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RESUMO

SANT’ANNA, Lincoln de Oliveira. Corynebacterium spp. potencialmente uropatogénicas:
caracteriza¢cdo molecular, descri¢ao de novos taxons e investigacao do potencial de viruléncia
da espécie rara Corynebacterium mycetoides. 2022. 253 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

A infeccdo do trato urinario (ITU) causadas por bactérias ¢ considerada a segunda
infeccdo mais comum em humanos. Diversos fatores podem aumentar a susceptibilidade a
ITU, incluindo idade, sexo e comorbidades, como a doenca renal. Embora bactérias Gram-
negativas estejam entre os principais uropatdogenos, algumas espécies de bactérias Gram-
positivas t€m sido, com crescente frequéncia, relacionadas as ITU, como as do género
Corynebacterium. Além de quadros de ITU, as corinebactérias também tém sido cada vez
mais associadas a casos de infecgdes invasivas, sobretudo em individuos
imunocomprometidos. Ressalta-se nas ultimas décadas o aparecimento de isolados
multidroga-resistentes destas espécies em todo o mundo. No entanto, microorganismos deste
género permanecem frequentemente identificados erroneamente e/ou descartados como
contaminantes quando isolados de materiais clinicos, em parte, devido a crescente descri¢ao
de novas espécies como consequéncia do avango dos estudos moleculares e da bioinformatica.
Além disso, métodos de identificacdo limitados, baseados em culturas e testes bioquimicos,
ainda utilizados em laboratorios de microbiologia, contribuem para este problema. No
presente estudo, seis isolados de Corynebacterium spp. oriundos de urina humana de
individuos com problemas renais foram caracterizados através de testes fenotipicos e analises
moleculares. Adicionalmente, foram realizados estudos filogenéticos e taxondmicos destes
isolados. Duas novas espécies de Corynebacterium foram descritas e € relatado, pela primeira
vez, o potencial patogénico para o trato urindrio humano da espécie rara, Corynebacterium
mycetoides. Dentre os isolados, cinco foram identificados erroneamente com base nas
metodologias convencionais € moleculares, como o sistema MALDI-TOF MS e o
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB. As andlises filogenéticas e de taxonomia
genOmica indicaram a formag¢do de dois grupos distintos que compreendem espécies novas de
Corynebacterium, cujos nomes propostos foram Corynebacterium guaraldiae sp. nov. e
Corynebacterium hiratae sp. nov.. O isolado raro, C. mycetoides, revelou-se multirresistente e
com potencial patogénico para o trato urinario, sendo capaz de aderir as superficies diversas
de compostos amplamente utilizados na confeccdo de materiais hospitalares e ambulatoriais
de uso urolédgico, além de ser capaz de interagir e sobreviver no interior de células epiteliais
renais in vitro. A necessidade de dados precisos e atualizados sobre as espécies de
Corynebacterium ¢ evidente, particularmente a luz das preocupacdes em relag@o a resisténcia
antimicrobiana e a patogenicidade destes microrganismos. Assim, estudos envolvendo
corinebactérias, sobretudo as isoladas de infec¢des em humanos, devem ser encorajados, ndo
somente para que o conhecimento acerca da diversidade microbiana desse género seja
divulgado, mas também para auxiliar na elaboracdo de protocolos baseados em evidéncias
para a prevengao e tratamento das diversas infecgdes causadas por esses microorganismos,
seja no ambiente hospitalar ou na comunidade.

Palavras-chave: Infec¢des do trato urindrio. Corynebacterium mycetoides. Taxonomia

genomica. Corynebacterium spp.



ABSTRACT

SANT’ANNA, Lincoln de Oliveira. Corynebacterium spp. potentially uropathogenic:
molecular characterization, description of new taxa and investigation of the virulence
potential of the rare species Corynebacterium mycetoides. 2022. 253 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Urinary tract infection (UTI) caused by bacteria is considered the second most
common infection in humans. Several factors can increase susceptibility to UTI, including
age, sex, and comorbidities such as kidney disease. Although Gram-negative bacteria are
among the main uropathogens, some species of Gram-positive bacteria have been increasingly
related to UTIs, such as those of the Corynebacterium genus. In addition to UTI conditions,
corynebacteria have also been increasingly associated with cases of invasive infections,
especially in immunocompromised individuals. In recent decades, it’s important to note the
appearance of multidrug-resistant isolates of these species in the whole world. However,
microorganisms of this genus are often misidentified and/or discarded as contaminants when
isolated from clinical materials, in part, due to the increasing description of new species
because of advances in molecular studies and bioinformatics. Furthermore, limited
identification methods based on cultures and biochemical tests still used in microbiology
laboratories and contribute to this problem. In the present study, six isolates of
Corynebacterium spp. from human urine of individuals with kidney problems were
characterized through phenotypic tests and molecular analyses. Additionally, phylogenetic,
and taxonomic studies of these isolates were carried out. Two new species of
Corynebacterium were described and the pathogenic potential for the human urinary tract of
the rare species, Corynebacterium mycetoides, were also reported for the first time. Among
the isolates, five were erroneously identified based on conventional and molecular
methodologies, such as the MALDI-TOF MS system and the 16S rRNA and rpoB genes
sequencing. Phylogenetic and genomic taxonomy analyzes indicated the formation of two
distinct groups comprising new species of Corynebacterium, whose proposed names were
Corynebacterium guaraldiae sp. nov. and Corynebacterium hiratae sp. nov.. The rare isolate,
C. mycetoides, was characterized as multidrug-resistant and with pathogenic potential for the
urinary tract, being able to adhere to different surfaces of compounds widely used in the
manufacture of hospital and outpatient supplies for urological use, in addition to being able to
interact and survive within renal epithelial cells in vitro. The need for accurate and up-to-date
data on Corynebacterium species is evident, particularly considering concerns about
antimicrobial resistance and the pathogenicity of these microorganisms. Therefore, studies
involving corynebacteria, especially those isolated from infections in humans, should be
encouraged, not only so that knowledge about the microbial diversity of this genus is
disseminated, but also to assist in the development of evidence-based protocols for the
prevention and treatment of several infections caused by these microorganisms, either in the
hospital environment or in the community.

