistente, emergente no 

mundo e o fato de que diferentes clones podem ser responsáveis por estes surtos nosocomiais 

(Baio et al., 2013). 
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Na América do Sul, apenas os estudos realizados no Brasil descreveram o isolamento 

de C. striatum de materiais clínicos associado a pacientes internados que apresentavam sinais 

e sintomas de infecção (Camello et al., 2003; Martins et al., 2009; Superti et al., 2009). No 

Brasil, a maioria das cepas multirresistentes de C. striatum são isoladas de UTIs e enfermarias 

cirúrgicas, principalmente aspirados traqueais de pacientes submetidos a procedimentos de 

intubação endotraqueal (Baio et al., 2013). Investigações anteriores, revelaram que 1,9% 

(n=06) das amostras clínicas de origens diversas, as quais foram obtidas de pacientes com 

câncer e tratados em um centro de referência no Rio de Janeiro, durante um período de um 

ano, foram positivas para C. striatum: um caso de infecção do trato respiratório superior, três 

de infecção do trato respiratório inferior e dois casos de feridas cirúrgicas (Martins et al. 

2009). 

Um surto de infecção nosocomial por Corynebacterium striatum em 21 pacientes com 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) foi descrito na Espanha. Foi concluído que C. 

striatum é um microrganismo emergente, multirresistente e potencialmente patogênico, capaz 

de causar infecções nosocomiais e colonização respiratória em pacientes com DPOC grave. 

Ele pode ser transmitido entre pacientes, de pessoa a pessoa e via cateteres; as infecções por 

C. striatum devem ser tratadas de acordo com os resultados do antibiograma. Uma vez que o 

micro-organismo é identificado, medidas universais de higiene devem ser observadas para 

evitar a propagação e surtos (Renom et al., 2007). 

Um surto consiste na recorrência de casos de uma doença em uma comunidade com 

determinada frequência maior do que a normal (Chin, 2000). C. striatum é um patógeno que 

tem a capacidade de produzir surtos de infecções em ambientes nosocomiais (Baio et al., 

2013). Amostras de C. striatum têm sido isoladas de pacientes e de diferentes materiais 

hospitalares como, cateteres, laparoscópicos, colonoscópios, nasofibroscópios, broncoscópios, 

materiais de urologia e de assistência respiratória (Brandenburg et al., 1996; Scholle, 2007; 

Oliva et al., 2010).  

Em um hospital universitário japonês, foram obtidos 22 isolados de Corynebacterium 

spp. provenientes de hemoculturas, dos quais, 12 foram identificados como C. striatum por 

testes bioquímicos e fenotípicos. Durante um período de monitoramento por 3 anos, estas 

cepas podem ter contaminado os pacientes repetidamente ou podem ter contaminado 

prontamente o ambiente hospitalar. C. striatum parece ser um fator de risco potencial para 

infecções de corrente sanguínea em pacientes hospitalizados. Uma maior vigilância e a 

melhora das estratégias de controle são necessárias para diminuir as infecções por 

Corynebacterium spp. em hospitais (Qin et al., 2017). 
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Em um relato de caso recente, realizado por DAISUKE e colaboradores (2017), uma 

mulher de 49 anos que havia adentrado à emergência do hospital apresentando uma dispnéia 

de esforço, devido a uma falha grave na função ventricular esquerda, progrediu com 

coagulação intravascular disseminada e distúrbios de consciência no 67º dia de admissão. 

Foram detectados bacilos Gram positivos em duas amostras de hemocultura no 67º dia de 

admissão. Foram realizados o API-Coryne teste e sequenciamento do gene 16S rRNA e foi 

identificado o Corynebacterium striatum. A bactéria também foi detectada na ponta do cateter 

venoso central removido e a paciente foi diagnosticada com infecção de corrente sanguínea 

relacionada ao uso de cateter causada por C. striatum. 

Embora a significância e prevalência do C. striatum como agente causador de doença, 

ainda não esteja bem estabelecida, este micro-organismo tem sido responsável por uma 

variedade de infecções (Funke et al., 1997; Otsuka et al., 2006). 

A maioria das infecções por C. striatum reportadas até hoje, foi detectada em amostras 

respiratórias, sendo a grande maioria das cepas multirresistentes aos antibióticos. Estudos 

revelaram a presença de C. striatum em unidades de tratamento intensivo, postulando a 

existência de transmissão pessoa a pessoa (Leonard et al.,1994; Brandenburg et al., 1996). 

Corynebacterium striatum é uma bactéria multirresistente emergente. Foram 

identificados retrospectivamente, 179 isolados em um banco de dados clínicos. A relevância 

clínica, a susceptibilidade in vitro e a duração da terapia antimicrobiana parenteral foram 

obtidas a partir dos registros dos pacientes. Para pacientes com infecções associadas a 

dispositivos médicos, aqueles com infecções por C. striatum foram combinados com 

pacientes infectados com estafilococos coagulase-negativos para análise de controle de casos. 

Um total de 87 (71%) dos 121 isolados foram resistentes a todas as drogas antimicrobianas 

orais testadas, incluindo penicilina, tetraciclina, clindamicina, eritromicina e ciprofloxacina. 

Quando isolado dos dispositivos médicos, C. striatum foi patogênico em 38 (87%) de 44 

casos. Pacientes com infecções por C. striatum associadas a dispositivos médicos, receberam 

drogas antimicrobianas parenterais por um período mais longo do que pacientes com 

infecções por estafilococos coagulase-negativos associadas a dispositivos médicos (média SD 

69 ± 5 dias vs. 25 ± 4 dias; p<0.001). C. striatum frequentemente apresenta resistência a 

drogas antimicrobianas com biodisponibilidade oral e está associado com o aumento do uso 

de drogas antimicrobianas parenterais (Hahn et al., 2016) 

Em um estudo realizado em um hospital terciário da China, WANG e colaboradores 

(2016) analisaram amostras de C. striatum isoladas rotineiramente de amostras de trato 

respiratório inferior, dentro de um período de 14 meses. Verificaram que as amostras isoladas 
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eram em sua maioria multirresistentes e que os clones predominantes poderiam permanecer 

por longos períodos em ambientes hospitalares e poderiam ser transmitidos rapidamente entre 

pacientes susceptíveis. Concluíram que o C. striatum parece ser um importante patógeno para 

pacientes com fatores de risco específicos, especialmente para aqueles com baixos níveis de 

hemoglobina e que estejam sendo tratados com antibiótiocos de largo espectro. 

 

 

1.2.2 Corynebacterium amycolatum 

 

 

Os crescentes relatos vêm destacando a importância do C. amycolatum na etiologia de 

diversos processos infecciosos. Na literatura científica consultada 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) muitas das amostras isoladas a partir de processos 

infecciosos e pertencentes à espécie C. amycolatum foram anteriormente identificadas 

erroneamente, em diversos laboratórios, como cepas de C. xerosis (Barreau et al., 1993; 

Funke et al., 1996; Berner et al., 1997) e C. minutissimum (Zinkernagel et al., 1996). A partir 

de meados da década de 1990, a espécie vem sendo descrita como agente causal de múltiplas 

infecções de extrema gravidade. C. amycolatum apresentando resistência múltipla a 

antibióticos foi isolado de um caso de septicemia (De Miguel et al., 1999). Esse micro-

organismo também foi isolado em um caso de septicemia nosocomial de neonato prematuro 

(Berner et al., 1997). No Brasil, uma amostra, também isolada de neonato, foi descrita em um 

caso de septicemia fatal no Hospital Pedro Ernesto – Rio de Janeiro (Camello et al., 2003). 

Além disso, C. amycolatum já foi descrito em um caso de artrite séptica pós-implante vascular 

(Clarke et al., 1999), após colocação de eletrodos cardíacos (Vaneechoutte et al., 1998) e em 

infecções de próteses vasculares e em fraturas expostas (Von Graevenitz et al., 1998), todos 

esses relatos chamaram a atenção dos pesquisadores para a importância da correta 

identificação dessa espécie e a sua significância em diversos materiais clínicos (Esteban et al., 

1999). Além dos casos mencionados, mais recentemente a espécie foi isolada de peritonite em 

paciente submetido à diálise peritoneal (Chiu et al., 2005), de endocardite acompanhada de 

fistulização átrio-aórtica (Daniels et al., 2003), em pacientes com mastites (Pavoiur et al., 

2002) e de endocardites nosocomiais (Knox e Holmes, 2002). Acompanhando a prevalência 

em infecções de caráter comunitário e nosocomial, os crescentes relatos de múltipla 

resistência aos agentes antimicrobianos também vêm sendo observados (Lagrou et al., 1998; 

Zalas et al., 2004). As mutações nos genes da girase (gyrA) determinam resistência às 
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quinolonas em C. striatum e C. amycolatum (Sierra et al., 2005). C. amycolatum também vem 

sendo implicado em septicemias em pacientes leucêmicos. A análise de duas cepas através de 

método de identificação semi-automatizado (Api-coryne System) identificou as amostras 

como C. xerosis. Ambas foram posteriormente confirmadas como C. amycolatum por 

cromatografia em camada delgada onde foi demonstrada a ausência de ácidos micólicos (De 

Miguel et al., 1999). 

MARTINS e colaboradores (2009) verificaram que dentre as corinebactérias isoladas 

de pacientes com câncer, as espécies multirresistentes C. amycolatum e C.jeikeium exibiram 

maior potência invasora uma vez que foram as principais responsáveis pelos quadros de 

bacteremias, observados principalmente, em pacientes que utilizavam cateteres venosos 

centrais (CVC) e apresentavam tumores sólidos, doenças linfoproliferativas e neutropenia. 

Além disso, observou que infecções causadas por C. amycolatum acometeram principalmente 

pacientes com tumores sólidos. 

C. amycolatum é classificado como fermentativo, não lipofílico, isento de ácido 

micólico de Corynebacterium e capaz de causar sérias infecções humanas. C. amycolatum 

isolado em casos relatados de endocardite, foram suscetíveis em laboratório à vancomicina ou 

daptomicina e pacientes tratados com esses agentes antimicrobianos combinados com 

rifampicina, tiveram resultados microbiológicos e clínicos bem sucedidos. A descrição de 

outros casos tratados com vancomicina e daptomicina, isoladas ou em combinação, pode levar 

a orientações terapêuticas mais formais. Com o aumento de novos esquemas de identificação 

rotineiramente realizados em laboratórios clínicos, as espécies de corinebactérias não-

diftéricas provavelmente estarão implicadas em um grande número de infecções. O número 

crescente de pacientes imunocomprometidos e o aumento do uso de dispositivos de acesso 

intravascular também contribuíram para esse fenômeno (Dalal et al., 2008). 

Em comparação com outras bactérias Gram-positivas, as corinebactérias têm um 

envoltório celular incomum. Além da espessa camada de peptideoglicano, possuem grandes 

quantidades de lipídeos sob a forma de ácidos micólicos e lipídeos livres em suas paredes 

celulares. A camada de ácido micólico de certas bactérias Gram-positivas, do grupo mycolata, 

representa uma barreira adicional de permeabilidade, para a penetração de pequenas 

moléculas (solutos) solúveis em água. Consequentemente, estudos recentes demonstram que a 

camada de ácido micólico de bactérias individuais do grupo mycolata, contêm poros, 

chamados porinas, para a passagem de solutos hidrofílicos. Corynebacterium amycolatum, 

uma espécie patogênica de corinebactéria, pertence à família Corynebacteriaceae mas não 

possui ácidos corinemicólicos em sua parede celular. Apesar disso, contém um canal seletivo 
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para cátions em sua parede celular que pode ser responsável pela limitada permeabilidade 

(Mohammadi et al., 2013). 

As corinebactérias não diftéricas são, em sua maioria, componentes da microbiota 

normal da pele e membranas mucosas humanas e frequentemente isoladas de amostras 

clínicas. Recentemente, entretanto, a classificação microbiológica deste grupo de micro-

organismos e seu papel na doença clínica, tem sido mais claramente definido (Funke et al., 

1997). Em particular, Corynebacterium amycolatum, que foi descrita pela primeira vez em 

1988 (Collins et al., 1988), está se tornando amplamente conhecida como um patógeno 

importante, embora tenha sido subestimada em parte devido à sua identificação errada como 

C. xerosis (Funke et al., 1996; Waiters et al., 1998) um patógeno humano já bem estabelecido. 

As corinebactérias não diftéricas são membros da microbiota normal da pele. 

Entretanto, algumas espécies como C. amycolatum ocasionalmente podem causar infecções. 

Isso sugere que a pele humana possua mecanismos adequados de controle do crescimento de 

corinebactérias em sua superfície. Em um estudo efetuado por Walter e colaboradores (2017), 

foi demonstrado que os queratinócitos são capazes de detectar a presença do C. amycolatum 

levando à indução independente do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) da 

proteína antimicrobiana RNase 7. A indução da Rnase 7 mediada pelo C. amycolatum 

também foi confirmada em um equivalente 3D de pele humana. A relevância funcional desses 

achados foi demonstrada pela potente atividade antimicrobiana da Rnase 7 contra C. 

amycolatum e C. xerosis. Além disso, a capacidade do estrato córneo humano de restringir o 

crescimento do C. amycolatum foi significativemente atenuado quando a Rnase foi inativada 

por um anticorpo neutralizante específico. Concluiu-se que a interação da RNase 7 com o C. 

amycolatum, indica que a RNase 7 pode funcionar como uma importante molécula efetora 

para o controle do crescimento de corinebactérias na pele humana. 

KNOX e HOLMES (2002) descreveram três casos de endocardites por três espécies 

diferentes de corinebactérias em um hospital em Londres, dentro de um período de 18 meses, 

todas associadas com dispositivos intravasculares. Estes representaram 3 de 10 casos de 

endocardites adquiridas no hospital identificadas neste período e inclui o primeiro caso 

relatado de endocardite causada por C. amycolatum. Este estudo enfatiza a importância das 

corinebactérias não diftéricas na doença humana severa. Especificamente, os clínicos e 

microbiologistas devem estar conscientes dos fatores potenciais de risco para endocardites por 

corinebactérias não diftéricas no ambiente hospitalar e o perigo de negligenciar as culturas 

positivas considerando-as de microbiota normal da pele ou contaminantes. Uma rigorosa 
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identificação dos isolados clínicos será necessária para definir o papel das corinebactérias não 

diftéricas na doença humana. 

Corynebacteruim amycolatum é um bacilo Gram-positivo saprófita da microbiota da 

pele. Já foi relacionado a diversas infecções em pacientes imunocomprometidos e também de 

diferentes tipos de próteses. TORIBIO e colaboradores (2017) relataram um caso em que o 

paciente apresentava descarga ocular e após a remoção do olho artificial verificou-se uma 

extensa área de exposição ao implante com sinais de infecção crônica. Foi coletada uma 

amostra para análise microbiológica através do swab do implante e a partir da cultura 

identificou-se o C. amycolatum por caracterização fenotípica. Outras espécies de micro-

organismos não foram isoladas. Além de ser capaz de aderir a dispositivos cardíacos e de 

articulações, este caso mostrou que o C. amycolatum é um potencial agente infeccioso de 

próteses orbitárias. O isolamento de uma cultura pura de C. amycolatum em uma amostra 

ocular é extremamente raro e sugere um papel etiológico deste micro-organismo na infecção 

ocular ou periocular. 

 

 

1.3 Fatores de risco em pacientes imunossuprimidos e infecções hospitalares 

 

 

As infecções bacterianas podem ser divididas em dois grandes grupos: exógenas e 

endógenas. Exógenas são aquelas cujos agentes atingem o hospedeiro a partir de um 

reservatório ou fonte externa e endógenas aquelas causadas por agentes da microbiota normal 

do próprio hospedeiro; no entanto, a doença só ocorre quando a bactéria expressa seu efeito 

patogênico e provoca manifestações clínicas. A patogenicidade como característica básica do 

agente, para se expressar depende das condições do hospedeiro. Condições favoráveis para 

que as bactérias de baixo poder patogênico, tal qual aquelas da microbiota humana normal, se 

expressem, são encontradas particularmente em pacientes hospitalizados e estão associadas, 

na maioria das vezes, ao uso de antibióticos e imunossupressores, a atos cirúrgicos, a doenças 

básicas como o câncer e diabetes, ao uso de sondas e cateteres de demora. Entretanto, 

ocorrem também na comunidade, onde nem sempre são evidentes as razões para a bactéria 

expressar sua virulência (Trabulsi, 2015). 

Infecções nosocomiais ou hospitalares são infecções adquiridas no ambiente 

hospitalar. Infelizmente tais infecções ocorrem em altas taxas em todo mundo. Muitos micro-

organismos que são causas relativamente raras de infecção em indivíduos sadios podem 
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tornar-se causas frequentes de doenças em pacientes hospitalizados, cujos mecanismos 

normais de defesa imune estão enfraquecidos pela quimioterapia ou por doenças graves. Estes 

patógenos podem originar-se de várias fontes no ambiente hospitalar, incluindo o ar no quarto 

do paciente ou um profissional de saúde colonizado. Entretanto, muitos são patógenos 

oportunistas da própria microbiota normal do paciente (Pelczar, 2009). 

O grande desenvolvimento tecnológico que ocorreu após a segunda metade do século 

XX disponibilizou importantes recursos diagnósticos e terapêuticos, permitindo um 

significativo avanço para as ciências médicas. O amplo uso de antibióticos, os procedimentos 

invasivos necessários para a manutenção das funções vitais do organismo e o aumento das 

condições imunossupressoras provocaram um elevado aumento das infecções relacionadas à 

assistência à saúde (IRAS). Tais infecções tornaram-se um importante problema mundial, não 

apenas nos países desenvolvidos, onde há amplo acesso à tecnologia médica, mas também nos 

países em desenvolvimento (Allegranzi; Bagheri Nejad, 2011). As IRAS (infecções 

relacionadas à assistência à saúde) são responsáveis por aumentar a morbi-mortalidade dos 

pacientes, além de elevar os custos do tratamento médico. 

O sistema de saúde é constantemente afetado pelas IRAS que representam um dos 

mais importantes problemas de Saúde Pública no mundo, e ocorrem tanto nos países 

desenvolvidos quanto nos países em desenvolvimento. Além das elevadas taxas de morbidade 

e mortalidade, outras consequências são o aumento do tempo de internação e dos custos 

decorrentes tanto para a instituição quanto para os próprios pacientes e familiares, além da 

ameaça constante da disseminação de bactérias multirresistentes. Ao prolongar o tempo de 

internação, gera-se uma elevação no consumo de medicamentos e aumento dos custos 

adicionais, além de retardar o retorno do paciente as suas atividades normais (CDC, 1979, 

Pereira,1993, ANVISA, 2004, Oliveira et al, 2009, Sydnor; Perl, 2011; Ramos, 2014). 

A susceptibilidade de pacientes a infecções pode ser aumentada por condições clínicas 

e procedimentos médicos, que permitem que os micro-organismos da microbiota sejam 

transferidos de seu habitat usual para alguma outra área do corpo do paciente e, desse modo 

tornem-se patógenos oportunistas. Os pacientes submetidos à internação são mais susceptíveis 

à infecção em função de fatores relacionados à interação parasito-hospedeiro e fatores 

imunológicos. O uso intensivo de antibióticos profiláticos e terapêuticos, além do tratamento 

ambulatorial tem modificado a epidemiologia dessas infecções. Dentre os patógenos 

emergentes despontam corinebactérias, que têm sido responsáveis por infecções humanas 

severas em pacientes imunossuprimidos. Há relatos científicos que comprovam que as 

corinebactérias têm causado infecções graves como bacteremias, endocardite valvular, 
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infecções neurocirúrgicas, meningites, abcessos cerebrais, peritonites, osteomielites, artrite 

séptica, pneumonia e infecções urinárias. (Camello et al., 2009) 

Dentre os fatores que contribuem para a ocorrência de infecções hospitalares podemos 

ressaltar as transferências de genes de resistência bacteriana, o uso indiscriminado e irracional 

de agentes antimicrobianos, a limpeza e desinfecção inadequada das superfícies inanimadas e 

de materiais críticos e semicríticos. O crescimento de micro-organismos pode ser controlado 

através de métodos químicos e físicos. Este controle pode levar à eliminação total dos micro-

organismos ou não. Dentre os métodos de eliminação parcial de micro-organismos de 

determinado material ou ambiente, os mais conhecidos são os de desinfecção e antissepsia. Os 

agentes químicos são utilizados para controlar o crescimento bacteriano tanto em tecidos 

vivos como em objetos inanimados. A maioria dos agentes químicos somente reduz a carga 

bacteriana. Nenhum desinfetante isolado será apropriado para todas as circunstâncias. Uma 

importante diferença entre os desinfetantes e os antissépticos está o grau de toxicidade, sendo 

que os desinfetantes atuam eliminando e/ou inibindo a multiplicação de micro-organismos em 

superfícies e materiais inanimados, enquanto os antissépticos atuam eliminando e/ou inibindo 

a multiplicação de micro-organismos em tecidos vivos (Vermelho et al., 2007). 

O aumento do número de pacientes imunocomprometidos e o uso de dispositivos 

invasivos tem elevado a importância clínica dos bacilos Gram-positivos em bacteremias, 

incluindo as causadas pelas corinebactérias. Sem a identificação correta do micro-organismo, 

é difícil determinar qual antibiótico administrar. A vancomicina não é universalmente ativa 

contra bacilos Gram-positivos e os critérios de suscetibilidade não estão padronizados (Chung 

et al., 2008). 

Diferenças epidemiológicas entre as espécies isoladas de infecções hospitalares foram 

encontradas na França, Turquia e Rio de Janeiro, incluindo padrões de resistência natural e 

adquirida. Pacientes com doenças neoplásicas avançadas, neutropenias prolongadas, 

desnutrição severa, procedimentos invasivos e períodos de internação prolongados, podem ser 

colonizados e infectados com micro-organismos de baixa virulência, muitas vezes presentes 

na microbiota normal (Martins et al., 2009). 

O isolamento de espécimes do gênero Corynebacterium provenientes de pacientes 

neutropênicos pode ser representativo tanto de um processo infeccioso oportunista, como da 

contaminação por um micro-organismo presente no ambiente ou ser originário da microbiota 

colonizante da pele e mucosas. As corinebactérias são consideradas como saprófitas ou 

contaminantes quando isoladas em cultura devido ao fato de serem encontradas no solo, 

poeira, material orgânico ou água. Muitas vezes, o isolamento de corinebactérias a partir do 
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sangue é considerado pseudobacteremia e, por essa razão, são muitas vezes desconsideradas 

como agentes etiológicos de processos infecciosos em curso. Pacientes com doenças 

neoplásicas avançadas, neutropenias prolongadas, desnutrição grave, procedimentos invasivos 

e internações prolongadas, podem ser colonizados e/ou infectados por micro-organismos 

considerados de baixa virulência, usualmente resistentes a esquemas antibióticos de terapia 

empírica. Por essa razão, a vigilância deve ser intensificada quando tais organismos, muitas 

vezes considerados como contaminantes ambientais, são isolados em unidades de terapia de 

câncer (Coyle e Lipsky, 1990; Clarridge e Spiegel, 1995; Riegel, 1998; Camello et al., 2003; 

Meyer, 2005, Martins,2009). 

Procedimentos invasivos e cirúrgicos realizados no ambiente hospitalar podem 

contribuir para as IRAS. Apesar de procedimentos de esterilização e de técnicas de assepsia 

mais avançadas, as infecções associadas a dispositivos hospitalares representam ainda um 

grave problema relacionado, em parte, com o desenvolvimento de bactérias resistentes aos 

medicamentos (Renom et al., 2007). Há relatos de infecções associadas a procedimentos 

invasivos diretamente relacionadas com limpeza e desinfecção primária e de alto nível 

inadequadas. A transmissão desses agentes infecciosos está diretamente relacionada com a 

maneira incorreta de reaproveitar os materiais de fins cirúrgicos, tão comuns nestes ambientes 

(Howie e Alfa, 2008). 

 

 

1.4 Biofilme bacteriano 

 

 

O biofilme pode ser definido como um conjunto de bactérias firmemente aderidas a 

uma superfície, englobado por uma matriz extracelular composta por polissacarídeos, 

proteínas e ácidos nucléicos produzidos pelas próprias bactérias. O biofilme bacteriano 

consiste em uma forma séssil e adaptativa no ciclo biológico das bactérias, com características 

genotípicas e fenotípicas distintas que o distingue das formas bacterianas livres e circulantes, 

denominadas de formas planctônicas. Estima-se que cerca de 99% das bactérias da natureza 

em algum momento se apresentam sob a forma de biofilme. Analogamente, os biofilmes 

poderiam ser comparados aos recifes de corais, às bactérias planctônicas e aos plânctons do 

oceano (Costerton et al., 2003). Os biofilmes podem ser formados por populações 

desenvolvidas a partir de uma única, ou de múltiplas espécies, podendo ser encontrados em 

uma variedade de superfícies bióticas e/ou abióticas.  
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O ciclo biológico para a formação de um biofilme passa pelas etapas de contato, 

adesão, formação de pequenas colônias, maturação e dispersão que dependem da influência 

do meio ambiente e das características genéticas das bactérias. A formação do biofilme é 

iniciada através das bactérias circulantes, que ao entrarem em contato com uma superfície, 

iniciam o processo de adesão formando pontes de ligação entre si e a superfície. À medida 

que a população em sua proximidade aumenta, as bactérias se organizam em microcolônias 

dispostas em monocamadas. Durante as etapas de contato, adesão e formação de pequenas 

colônias, cada bactéria passa a produzir moléculas sinalizadoras que, dependendo dos 

estímulos locais e principalmente da concentração atingida no microambiente, desencadeiam 

a ativação de genes específicos com a mudança do fenótipo de bactérias planctônicas para o 

fenótipo de biofilme (Costerton et al., 1995). 
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Figura1: Etapas de formação do biofilme 

 

 

Legenda. Desenvolvimento de um biofilme. (1) Colonização primária de um substrato; (2) crescimento, divisão 
celular e produção do exopolissacarídeo (EPS), com o desenvolvimento de microcolônias; (3) 
coadesão de células individuais, de células coagregadas e de grupos de células idênticas, originando 
um biofilme jovem; (4) maturação e formação de mosaicos clonais no biofilme maduro, (5) dispersão 
ou desprendimento.  

Fonte imagem acima: Animal Health Research Reviews 11(2):97-121, 2010.  
Fonte Imagem abaixo: Costerton et al.,1995). 

 

 

Com a adesão, colonização e formação do biofilme, cria-se um microambiente que 

permite a obtenção de nutrientes, proteção contra fagócitos, interferência na resposta celular 

do sistema imune, além de funcionar como barreira para a penetração de antibióticos. 

Possíveis mecanismos responsáveis pela maior resistência de micro-organismos presentes em 

um biofilme são: a) penetração mais lenta do antimicrobiano no interior do biofilme; b) taxa 

de crescimento alterada no interior do biofilme; c) outras alterações fisiológicas do 

crescimento celular no interior do biofilme. Uma colônia bacteriana pode também, 
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permanecer latente por anos, para manifestar-se em momentos de baixa imunológica (Hedrick 

et al., 2006; Moraes et al., 2010). 

Os biofilmes são comunidades sésseis, estruturadas de células bacterianas enroladas 

em uma matriz autoproduzida e altamente hidratada de substâncias poliméricas extracelulares 

(Allison, 2003). As substâncias poliméricas extracelulares são responsáveis por importantes 

funções do biofilme, incluindo a coesão celular, adesão às superfícies, sequestro de nutrientes 

e estabilidade. Bactérias que crescem em biofilmes são responsáveis por diversas infecções 

persistentes. A tenacidade de tais infecções é atribuída pelo menos em parte, à reduzida 

suscetibilidade dos micro-organismos que crescem em biofilmes para a quimioterapia 

antimicrobiana (Fleming, 2002; Costerton et al., 1999; Donlan et al., 2002; Stewart et al., 

2001; Shen et al., 2010). 

As células representam quase 15% do volume do biofilme e a matriz representa 85% 

(Lawrence et al., 1991; Donlan et al., 2002). Sua formação segue os passos sequenciais 

iniciados a partir da adesão ao substrato pela bactéria, seguida da proliferação e acúmulo da 

matriz extracelular em múltiplas camadas e culmina em uma comunidade bacteriana que se 

mantém sob a matriz produzida. Desta colônia, alguns micro-organismos irão se descolar e 

serão transportados para área vizinhas, disseminando-se sobre a superfície do biomaterial 

(Moraes et al., 2010). 

Acredita-se que a formação de biofilmes esteja associada à proteção contra possíveis 

agressões no ambiente. As modificações que ocorrem na forma de biofilme trazem inúmeras 

vantagens às bactérias. O envoltório extracelular as protege contra agressões físicas e 

químicas do meio externo, como a ação de raios ultravioleta e alterações do pH e de 

osmolaridade, além de reduzir significantemente a ação de mecanismos adaptativos e inatos 

do sistema imunológico, como a ação de células fagocitárias, opsonização de anticorpos. 

Neste processo as proteínas (opsoninas) ligam-se à superfície de bactérias ou a outros 

patógenos, facilitando o seu reconhecimento por receptores específicos presentes na superfície 

de fagócitos, favorecendo a digestão dos mesmos pelos neutrófilos, e atuando no sistema 

complemento (Hoyle; Costerton, 1991).  

Em um estudo recente (Singh et al., 2017) concluiu-se que inúmeros fatores 

contribuem para a resistência bacteriana nos biofilmes e tais fatores variam entre os diferentes 

micro-organismos. Antibióticos têm sido amplamente usados em concentrações variáveis em 

todo o mundo o que pode afetar a microbiota, consequentemente levando a alteração de 

genes, mutações, resistência às drogas e também influência na saúde humana. Entretanto o 

biofilme é mais protetor e resistente à ação dos antibióticos. O aumento da resistência aos 
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antibióticos do biofilme é devido: (1) difusão limitada dos agentes antimicrobianos através da 

matriz do biofilme, (2) comunicação entre os agentes antimicrobianos com a matriz do 

biofilme (polímeros e células), (3) resistência mediada por enzimas, (4) níveis de atividade 

metabólica dentro do biofilme, (5) adaptação genética, (6) bombas de efluxo e (7) estrutura da 

membrana externa. 

Outra preocupação com o biofilme são os plasmídeos bacterianos que são 

componentes genéticos extracromossomiais capazes de transferir genes de resistências para 

outras bactérias. Estes podem ser transferidos horizontalmente por conjugação, para diferentes 

espécies presentes em um biofilme. Muitos pesquisadores alertam que biofilmes bacterianos 

favorecem a resistência a agentes químicos antimicrobianos como: desinfetantes, antibióticos 

e também a radiação ultravioleta (Elasri; Miller, 1999). Estudos alertam que a radiação 

ultravioleta não produz nenhum efeito sobre células contidas no biofilme, pois há evidências 

que os biofilmes apresentam uma propriedade protetora à radiação ultravioleta (Mohamed; 

Miller, 1999). As células bacterianas contidas em biofilmes são mais resistentes aos 

antibióticos comparadas com as células em seu estado planctônico (Ceri et al., 2001). 

Diversos são os problemas causados pelos biofilmes como: biocorrosão, comprometimento de 

dispositivos pertinentes em ambientes hospitalares, entre outros, tudo isso é acrescido ao 

potencial de resistência cruzada aos agentes químicos antimicrobianos (Simões et al., 2003). 

 

 

1.4.1 Biofilmes e infecções associadas a cateteres intravasculares 

 

 

A infecção de corrente sanguínea associada a cateter intravascular ocorre quando um 

micro-organismo presente no sítio de inserção, na luz ou no líquido infundido, alcança a 

corrente sanguínea. Isso pode resultar em bacteremia, que quando não contida, evolui para um 

quadro mais grave e resulta em sepse (Bonvento, 2007; Carrara, 2016). 

A presença de biofilmes em cateteres intravasculares e seu papel em infecções de 

corrente sanguínea relacionadas ao cateter já foram bem estabelecidos. A tolerância dos 

micro-organismos de biofilmes associados ao cateter para tratamentos antimicrobianos 

sistêmicos e o potencial de desenvolvimento de resistência antimicrobiana no ambiente 

hospitalar, enfatiza a importância de estratégias de tratamento alternativas. Biofilmes são 

comunidades microbianas que exibem características únicas que devem ser consideradas na 

avaliação do potencial de prevenção do biofilme ou estratégias de controle. Devido às 
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infecções associadas ao biofilme não responderem de forma consistente a concentrações 

terapeuticamente viáveis de muitos agentes antimicrobianos, tratamentos mais eficazes contra 

as células de biofilme com crescimento lento ou tratamentos combinados que possam penetrar 

na matriz do biofilme, podem ser mais efetivos. Essas abordagens têm o potencial de prevenir 

ou erradicar biofilmes em cateteres intravasculares residentes e prevenir ou resolver infecções 

relacionadas aos cateteres (Donlan, 2011). 

A capacidade de interagir com proteínas séricas ou teciduais presentes no momento da 

contaminação bacteriana parece ter importante influência na adesão, sendo que a maioria 

dessas interações acontece por presença de receptores específicos (Miorner et al.,1980). 

Algumas das interações aumentam a adesão, como as que envolvem fibronectina, fibrinogênio 

ou trombina, ou inibem, como as que envolvem a albumina. A fibronectina está envolvida em 

mais adesão de S. aureus à superfície de substratos, pela ligação específica, tempo-dependente 

e irreversível (Vaudax et al., 1984; Katsikogiann et al., 2004). A influência da fibronectina em 

relação à adesão de S. epidermidis ainda é controversa. O fibrinogênio favorece a adesão 

bacteriana aos biomateriais, principalmente quando se trata dos estafilococos. A trombina, por 

sua vez, favorece a adesão bacteriana ao converter fibrinogênio em fibrina, que envolve o 

agregado plaquetário, estabilizando o trombo e favorecendo a adesão das bactérias (Hermann 

et al., 1998; Baumgartner et al., 1998). A albumina adsorvida à superfície do material tem 

mostrado efeito inibitório sobre a adesão nas superfícies cerâmicas, metálicas e de polímeros 

(Katsikogiann et al., 2004; Moraes et al., 2010). 

Os biofilmes são microcolônias ou agregados bacterianos envolvidos em uma película 

de exopolissacarídeos produzida pela bactéria, que se formam na superfície dos dispositivos 

plásticos quando estes são introduzidos no organismo. Os biofilmes estão fixados de maneira 

relativamente firme na superfície dos dispositivos, funcionando como uma fonte constante de 

bactérias que podem causar infecção em diferentes órgãos ou tecidos. Embora as bactérias 

possam aderir diretamente no plástico, a adesão é normalmente mediada por proteínas que se 

depositam na superfície dos dispositivos logo que são fixados em suas posições (Trabulsi e 

Alterthum, 2015). 

Um biofilme é um consórcio microbiano associado a uma superfície e incorporado em 

uma matriz extracelular. A contaminação microbiana, a colonização e formação de biofilme 

na superfície do cateter pode ocorrer logo nas 24h após a inserção e envolve várias etapas 

(Donlan, 2001). Após a inserção do cateter, a superfície do dispositivo é imediatamente 

coberta por um filme formado por macromoléculas orgânicas tais como piruvato, glicose e 

fibrinogênio (Murga et al., 2001). A contaminação microbiana da superfície do cateter pode 
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se originar da microbiota da pele, manipulação do cateter, semeadura hematogênica de outro 

local infectado ou menos frequentemente de uma infusão não estéril (Raad et al., 1998). 

A infecção de corrente sanguínea associada a cateter intravascular é uma das maiores 

causas de infecção nosocomial e um desafio para tratar. O grau da severidade e persistência 

das infecções têm piorado quando os micro-organismos formam biofilmes. Em contraste com 

infecções causadas por bactérias planctônicas que respondem relativamente bem às terapias 

antimicrobianas padronizadas, bactérias formadoras de biofilme tendem a causar infecções 

crônicas, pelo que as infecções persistem apesar da terapia antibiótica aparentemente 

adequada (Gominet et al., 2017). 

 

 

1.4.2 Caenorhabidtis elegans como modelo experimental de infecção 

 

 

C. elegans são nematódeos que constituem, atualmente, um dos mais importantes 

modelos in vivo empregados em várias áreas de pesquisas. Sua fácil manipulação genética, 

tendo em vista que seu genoma já foi totalmente mapeado, e a facilidade de manutenção, 

contribuíram para seu sucesso e amplo emprego (Leung et al., 2008). Além disso, seu 

pequeno tamanho (~ 1 mm, quando em fase adulta), transparência, rápida reprodução, curto 

ciclo de vida de aproximadamente 21 dias, tratabilidade genética e facilidade de cultura 

usando dieta de E. coli , capacidade de ser congelado e a vantagem única de ser um sistema in 

vivo que possui as facilidades de manuseio encontradas em sistemas in vitro também são 

notáveis. 

Embora apresente estrutura física aparentemente simples, C. elegans possui alta 

complexidade nos níveis celulares e fisiológicos. O interesse pelo modelo consiste no fato de 

que muitos dos processos fisiológicos básicos e respostas ao estresse observados em 

organismos superiores (por exemplo, os seres humanos) são também perceptíveis em C. 

elegans. Apesar de suas vantagens, como qualquer modelo in vivo, há algumas limitações 

intrínsecas em sua aplicação. Por exemplo, ele não possui algumas vias moleculares e, 

também, não recria a completa fisiopatologia de determinadas doenças humanas. Portanto, é 

crucial definir os objetivos da pesquisa e ter em mente as possíveis restrições do modelo 

(Kaletta e Hengartner, 2006).  

Os nematódeos são capazes de distinguir a qualidade dos alimentos, mostrando 

preferência por bactérias com maior valor nutricional (Shtonda e Avery, 2006). Tem sido 
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demonstrado que C. elegans é capaz de diferenciar entre bactérias diferentes através de 

mecanismos de comportamento de proteção contra agentes patogênicos potenciais 

(Schulemburg e Ewbank, 2007). Enquanto a maioria das bactérias atrai C. elegans, algumas 

os repelem e causam um comportamento de repulsão. Curiosamente, C. elegans é capaz de 

aprender a evitar patógenos e usa esse mecanismo como uma alternativa para o sistema 

imunológico adaptativo (Balla e Troemel, 2013; Meisel e Kim, 2014). 

C. elegans foi estabelecido como sistema modelo para a investigação da patogenia e 

fatores de virulência em C. diphtheriae (Ott et al., 2012; Broadway et al., 2013; Antunes et 

al., 2015a, 2015b; Santos et al., 2015a). Em seu habitat natural, composto de material vegetal 

em decomposição, este nematóide se alimenta de bactérias. Apesar de ser um predador de 

bactérias, ele também pode ser infectado por bactérias corineformes nematopatogênicas tais 

como, Microbacterium sp. e Leucobacter SP (Leung et al., 2008). 
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 

Diversos estudos têm demonstrado que pacientes imunocomprometidos, submetidos à 

internação hospitalar, possuem prevalência de infecções, devido à conjugação de fatores 

inerentes ao hospedeiro com fatores inerentes ao ambiente hospitalar. Situações como o uso 

de dispositivos médicos, a realização de procedimentos invasivos e a pressão seletiva de 

antibióticos, podem colaborar para que espécies bacterianas colonizadoras naturais de pele e 

mucosas desenvolvam estratégias de resistência e adaptação, que culminem com o aumento 

da virulência de suas infecções. 

O presente estudo teve como objetivo geral a caracterização de aspectos clínico-

epidemiológicos e microbiológicos de amostras de Corynebacterium spp. isoladas de 

infecções hematogênicas de pacientes atendidos em um hospital terciário. Em cumprimento a 

esta meta os seguintes objetivos específicos foram estabelecidos: 

 

1. Identificar as espécies de bastonetes Gram-positivos irregulares, obtidos de processos 

de infecção e/ou colonização em pacientes hospitalizados, por meio de métodos 

fenotípicos, genotípicos e espectrometria de massa (MALDI-TOF); 

2. Avaliar a prevalência de Corynebacterium spp. oriundos de hemoculturas de pacientes 

hospitalizados; 

3. Avaliar os perfis de resistência aos agentes antimicrobianos das espécies de 

corinebactérias prevalentes; 

4. Analisar o perfil clonal das espécies bacterianas predominantes pela técnica de PFGE; 

5. Avaliar a interação das amostras bacterianas com superfícies abióticas diversas; 

6. Verificar a natureza glicídica do biofilme formado pelas amostras estudadas (produção 

de slime) utilizando meio Vermelho do Congo; 

7. Analisar a composição do biofilme formado pelas amostras estudadas sobre 

superfícies abióticas diversas através de colorações específicas;  

8. Avaliar a ultraestrutura de biofilme através de microscopia eletrônica de varredura; 

9. Analisar a aderência, viabilidade intracelular e persistência de isolados clínicos de 

Corynebacterium spp. em células humanas respiratórias (pneumócitos A549); 

10. Analisar quantitativamente a produção de biofilme pelas amostras estudadas em 

superfícies de vidro e poliestireno; 
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11. Analisar semi-quantitativamente a produção de biofilme pelas amostras estudadas em 

superfícies de poliestireno com e sem adição de dipyridyl.  

12. Avaliar a interação bacteriana in vivo utilizando o modelo experimental nematódeo 

Caenorhabditis elegans;  

13. Verificar a ocorrência de alterações hematológicas significativas em camundongos 

experimentalmente infectados, por via endovenosa, com as amostras estudadas; 

14. Relacionar as espécies de corinebactérias e suas características microbiológicas com a 

topografia, relevância clínica, características da população estudada e os fatores de 

risco associados com a hospitalização, doença de base, procedimentos invasivos e 

exposição à patógenos. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1  Coleta de dados 

 

 

O estudo foi realizado no Hospital Central do Exército (HCE) na cidade do Rio de 

Janeiro, onde foram avaliadas 548 hemoculturas de pacientes que se encontravam internados, 

enviadas ao Laboratório de Análises Clínicas (LAC/HCE) para diagnóstico microbiológico. 