Keywords: Urinary tract infection. Corynebacterium mycetoides. Genomic taxonomy.

Corynebacterium spp.
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INTRODUCAO

As infec¢oes do trato urinario (ITU) sdo doencas comuns que acometem homens e
mulheres de todas as faixas etarias e apresentam variabilidade quanto as formas de
apresentacdo e intensidade. A ITU ¢ considerada o processo infeccioso bacteriano mais
frequente na populacdo geral, tanto em nivel comunitario quanto em nivel hospitalar,
representando uma das maiores causas de consultas médicas em todo o mundo (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; GUPTA et al, 2011; SIMOES E SILVA;
OLIVEIRA; MAK, 2020).

Os introitos vaginal e uretral abrigam uma microbiota que pode apresentar algumas
espécies dos géneros estreptococos, estafilococos e lactobacilos, além de microorganismos
corineformes. Entretanto, os bacilos Gram-negativos entéricos sdo os agentes etiologicos mais
frequentemente observados em ITU, sendo Escherichia coli a espécie que apresenta maior
uropatogenicidade, sendo responsavel por 75% a 80% dos casos, com seus fatores de
viruléncia detalhadamente investigados na literatura, contribuindo significativamente com
uma alta taxa de morbidade. Outros bacilos Gram-negativos entéricos como Klebsiella
pneumoniae € Proteus mirabilis sdao considerados agentes causadores de ITU (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; KONINGSTEIN et al., 2014).

O ntmero de casos de infec¢des humanas relacionadas com algumas espécies do
género Corynebacterium tem sido crescente tanto em paises industrializados quanto em
desenvolvimento, podendo levar a obito pacientes imunocomprometidos € imunocompetentes.
O aparecimento de amostras multidroga-resistentes (MDR) e o aumento do nimero de casos
de infec¢des de origens diversas, algumas fatais, tém contribuido para aumentar o interesse
por esse grupo de Bastonetes Gram-positivos Irregulares (BGPI). As apresentagdes clinicas
das infec¢des dependem da espécie envolvida, tendo como principais sitios de infec¢ao o trato
urinario e respiratério inferior, sitios intravenosos (cateter e sangue), liquor, liquido
peritoneal, feridas cirGrgicas, além de lesdes cutineas, abscessos e secre¢do ocular.
Entretanto, o potencial patogénico dos microorganismos corineformes permanece
subestimado pelos profissionais de salide e na maioria dos laboratorios esses patdgenos
permanecem sendo descartados como meros contaminantes (BERNARD.; FUNKE, 2015;
KALT et al., 2018; KATES; STARR; BOURASSA, 2020; MARTINS et al.,, 2009;
SANCHEZ ELUCHANS et al., 2021; SHARIFF; ADITI; BERI, 2018).
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Atualmente, entre os membros do género Corynebacterium, Corynebacterium
urealyticum permanece descrito como o principal agente causador de ITU. Contudo, tem sido
observado um aumento no isolamento de outras espécies deste género em urinoculturas,
sobretudo naquelas provenientes de pacientes imunocomprometidos, de individuos com longo
tempo de internacdo, de transplantados ou com neoplasias (BARBERIS, et al., 2021;
CAMELLO, et al., 2009; DIAS, et al., 2010; ESKANDAR et al., 2020; LOPEZ et al., 2009;
SOKOL-LESZCZYNSKA et al., 2019).