O estudo abrangeu a coorte de pacientes hospitalizados, no período de fevereiro a 

dezembro de 2015, mantidos em diversos setores de internação (CTI geral, CTI coronariano, 

Clínica Médica, Emergência) do Hospital Central do Exército (HCE). Neste trabalho, para 

definição de infecção da corrente sanguínea, utilizamos o critério anteriormente descrito por 

GARNER e colaboradores (1988) e adotado pelo CDC. 

Foram excluídas das análises as repetições de resultados oriundos de coletas com 

intervalos de tempo inferiores a 48 horas. 

 

 

3.2 Considerações Éticas 

 

 

A despeito de não haver interação direta entre a autora e os pacientes, esta pesquisa foi 

aprovada pela Comissão de Ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o n° 

CAAE 40828814.0.0000.5259, versao1/HUPE/UERJ (Anexo I), pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Exército Brasileiro, Gabinete da Diretoria de Saúde do Exército, Brasília – DF, 

sob o Diex nº 226/2014- Sec_Cpc/AEPG/Gabdir – EB: 64446.061592/2014-93 (Anexo II) e, 

também, pelo Comitê de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais CEUA 

/029/2015 (Anexo III). 

Os familiares e/ou pacientes internados no Hospital Central do Exército foram 

convidados a participar da pesquisa e em caso de concordância, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE – (Anexo IV).  
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3.3  Origem, isolamento e estocagem dos micro-organismos 

 

 

As amostras de sangue para hemocultura foram coletadas pela equipe 

multiprofissional que trabalha nas diversas unidades do HCE como parte da rotina de 

assistência aos pacientes. A coleta foi realizada com técnica asséptica e, cada amostra foi 

armazenada em frasco estéril para hemocultura. Após a coleta, o material foi enviado ao 

Laboratório de Análises Clínicas do HCE. 

As hemoculturas identificadas como positivas através do sistema automatizado 

BacT/ALERT (BioMérieux,France), excluídas as repetições, foram selecionadas para a 

pesquisa de bacilos Gram-positivos (BGP) 

Para o isolamento foram utilizados os meios: (1) Agar Sangue de Carneiro a 5%; (2) 

Agar Chocolate com Telurito (ACT-Base de Agar Sangue contendo 5% de sangue 

desfibrinado de carneiro tratado a 80ºC por 5 minutos, sob agitação, acrescido de telurito de 

potássio (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) a 0,07% (concentração final).   

Alíquotas obtidas das hemoculturas foram semeadas por esgotamento em placas de 

ágar sangue (Columbia Agar Base - KASVI - acrescido de 5% de sangue desfibrinado de 

carneiro) e incubadas a 37ºC por 24h a 48h, como procedimento de rotina do HCE, sendo que, 

para o presente estudo, foram repicadas também para placas de ágar chocolate com telurito e 

incubadas a 37ºC por até sete dias. As colônias obtidas foram submetidas a análises morfo-

tintoriais e bioquímicas pelos métodos bioquímicos convencionais, sistema semi-

automatizado API Coryne e por espectrometria de massa (MALDI-TOF - Bruker) para 

identificação das espécies isoladas (Van et al., 2014). 

Adicionalmente foram utilizadas como controles, em diferentes etapas dos 

experimentos, as cepas C. diphtheriae padrão CDC-E8392, clínica BR-CAT5003748, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 e a cepa 

padrão Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Todas as amostras foram estocadas sob congelamento a -20° C em TSB (Tryptic Soy 

Broth -Oxoid™) contendo 20% de glicerol e a temperatura ambiente em meio CTA (Cystine 

Tryptone Agar – Difco Laboratories, Detroit, USA) na Bacterioteca do Laboratório de 

Difteria e Corinebacterioses de Importância Clínica – LDCIC – Disciplina de Microbiologia e 

Imunologia – FCM/UERJ.   
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3.4  Identificação através de provas bioquímicas convencionais 

 

 

As amostras previamente identificadas através do MALDI-TOF foram confirmadas 

pelos teste bioquímicos convencionais, incluindo ensaios de hidrólise da esculina e uréia, 

redução de nitrato, metabolização dos carboidratos em meio de CTA contendo 1% da solução 

dos seguintes açúcares: glicose, maltose, sacarose, ribose, frutose, xilose, manose, arabinose, 

trealose, galactose e manitol; atividades de DNase, gelatinase e pesquisa de fator CAMP 

(Janda, 1998a; Camello, 2008; Koneman, 2010; Funke; Bernard, 2011).  

Para as estirpes bacterianas pertencentes ao Complexo XSMA (formado pelas espécies 

C. xerosis, C. striatum, C. minutissimum e C. amycolatum) foram realizados os seguintes 

testes adicionais: suscetibilidade ao agente vibriostático O/129 (150 cg/disco - 2,4-diamino-

6,7-disopropylpepteridine) (Oxoid), hidrólise da tirosina (Wayters et al, 1998, Almuzara et al, 

2006, Funke; Bernard, 2011). 

 

 

3.5  Identificação através do sistema semi-automatizado API Coryne 

 

 

As amostras bacterianas com morfologia compatível com o gênero Corynebacterium 

foram submetidas a identificação pelo sistema API Coryne (REF 20900, bioMerieux, France). 

Para a preparação da galeria foi adicionada água destilada nos alvéolos da caixa de 

incubação para criar uma atmosfera úmida. A galeria foi retirada da embalagem e colocada na 

caixa de incubação identificada. O inóculo foi preparado a partir de cultura pura de cada 

amostra, previamente, semeada em ágar sangue, com crescimento de 24-48 horas a 37°C. Foi 

preparada uma suspensão bacteriana equivalente ou superior a escala 6 de McFarland na 

ampola API Suspension Medium. Posteriormente esta suspensão foi distribuída nos substratos 

NIT (nitrato) a GEL (gelatina). Cerca de 0,5 mL desta suspensão foi inoculada na ampola API 

GP Medium contendo meio enriquecido (composição: L-Cistina, Triptona bovina, cloreto de 

sódio, sulfito de sódio, vermelho de fenol, água desmineralizada e pH 7.4-7.8) e 

homogeneizada bem, na qual foi distribuída nos substratos O (oxidativo) a GLYG 

(glicogênio). Nos substratos URE (urease), O a GLYG foi adicionado óleo mineral estéril 

para criar uma condição de anaerobiose. A caixa de incubação foi fechada e mantida a 37°C 

por 24 horas.  
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Após o período de incubação foi adicionada uma gota dos seguintes reagentes abaixo 

nos respectivos substratos e a leitura realizada após 10 minutos: 

- Substratos NIT (Redução de nitrato a nitrito): Reagentes NIT1 e NIT2 

- Substrato PYZ (pyrazinamidase): Reagente PYZ 

-Substratos PyrA (pyrrolidonil arilamidase); PAL (fosfatase alcalina); βGUR (beta-

glucuronidase); βGAL (beta-galactosidase); αGLU (alfa-glucosidase); βNAG (N-acetil-β-

glucosaminidase): Reagentes ZYM A e ZYM B. 

Após a leitura das provas enzimáticas a galeria de testes foi incubada por mais 24h e 

foi realizada a leitura definitiva das demais provas bioquímicas.  

A prova da catalase foi realizada utilizando uma gota de peróxido de hidrogênio a 3% 

sobre a colônia crescida no meio TSA e disposta sobre lâmina de vidro.  

O resultado positivo ou negativo atribuído a cada substrato na ficha de resultado, foi 

observado através da mudança de coloração do substrato. Para cada teste foi atribuído um 

valor numérico de acordo com o resultado positivo ou negativo. A identificação das espécies 

foi obtida segundo as instruções do fabricante, a partir da comparação do perfil numérico 

obtido para cada amostra junto ao banco de dados acessado online pelo site do sistema apiweb 

(https://apiweb.biomerieux.com). 

 

 

3.6 Identificação através da técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF 

 

 

A técnica de MALDI-TOF (do inglês, Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – 

Time Of Flight) consiste na análise proteômica microbiana através da ionização das proteínas 

e detectadas em espectrômetro de massa. O espectro é analisado e o padrão comparado 

àqueles depositados na base de dados, originando um grau de concordância com a espécie 

bacteriana anteriormente depositada (Konrad et al., 2010; Alatoom et al., 2012; Bernard et al., 

2012). 

No presente estudo, para a identificação proteômica das amostras foi utilizado o 

aparelho MALDI-TOF (Bruker) do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Central do 

Exército. Foram considerados fidedignos os scores a partir de 1.7 de acordo com BARBERIS 

e colaboradores (2014). 
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3.7 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

 

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi avaliada através do método de disco-

difusão em ágar. A partir de uma cultura pura de cada amostra, foi preparada uma suspensão 

equivalente a 0,5 da escala de McFarland em salina a 0,85%. A suspensão bacteriana foi 

semeada, para formação de uma camada confluente, com auxílio de um swab estéril na 

superfície do meio ágar Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue desfibrinado de 

carneiro e incubado a 37°C por 24 horas. Para as amostras com crescimento lento, a leitura 

final foi realizada após 48 horas de incubação. Os resultados foram analisados através da 

halometria e expressos como sensível (S) resistente (R) e intermediário (I), conforme os 

valores previamente determinados (Martinez-Martinez et al., 1995; Funke et al., 1997; CLSI 

M45, 2015). 

Os seguintes antimicrobianos (Oxoid, Hampshire, UK) foram testados: penicilina 

(10U), ampicilina (30µg), cefotaxima (30µg), cefepime (30µg), ceftriaxona (30µg), imipenem 

(10µg), eritromicina (15µg), clindamicina (2µg), linezolida (30µg), ciprofloxacino (5µg), 

tetraciclina (30µg), gentamicina (10µg), rifampicina (5µg), vancomicina (30µg), 

nitrofurantoína (300µg), amoxilina/Ac.clavulânico (30µg), sulfametoxazol/trimetropim (25 

µg), meticilina (10µg), azitromicina (15µg), daptomicina (2µg), ampicilina/sulbactam (10 

µg), tobramicina (10µg), fosfomicina (200 µg) e mupirocina (200 µg). 

 

 

3.8 Caracterização Genotípica por PFGE 

 

 

Todas as amostras identificadas como C. striatum foram submetidas à análise da 

clonalidade através da técnica de PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) conforme 

anteriormente descrito por BAIO e colaboradores (2013).  

Inicialmente, foi efetuada a extração do DNA genômico. As amostras foram semeadas 

TSA e incubadas a 37°C por 24h, então, foram recolhidas 3 a 4 colônias para semeadura em 

BHI (3 ml) e nova incubação a 37°C por 2h ou até a suspensão atingir a escala 2 de 

McFarland. A seguir 2ml do cultivo foram transferidos para eppendorfs estéreis e 

centrifugados a 8.000rpm por 10min, para obtenção do pellet. O excesso do meio foi retirado 

com o auxílio de ponteira estéril e o pellet foi ressuspenso com 200 µl de tampão PIV, 
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homogeneizado com cuidado e em seguida adicionou-se 200 µl de agarose a 2% a 50ºC 

(NuSieve GTG Lonza, low melting). A mistura foi transferida para os blocos de modelagem e 

refrigerada (2-8ºC por 30min.) para geleificação da agarose. Os blocos formados (com 2mm 

de altura) foram transferidos para tubos identificados contendo 2ml de solução de lise/amostra 

contendo 10U/ml de lisostafina (Sigma-Aldrich), 10U/ml de mutanolisina (Sigma-Aldrich) e 

1mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich) onde permaneceram sob incubação a 37ºC por 24h. 

Após essa incubação a solução de lise foi removida com auxílio de uma pipeta estéril e foram 

adicionados 2 ml do tampão de proteinase K para nova incubação a 50°C overnight. 

Posteriormente efetuou-se a lavagem dos blocos de agarose da seguinte forma por imersão em 

tampão TE (USB, pH 7,5 – 4ml por tubo). O tampão foi trocado de hora em hora com auxílio 

de uma pipeta por 2 dias consecutivos.  

Após as lavagens, os blocos foram transferidos para um tubo contendo 200 µl de 

solução da enzima de restrição Swa I em água ultrapura de acordo com as instruções do 

fabricante. A temperatura e o tempo de incubação também seguiram o protocolo do 

fabricante. Para a realização da eletroforese em gel de agarose foram preparados 2,5 L de 

tampão TBE 0,5X (BioRad) deixando de reserva 100 ml para preparar o gel de agarose a 

1,2%. Na cuba de corrida 2,4 litros do tampão TBE 0,5X foram colocados e a temperatura do 

aparelho ajustada para 13°C no CHEF DRII system (Bio-Rad). Enquanto isso, a solução com 

a enzima de restrição, foi cuidadosamente retirada para não danificar os blocos e os mesmos 

foram colocados em microtubos para serem dissolvidos a 68°C ou 69°C em termobloco 

previamente aquecido.  

O PFGE foi realizado em géis de agarose 1,2% com pulsos de 1-30 segundos por 22 

horas e sob tensão de 6V/cm e angulação de 120º. Alíquotas de 50 µl foram aplicadas no gel 

para a corrida. Após a corrida o gel foi transferido para um recipiente pequeno, coberto com 

de água destilada e adicionado de 80 µl de solução de brometo de etídio (Promega, 10 

mg/ml).  

Finalmente, o gel foi corado por 30 minutos e descorado por 30 minutos e submetido a 

radiação UV para revelação das bandas formadas e captura de imagem. 

Os perfis de PFGE foram analisados utilizando comparação visual entre as amostras e 

com auxílio de análise automatiza pelo programa Bionumerics versão 6.0. Os coeficientes de 

similaridade de Dice foram calculados com uma tolerância de posicionamento de banda de 

1,5%. Os isolados foram agrupados em pulsotipos considerando-se a similaridade de bandas 

mínima de 80% de acordo com o critério descrito por TENOVER e colaboradores (1995). 
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3.9 Caracterização da Virulência 

 

 

As amostras clínicas C. striatum HCE-BR58 e amostras clínicas C. amycolatum HCE-

BR326, HCE-BR395 e HCE-BR528 foram selecionadas para a investigação de aspectos da 

virulência através dos ensaios de produção e caracterização de biofilme em superfícies 

abióticas, interação com células humanas, ensaios de infecção experimental em modelos 

nematódeos e animais. 

 

 

3.9.1 Avaliação das propriedades adesivas e da formação de biofilme  

 

 

3.9.1.1 Preparo das suspensões bacterianas  

 

 

As amostras de C. striatum e C.amycolatum foram previamente cultivadas em estufa a 

37oC por 48 horas em placas de TSA (Trypticase Soy Agar, Oxoid™). Suspensões 

bacterianas foram preparadas em TSB (Tripticase Soy Broth, Oxoid™) na turbidez 

equivalente a densidade óptica de 0,2 a 550nm (~108 UFC/ml).  

 

 

3.9.1.2 Análise qualitativa da produção de biofilme em vidro  

 

 

Tubos de ensaio (15x100 mm) contendo 6 mL de TSB foram inoculados com amostras 

de C. striatum e C. amycolatum (~108 UFC/ml) e incubados por 48 horas a 37°C. Após esse 

período, cada cultura foi levemente homogeneizada por 5 segundos para remover células 

bacterianas não aderentes a superfície do vidro e o meio de cultivo foi dispensado. Novo meio 

de cultura foi adicionado aos tubos que foram reincubados por mais 48 horas, esse processo 

foi repetido duas vezes. Após o terceiro descarte do meio de cultura, os tubos foram 

gentilmente lavados com PBS pH 7,2, colocados para secar a 37ºC por 16h (“overnight”), 

corados por 5 minutos com solução de cristal violeta a 2%. Os padrões de aderência revelados 

foram classificados de acordo com os seguintes critérios: I – bactérias aderidas nas laterais do 
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tubo de vidro e na interface entre o meio de cultura e o ar; II – bactérias aderidas nas laterais 

do tubo de vidro; III – bactérias formando um anel na interface entre o meio de cultura e o ar; 

e IV – ausência de bactérias aderidas (Mattos-Guaraldi; Formiga, 1991).  

 

 

Figura 2: Padrões de aderência na formação de biofilme em tubos de vidro 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Padrões de aderência na formação de biofilme em tubos de vidro.  
Fonte: A Autora, 2018 

 

 

3.9.1.3 Análise quantitativa da produção de biofilme em vidro  

 

 

Lamínulas de vidro (13mm), foram dispostas com o auxílio de uma pinça em uma 

placa de 24 poços e posteriormente cobertas com 500µl da suspensão bacteriana das amostras 

em estudo. Após a incubação por 48 horas a 37ºC, retirou-se a suspensão bacteriana e os 

poços foram preenchidos com TSB e a placa retornou para a estufa por mais 48h. Esta troca 

de meio de repetiu por mais uma vez e após as últimas 48h de incubação, as lamínulas foram 

lavadas em PBS e o biofilme formado sobre a superfície foi quantificado, após extração por 

abrasão utilizando areia estéril (Vórtex multifuncional K40-1010, velocidade máxima por 1 

minuto), através de contagem de células sésseis viáveis em TSA (UFC/ml) conforme 

previamente descrito (Brun-Bruisson et al.,1987; Dooley et al., 1996).  

 

 

Padrões de aderência 

(I) Lateral e anel na interface ar-meio; 

(II) Lateral do tubo somente; 

(III) Anel na interface ar-meio; 

(IV) Não aderente. 
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3.9.2 Determinação do padrão de aderência à superfície de poliestireno 

  

 

3.9.2.1 Análise semiquantitativa da formação de biofilme em superfície de poliestireno (com e 

sem adição de Dipyridyl) 

 

 

A produção de biofilme foi avaliada semiquantitativamente através de uma 

modificação do método descrito previamente por Stepanovic (2000). Duzentos microlitros das 

suspensões bacterianas (108 bactérias/ml) com densidade óptica (DO) 0,2 a 550nm, colocados 

em placas de 96 poços de fundo reto (Nunc®) e incubados por 48h a 37ºC. As amostras 

utilizadas foram: HCEBR-58 (C. striatum), HCEBR-326, HCEBR-395 e HCEBR-528 (C. 

amycolatum), como controle positivo foi utilizada a amostra C. diphtheriae BR-CAT5003, e 

como controle negativo, foi utilizado tubo contendo TSB (Tryptic Soy Broth) estéril. 

Ao término da incubação, os poços foram lavados 2 vezes com PBS (0,01M; pH 7,2).  

Duzentos microlitros (200 µl) de cristal violeta a 2% foram adicionados em cada poço e, após 

5 minutos, a placa foi lavada exaustivamente com água destilada e submetida à secagem à 

temperatura ambiente. Posteriormente, cento e sessenta microlitros (160µl) de ácido acético 

glacial a 33% foram adicionados aos poços, para eluição do corante.  

Para a avaliação da formação de biofilme em superfície de poliestireno com dipyridyl, 

o procedimento foi idêntico ao descrito anteriormente, exceto pela adição de 5,0 μl de uma 

solução do quelante de ferro, 2,2 dipyridyl a 400mM em 3,0 ml de TSB, às suspensões 

bacterianas, propiciando um cultivo em condições de privação de ferro, conforme descrito 

anteriormente por MOREIRA e colaboradores (2003). 

A absorbância (DO) de cada poço foi aferida utilizando-se espectrofotômetro 

apropriado (leitor de ELISA; Bio-Rad, modelo 550), em comprimento de onda de 570nm. As 

amostras foram classificadas em quatro categorias com base na DO: não-aderentes (0: 

DO<DOC), fracamente (+: DOC<DO ≤ 2x DOC), moderadamente (+ +: 2x DOC<DO≤ 4x 

DOC), ou fortemente (+ + +: 4x DOC ≤ DO) aderente, com base na densidade óptica das 

suspensões bacterianas (Stepanovic  et al., 2000 e Gomes et al., 2009). 
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3.9.2.2 Análise quantitativa da produção de biofilme em poliestireno 

 

 

Lamínulas de Thermanox® (Nunc) de 13mm foram depositadas em placas de cultivo 

celular de 24 poços, sendo imersas em 500 μl das suspensões bacterianas em estudo, foram 

processadas conforme descrito no item 3.9.1.3, porém, com uma única troca do meio TSB 

após 48h de incubação. Posteriormente, foi realizada análise quantitativa através de extração 

das células sésseis por abrasão utilizando areia através da contagem de viáveis em placas 

contendo meio Tripticase Soy Agar (Brun-Bruisson et al.,1987; Dooley et al., 1996).  

 

 

3.9.2.3 Análise ultraestrutural do biofilme formado através de Ensaios de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV)  

 

 

Para análise ultraestrutural de biofilme formado na superfície de substratos abióticos 

(poliestireno) os ensaios de MEV foram realizados conforme descrito anteriormente (Gomes 

et al., 2009, Souza et al., 2015). Lamínulas de Thermanox™ (Nunc) estéreis foram 

adicionados aos poços de placas de cultura de células de 24 poços estéreis (TPP, EUA). Em 

seguida, 1 mL de suspensão bacteriana preparada em meio TSB (Himedia, Índia) na 

concentração correspondente a D.O. 0.2 a λ= 550nm foi adicionada aos poços contendo 

lamínulas e a microplacas foram incubadas por 48 horas a 37ºC. Após o período de 

incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado e lavado duas vezes com 1 ml de solução 

salina estéril. Posteriormente, as lamínulas infectadas foram fixadas em solução de 

glutaraldeído a 2,5%, pós-fixadas com tetróxido de ósmio a 1%, desidratadas em soluções de 

crescentes concentrações de etanol, submetidas ao ponto crítico com dióxido de carbono e 

metalizadas com nanopartículas de ouro. A análise da ultraestrutura do biofilme bacteriano 

formado na superfície das lamínulas foi realizada em microscópio eletrônico de varredura 

JEOL JSM 5310, do Centro Universitário Estadual da Zona Oeste (UEZO). 
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3.9.2.4 Análise da composição do biofilme formado sobre superfícies abióticas diversas 

através de colorações específicas 

 

 

O biofilme foi formado sobre lamínulas de vidro em placa de 24 poços, em caldo TSB 

(Trypticase Soy Broth - Difco) por 48h/37°C, com troca de meio após um período de 24h. 

Passadas 48h, o meio foi removido e a lamínula foi lavada duas vezes com 500 µl 

(microlitros) de PBS, após a lavagem o biofilme foi fixado com 500 µl (microlitros) de 

metanol por 5 minutos. Após a fixação foi corado Coomassie Blue 0,02% por 15 minutos e 

safranina 0,1% por 5 minutos. Terminada a coloração a lamínula foi novamente lavada com 

PBS e montada na lâmina para coloração de gram com EntellanTM (Merck) por 48h. As 

lamínulas foram observadas pelo microscópio Axioplan 2 (Zeiss Oberkochen, Ge). 

 

 

3.9.2.5 Verificação da natureza glicídica do biofilme formado (produção de slime) utilizando 

meio Vermelho do Congo 

 

 

O ensaio realizado pelo método do meio Ágar Vermelho do Congo (AVC), proposto por 

Freeman, Falkiner e Keane (1989), possibilitando a detecção de componentes de superfície 

bacteriana de natureza polissacarídica, com base nas características apresentadas pelas 

colônias. As amostras foram semeadas como spots de 10 µL de suspensão bacteriana 

preparada em tampão PBS pH 7,2 com turbidez equivalente a 0,5 na escala nefelométrica de 

McFarland (~108 UFC/mL) a partir de culturas crescidas por 24 horas a 37ºC e mantidas após 

esse período em temperatura ambiente por 24h. 

Os resultados foram interpretados com base nas características coloniais de crescimento 

no meio de cultura. As amostras cujos spots apresentaram coloração negra e aspecto seco 

foram consideradas como reação positiva no teste, enquanto as amostras que apresentaram 

coloração vermelha e aspecto liso foram caracterizadas como negativas. Crescimentos com 

coloração vermelha que apresentem progressivo escurecimento, contudo sem apresentar 

consistência seca são considerados como resultado indeterminado (Freman, Falkiner; Keane 

1989). Para essa última reação é utilizada a denominação bordeaux, introduzida na literatura 

por ARCIOLA e colaboradores (2002).  



57 
 

 

3.10  Análise Estatística  

 

 

Os resultados foram analisados e tratados estatisticamente (análises paramétricas e não 

paramétricas) através de programa estatístico Prisma (GraphpadPrism versão 4.0) e foram 

consideradas diferenças significativas quando P< 0.05. Cada ensaio foi realizado em triplicata 

em, pelo menos, três experimentos independentes. Foram utilizados testes Tukey (ANOVA) e 

T de Student não pareado de acordo com os ensaios analisados. 

 

 

3.11 Ensaios de interação celular 

 

 

3.11.1 Cultivo e preparo do inóculo bacteriano  

 

 

Para a realização dos ensaios de aderência em cultura de células, optou-se pela 

utilização de células de linhagem A549 (pneumócitos humanos), visto que C. striatum e C. 

amycolatum, foram previamente referidos como potenciais agentes etiológicos de pneumonias 

nososcomiais. Cultivos estacionários foram lavados e ressuspensos em meio de cultura 

DMEM/F12 (Eagle’s Minimal Essential medium; Sigma chemicalco.,St Louis, MO, USA) 

modificado por Dulbeco suplementado com F12; o inóculo bacteriano foi ajustado para uma 

contagem de 107 UFC/ml, equivalente à D.O. 0,1 de absorbância ( = 570nm) aferida em 

espectrofotômetro B295 II (Micronal). Durante os experimentos, as monocamadas foram 

infectadas com 106 UFC/ml (MOI de 100). As contagens de unidades formadoras de colônias 

por mililitro (UFC/ml) das suspensões bacterianas utilizadas como inóculo, sobrenadantes de 

cultivos infectados e lisados diversos, foram realizados por diluição seriada e cultivo em 

placas para contagem de colônias. Nosso estudo foi realizado, inicialmente nos tempos de 

infecção de 3h, 6h (Hirata Jr et al., 2004). 
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3.11.2 Cultivo das células eucarióticas  

 

 

3.11.2.1 Cultivo e manutenção de pneumócitos humanos (A549) 

 

 

Células A549 (pneumócitos humanos) foram mantidas sob congelamento em 

nitrogênio líquido e após o descongelamento foram cultivadas em estufa de CO2, 95% de 

umidade relativa, a 33ºC, em garrafas de 75 cm2 em meio DMEM/F12, acrescido de 10% de 

SFB, suplementado com L-glutamina 2,5mM, gentamicina 50 μg/mL e fungizona 2,5 μg/mL. 

As células foram tripsinizadas e destacadas com meio de cultura completo. Quantidades 

equivalentes a 5,0 x 106 células/ml foram utilizadas para a obtenção de tapete confluente para 

os ensaios de aderência e invasão celular em placas de cultura de células de 96 orifícios 

(Corning, USA).  

 

 

3.11.2.2 Ensaios de interação com pneumócitos humanos (A549)  

 

 

As células bacterianas foram lavadas três vezes com PBS (0,01M; pH 7,2) e 

ressuspensas em DMEM até alcançar a D.O. 0.2 (= 570nm). As monocamadas celulares 

preparadas em placas de poliestireno de 96 poços foram infectadas com 100µl das suspensões 

bacterianas e incubadas em atmosfera de 5% de CO2. 

Após os períodos de infecção, alíquotas do meio de cultivo celular foram reservadas 

para a contagem de bactérias viáveis livres no sobrenadante e os tapetes celulares foram 

lavados 3 vezes com PBS para eliminação das bactérias não associadas e de resíduos do meio 

de cultivo celular. Os tapetes celulares foram, então, tratados com PBS contendo 0,1% de 

Triton X100 por 30 segundos, para que as células fossem lisadas. As alíquotas reservadas dos 

sobrenadantes e os lisados celulares foram diluídos e plaqueados em TSA (Trypticase Soy 

Agar - Sigma Chemical Co. St. Louis, USA), permitindo a contagem de bactérias viáveis 

associadas ao tapete. 

Parte dos poços foi reservada para o ensaio de exclusão com antimicrobiano, sendo 

expostos a 100L de solução de vancomicina (5 μg/ml) durante 1 hora, com a finalidade de 

eliminar bactérias extracelulares aderidas às monocamadas permitindo a contagem de 
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bactérias internalizadas. As contagens resultaram no número total de bactérias associadas ao 

tapete (intracelulares + extracelulares) e no número de bactérias ocupando localização 

intracelular. Os percentuais de aderência foram calculados a partir das relações entre os 

números de bactérias associadas com as contagens de bactérias viáveis no sobrenadante 

somado ao número de células viáveis associadas às monocamadas. Já os percentuais de 

internalização foram calculados a partir da relação entre o número de bactérias viáveis 

intracelulares e o número de bactérias associadas (Hirata Jr, 2004; Santos et al., 2010). 

De forma similar ao ensaio de exclusão, alguns poços foram reservados para a 

avaliação da persistência, sendo, após a incubação de 3h e 6h, lavados e reincubados com 100 

μl de meio contendo vancomicina (5μg/mL) por 24 horas para a eliminação de bactérias 

extracelulares. Em seguida, as monocamadas celulares foram novamente lavadas e lisadas. O 

lisado obtido foi diluído e plaqueado em TSA. As placas foram incubadas por 48 horas a 

37°C e as colônias foram contadas, obtendo-se o número de UFC/ml no lisado. 

 

 

3.12 Ensaios com modelos in vivo 

 

 

3.12.1 Caenorhabditis elegans como modelo de infecção in vivo 

 

 

Os ensaios foram realizados conforme descrito previamente sendo analisados pelo 

método de sobrevida de Kaplan-Meier (Bono e Bargmann, 1998; Browning et al., 2013; 

Antunes et al., 2015a, 2015b; Santos et al., 2015a). Resumidamente, C. elegans N2, foram 

mantidos em placas contendo meio de crescimento de nematódeos (NGM) durante cerca de 

sete dias a 20 °C. Vinte vermes na fase larval L4 foram selecionados e transferidos para 

placas semeadas com 20 µl das suspensões bacterianas (D.O. 0,1 =570nm). Os vermes foram 

avaliados diariamente após a infecção e os indivíduos mortos foram contados e removidos a 

cada 24 h por 5 dias. Para cada cepa, 60 nematóides (ensaios em triplicata) foram utilizados. 

A cepa E. coli OP50 foi utilizado como controle negativo. 
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3.12.2  Inoculação de amostras bacterianas em camundongos 

 

 

As amostras C. striatum HCE-BR58 e C. amycolatum HCE-BR326, HCE-BR395 e 

HCE-BR528 foram submetidas à investigação de mecanismos de infecção e disseminação via 

hematogênica, utilizando-se, como modelo experimental in vivo, treze camundongos Swiss-

Webster, de 12 semanas de idade, sexo feminino, mantidos separados em caixas de acordo 

com as amostras estudadas, e aclimatizados durante uma semana antes da realização do 

experimento. Todos os procedimentos com camundongos ocorreram no biotério da UERJ. 

As amostras foram cultivadas em TSB (Tryptic Soy Broth) e o inóculo bacteriano 

contendo 1x109 UFC por amostra teve como veículo solução salina estéril. Os animais foram 

infectados através da veia caudal com 0,1 ml do inóculo (Figura 3); três animais foram 

reservados como controles-negativos e inoculados somente com solução salina estéril. Os 

camundongos foram então observados durante o período de uma semana em relação à 

formação de lesões cutâneas (úlceras) e artrite, modificação de comportamento e eventual 

óbito. Ao fim do período de observação, os animais foram anestesiados via intraperitonial 

com quetamina (75-150mg/kg) e xilazina (10mg/kg), o sangue coletado (1 mL) através de 

punção cardíaca e envasados em tubos de coleta pediátricos contendo solução anti-coagulante 

(EDTA K2). Antes da coleta, uma gota de EDTA foi aspirada pela agulha para evitar a 

formação de trombos no momento da coleta.  A análise clínica do sangue foi realizada no 

mesmo dia em Contador Hematológico Automatizado Veterinário Sysmex® - Poch 100 iV. 

Ao fim do experimento os animais foram eutanasiados por exsanguinação sob anestesia em 

estrito acordo com leis brasileiras de ética em experimentação animal (CONCEA, 2013). A 

análise dos valores hematológicos encontrados foi realizada tendo por referência o trabalho de 

SANTOS e colaboradores (2016). 
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Figura 3: Ensaios com camundongos Swiss Webster 

                

Legenda – A: Inoculação da suspensão bacteriana na veia caudal; B: Punção cardíaca para obtenção de amostra 
para hemograma. 

Fonte: A Autora, 2018. 

 

A B 
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4.  RESULTADOS 

 

 

4.1 Aspectos clínico-epidemiológicos das infecções por BGP 

 

 

Neste trabalho foram investigadas 548 hemoculturas, coletadas de fevereiro a 

dezembro de 2015, de onde foram identificadas 19 hemoculturas positivas para Bacilos Gram-

positivos, oriundas de 15 pacientes internados em um Hospital Terciário da Região 

Metropolitana do Rio de Janeiro (Hospital Central do Exército). As principais características 

clínicas dos pacientes de onde foram isoladas as cepas de bacilos Gram-positivos estão 

descritas no Quadro 1.  

Quanto ao tempo de internação, observamos que os pacientes infectados por C. 

striatum apresentaram os tempos de internação mais extensos (aproximadamente 7 semanas), 

além disso, observando a coorte estudada nota-se que o grupo de pacientes hemoculturas 

positivas para corinebactérias apresentou média de tempo de internação (aproximadamente 

5,5 semanas) significativamente mais elevado em comparação aos demais (aproximadamente 

1,5 semanas). Dos cinco pacientes de onde foram isoladas amostras de C. striatum (excluídas 

as repetições) quatro evoluíram ao óbito, um percentual de 80% de óbito. Com relação a C. 

amycolatum, dos três pacientes, um evoluiu a óbito durante o período de estudo.  

 

 

4.2 Caracterização fenotípica  

 

 

4.2.1 Testes Bioquímicos Convencionais, Sistema APICoryne e MALDI-TOF 

 

 

Através da espectrometria de massa foram identificadas as seguintes espécies C. 

striatum (n=07), C. amycolatum (n=03), C. aurimucosum (n=01), C. minutissimum (n=01), 

Brevibacterium ravenspurgense (n=01), Dietzia maris (n=01), Listeria monocytogenes 

(n=02), Tsukamurella paurometabola (n=01). Adicionalmente duas amostras não foram 

identificadas pelos métodos bioquímicos convencionais, nem pelo MALDI-TOF sendo 

indicadas como prováveis espécies C. propinquum com 55.9% e 89,7% e Rhodococcus equi 
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com 10,5% e 7, 9% de certeza pelo sistema semi-automatizado ApiCoryne respectivamente e 

aguardam identificação genotípica. Os algoritmos do Sistema Api Coryne System e do 

MALDI-TOF estão caracterizados no Quadro 2. 
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Quadro 1. Aspectos clínico-epidemiológicos de 15 pacientes, internados em Hospital 

Terciário do Rio de Janeiro, de fevereiro a dezembro de 2015, com hemoculturas 

positivas para bacilos Gram-positivos (n=15). 

Amostra Coleta Setor Comorbidade 
Dispositivos 

médicos 
TI* 

(dia) 
Evolução 

Sexo/Idade 
(anos) 

Isolado(s) 

20 Fev/15 CTI 
Convulsão/ 
pneumonia 

CAT e TOT 10 Alta M/20 
C. striatum  e 

S. epidermidis 

176 Fev/15 150C ITU CAT e SU 90 Óbito M/67 
C. propinquun e 

E. aerogenes 

283 Mar/15 DIP ITR CAT e TOT 11 Alta M/52 T. paurometabola 

05 Mai/15 COR 

Infarto e 
espessamento 

de válvula 
aórtica  

CAT, SU e 
TOT 

9 Alta M/85 B. ravenspurgense 

610 Jun/15 CTI 
Pneumonia/ 

Hipotireodismo 
CAT e TOT 60 Óbito F/73 C. striatum 

426 Jul/15 150D 
Câncer 

(pâncreas) 
CAT e SU 5 Alta M/85 

Dietzia maris e 
Burkholderia 

58 Ago/15 CTI 
Febre/ 

ITU/Sepse 
CAT e TOT 120 Óbito F/74 C. striatum 

68 Ago/15 CTI 
Febre/ 

ITU/Sepse 
CAT e TOT 120 Óbito F/74 C. striatum 

114 Ago/15 CTI IRA CAT e TOT 45 Óbito F/60 
C. striatum  e  

S. haemolyticus 

306 Ago/15 CTI IRA CAT e TOT 45 Óbito F/60 C. striatum 

322 Ago/15 150C ITU CAT e SU 10 Alta F/87 Corynebacterium 

326 Ago/15 UER AVC CAT 4 Alta F/82 C. amycolatum 

528 Ago/15 150C Pneumonia CAT 14 Alta F/86 C. amycolatum 

395 Out/15 CTI Pneumonia CAT e TOT 21 Óbito M/86 C. amycolatum 

398 Out/15 CTI Pneumonia CAT e TOT 21 Óbito M/86 C. minutissimum 

478 Out/15 150C Câncer CAT 20 Óbito M/67 L. monocytogenes 

481 Out/15 150C Câncer CAT 20     Óbito M/67 L. monocytogenes 

488 Out/15 150A ITU CAT 28 Alta M/33 
C. aurimucosum e 

E. coli 

88 Dez/15 CTI Choque CAT e TOT 8 Óbito F/84 
C. striatum e  

S. capitis 
Legenda: CTI, Centro de Tratamento Intensivo; 150, Ala do Setor de Clínica Médica; DIP, Setor de Doenças Infecto-

parasitárias; COR, CTI coronariana; UER, Repouso da Unidade de Emergência; *TI, Tempo de Internação; 
AVC, Acidente Vascular Cerebral; ITU, Infecção do Trato Urinário; ITR, Infecção do Trato Respiratório; 
IRA, Insuficiência Renal Aguda; CAT, Cateter Venoso; TOT, Tubo Oro-traqueal; SU, Sonda Urinária. 

Fonte: A Autora, 2018. 
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Figura 4: Testes fenotípicos e crescimento em meios de cultivo de Corynebacterium spp. 

isolados de hemoculturas de pacientes internados em Hospital Terciário. 

 

            

              
Legenda- A- Sistema semi-automatizado Api-coryne; B- crescimento de colônias de C.amycolatum em ágar 

chocolate telurito (ACT) revelando pigmentação escura devido à redução do Telurito de Potássio; C- 
Teste de CAMP positivo para amostras de C. striatum revelando o sinergismo com a hemolisina de S. 
aureus; D- Prova da Tirosina positiva para amostras de C. striatum revelando a formação de halo de 
hidrólise na periferia do crescimento microbiano.  

Fonte: A Autora, 2018 
 

A B 

C D 
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Quadro 2. Identificação das amostras de bacilos Gram-positivos isoladas de hemoculturas de 

pacientes internados em Hospital Terciário do Rio de Janeiro, de fevereiro a 

dezembro de 2015, através dos métodos convencionais, Sistema semi-automatizado 

Api Corine e MALDI-TOF a partir de culturas mono e polimicrobianas (n=19). 

 

Amostra 
ApiCoryne MALDI-TOF Microorganismos isolados em 

Espécie código Espécie Score Agar Sangue ACT 

20 C. striatum/amycolatum 2100105 C. striatum 2.342 S. epidermidis 
C. striatum e  

S. epidermidis 

176 C. propinquum 1100004 NI 1.476 E. aerogenes C. propinquun  

283 Arthrobacter spp. 6550004 T. paurometabola 1.971 T. paurometabola T. paurometabola 

05 C. propinquun 0000004 B. ravenspurgense 2.130 B. ravenspurgense B. ravenspurgense 

610 C. striatum/amycolatum 2000105 C. striatum 2.377 C. striatum e CGP C. striatum 

426 NR - Dietzia maris 2.077 Burkholderia e CGP Dietzia maris 

58 
C.accolens/ 

C. striatum/amycolatum 
3000105 C. striatum 1.996 C. striatum C. striatum 

68 C. striatum/amycolatum 2100105 C. striatum 1.783 C. striatum C. striatum 

114 C. striatum/amycolatum 6000105 C. striatum 2.368 
C. striatum e  

S. haemolyticus 
C. striatum 

306 C. striatum/amycolatum 2000105 C. striatum 1.967 C. striatum C. striatum 

322 C. propinquum 0100004 NI 1.133  Corynebacterium 

326 
Brevibacterium/  
C. diphtheriae 

0510324 C. amycolatum 2.116 
C. amycolatum e  

S. epidermidis 
C. amycolatum 

528 C. striatum/amycolatum 3100514 C. amycolatum 2.135 C. amycolatum C. amycolatum 

395 
Brevibacterium/  
C. diphtheriae 

1510324 C. amycolatum 2.076  C. amycolatum 

398 NR - C. minutissimum 2.146  C. minutissimum 

478 NR - L. monocytogenes 2.298 L. monocytogenes L. monocytogenes 

481 NR - L. monocytogenes 2.344 L. monocytogenes L. monocytogenes 

488 NR - C. aurimucosum 2.089 E. coli C. aurimucosum 

88 NR - C. striatum 2.385 S. capitis C. striatum 

Legenda: NR; Ensaio não realizado; NI; Não identificado; CGP, Cocos Gram positivos; , sem crescimento após 48 
horas de incubação. 

Fonte: A Autora, 2018. 
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4.2.2 Análise dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos  
 

 

Todas as amostras de C. striatum (HCEBR-20, HCEBR-58, HCEBR-68, HCEBR-114, 

HCEBR-306, HCEBR-610, HCEBR-88) mostraram resistência a todos os antimicrobianos 

testados (perfil de multirresistência - MDR), exceto para Linezolida, Vancomicina e Tetraciclina 

(Quadro 3).  

As amostras identificadas como C. amycolatum (HCEBR-326, HCEBR-395 e HCEBR-

528) revelaram perfis de susceptibilidade diversos frente aos antimicrobianos testados. 
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Quadro 3. Perfis de susceptibilidade de amostras de Corynebacterium striatum e 

Corynebacterium amycolatum aos agentes antimicrobianos avaliados pelo teste 

de difusão em disco (n=10). 

Espécie 

 

Antimicrobiano 

Corynebacterium striatum 

 

C. amycolatum 

BR20 BR58/68  BR88 BR114/306  BR610 BR326 BR395 BR528 

Penicilina R R  R R  R R R S 

Amoxilina/Clavulanato R R  R R  R NR NR NR 

Ampicilina R R  R R  R R R S 

Ampicilina/Sulbactam R R  R R  R R S S 

Cefotaxima R R  R R  R S S S 

Ceftriaxona R R  R R  R S S S 

Cefepime R R  R R  R S S S 

Meticilina R R  R R  R S S S 

Imipenem R R  R R  R S S S 

Gentamicina R R  R R  R S S S 

Tobramicina R R  R R  R S R S 

Rifampicina R R  R R  R S S S 

Tetraciclina S S  S S  S R S R 

Eritromicina R R  R R  R R R R 

Azitromicina R R  R R  R R R R 

Clindamicina R R  R R  R I S R 

Linezolida S S  S S  S S S S 

Sulfametox/Trimetoprim R R  R R  R R S R 

Ciprofloxacina R R  R R  R R S S 

Nitrofurantoína R R  R R  R R R R 

Daptomicina R R  R R  R R R R 

Mupirocina R R  R R  R R R R 

Fosfomicina R R  R R  R R R R 

Vancomicina S S  S S  S S S S 
R – Resistente ao antimicrobiano; I – Intermediário; S – Sensível. 
Fonte: segundo Martinez-Martinez et al., 1995; Funke et al., 1997 e CLSI M45, 2014. NR – Não realizado. 
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4.3 Caracterização Genotípica 

 

 

4.3.1 Análise do polimorfismo através de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) 

 

 

As cepas identificadas como Corynebacterium striatum foram submetidas à análise do 

polimorfismo do DNA cromossomial através de ensaios de Eletroforese em Campo Pulsado. 

Os ensaios de PFGE (Figura 5) revelaram que todas as amostras pertencem a um único 

pulsotipo, designado como pulsotipo IC, com base na similaridade observada em relação a 

amostras oriundas de Hospital Universitário do Estado do Rio de Janeiro.  

 

 

Figura 5: Eletroforese em campo pulsado de amostras de Corynebacterium striatum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Eletroforese em campo pulsado de amostras de Corynebacterium striatum oriundas de Hospital 
Terciário da região metropolitana do Rio de Janeiro. Em A e PM – peso molecular; B - amostra HCE-
BR020; C e 1 – HCE-BR058; D e 2 – HCE-BR88; E – HCE-BR306; F – HCE-BR610; 3 - BR2308 
(pulsotipo I) e 4 – BR2230 (pulsotipo VI).  

Fonte: A Autora, 2018 

D E F A B C 

PM           1          2         3         



70 
 

 

4.4 Caracterização da Virulência 

 

 

4.4.1 Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofílico (vidro) 
 

 

Quanto à capacidade de formar biofilme sobre substrato hidrofílico, todas as cepas de 

C. striatum e C. amycolatum estudadas foram capazes de produzir biofilme sobre o vidro 

apresentando perfis idênticos. A Figura 6 ilustra a aderência das amostras de C. striatum na 

superfície do vidro. 

Apesar das amostras apresentarem perfis idênticos de aderência ao vidro a análise 

quantitativa da produção de biofilme revelou diferenças entre as cepas analisadas. As cepas C. 

amycolatum HCE-BR326 e C. striatum HCE-BR58 revelaram respectivamente, as maiores 

(1,67x109 UFC/ml) e menores (1,13 x107 UFC/ml) contagens de formas sésseis viáveis, 

enquanto as demais cepas, C. amycolatum HCE-BR395 (2,15 x 107 UFC/ml) e HCE-BR528 

(2,70 x 107 UFC/ml) não diferiram entre si (P=0,16) 

 

Figura 6: Padrões de formação de biofilme em vidro de amostras de C. striatum e C. 

amycolatum.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda. Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofílico (vidro) por cepas C. striatum e C. amycolatum 

oriundas de hospital terciário da região metropolitana do Rio de Janeiro. (A) Análise qualitativa da 
produção de biofilme em vidro. (C+) Cepa C. diphtheriae BR-CAT5003 utilizada como controle 
positivo. (C-) Tubo contendo TSB utilizado como controle negativo nesse ensaio. Cepas C. striatum 
HCE-BR58 e C. amycolatum HCE-BR326, HCE-BR395 e HCE-BR528 apresentam perfil tipo I. (B) 
Análise quantitativa da produção de biofilme em vidro. As cepas C. amycolatum HCE-BR326 e C. 
striatum HCE-BR58 revelaram respectivamente, as maiores e menores contagens de formas sésseis 
viáveis, enquanto as demais cepas não diferiram entre si.  

Fonte: A Autora, 2018. 
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4.4.2  Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico (poliestireno) 
 

 

Os resultados da análise semiquantitativa da produção de biofilme estão representados 

pelas médias das densidades ópticas (D.O.) e seus desvios padrões no Gráfico 1.  

A princípio, todas as amostras analisadas foram fortemente aderentes ao poliestireno 

(DO> 4x DOc). A amostra C. amycolatum HCE-BR326 (3,79 ±0,09) apresentou maior 

produção (P<0,05) de biofilme enquanto que as demais amostras não diferiram entre si 

(P>0,05). 

 

 

Gráfico 1: Produção de biofilme em poliestireno 

 

 

Legenda. Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico (poliestireno) por amostras oriundas de 
hospital terciário da região metropolitana do Rio de Janeiro. Análise semiquantitativa da produção 
de biofilme em poliestireno. Em verde: cepa C. striatum HCE-BR58; azul: cepa C. amycolatum 
HCE-BR326; preto: cepa C. amycolatum HCE-BR395; rosa: cepa C. amycolatum HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 
 

 

Os resultados da análise quantitativa da produção de biofilme por contagem de células 

sésseis viáveis (UFC/ml) estão apresentados no Gráfico 2, esta análise revelou que todas as 

amostras estudadas diferem entre si, com maiores valores de viabilidade para as amostras de 

C. amycolatum. 
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Embora a amostra C. amycolatum HCE-BR326 tenha apresentado maior produção de 

biofilme em poliestireno pela análise semiquantitativa, esta apresentou menores contagens de 

células sésseis viáveis (3,88 x 104 UFC/ml). A amostra C. amycolatum HCE-BR395 foi a que 

apresentou as maiores contagens de células viáveis (2,12 x 109 UFC/ml), seguida da amostra 

C. amycolatum HCE-BR528 (1,27 x 109 UFC/ml) e finalmente da amostra C. striatum HCE-

BR58 (1,47x107 UFC/ml). 

 

 

Gráfico 2: Análise quantitativa da produção de biofilme em lamínulas de Thermanox 

 

Legenda. Produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico (poliestireno) por asmostras oriundas de 
Hospital Terciário da região metropolitana do Rio de Janeiro. Análise quantitativa da produção de 
biofilme em poliestireno. Em verde: cepa C. striatum HCE-BR58; azul: cepa C. amycolatum HCE-
BR326; preto: cepa C. amycolatum HCE-BR395; rosa: cepa C. amycolatum HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 
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4.4.3 Influência da privação de ferro sobre a produção de biofilme em substrato abiótico 

hidrofóbico (poliestireno) 

 

 

Os resultados da análise semiquantitativa da produção de biofilme em diferentes 

concentrações de ferro estão representados pelas médias das densidades ópticas (D.O.) e seus 

desvios padrões no Gráfico 3. 

Quando submetidas à privação de ferro, pelo cultivo em meio contendo o quelante 

2,2’-dipyridyl, todas as amostras revelaram redução na produção de biofilme através da 

análise semiquantitativa (P<0,005). A amostra C. striatum HCE-BR58 (0,94 ± 0,45) 

apresentou a maior produção (P<0,001) de biofilme quando submetida à privação de ferro, 

seguida (P<0,005) da amostra C. amycolatum HCE-BR-326 (0,15 ± 0,09). As amostras C. 

amycolatum HCE-BR395 (0,06 ± 0,02) e HCE-BR528 (0,04 ±0,01) não diferiram entre si 

(P=0,37). 

 

 

Gráfico 3: Influência do ferro sobre a produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico 

(poliestireno) 

 
Legenda. Influência do ferro sobre a produção de biofilme em substrato abiótico hidrofóbico (poliestireno) por 

amostras oriundas de Hospital Terciário da região metropolitana do Rio de Janeiro. Análise 
semiquantitativa da produção de biofilme em poliestireno. Em verde: cepa C. striatum HCE-BR58; 
azul: cepa C. amycolatum HCE-BR326; preto: cepa C. amycolatum HCE-BR395; rosa: cepa C. 
amycolatum HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 
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4.4.4 Análise ultraestrutural do biofilme formado através de Ensaios de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

 

 

A Figura 7 revelou a formação de biofilme maduro sobre lamínulas de Thermanox™, 

em apenas 48h de incubação, para todas as amostras estudadas. A análise ultraestrutural do 

biofilme formado sobre a superfície hidrofóbica de lamínulas de Thermanox™ permitiu a 

identificação de massas celulares bacterianas, formando camadas sobrepostas, circundadas 

por matriz abundante, com aspecto filamentoso, formando, por vezes pontes intercelulares e 

por outras recobrindo as células bacterianas como lençóis ou mantos. Foi possível identificar 

a formação de hollow voids nas regiões centrais do biofilme maduro. 

A amostra C. striatum HCE-BR58 apresentou formação com células bacterianas 

empilhadas com discreta produção de matriz extracelular enquanto que as amostras C. 

amycolatum demonstraram intensa produção de matriz extracelular nas condições de estudo. 

Interessantemente, a amostra C. amycolatum HCE-BR528 apresentou filamentação 

das células sésseis com alongamento correspondente a cerca de 5 vezes a dimensão usual, 

perdendo o aspecto claviforme característico do gênero. 
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Figura 7: Análise ultraestrutural do biofilme formado através de Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) 

   

    

    

Legenda. Micrografias eletrônicas de varredura (A-F) demonstrando a formação de biofilme na superfície 
hidrofóbica de lamínulas de Thermanox™ (48h de incubação) pelas amostras de Corynebacterium 
striatum HCE-BR58 (A) e Corynebacterium amycolatum HCE-BR326 (B e C), HCE-BR395 (D) e 
HCE-BR528 (E e F). , Canais internos do biofilme (voids); →, matriz extracelular formando 
filamentos intercelulares; 0, matriz extracelular formando manto sobre as células bacterianas; *, 
matriz extracelular formando estrutura com aspecto reticular; #, célula bacteriana com filamentação.  

Fonte: A Autora, 2018 
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4.4.5 Análise da natureza polissacarídica do biofilme através da produção de slime em meio 

Vermelho do Congo 

 

 

Dentre as amostras estudadas, somente a amostra C. striatum HCE-BR58 apresentou 

pigmentação escura após crescimento em meio Vermelho do Congo, contudo esta ocorreu 

apenas na periferia do crescimento (spot) formando um fino halo (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Análise da produção de slime pelo método do Agar vermelho do Congo 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Produção de slime pelo método do agar vermelho do Congo. Amostras crescidas em Agar Vermelho 
do Congo. Em A – amostras clínicas C. striatum HCE-BR58 (spot inferior, apresentando pigmentação 
escura) e C. amycolatum HCE-BR326 (spot superior, com coloração rósea). B – amostras clínicas C. 
amycolatum HCE-BR395 e HCE-BR528 (spots superior e inferior, ambos com coloração rósea). C – 
Controle positivo S.epidermidis ATCC 35984 (colônias com reverso escuro) e D - Controle negativo 
S.epidermidis ATCC 1228 (colônia rosa/avermelhada). 

Fonte:A Autora, 2018 
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4.4.6 Análise qualitativa da composição química do biofilme através da coloração com 

Safranina e Comassie blue 

 

 

Ensaios preliminares demonstraram que os corantes (Comassie blue e Safranina) 

foram capazes de se ligar à biomassa do biofilme bacteriano sem se ligarem ao substrato 

(lamínulas de Thermanox™). 

A coloração pelo Comassie blue revelou a natureza proteica dos biofilmes formados 

após 24 horas de incubação (biofilme maduro) sobre lamínulas de Thermanox™ para as 

amostras estudadas conforme registrado na Figura 9.  

As imagens revelaram extensa pigmentação de material extracelular, sugerindo 

relevante contribuição de proteínas, na composição da matriz exopolimérica do biofilme 

bacteriano, para a amostra C. striatum HCE-BR58 e amostras C. amycolatum HCE-BR395 e 

HCE-BR528. Diferentemente, a amostra C. amycolatum HCE-BR326 apresentou discreta 

captação do corante. A coloração pela safranina revelou a extensa participação de 

polissacarídeos aparentemente justapostos às células bacterianas para todas as amostras 

estudadas. 
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Figura 9: Análise qualitativa do biofilme por coloração com Safranina e Comassie blue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda:. Biofilmes formados na superfície hidrofóbica de lamínulas de Thermanox™ (24h de incubação) pelas 
amostras Corynebacterium striatum HCE-BR58 (A) e Corynebacterium amycolatum HCE-BR326 
(B), HCE-BR395 (C) e HCE-BR528 (D).  

Fonte: A Autora, 2018 
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4.4.7 Interação com superfícies bióticas 

 

 

4.4.7.1 Interação, viabilidade e persistência bacteriana em células epiteliais respiratórias 

humanas (A 549) 

 

 

Investigamos a capacidade de aderir à superfície de células epiteliais respiratórias 

humanas A549 (pneumócitos), com períodos de incubação de 3 e 6 horas, com a MOI de 100. 

Os resultados estão apresentados no Gráfico 3. Todas as amostras analisadas foram capazes 

de interagir com as células epiteliais com intensidades variadas. Dentre as amostras analisadas 

apenas C. amycolatum HCE-BR326 (38,26 ± 5,51%) apresentou valores máximos de 

interação no período de 3 horas, inclusive, apresentando os valores mais elevados em relação 

à amostra C. amycolatum HCE-BR528 (7,86 ±1,48) e C. striatum HCE-BR58 (28,86 ± 3,77). 

Após 6 horas de incubação, as amostras apresentaram elevados percentuais de associação 

(acima de 40%), com exceção da HCE-BR326 cuja associação encontrou-se em declínio 

(22,18 ± 6,70). Neste período, a amostra C. striatum HCE-BR58 (65,19 ± 9,73) apresentou os 

maiores valores de associação (P<0,0001), com aumento de mais de 100% ao longo do 

tempo, similarmente a amostra HCE-BR528 (40,94 ± 7,86) apresentou expressivo 

crescimento (superior a 500%). 
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Gráfico 4: Interação bacteriana com células epiteliais respiratórias humanas (A549) 

 

Legenda. Análise quantitativa da interação de corinebactérias oriundas de hospital terciário da região 
metropolitana do Rio de Janeiro com células epiteliais humanas de linhagem A549 utilizando a MOI de 
100. Os valores estão representados pelas médias dos percentuais de associação acrescidos de seus 
respectivos desvios padrões, obtidos em experimentos independentes realizados em triplicata. Em 
verde: cepa C. striatum HCE-BR58; azul: cepa C. amycolatum HCE-BR326 rosa: cepa C. amycolatum 
HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 

 

 

Quanto à habilidade permanecer viável no interior de células epiteliais respiratórias 

humanas, todas as amostras foram capazes de sobreviver nos períodos de interação avaliados, 

com intensidades diversas. Os resultados estão apresentados no Gráfico 5. 

A amostra C. amycolatum HCE-BR326 (6,94 ±1,91) apresentou os percentuais mais 

elevados de viabilidade intracelular após 3h de incubação (P<0,005). As amostras C. striatum 

HCE-BR58 (4,15 ±0,63) e C. amycolatum HCE-BR 528 (4,75 ±0,70) não diferiram entre si, 

neste período (P=0,15). As amostras C. amycolatum HCE-BR326 e C. striatum HCE-BR58 

apresentaram redução da viabilidade intracelular ao longo do tempo, chegando a não 

diferirem entre si (P=0,13) após 6 horas de incubação atingindo os percentuais de 2,33 ±0,57 

e 1,85 ±0,44 respectivamente. Por outro lado, a amostra C. amycolatum HCE-BR 528 revelou 

aumento significativo (P<0,05) da viabilidade no mesmo período atingindo a média 

percentual de 7,33±2,26. 
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Gráfico 5: Viabilidade intracelular de corinebactérias em pneumócitos (A549) 

 

Legenda. Análise quantitativa da viabilidade intracelular de corinebactérias oriundas de Hospital Terciário da 
região metropolitana do Rio de Janeiro em células epiteliais humanas de linhagem A549 utilizando a 
MOI de 100. Os valores estão representados pelas médias dos percentuais de viabilidade intracelular 
acrescidos de seus respectivos desvios padrões, obtidos em experimentos independentes realizados em 
triplicata. Em verde: cepa C. striatum HCE-BR58; azul: cepa C. amycolatum HCE-BR326 e rosa: 
cepa C. amycolatum HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 

 

 

A análise da persistência (Gráfico 6) revelou que todas as amostras foram capazes de 

persistir no interior de células epiteliais respiratórias humanas após 6 horas de incubação com 

intensidades diversas.  

Apenas a amostra C. striatum HCE-BR 58 (7,57±2,58) foi capaz de persistir no 

interior de células A549 após 3 horas de incubação. Após 6 horas de incubação observamos 

redução significativa dos percentuais de persistência (P<0,001) para essa amostra 

(2,33±0,57). Interessantemente, as amostras C. amycolatum HCE-BR326 (1,07±0,22) e HCE-

BR528 (0,19±0,02) apresentaram persistência tardia em comparação à amostra C. striatum. 
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Gráfico 6:  Análise quantitativa da persistência bacteriana em pneumócitos (A549) 

 

 

 

Legenda. Análise quantitativa da persistência de corinebactérias oriundas de Hospital Terciário da região 
metropolitana do Rio de Janeiro em células epiteliais humanas de linhagem A549 utilizando a MOI 
de 100. Os valores estão representados pelas médias dos percentuais de viabilidade intracelular, após 
24 horas de exposição das monocamadas ao antimicrobiano, acrescidos de seus respectivos desvios 
padrões, obtidos em experimentos independentes realizados em triplicata. Em verde: cepa C. 
striatum HCE-BR58; azul: cepa C. amycolatum HCE-BR326 e  rosa: cepa C. amycolatum HCE-
BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 

 

 

4.4.7.2 Interação bacteriana com modelo helminto (Caenorhabditis elegans) 

 

 

A análise da interação bacteriana com o modelo helminto (Gráfico 7) revelou que 

todas as amostras estudadas foram capazes de comprometer a viabilidade dos helmintos em 

intensidades e tempos de forma diversa. 

As amostras C. amycolatum HCE-BR326 e HCE-BR528 mostraram-se mais letais 

para o helminto, eliminando 100% das populações teste em apenas 24 horas. Esses resultados 

indicam maior potencial de patogenicidade para essas amostras.  

A amostra C. amycolatum HCE-BR395 ocupou a segunda posição em relação ao 

potencial patogênico eliminando 67% e 90% da população de helmintos em 3 e 5 dias de 

interação, respectivamente.  
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A amostra C. striatum 58 apresentou o menor potencial de patogenicidade eliminando 

48% e 73% da população de helmintos em 4 e 5 dias de interação, respectivamente. 

 

 

Gráfico 7: Interação bacteriana com modelo helminto Caenorhabidtis elegans 

 

 

 
Legenda. Ensaio de sobrevivência de C. elegans frente a corinebactérias oriundas de Hospital Terciário da região 

metropolitana do Rio de Janeiro. Os valores estão representados pelas médias dos percentuais de 
sobrevivência de populações de helmintos, obtidos em experimentos independentes realizados em 
triplicata. Em ouro: cepa Escherihia coli OP50 (controle negativo); verde: cepa C. striatum HCE-
BR58; azul: cepa C. amycolatum HCE-BR326 e rosa: cepa C. amycolatum HCE-BR528.  

Fonte: A Autora, 2018. 
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4.4.7.3 Infecção experimental utilizando o modelo murino (camundongos Swiss Webster) 

 

 

A infecção em modelo experimental murino reafirmou o potencial patogênico das 

amostras testadas. Embora não tenham sido observados sinais de artritogênese ou 

dermonecrose, alterações hematológicas foram registras para todos os animais infectados.  

Inicialmente, 75% dos animais infectados apresentou leucometria global aumentada 

(leucocitose) no oitavo dia após a infecção com valores variando entre 8.000 e 9.900 

células/mm3. O grupo de infectado pela amostra C. amycolatum HCE-BR395 (6.667±273,2) 

apresentou o menor número de animais com leucocitose (33,3%) e foi o único com maioria de 

animais apresentando valores normais para este parâmetro. Os grupos infectados pelas 

amostras C. striatum HCE-BR58 (8.467± 642,9) e C. amycolatum HCE-BR326 (8.467± 

986,6) apresentaram 100% de animais com leucocitose e seus valores médios de leucometria 

não diferiram entre si. O grupo de infectado pela amostra C. amycolatum HCE-BR528 

apresentou leucometria global média de 7.800±2.265 células/mm3 e não diferiu dos demais 

grupos. 

A avaliação das populações de leucócitos revelou que todos os animais infectados 

apresentaram neutrofilia e monocitose absolutas e, à exceção do grupo infectado pela amostra 

C. amycolatum HCE-BR395, todos os animais apresentaram linfocitose absoluta. Vale 

informar que nesse grupo um terço dos animais apresentou linfocitose absoluta, contudo, os 

grupos infectados não diferiram entre si quanto às contagens médias de linfócitos, que 

variaram entre 3.963±312,8 e 4.967±403,9 células/mm3. O mesmo ocorreu para as contagens 

de neutrófilos, que variaram entre 1.923±267,2 e 3.143±473,2 células/mm3 e de monócitos, 

que variaram entre 302±246,9 e 781±87,92. 

As infecções pelas amostras estudadas não foram capazes de produzir alterações na 

hematimetria, hemoglobinemia e plaquetometria, nas condições de estudo. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

As infecções relacionadas à assistência à saúde constituem motivo de preocupação não 

só para os profissionais de saúde, mas principalmente para todos os usuários do sistema de 

saúde público ou privado. Cada vez mais, doenças de curso crônico e/ou imunossupressoras, 

permitem a emergência de novas patologias ou a reemergência de antigas doenças. O 

ambiente hospitalar torna-se local propício para albergar e transmitir micro-organismos, não 

apenas com propriedades patogênicas, como também oportunistas, que a cada dia trazem 

novos desafios para a prática clínica e o controle das infecções. Neste contexto, é importante 

ressaltar que as corinebactérias foram negligenciadas devido ao fato de assumi-las 

historicamente como meros contaminantes, por falta de conhecimento dos profissionais de 

saúde acerca dos potenciais de patogenicidade das amostras, além da dificuldade do 

isolamento a partir de materiais clínicos. Ocorre, porém, que com o surgimento de novas 

tecnologias de diagnóstico rápido como o MALDI-TOF, foi possível detectar, isolar e analisar 

a importância destes micro-organismos na transmissão de infecções nosocomiais. 

A caracterização através do sequenciamento de proteínas por MALDI-TOF forneceu a 

identificação com precisão similar aos métodos moleculares genéticos em nível de gênero e 

espécie para as corinebactérias. Entretanto, a maioria das abordagens com identificação pelo 

MALDI-TOF têm se baseado em apenas algumas categorias de micro-organismos através de 

bases fenotípicas e genotípicas (Gaillot et al., 2011). Exemplos de estudos avaliando a 

precisão dos métodos diagnósticos mencionam as limitações na diferenciação entre 

Streptococcus pneumoniae e estreptococos do grupo mitis. Da mesma forma, existem 

dificuldades na diferenciação entre cepas de Shigella e Escherichia coli que podem ser 

transpostas pela utilização de testes bioquímicos adicionais (Tan et al., 2012). Na prática 

atual, a principal vantagem da aplicação da técnica de MALDI-TOF consiste na praticidade e 

agilidade na identificação, uma vez que, o espectro de massa obtido requer apenas uma 

pequena quantidade de micro-organismos, podendo ser diretamente realizado a partir de 

apenas uma colônia bacteriana. A partir da introdução da metodologia no Hospital Militar 

Terciário, foi possível identificar com precisão as amostras isoladas das hemoculturas dos 

pacientes, onde houve correlação positiva com os testes fenotípicos. A grande variedade de 

espécies do gênero Corynebacterium exige conhecimento e experiência profissional para o 

seu correto diagnóstico. Algumas espécies como Corynebacterium xerosis, Corynebacterium 

striatum, Corynebacterium minutissimum e Corynebacterium amycolatum por apresentarem 
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comportamento fenotípico similar são agrupadas em um complexo (Complexo 

Corynebacterium XSMA) devido à dificuldade de diferenciação (Letek et al., 2006); muitas 

vezes os testes bioquímicos convencionais e alguns sistemas semi e automatizados de galerias 

não são capazes de diferenciar essas espécies, comprometendo os processos de identificação.  

Ramos (2014), a partir da caracterização fenotípica convencional, identificou quanto à 

espécie, apenas 46,81% (22/47) das estirpes do gênero Corynebacterium testadas. Para Mota 

(2014) os testes fenotípicos convencionais e o sistema semi-automatizado API Coryne foram 

definitivamente incapazes de identificar os micro-organismos como C. striatum não 

permitindo a distinção dentro do Complexo XSMA. Dentre as amostras identificadas no 

presente estudo, somente uma amostra (C. striatum HCE-BR68) obteve score inferior a 1.9 

(1.783) e mesmo assim, permitiu a identificação no nível de espécie, que foi confirmada 

através da bioquímica convencional somada a provas complementares (CAMP , hidrólise da 

tirosina e sensibilidade ao O129). Assim como estabelecido por YANG e colaboradores 

(2015), C. striatum foi uma das principais espécies bacterianas envolvidas em processos 

infecciosos em pacientes do CTI. 

Ao longo dos últimos anos, viemos observando o crescimento significativo na 

quantidade de trabalhos utilizando o MALDI-TOF para a identificação de bacilos Gram 

positivos (Bernard, 2012). A aplicabilidade do MALDI-TOF para as corinebactérias foi 

observada para várias espécies sendo reconhecida como uma ferramenta eficiente para 

identificação na rotina diagnóstica (Seng et al., 2009; Alatoon et al., 2012; Barberis et al., 

2014). Estudo anterior encontrou uma precisão de 99,1% na identificação correta entre cepas 

clínicas potencialmente toxigênicas de C. diphtheriae, C. pseudotuberculosis e C. ulcerans 

com valores preditivos positivos e negativos de 100% utilizando a base de dados do sistema 

Bruker (Konrad et al., 2010). GOMILA e colaboradores (2012) evidenciaram a eficácia da 

identificação de C. striatum pela técnica MALDI-TOF confirmada pelo sequenciamento de 

genes conservados 16S rRNA e rpoB. 

Segundo SUWANTARAT e colaboradores (2016), o uso de espectrometria de massa 

MALDI-TOF permite que C. striatum seja rapidamente identificado ao nível de espécie com 

um alto grau de confiança sem necessidade de técnicas moleculares, representando um avanço 

na identificação deste agente em ambientes clínicos.  

VERROKEN e colaboradores (2014) realizaram a identificação de C. striatum do trato 

respiratório inferior de dez pacientes internados em uma mesma UTI, através de MALDI-TOF 

e demonstraram que métodos proteômicos são capazes não apenas de identificar amostras 

clínicas destes micro-organismos, como também de determinar capacidade das amostras de 
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albergar genes que medeiam a resistência microbiana entre amostras isoladas de surtos, 

constituindo uma técnica promissora no diagnóstico e na origem clonal das amostras. 

BARBERIS e colaboradores (2014) demonstraram que, com o advento de uma etapa 

de extração a técnica de MALDI-TOF permitiu a identificação da maioria das espécies de 

Bacilos Gram Positivos, incluindo aqueles pertencentes aos gêneros Corynebacterium, 

Brevibacterium, Listeria, Dietzia e Gordonia. Similarmente, a utilização do MALDI-TOF 

neste trabalho permitiu a identificação da maioria das amostras de bacilos Gram positivos 

(89,5%), incluindo espécies dos gêneros Corynebacterium, Dietzia, Brevibacterium, Listeria e 

Tsukamurella.  

Nossos resultados reiteram a eficácia da técnica de MALDI-TOF para a identificação 

de BGP, oferecendo uma importante alternativa para o diagnóstico clínico-laboratorial das 

corinebacterioses com precisão e agilidade. Vale ressaltar que esta permitiu a identificação no 

nível de espécie mesmo para amostras de difícil distinção, como aquelas pertencentes ao 

complexo Corynebacterium XSMA, que foram identificadas no nível de complexo ou 

erroneamente pelo sistema semi-automatizado API CORYNE. 

Na presente investigação, observamos ainda que o isolamento através do uso de meio 

de cultura seletivo (Ágar Chocolate Telurito) e a incubação por tempo mínimo de 48h foram 

fundamentais para o isolamento das amostras de corinebactérias. 

Bactérias do gênero Corynebacterium podem colonizar seres humanos e animais e são 

encontradas amplamente distribuídas no meio ambiente natural. Diversas espécies de 

difteróides já foram descritas como potencialmente virulentas e capazes de atuar como 

agentes etiológicos de infecções comunitárias e hospitalares, ganhando, portanto, destaque no 

cenário mundial e preocupando as equipes de saúde e os epidemiologistas (Otsuka et al., 

2006, Oliva et al., 2010, Baio et al., 2013). 

O estabelecimento de Corynebacterium spp. como patógenos ainda é controverso para 

a maioria dos autores dedicados ao estudo dos processos infecciosos comunitários e 

hospitalares, contudo Corynebacterium striatum e Corynebacterium amycolatum vêm sendo 

identificadas como responsáveis por casos de pneumonia e traqueobronquite associadas à 

ventilação mecânica, bacteremias e sepses relacionadas ao uso de dispositivos médicos, 

infecções de feridas, entre outros (Martinez-Martinez et al., 1995; Campanile et al., 2009, 

Nudel et al., 2017). A depreciação do isolamento de C. striatum em materiais clínicos tem 

sido causa de preocupação na última década, quando este micro-organismo foi reconhecido 

como um patógeno hospitalar envolvido em casos de endocardite infecciosa e artrite (Boltin et 

al., 2009). Embora amostras de corinebactérias ainda sejam descartadas como contaminantes 
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em muitos laboratórios, estudos mais recentes que levam em conta o pirosequenciamento de 

micro-organismos presentes em lavados bronco-alveolares, verificaram que o gênero 

Corynebacterium estava presente como um dos gêneros mais comuns em pneumonias 

associadas à ventilação mecânica em pacientes chineses (Yang et al., 2015). Estes e outros 

relatos demonstram o significado clínico das espécies do gênero Corynebacterium em 

infecções de trato respiratório baixo e reforçam a espécie como um patógeno emergente 

putativo. 

De acordo com a OMS (2012), o ambiente hospitalar favorece o aparecimento e a 

disseminação de bactérias resistentes. As medidas de prevenção e controle de infecções 

destinam-se a prevenir a propagação de patógenos, incluindo aqueles com resistência 

antimicrobiana dentro e entre unidades de saúde e instalações comunitárias e vice-versa. 

Intervenções para promover mudanças individuais em unidades de saúde envolvem estruturas 

organizacionais, recursos humanos, diretrizes, protocolos e práticas de monitoramento e 

avaliação, infraestrutura e ligações com serviços públicos de saúde. Adicionalmente às 

medidas padrão de prevenção e controle de infecção, existem recomendações específicas 

sobre patógenos resistentes. 

Os hospitais são ambientes extremamente expostos a diversos antibióticos, criando 

uma pressão seletiva sobre a sobrevivência de bactérias resistentes, através das quais genes de 

resistência podem ser transferidos para bactérias suscetíveis, espalhando a multirresistência. 

Tem sido sugerido que esta pressão seletiva favorece o crescimento excessivo de C. striatum 

como um colonizador secundário em hospedeiros imunocomprometidos (Leonard et al., 

1994), de modo que C. striatum é considerado um agente patogênico nosocomial 

multirresistente (Fernandez Guerrero et al., 2013). Neste contexto, o surgimento de estirpes 

resistentes a múltiplas drogas é uma preocupação particular, porque as opções terapêuticas 

para o tratamento de doentes graves pode ser limitada, aumentando a dependência da 

vancomicina, que ainda é ativa contra praticamente todos os isolados clínicos de C. striatum. 

A eficácia terapêutica da vancomicina pode ser melhorada se for combinada com um segundo 

antibiótico, na maioria das vezes um aminoglicosídeo. Assim, vários casos de endocardite por 

C. striatum foram tratados com sucesso com gentamicina combinada com vancomicina 

(Rufael et al., 1994; Marull et al., 2008). Portanto, os aminoglicosídeos são considerados 

antibióticos complementares para o tratamento de infecções por C. striatum. Há uma 

necessidade de mais estudos acerca de isolados clínicos, para avaliar o risco de emergência de 

cepas de C. striatum resistentes a antimicrobianos e para rastrear a transferência de genes de 

resistência (Alibi et al., 2016). 
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As doenças associadas às corinebactérias não-diftéricas têm sido cada vez mais 

observadas e, muitas vezes, representam um enigma para o médico responsável pelo 

tratamento. A análise dos dados do teste de sensibilidade aos antibióticos para 1.970 isolados 

clínicos de Corynebacterium recebidos entre 2011 e 2016 revelou que as opções de 

tratamento medicamentoso empírico estão limitadas à vancomicina e linezolida. 

Corynebacterium striatum foi a espécie mais freqüentemente observada durante este período 

de estudo, juntamente com C. Amycolatum, C. Pseudodiphtheriticum e C. propinquum.  

Foram observados níveis baixos de suscetibilidade à penicilina (14,5%), eritromicina (15,1%) 

e clindamicina (8,7%) para espécies de corinebactérias não-diftéricas, enquanto 3,0% dos 

isolados não foram sensíveis à daptomicina. Da mesma forma, 26,9% e 38,1% dos isolados de 

Corynebacterium foram suscetíveis à ciprofloxacina e trimetoprim-sulfametoxazol, 

respectivamente. Os dados dessa pesquisa mostram uma suscetibilidade muito menor à 

penicilina do que a relatada anteriormente na literatura e um número crescente de isolados 

resistentes à daptomicina, destacando a necessidade de estudos contínuos de vigilância acerca 

dos perfis de resistência aos antimicrobianos, para o manejo adequado do paciente e sucesso 

do tratamento (Neemuchwala et al., 2018). 

Embora, recentemente diversos estudos tenham descrito C. striatum como agente 

infeccioso emergente, muito pouco se sabe sobre os aspectos de virulência das amostras 

isoladas de processos infecciosos. 

De acordo com a classificação adotada por MAGIORAKOS e colaboradores (2012), 

patógenos que resistem a mais de três classes de antimicrobianos são considerados 

multirresistentes (MDR) e os demais, são considerados multissensíveis (MDS). Na presente 

investigação, observamos que todas as amostras de C. striatum isoladas apresentaram idêntico 

perfil multirresistente (MDR), já que apresentaram resistência a quase todos os 24 

antimicrobianos testados, apresentando sensibilidade apenas à linezolida, tetraciclina e 

vancomicina. As amostras de C. amycolatum HCE-BR326, HCE-BR395 e HCE-BR528, 

também apresentaram perfis multirresistentes, já que foram resistentes a pelo menos de 3 

classes de antimicrobianos diferentes, embora os perfis tenham apresentado uma variabilidade 

entre si. 

A multirresistência tem sido reportada para amostras de C. striatum no Brasil e 

diversos países, incluindo os EUA (Hahn et al., 2016; Mc Mullen et al., 2017), Itália 

(Campanile et al., 2009), Bélgica (Verroken et al., 2014), Israel (Boltin et al., 2008), China 

(Yang et al., 2015), Japão (Qin et al., 2017). Algumas amostras têm demonstrado 

susceptibilidade somente à vancomicina, linezolida e telavancina, como observado para o C. 
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jeikeium (Goldstein et al., 2004, Mc Mullen et al., 2017). Segundo QIN e colaboradores 

(2017) amostras de C. striatum isoladas de hemoculturas de pacientes hospitalizados 

apresentaram tendência a serem resistentes a múltiplos antimicrobianos, com exceção da 

vancomicina. 

Um aumento no número de infecções clínicas significativas devidas a 

Corynebacterium spp. tem sido relatado com maior complexidade em pacientes 

imunossuprimidos e com dispositivos médicos de longa duração. A daptomicina inibe a 

multiplicação bacteriana por múltiplos mecanismos, incluindo a ação na membrana e 

interrupção da síntese de parede, resultando na ruptura da parede celular bacteriana com 

conseqüente perda da viabilidade microbiana. Alguns estudos recentes relataram o 

desenvolvimento de um alto grau de resistência à daptomicina durante a terapia, sendo três 

casos de pacientes com infecções por C. striatum associadas ao uso de marca-passo em 

ventrículo esquerdo, resultando em infecção recidivante (Ajmal et al., 2017; Werth et al., 

2016; Mc Elvania et al., 2014). Nos estudos supracitados, a resistência emergiu ao longo do 

tratamento, diferentemente das amostras analisadas nessa pesquisa (C. striatum e C. 

amycolatum), que já apresentaram resistência à daptomicina nos testes fenotípicos de 

sensibilidade aos antimicrobianos. 

No presente estudo, avaliamos o perfil de susceptibilidade das amostras de C. striatum 

e C. amycolatum isoladas de hemoculturas, aos antimicrobianos pertencentes às principais 

classes utilizadas na rotina da clínica médica. Em relação às amostras de C. striatum, 

observou-se perfil idêntico de multirresitência às diversas classes de antimicrobianos, sendo 

as amostras sensíveis somente à vancomicina, linezolida e tetraciclina. Como ficou 

demonstrado pela técnica de PFGE realizada neste estudo, todas as amostras de C. striatum 

isoladas pertencem ao mesmo pulsotipo (IC), logo, a expressão do mesmo fenótipo em 

relação à sensibilidade aos antimicrobianos já era esperada. Além disso, verificou-se que esse 

perfil de multirresistência é semelhante ao observado para o pulsotipo I multirresistente, 

descrito por BAIO e colaboradores (2013) em amostras oriundas de hospital universitário 

(terciário) da região metropolitana do Rio de Janeiro. 

Corynebacterium amycolatum, é um isolado clínico que comumente mostra resistência 

aos antibióticos mais frequentemente utilizados na prática clínica como os beta-lactâmicos, 

macrolídeos e fluorquinolonas (Funke et al., 1997; Soriano et al., 1995).  YOON e 

colaboradores (2011) relataram um caso de bacteremia causada por C. amycolatum que 

possuía uma mutação no gene gyrA, o que conferiu a este micro-organismo um alto nível de 

resistência às quinolonas. Mutações nos genes da girase são determinantes para a resistência à 
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quinolonas em amostras de Corynebacterium striatum e Corynebacterium amycolatum (Sierra 

et al., 2005). 

No que tange aos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de C. 

amycolatum, observamos perfis distintos de susceptibilidade, sendo que as três amostras 

estudadas (HCE-BR326, HCE-BR395, HCE-BR528), foram todas resistentes aos macrolídeos 

(eritromicina e azitroicina), nitrofurantoína, mupirocina, fosfomicina e daptomicina 

(lipoeptídeo). Além disso, a  amostra de C. amycolatum  HCE-BR326, apresentou resistência 

também às penicilinas, tetraciclina, sulfametoxazol/trimetropim e ciprofloxacina. 

O teste de sensibilidade de C. striatum é necessário para estabelecer uma terapia 

específica. Embora estudos iniciais tenham indicado que os isolados clínicos de C. striatum 

eram suscetíveis a uma ampla gama de antibióticos (Soriano et al.,1995; Martinez-Martinez 

et.al., 1996), relatos recentes mostraram aumento na resistência a múltiplos fármacos (Yoo et 

al., 2016; Hahn et al., 2016; Alibi et al., 2017). Pacientes que sofrem de doenças subjacentes e 

recebem vários tipos de antibióticos apresentam alto risco de desenvolver infecções 

oportunistas graves. Estirpes de C. striatum resistentes aos fármacos, podem estar na origem 

de grandes surtos. Cabe ressaltar que, diversos surtos de clones de C. striatum resistentes a 

múltiplos fármacos foram relatados recentemente (Campanile et al., 2009; Baio et al., 2013; 

Verroken et al., 2014; Yang et al., 2015; Alibi et al., 2017). 

Corynebacterium striatum é um patógeno oportunista nosocomial, cada vez mais 

associado a uma ampla gama de infecções humanas, sendo freqüentemente resistente a vários 

antibióticos.  

ALIBI e colaboradores (2017) investigaram a susceptibilidade de 63 amostras de C. 

striatum isoladas no hospital Farhat-Hached, Sousse (Tunísia), durante o período 2011-2014, 

a um painel de 16 compostos pertencentes às principais classes clinicamente relevantes de 

agentes antimicrobianos. Todas as amostras foram suscetíveis à vancomicina, linezolida e 

daptomicina. Amicacina e gentamicina também mostraram boa atividade (CIM90 = 1 e 2 mg / 

L, respectivamente). Altas taxas de resistência à penicilina (82,5%), clindamicina (79,4%), 

cefotaxima (60,3%), eritromicina (47,6%), ciprofloxacina (36,5%), moxifloxacina (34,9%) e 

rifampicina (25,4%) foram observadas. Cinqüenta e nove (93,7%) dos 63 isolados 

apresentaram resistência a pelo menos um composto e 31 (49,2%) foram resistentes a 

múltiplos fármacos. Vinte e nove perfis de resistência foram distinguidos entre os 59 C. 

striatum resistentes. A maioria das amostras resistentes às fluoroquinolonas mostrou uma 

dupla mutação levando a uma mudança de aminoácidos nas posições 87 e 91 na região de 
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determinação de resistência às quinolonas do gene gyrA. As 52 amostras resistentes à 

penicilina foram positivas para o gene bla, codificando uma β-lactamase de classe A. 

CAMPANILE e colaboradores (2009) isolaram uma amostra de C. striatum 

multirresistente que  posteriormente foi correlacionada com a  presença de um plasmídeo 

pTP10, que demonstrou que o referido micro-organismo adquiriu não só a capacidade de 

causar infecção como também de aumentar sua resistência e de se espalhar em virtude de sua 

natureza clonal. As únicas drogas ainda ativas contra esta amostra multirresistente foram 

glicopeptídeos, linezolida, quinupristina/dalfopristina, daptomicina e tigeciclina. O autor 

afirma ainda, que os clínicos devem estar conscientes acerca da circulação de amostras 

multirresistentes e evitar o uso de drogas aparentemente ativas in vitro mas que podem ser 

ineficazes in vivo. 

HAHN e colaboradores (2016) documentaram que um fenótipo multirresistente de C. 

striatum afeta diretamente o atendimento clínico. Osteomielites e infecções associadas à 

próteses são difíceis de tratar, exigindo muitas vezes o uso prolongado de medicamentos 

antimicrobianos. Em algumas situações, as diretrizes recomendam uma duração limitada da 

terapia parenteral seguida por um período mais longo de terapia oral (Osmon et al., 2013; 

Béltran-Arroyave et al., 2015). Espera-se que a falta de opções de tratamento oral bem 

toleradas e ativas contra C. striatum leve a uma duração mais longa do uso de drogas 

antimicrobianas parenterais para pacientes com essas infecções, e o referido estudo confirmou 

essa expectativa. Quanto mais tempo a terapia antimicrobiana parenteral for necessária, 

maior a probabilidade de eventos adversos associados ao acesso intravenoso e maiores são os 

custos do tratamento. Além disso, terapias parenterais para C. striatum, estão cada vez mais 

limitadas, sendo que vários estudos reportaram falhas no tratamento clínico devido ao rápido 

desenvolvimento da resistência do C. striatum à daptomicina (Werth et al., 2016; Tran et al., 

2012; Mc Elvania et al., 2014). A frequente resistência do C. striatum aos antimicrobianos 

orais mais facilmente tolerados reforça a necessidade do desenvolvimento de novos 

antimicrobianos com boa biodisponibilidade oral e perfis aceitáveis de segurança para 

protocolos de tratamento a longo prazo contra micro-organismos Gram-positivos (Hahn et al., 

2016). 

A pressão seletiva exercida por tratamentos antimicrobianos prévios favorece a 

seleção de corinebactérias multirresistentes como colonizadoras secundárias em pacientes 

imunocomprometidos (Camello et al., 2003; Qin et al., 2017). É consenso que a resistência 

bacteriana tem sido um importante fator no aumento dos índices de mortalidade em pacientes 

criticamente doentes, especialmente aqueles atendidos nas UTIs, que são mais vulneráveis a 
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serem colonizados ou infectados por microrganismos multirresistentes (Lopez-Pueyo, 2011, 

Wang et al., 2016). No presente estudo, verificou-se que as bactérias isoladas da placa de ágar 

sangue, a partir da amostra 114, oriunda de paciente imunocomprometida (nefropata crônica 

com pneumonia, sob terapia intensiva com ventilação assistida) – Corynebacterium striatum e 

Staphylococcus haemolyticus – apresentaram perfil idêntico de sensibilidade aos 

antimicrobianos testados o que sugere que possa estar ocorrendo transferência de genes de 

resistência entre estes isolados. A resistência emergente encontrada em C. striatum alerta para 

o fato de que esta espécie pode propagar a resistência a outros micro-organismos e constituir 

um grave problema de saúde pública, especialmente quando nos ambientes de assistência à 

saúde. 

Segundo TENOVER et al., (1995) bactérias envolvidas em surtos e/ou epidemias, 

sejam no ambiente noscomial ou comunitário, podem apresentar padrões indistinguíveis, 

enquanto que, aquelas não envolvidas com a epidemia, em geral, apresentam padrões 

distintos. Logo, é importante a utilização de linhagens-controle, não relacionadas 

epidemiologicamente por ocasião da genotipagem. PFGE (pulsed field gel eletrophoresis) é a 

sigla usada para indicar qualquer técnica de eletroforese apropriada para separar grandes 

fragmentos de DNA, por meio da reorientação do DNA em gel pela ação de campos elétricos 

alternados. Esta técnica é reconhecida como padrão ouro para a identificação de linhagens 

bacterianas, fúngicas e de protozoários (Magalhães et al. 2005).  

Na presente investigação, todas as amostras de C. striatum isoladas de hemoculturas 

foram classificadas como pertencentes ao pulsotipo IC e apresentaram o mesmo perfil 

multirresistente aos antimicrobianos, sensíveis somente à tetraciclina, vancomicina e 

linezolida, como observado previamente para o pulsotipo I por Baio e colaboradores (2013). 

Vale informar que o pulsotipo I foi o predominante entre as amostras isoladas no hospital 

universitário, a detecção do pulsotipo IC, no HCE, indicou a dispersão deste em diferentes 

hospitais do Rio de Janeiro/Brasil.  

No mesmo período de investigação deste trabalho, outro pulsotipo (pulsotipo XI) foi 

detectado no HCE (Lima, 2016), em secreção traqueal de paciente sob terapia intensiva, 

demonstrando que outros pulsotipos podem ser encontrados circulando no mesmo ambiente 

hospitalar, fato observado também em pesquisas realizadas em outros países, como Bélgica, 

Japão e China (Verroken et al., 2014; Wang et al., 2016; Qin et al., 2017). O pulsotipo XI, 

embora multirresistente, mostrou-se mais susceptível aos agentes antimicrobianos que o 

pulsotipo IC.  
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Enquanto as amostras do pulsotipo IC foram isoladas tanto de secreção traqueal 

quanto de hemoculturas o pulsotipo XI foi isolado apenas de secreção traqueal o que denota 

que as amostras do pulsotipo IC, podem invadir e se disseminar além dos sítios pulmonares e 

causar sepse em pacientes susceptíveis com pneumonia, hospitalizados no CTI em um 

hospital terciário. A mortalidade associada ao pulsotipo IC (55,6%) entre os pacientes 

infectados por C. striatum, demonstra a propriedade de virulência desse pulsotipo, encontrada 

de forma similar no pulsotipo I (60%) detectada por Baio e colaboradores em outro hospital 

do Rio de Janeiro. Além disso o pulsotipo I, também foi capaz de formar biofilme  ampliando 

a resistência a agentes antimicrobianos (Souza et al., 2015; Lima, 2016). 

Devido ao fato do gênero Corynebacterium colonizar a pele humana, a detecção de 

Corynebacterium striatum em uma amostra de sangue estéril é comumente considerada como 

contaminante, porém, estudo recente (Masuda et al., 2017), relatou que um homem de 80 anos 

submetido à cirurgia cardiovascular, apresentou febre alta no pós-operatório. Foi detectado C. 

striatum no sangue e no exsudato da ferida, e o paciente foi diagnosticado com mediastinite 

causada por C. striatum. Um mês antes, um paciente com o mesmo diagnóstico havia falecido 

nesta mesma unidade hospitalar. As amostras C. striatum de ambos os pacientes, possuíam 

características bioquímicas e genéticas idênticas, desta forma, foi demonstrado que C. 

striatum pode causar infecção potencialmente fatal e que este tipo de infecção pode ser 

adquirida nosocomialmente. No presente estudo verificou-se uma situação semelhante à 

pesquisa supracitada, em que as pacientes referentes às amostras 58/68 e 114/306 estiveram 

internadas lado a lado no CTI, antes da detecção de C. striatum em suas hemoculturas. Ambas 

utilizaram cateteres intravasculares e dispositivos de ventilação mecânica e apresentaram 

quadro de pneumonia, o que sugere que possa ter ocorrido uma contaminação pessoa-pessoa, 

veiculada por dispositivos médicos e/ou profissionais de saúde. 

A habilidade de produzir biofilme sobre substratos diversos confere aos patógenos a 

capacidade de permanecer por mais tempo no ambiente e de resistir à ação de agentes 

químicos e físicos utilizados na rotina de descontaminação e esterilização de materiais, 

dispositivos e equipamentos de uso hospitalar. Portanto, outro aspecto importante a ser 

considerado para a caracterização da virulência é a capacidade de formação de biofilme pelas 

amostras bacterianas. A capacidade de formar biofilmes pode ser um pré-requisito para a 

patogênese de doenças nosocomiais. Os biofilmes já foram encontrados em inúmeros 

dispositivos médicos incluindo próteses, cateteres intravasculares e urinários, tubos 

endotraqueais, sondas endoscópicas, marca-passos e sistemas de hemodiálise. Sua presença 

pode ter sérias implicações para pacientes imunocomprometidos e pacientes que têm 
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dispositivos médicos de longa permanência (Rutala et al., 2008; Shen et al., 2010; Donlan, 

2011; Souza et al., 2015; Sing et al., 2017).  

A capacidade de produção de biofilme foi descrita anteriormente para diversas 

espécies de corinebactérias incluindo Corynebacterium diphtheriae, C. pseudotuberculosis, 

C.pseudodiphtheriticum, C. ulcerans, C. minutissimum, C. renale, e C. striatum (Mattos-

Guaraldi; Formiga, 1991; Gomes et al., 2009; Souza et al., 2015a; Souza et al., 2015b; 

Chandran et al., 2016; Qin et al., 2017).  

Souza e colaboradores em 2015 investigaram a capacidade de produção de biofilme 

em superfícies abióticas por amostras MDR e MDS de C. striatum, isoladas durante o surto 

nosocomial de 2009/10 no HUPE. Os resultados mostraram que as cepas dos 4 pulsotipos 

(PFGE-I, II, III e IV) foram capazes de aderir às superfícies testadas, como a superfície 

hidrofílica do vidro e às superfícies hidrofóbicas do poliestireno e do cateter de poliuretano. A 

amostra MDR do pulsotipo I foi a maior produtora de biofilme entre as amostras testadas. 

Tais aspectos reforçam a expressão de biofilmes e a persistência no ambiente hospitalar ao 

longo do tempo como propriedades importantes de virulência. 

Amostras de C.striatum isoladas de pontas de cateter, escarro, secreções de 

traqueostomia e infecções de feridas recentemente identificadas, na Índia por CHANDRAN et 

al. (2016), mostraram-se multirresistentes aos antimicrobianos de uso clínico e fortemente 

produtoras de biofilme.  

Recentemente, analisando amostras clínicas de C. striatum oriundas de surtos 

ocorridos em hospital universitário, no período de 2009 a 2016, Gusmão (2018) relata que, 

tanto na superfície de poliestireno, como na superfície de cateter de poliuretano, amostras 

MDR de C. striatum do pulsotipo I, destacaram-se por apresentar os maiores valores de 

produção de biofilme com densidades ópticas variando entre 0,70 e 0,90 (DO > 4x DOc). 

Similarmente, neste trabalho os valores encontrados para a amostra C. striatum HCE-BR58 

revelaram-se acima de quatro vezes o valor do controle, contudo, nossa amostra apresentou 

valores significativamente mais altos, variando entre 3,0 e 4,0, sugerindo maior capacidade de 

produção de biofilme para esta amostra.  

De acordo com os critérios previamente utilizados por Souza e colaboradores (2015), 

para a avaliação da capacidade de produção de biofilme, a análise da formação de biofilme 

sobre a superfície hidrofílica do vidro revelou que, apesar das amostras testadas neste trabalho 

apresentarem o mesmo perfil de aderência ao vidro, a amostra de C. amycolatum HCE-BR326 

apresentou as maiores contagens de células sésseis viáveis. No presente estudo, a amostra de 

C. striatum HCE-BR58 e as amostras de C. amycolatum HCE-BR326, HCE-BR395 e HCE-
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BR528 foram avaliadas quanto a produção de biofilme em superfícies abióticas e mostraram-

se fortemente (+++) produtoras de biofilme na superfície hidrofóbica do poliestireno. Mesmo 

caracterizadas como fortemente produtoras de biofilme no poliestireno, os valores das 

contagens de células sésseis viáveis e a análise estatística desses valores indicaram diferenças 

e similaridades entre os níveis de produção de biofilme das amostras testadas. A maior 

quantidade de biofilme formado foi observada para a amostra C. amycolatum HCE-BR326, 

contudo esta amostra revelou as menores contagens de células sésseis viáveis. As maiores 

contagens de viáveis foram observadas para os biofilmes formados pelas amostras C. 

amycolatum HCE-BR395 e HCE-BR528, revelando que, para estas propriedades, não cabem 

generalizações, mesmo para amostras de mesma espécie, oriundas de mesma região 

geográfica, coorte de pacientes e sítio de isolamento.  

A análise ultraestrutural da formação de biofilme sobre lamínulas de Thermanox™ 

(substrato hidrofóbico de polipropileno) revelou que todas as amostras submetidas à MEV 

apresentaram imagens compatíveis com a formação de biofilme maduro. Foi possível 

identificar a organização do tapete bacteriano ligado à uma matriz basal, com a formação de 

hollow voids (canais para passagem de água e nutrientes para todas as camadas celulares) e 

com a produção e o acúmulo do material extracelular. Os resultados obtidos foram 

consistentes com os apresentados por Ceri (2001); Donlan e Costerton (2002); Gomes et al. 

(2009); Souza et al., (2015) e Gusmão (2018).  

Segundo TELANDER et al., 1988, VEENSTRA et al., 1996, VUONG e OTTO 

(2002), a produção de slime é considerada um importante fator de virulência conferindo 

propriedades adesivas e de resistência aos micro-organismos. Existe uma relação entre 

resistência aos antibióticos e a produção de slime, uma vez que a produção de slime está 

associada com a reduzida sensibilidade aos agentes antimicrobianos. Mudanças na fisiologia 

bacteriana ocorridas em resposta às interações bactéria-bactéria e das mesmas com o ambiente 

no interior do biofilme parecem ser suficientes para promover maior adesividade a substratos 

e resistência a agentes biocidas (Diaz-Mitoma et al.,1987; Arciola et al., 2002; Bernardi et 

al.,2007). NARTEN e colaboradores (2011) reiteram que a tolerância a antimicrobianos por 

parte das células sésseis é maior do que aquela observada para células planctônicas (Mah e 

O’toole, 2001; Hilbi et al., 2011) e demonstraram que a produção de biofilme gera aumento 

significativo (entre 20 e 75 vezes) da resistência à ciprofloxacina e tobramicina para cepas de 

Pseudomonas aeruginosa associadas a infecções no trato urinário.  A resistência aos 

antibióticos de bactérias em biofilme contribui para a cronicidade das infecções, tais como 
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aquelas associadas com dispositivos médicos implantados (Hahn et al., 2016; Chandran et al., 

2016). 

Diversos autores aventam que a produção de slime extracelular é um importante 

indicador de infecções associadas a implantes tanto em seres humanos (Christensen et al., 

1982; Younger et al., 1987; Bernardi et al., 2007) quanto em animais (Turkyilmaz e 

Esklízmirlíler, 2006). Micro-organismos produtores de slime produzem essa substância 

extracelular durante seu crescimento sobre superfícies inertes, como biomateriais, facilitando 

a aderência e a formação do biofilme (Christensen et al., 1982; Pfaller et al., 1988; Costerton 

et al., 1999; Vuong e Otto, 2002). As bactérias associadas ao biofilme são a principal 

preocupação no tratamento das infecções relacionadas aos biomateriais devido a sua 

resistência aos processos rotineiros de desinfecção de materiais e a vários agentes 

antimicrobianos (Needham e Stempsey, 1984; Nickel et al.,1985; Davenport et al., 1986; 

Younger et al., 1987; Gottenbos et al., 2002). 

GUSMÃO (2018) investigou a natureza polissacarídica dos biofilmes formados por 

amostras MDR e MDS de C. striatum, representantes dos diferentes pulsotipos (I, II, V, VI, 

VII, VIII, IX e X), isoladas de lavado broncoalveolar, cateteres e de sangue e observou que 

somente uma amostra MDR não foi produtora de slime. Similarmente, neste trabalho 

observamos que a amostra C. striatum HCE-BR58 revelou-se como produtora de slime 

demonstrando a importância de polissacarídeos da camada limosa para o processo de 

formação de biofilme. As amostras C. amycolatum não foram capazes de produzir slime nas 

condições de estudo, incentivando a investigação da relevância de outros polissacarídeos e de 

componentes de outra natureza química para a formação de biofilme por essas espécies. 

STEPANOVIC e colaboradores (2007), avaliando biofilmes formados por cepas de 

Staphylococcus isoladas de próteses cirúrgicas, relatam que a coloração com safranina, azul 

de Comassie, azul de Alcian, entre outros corantes, pode revelar a participação de 

componentes de natureza química diversa para a formação do biofilme bacteriano. 

CRAMTON e colaboradores (2001) ressaltam a importância da investigação da composição e 

mecanismos de formação de biofilme para a elaboração de estratégias terapêuticas e 

profiláticas. Assim como observado anteriormente para amostras de Staphylococcus isoladas 

de próteses ortopédicas (Cramton et al., 2001; Stepanovic et al., 2007; Esteban et al., 2010), 

verificamos a predominância da diversidade de natureza dos componentes da matriz 

exopolimérica do biofilme, entre as diferentes amostras estudadas. Em nosso trabalho, todas 

as amostras coradas pela safranina revelaram extensa participação de polissacarídeos 

aparentemente justapostos às células bacterianas, formando uma estrutura similar ao slime, 
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embora apenas a amostra C. striatum HCE-BR58 tenha sido positiva no ensaio de 

crescimento em ágar vermelho do Congo. Adicionalmente, a análise da participação de 

proteínas no biofilme formado através da coloração com azul de Comassie, revelou extensa 

participação de proteínas na composição da matriz extracelular, especialmente nas áreas 

periféricas. Apenas a amostra C. amycolatum HCE-BR326 apresentou discreta participação 

de proteínas na composição da matriz extracelular. Tais resultados estão em acordo com as 

propriedades adesivas avaliadas anteriormente, uma vez que as amostras apresentadas 

demonstraram habilidade de formar biofilme tanto sobre substratos hidrofóbicos quanto 

hidrofílicos, características classicamente relacionadas, respectivamente, à presença de 

polissacarídeos e proteínas presentes na superfície bacteriana (Mattos-Guaraldi et al., 1999; 

Moreira et al., 2003; Kwaszewska et al., 2006; Souza et al., 2015a). 

Diversos fatores influenciam a fixação inicial às superfícies, como o tipo e as propriedades 

do material da superfície, carga e microtopografia, características intrínsecas do microorganismo, 

como a carga, hidrofobicidade, presença de apêndices superficiais como pilinas, fímbrias, flagelos 

e cápsula, além da capacidade de produzir substâncias exopoliméricas (Harrison et al., 2005, Ceri 

et al., 2001; Fuente-Núñez et al., 2013). Agentes químicos, como antimicrobianos, enzimas 

proteolíticas, desoxirribonucleases e micronutrientes podem, de acordo com sua 

biodisponibilidade, modificar a produção de biofilme, conforme descrito anteriormente para E. 

coli, K. pneumoniae Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, 

S. epidermidis, e Corynebacterium diphtheriae observado para outros patógenos humanos (Gomes 

et al., 2009; Kaplan et al., 2010; Kaplan 2011; Kaplan, 2012a; Kaplan, 2012b ; Narten et al., 

2012; Chandran et al., 2016). MOREIRA e colaboradores (2003) relatam que, similarmente a 

outros patógenos humanos, sob cultivo em privação de ferro, C. diphtheriae pode desenvolver 

estratégias metabólicas alternativas para superar as adversidades ambientais, resultando na 

modulação de propriedades adesivas com aumento da expressão de carboidratos de superfície. 

Para C. diphteriae a restrição de ferro implicou na regulação da aderência e produção de slime 

como parte de uma resposta global a condições ambientais limitadas ferro que incluiu a 

desrrepressão de genes para a síntese de citotoxinas e sideróforos e para transporte de complexos 

Fe (III)-sideróforo. Curiosamente, neste trabalho observamos que a privação de ferro promoveu 

a redução da formação de biofilme sobre poliestireno para todas as amostras avaliadas, 

indicando que C. striatum e C. amycolatum carecem dos mecanismos bioquímicos 

anteriormente identificados para C. diphtheriae.  

Acredita-se que diferentes amostras de C. striatum possuam outros mecanismos de 

virulência além da resistência aos agentes antimicrobianos e da produção de biofilme. Cabe 
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ressaltar que MOTA (2014), observou em seu trabalho que entre as amostras de C. striatum 

investigadas apenas as cepas MDR pertencentes ao pulsotipo I foram relacionadas ao óbito 

dos pacientes dos quais foram isoladas. Apesar de cepas do pulsotipo II também terem 

apresentado o fenótipo MDR, os casos de infecções relacionados a elas não evoluíram a óbito 

dos pacientes. 

Em relação aos mecanismos de aderência e invasão bacteriana, para obter sucesso na 

colonização, patógenos microbianos necessitam aderir às superfícies do hospedeiro e esta é 

uma etapa crítica no estabelecimento da infecção. Inicialmente, a interação de um micro-

organismo com as células hospedeiras ocorre via processos não específicos, tais como 

interações hidrofóbicas entre moléculas da bactéria, como, por exemplo, os ácidos micólicos, 

e resíduos de manose, com ácidos graxos e neuramínicos de membrana do hospedeiro, 

respectivamente. ZAPOROZHETS e colaboradores (2010), analisando a influência de 

glicosideo-hidrolases sobre a interação de amostras toxinogênicas de C. diphtheriae a células 

epiteliais bucais humanas, observaram que tais enzimas foram capazes de promover a inibição 

da aderência, especialmente quando as células foram tratadas previamente com tais enzimas, 

comprovando a importância dos carbohidratos de superfície para esse processo. Além disso, 

interações eletroestáticas também auxiliam nesse processo. Muitas proteínas de superfície 

bacteriana e do hospedeiro são eletricamente carregadas, podendo favorecer a atração da 

bactéria pela célula hospedeira (de Matos e Silva, 2013). A habilidade de invadir e 

permanecer viável no ambiente intracelular consiste em uma estratégia comum entre os 

micro-organismos patogênicos para estabelecer um nicho privilegiado no hospedeiro. Muitas 

espécies bacterianas são internalizadas por células endoteliais, mesmo que as mesmas não 

sejam consideradas células fagocíticas (Finlay e Falkow, 1997; Pereira, 2007; Stavracakis-

Peixoto et al., 2014). 

Os mecanismos envolvidos na invasão bacteriana, maturação do fagossoma e 

disseminação revelam estratégias comuns, como também, táticas únicas desenvolvidas por 

determinadas espécies para estabelecer o processo infeccioso com sucesso. Bactérias 

invasivas induzem ativamente sua própria captação por fagocitose em células normalmente 

não fagocíticas e, em seguida, estabelecem um nicho seguro para sobreviver, se replicar e 

disseminar, de célula a célula, por meio de um processo de motilidade à base de actina 

(Cossart e Sansonetti, 2004).  

A ocorrência de infecções sistêmicas causadas por C. diphtheriae permitiu sugerir que 

o micro-organismo seria capaz, não apenas de aderir à superfície de células do epitélio 

respiratório, como também, de invadir e atingir tecidos mais profundos (Mattos-guaraldi e 
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Formiga, 1998; Hirata et al., 2002; 2004; Bertuccini et al., 2004; Santos et al., 2010; 

Sabbadini et al., 2012; Stavracakis-Peixoto et al., 2014). É provável que o processo de 

internalização também seja de importância na manutenção do C. diphtheriae nas vias aéreas 

superiores, inferiores e hematogênicas. A manutenção de micro-organismos viáveis no 

compartimento intracelular poderia também justificar a permanência do estado de portador, 

após a cura da difteria e antibioticoterapia em associação com a administração do soro 

antidiftérico (Kadirova et al., 2000; Santos et al., 2010).  

A autofagia funciona como uma barreira de imunidade inata contra a infecção, 

livrando o citosol de micro-organismos através da degradação lisossômica. Os efeitos 

antibacterianos da autofagia podem estar relacionados tanto com a degradação de patógenos 

intracelulares como com a degradação das toxinas por eles produzidas. Os patógenos 

desenvolveram mecanismos de evasão ou subversão da maquinaria autofágica do hospedeiro. 

Patógenos bacterianos podem evitar a fusão do autofagossoma com os lisossomas para fugir 

da degradação ou para utilizar os nutrientes nessas vesículas. É necessário entender melhor 

como as vias de sinalização imunológica se cruzam com a via da autofagia, como as 

moléculas hospedeiras identificam e direcionam os patógenos intracelulares ao 

autofagossomoma  e como os fatores microbianos e do hospedeiro interagem para utilizar a 

autofagia em benefício de um ou de outro. A resposta a essas perguntas poderão permitir o 

desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de doenças infecciosas (Overdahl e 

Levine, 2009). 

Em relação ao ensaio de interação das amostras bacterianas C. striatum HCE-BR58, 

C. amycolatum HCE-BR326 e HCE-BR528 com células epiteliais respiratórias humanas 

(A549), no que tange aos percentuais de associação, verificou-se que as amostras C. striatum 

HCE-BR58 e C. amycolatum HCE-BR528 tiveram um aumento da associação com o passar 

do tempo, enquanto que a amostra C. amycolatum HCE-BR326, por sua vez, apresentou uma 

dinâmica inversa, com redução dos percentuais de associação com o decorrer do tempo. O 

fato das amostras de C. amycolatum terem se comportado de forma diversa apesar de 

pertencerem à mesma espécie, pode ser explicado pela variabilidade de elementos de 

superfície e sensibilidades diferentes frente às substâncias produzidas e à fagocitose pelos 

pneumócitos (A549).  

OTT e colaboradores (2013) analisando os processos de adesão e internalização, de C. 

diphtheriae a células epiteliais humanas D562 e HeLa verificaram que não havia uma 

correlação aparente entre os percentuais de aderência e invasão e, ainda, que a infecção por 
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este agente é determinada pela sua internalização, sendo a invasão um processo ativo, fato 

comprovado pela interrupção da invasão pelo tratamento das bactérias com tetraciclina. 

A amostra HCE-BR58 (C. striatum) foi a que apresentou a maior afinidade pelo 

pneumócito A549, esse resultado indica a maior capacidade de associação funcionando como 

um importante fator de virulência para pneumonia, contudo esta amostra apresentou os 

menores percentuais de viabilidade intracelular, fato este que sugere que a célula possa estar 

expressando mediadores capazes de modular a internalização e induzir o aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio promovendo a destruição de bactérias 

internalizadas. Para reforçar essa hipótese, considerou-se o estudo de LIN e colaboradores 

(2014) que analisaram o papel da Sirtuina 1 (SIRT1) na mediação da expressão de defensina-

2 e interleucina-8 por linhagens de células epiteliais alveolares (A549) induzidas por 

Streptococcus pneumoniae , verificando que epitélio alveolar atua como uma barreira efetiva 

e como participante ativo na defesa do hospedeiro contra a invasão bacteriana, através da 

produção de vários mediadores.  

GOYAL e colaboradores (2015), isolaram amostras de Haemophilus influenzae não 

tipificável (NTHi) de pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD) que foram 

capazes de aderir e invadir eficientemente células tipo II de epitélio alveolar (A549). Durante 

os estágios iniciais, ou seja, 6h após infecção observou-se um aumento substancial na invasão 

pelo NTHi sem evidência de replicação intracelular. A microscopia eletrônica mostrou que a 

maioria de NTHi internalizado residia dentro de vacúolos endocíticos ácidos ligados à 

membrana. Entretanto, em estágios tardios, ou seja, 8h pós infeccção, uma redução 

significativa na viabilidade de NTHi foi observada e foram encontrados vacúolos vazios com 

escape de NTHi para o citosol. Por 12h, foram evidentes mudanças citopáticas nas células 

com vacualização massiva do citoplasma, intensa condensação da cromatina e membrana 

plasmática intacta. Além disso, a análise de marcadores apoptóticos confirmou que as células 

A549 infectadas sofreram apoptose em estágios tardios; a inibição da internalização de NTHI 

pelo uso da citocalasina D evitou a apoptose das células. Esses achados sugerem que a 

internalização de NTHi e seu escape dos compartimentos vacuolares disparam a citotoxidade 

das células alveolares via apoptose durante o processo infeccioso. 

Em relação à viabilidade intracelular das amostras HCE-BR326 e HCE-BR528 (C. 

amycolatum), observou-se que as amostras diferem quanto à afinidade e intensidade de 

sobrevivência no hospedeiro, reiterando os achados de OTT e colaboradores (2013) para C. 

diphtheriae.  
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Uma vez que o patógeno tenha se estabelecido em um hospedeiro e invadido o 

ambiente intracelular, sucede-se a persistência e multiplicação intracelular como principal 

estratégia de virulência. No meio intracelular o patógeno encontra um ambiente livre da ação 

da maioria dos antimicrobianos e dos componentes celulares e humorais do sistema imune do 

hospedeiro onde pode permanecer e propagar até que a célula entre em falência sofrendo lise 

ou apoptose, conforme descrito anteriormente para algumas corinebactérias frente a células 

epiteliais e endoteliais de linhagem (Odeh e Quinn, 2000; Souza et al., 2015b).  

Segundo Souza e colaboradores (2015b), a habilidade de C. pseudodiphtheriticum de 

sobreviver e multiplicar no espaço interno de células epiteliais pode intensificar sua 

patogenicidade, uma vez que, a utilização do espaço intracelular pode significar a 

sobrevivência sob condições extracelulares adversas. Alguns micro-organismos, incluindo C. 

diphtheriae, C. bovis, C. pseudotuberculosis, podem sobreviver aos mecanismos de 

“clearence” do sistema imunológico, ao permanecerem viáveis na presença de espécies 

reativas de oxigênio, no interior de vacúolos endocíticos em macrófagos e células epiteliais 

(Honkanen-Buzalski et al. 1984; Santos et al., 2010; Santos et al., 2015; Pacheco et al., 2012). 

Similarmente, neste trabalho, observamos que todas as amostras estudadas foram capazes de 

perisistir após 6 horas de infecção nos tapetes celulares de pneumócitos A549, contudo a 

amostra C. striatum apresentou maiores percentuais de persistência, em menores intervalos de 

tempo, sugerindo maior adaptabilidade ao meio interno celular. A persistência das amostras 

C. amycolatum foi mais tardia, iniciando-se a partir de 6 horas de incubação, contudo efeitos 

deletérios mais evidentes foram obsevados sobre os tapetes celulares. 

A habilidade de aderir a substratos abióticos de naturezas químicas diversas, mesmo 

sob condições de privação de microelementos (ferro) e formar biofilme sobre estas, bem 

como, de se associar, invadir e persistir no interior de células eucarióticas de linhagem, 

refletiu o potencial patogênico das amostras estudadas estimulando a investigação in vivo do 

processo de interação bacteriana e de seu potencial citopático e letal. 

Estudos anteriores (Santos et al., 2015; Antunes et. al., 2016) mostraram que 

corinebactérias são capazes de colonizar C. elegans e provocar tanto mudanças morfológicas 

como comportamentais, e para estudar os efeitos deletérios dessa colonização, foi aferida a 

sobrevivência dos nematódeos em relação ao contato com as bactérias. Foi observada uma 

influência significante da amostra C. glutamicum ATCC13032, enquanto que as amostras C. 

diphtheriae CDC-E8392, C. ulcerans 809 e BR-AD22 prejudicaram dramaticamente a 

sobrevivência do helminto. Após 5 dias de infecção, aproximadamente 70% de mortalidade 
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foi observada para os nematódeos infectados por C. diphtheriae e aproximadamente 90% no 

caso das duas amostras de C. ulcerans. 

No presente estudo, ensaios de sobrevivência dos nematódeos indicaram que as 

amostras de C. amycolatum HCE-BR326 e HCE-BR528 expressaram um elevado potencial 

de citopatogenicidade e de letalidade precoce com morte de 100% dos nematódeos em apenas 

24h, sugerindo que sejam mais virulentas para os vermes do que as amostras C. amycolatum 

HCE-BR395 e C. striatum HCE-BR58 que após 5 dias de infecção mataram 90% e 73% dos 

helmintos, respectivamente, revelando percentuais ainda mais elevados que os descritos 

anteriormente para C. ulcerans indicando que as amostras estudadas apresentam elevado 

potencial de patogenicidade. A alta velocidade de indução de morte nos helmintos sugere a 

existência de fatores de virulência pré-existentes como toxinas, antígenos de superfície e 

outros agentes pró-inflamatórios que atuam rapidamente promovendo a morte celular e 

destruição tecidual, similarmente ao descrito anteriormente para C. diphtheriae (toxina 

diftérica, DIP0733, proteínas fimbriais Spa), C. ulcerans (toxina diftérica, toxina shiga-like, 

fosfolipase) e C. pseudotuberculosis (toxina diftérica, fosfolipase) (Trost et al., 2011;  

Broadway et al., 2013; Antunes et al., 2015; Santos et al., 2015).  

A infecção em modelo experimental murino reafirmou o potencial patogênico das 

amostras testadas, quando observamos o aumento da leucometria global, com neutrofilia, 

linfocitose e monocitose absolutas especialmente para as amostras C. amycolatum HCE-

BR326 e C. striatum HCE-BR58 (100% dos animais apresentaram leucocitose em resposta a 

infecção), ambas consideradas letais para C. elegans e que demonstraram a habilidade de 

aderir aos diferentes substratos testados, incluindo vidro, poliestireno e células eucarióticas, 

bem como produzir biofilme nestas superfícies mesmo na ausência de ferro.  Estudos 

adicionais são necessários para determinar os mecanismos que promovem as alterações 

observadas nos modelos experimentais in vivo. 

A identificação de atributos de virulência além da produção de biofilme e a 

multirresistência a agentes antimicrobianos, como a habilidade de se ligar a substratos 

diversos e produzir biofilmes, bem como persistir no interior de células do hospedeiro e 

promover mecanismos de morte celular, aliada ao entendimento da contribuição da integração 

destes atributos para a patogenicidade de C. striatum e C. amycolatum podem subsidiar o 

desenvolvimento de estratégias para a prevenção, monitoramento e o controle das infecções 

por este agente. Diante deste panorama, estudos adicionais acerca desses e de outros atributos 

de virulência e da sua relevância para a patogenia de corinebactérias permanecem necessários, 
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na tentativa de minimizar o envolvimento destes patógenos como agentes etiológicos de 

IRAS. 

Os resultados apontam para C. striatum e C. amycolatum como patógenos 

nosocomiais oportunistas prevalentes em pacientes hospitalizados, principalmente em 

unidades fechadas, portadores de comorbidades e submetidos a tratamentos e intervenções 

invasivas, que favorecem o comprometimento da imunidade. Esses patógenos podem estar 

envolvidos em surtos nosocomiais, com disseminação de clones resistentes a antimicrobianos, 

apresentando propriedades adesivas que colaboram para sua persistência no ambiente e para 

sua disseminação através de dispositivos médicos invasivos e/ou da colonização de 

profissionais de assistência à saúde. 

Profissionais de saúde das diferentes especialidades devem investir esforços 

colaborando em ações multidisciplinares no sentido de prevenir, monitorar, controlar e 

elaborar novas estratégias terapêuticas no intuito de combater as corinebacerioses nos 

ambientes de assistência à saúde. 
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 CONCLUSÕES 

 

 

O desenvolvimento das atividades, relativas a este trabalho de tese, permitiram o 

delineamento das conclusões apresentadas a seguir: 

Os resultados apontam para C. striatum e C. amycolatum como patógenos 

nosocomiais oportunistas prevalentes em pacientes hospitalizados, principalmente em 

unidades fechadas, portadores de comorbidades e submetidos a tratamentos e intervenções 

invasivas, que favorecem o comprometimento da imunidade, sendo as principais espécies de 

bacilos Gram positivos envolvidas nas bacteremias em pacientes em terapia intensiva nas 

condições de estudo. 

A utilização do MALDI-TOF neste trabalho permitiu, com elevada eficiência, a 

identificação de bacilos Gram-positivos, incluindo espécies dos gêneros Corynebacterium, 

Dietzia, Brevibacterium, Listeria e Tsukamurella oferecendo uma importante alternativa para 

o diagnóstico clínico-laboratorial das corinebacterioses com precisão e agilidade.  

O isolamento através do uso de meio de cultura seletivo (Ágar Chocolate Telurito) e a 

incubação por tempo mínimo de 48h são fundamentais para a identificação das amostras de 

corinebactérias. 

A resistência emergente encontrada em C. striatum e C. amycolatum alerta para o fato 

de que estas espécies podem propagar a resistência a outros micro-organismos e constituir um 

grave problema de saúde pública, especialmente quando nos ambientes de assistência à saúde. 

O perfil de resistência apresentado pelas amostras de C. striatum estudadas, 

pertencentes ao pulsotipo IC, foi idêntico ao perfil observado para as amostras pertencentes ao 

pulsotipo I isoladas de pacientes de outro Hospital da região metropolitana do Rio de Janeiro 

indicando a possibilidade de circulação e/ou troca entre as unidades de assistência a saúde. 

Adicionalmente, a detecção da resistência à daptomicina, entre as amostras estudadas, é 

motivo de preocupação para os profissionais da saúde, uma vez que já foi comprovado que a 

exposição de C. striatum a esta droga é acompanhada do aumentado da resistência à 

vancomicina.  

Todas as amostras estudadas foram capazes de aderir e formar biofilme sobre todas as 

superfícies testadas, revelando a versatilidade dessas corinebactérias e a contribuição destas 

habilidades para sua persistência nos ambientes de assistência a saúde, seja sobre dispositivos 

médicos, seja sobre equipamentos e superfícies. Adicionalmente, a produção de um biofilme 

maduro, com composição química diversificada vem complementar tais habilidades 
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oferecendo uma eficiente barreira físico-química à ação de antimicrobianos e agentes biocidas 

rotineiramente utilizados nos ambientes hospitalares para descontaminação e esterilização de 

materiais o que indica a necessidade de revisão dessas metodologias. 

Atributos de virulência revelados através de ensaios de interação in vivo, incluindo a 

habilidade de se ligar e persistir no interior de células do hospedeiro, promover mecanismos 

de morte celular, patogenicidade e letalidade para C. elegans e alterações hematológicas em 

camundongos, reiteram a relevância de C. striatum e C. amycolatum como patógenos 

emergentes nos ambientes de assistência à saúde, de modo que, a realização de ações 

multidisciplinares no sentido de prevenir, monitorar, controlar e de elaborar novas estratégias 

terapêuticas, no intuito de combater as corinebacerioses nos ambientes de assistência à saúde, 

deve ser incentivada pelos seus gestores através de políticas de controle de infecções e 

preservação da saúde. 
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ANEXO A – Aprovação pela Comissão de Ética da Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro 
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ANEXO B – Aprovação Técnica de Projeto de Pesquisa para realização junto ao Centro de 

Pesquisas do Serviço de Saúde do Exército  
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ANEXO C – Comitê de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais  
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

 
MINISTÉRIO DA DEFESA 
EXÉRCITO BRASILEIRO 

CML             -              1ª RM  
HOSPITAL CENTRAL DO EXÉRCITO 
Hospital Real Militar e Ultramar/1769 

 
Convidamos o (a) Sr(a) para participar da Pesquisa: “Caracterização de aspectos 

clínico-epidemiológicos e microbiológicos de amostras de Corynebacterium spp. 
isoladas de infecções hematogênicas de pacientes atendidos em um hospital 
terciário”, sob a responsabilidade da pesquisadora: Eliane Cristine da Silva, que pretende 
realizar o levantamento dos processos infecciosos hematogênicos primários ou secundários 
após o diagnóstico microbiológico através da bioquímica convencional e molecular. As 
bactérias isoladas serão utilizadas para a realização dos experimentos nos laboratórios de 
pesquisa da instituição Faculdade de Ciências Médicas/UERJ. 

Sua participação é voluntária e se dará por meio de autorização dos dados do 
prontuário médico e dos micro-organismos isolados das hemoculturas (cultura de sangue), 
que estarão disponibilizadas no Laboratório de Análises Clínicas do HCE. Os procedimentos 
a serem realizados na pesquisa não acarretarão em prejuízos relativos aos procedimentos a 
serem realizados durante o tratamento do paciente e seus dados pessoais serão mantidos 
em sigilo. 

Caso aceite em participar, estará contribuindo para a determinação de terapias 
antimicrobianas mais efetivas contra os micro-organismos do gênero Corynebacterium, 
micro-organismos pouco investigados mundialmente, acerca dos tratamentos específicos e 
que irão favorecer de forma importante nos procedimentos a serem realizados para a 
população em geral. 

Se depois de consentir em sua participação o Sr (a) desistir de continuar 
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da 
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum 
prejuízo à sua pessoa ou dependente. O(A) Sr(a) não terá nenhuma despesa e também não 
receberá nenhuma remuneração. Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, 
mas sua identidade não será divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra 
informação, o(a) Sr(a) poderá entrar em contato com a pesquisadora Eliane Cristine da 
Silva, no endereço: Francisco Manoel 126 – Benfica, RJ. Tel: (21) 3891-7205, ou com a 
Pesquisadora pelo telefone (21) 99978-9579. 
Consentimento Pós–Informação: 
Eu,______________________________________________________, (Responsável pelo 
paciente ________________________________________) fui informado sobre o que o 
pesquisador pretende realizar e o motivo da minha colaboração, entendendo as explicações. 
Portanto, sob minha responsabilidade, subscrevo-me concordando em participar do projeto, 
sabendo que não vou receber remuneração e que posso sair quando quiser. Este 
documento é emitido em duas vias que serão ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, 
ficando uma via com cada um de nós. 
 
_______________________________________ Data: ___/ ____/ _____ 
Assinatura do participante/Responsável Legal (Pai ou Mãe) 
 
________________________________ 
Assinatura do Pesquisador Responsável 