Ao contrario do observado para E. coli, escassas sdo as pesquisas relacionadas as I[TU
causadas por diferentes espécies de corinebactérias, inclusive no ambiente hospitalar,
principalmente em paises em desenvolvimento. A identificacdo de Corynebacterium spp. €
um dos grandes desafios que os laboratérios clinicos enfrentam devido principalmente a
enorme diversidade de espécies. Os métodos de identificagdo comerciais disponiveis ndo sdo
suficientes para identificar com clareza o enorme numero de microorganismos que o género
contempla, dificultando ainda mais a valorizacdo microbiologica e clinica dos isolados
(ADDERSON et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a identificacio de microorganismos corineformes nos
laboratérios clinicos tem sido mais frequente, ampliando consideravelmente o conhecimento
de espécies que ndo as reconhecidamente patogénicas, quanto a participacdo nos processos
infecciosos em humanos, principalmente com a utilizacdo da metodologia Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS, em
portugués, lonizacdo por Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz com analisador por tempo de
voo) na rotina de diagnostico microbioldgico. Ademais, nos laboratorios especializados e de
pesquisa, com o avango da tecnologia na area molecular com os métodos de sequenciamento
de alto rendimento, tornou-se crescente a descoberta de novas espécies e a frequente descri¢ao
e/ou reclassificacdo taxonomica de Corynebacterium spp. (PICHON, et al, 2019;
RYCHERT, 2019).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Infecgdes do trato urinario

Infecgdes do trato urindrio (ITU) sdao doencas frequentes que podem ocorrer em
qualquer parte do sistema urindrio através da invasao de um microorganismo, sendo a porta de
entrada mais comum a uretra. Nos Estados Unidos da América, as ITU sdo responsaveis, em
média, por 8 milhdes consultas médicas anuais, mais de 300.000 hospitalizacdes e estima-se
que 7.500.000 mulheres sejam infectadas por ano (CORTES-PENFIELD; TRAUTNER;
JUMP, 2017; PAZ-ZARZA et al., 2019). No Reino Unido, as ITU chegaram a representar
23% das infecgdes e estiveram associadas a aproximadamente 8% das bacteremias por uso de
cateter (BECKFORD-BALL, 2006). Pesquisas sugeriram que 50% das mulheres e 12% dos
homens vivenciardo ao menos um episodio de infeccdo urinaria durante sua vida e que
aproximadamente 25% das mulheres apresentardo infec¢des recorrentes entre 6 € 12 meses
(FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019).

As infec¢des urinarias resultam de uma série de interacdes complexas entre os
uropatogenos € o hospedeiro, com manifestacdes agudas ou cronicas, ou permanecendo
assintomaticas (ASADI KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2019). As ITU sao classificadas em
inferior, quando acometem a uretra (uretrite), bexiga (cistite) e prostata (prostatite), e
superior, quando comprometem a pelve renal (pielonefrite), os rins (nefrite intersticial) e
causam abcessos renais (FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019).

As ITU também sdo classificadas em complicadas e ndo complicadas. A ITU ¢
classificada como ndo complicada quando ocorre em paciente com estrutura e func¢io do trato
urinario normal e ¢ adquirida fora de ambiente hospitalar. As condi¢gdes que se associam a
ITU complicada incluem as de causa obstrutiva (hipertrofia benigna de prostata, tumores,
urolitiase, estenose de jungdo uretero-piélica, corpos estranhos, etc.); andtomofuncionais
(bexiga neurogénica, refluxo vesico-ureteral, rim-espongiomedular, nefrocalcinose, cistos
renais, diverticulos vesicais); metabolicas (insuficiéncia renal, diabetes mellitus, transplante
renal); uso de cateter de demora ou qualquer tipo de instrumentacdo (ASADI KARAM;
HABIBI; BOUZARI, 2019).

As ITU podem ocorrer em todas as idades, acometendo preferencialmente um dos

sexos em cada faixa etaria, com exceg¢ao da terceira idade. Durante o primeiro ano de vida, o
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sexo masculino ¢ geralmente o mais atingido em virtude da maior incidéncia de malformagao
uretral nessa populagdo. Ja durante a infancia, as ITU acometem com maior frequéncia o sexo
feminino devido ao menor comprimento da uretra neste grupo e ao refluxo de urina. Na fase
adulta, o panorama se mantém com o predominio do sexo feminino em razao do inicio das
atividades sexuais. Em adultos do sexo masculino, as ITU sdo raras e comumente associadas
as infecgdes prostaticas subjacentes. Nos idosos, episodios de ITU sdo extremamente comuns,
independentemente do sexo, seja de forma sintomatica ou assintomatica, principalmente
devido a mucosa vaginal atr6fica nas mulheres e a hiperplasia prostatica nos homens.
Independente da faixa etaria, a gestacdo, o diabetes mellitus, a imunossupressdo e outras
doengas de base sdo fatores que favorecem o aparecimento destas infec¢cdes (ANVISA, 2013;
CORTES-PENFIELD; TRAUTNER; JUMP, 2017; GONZALEZ-CHAMORRO et al., 2012;
SIMOES E SILVA; OLIVEIRA; MAK, 2020).

1.1.1 Microbiota do trato urinario

As espécies bacterianas pertencentes a microbiota residente da pele, uretra e trato
genital dos seres humanos podem, eventualmente, causar ITU. Logo, o conhecimento da
microbiota € necessario para preven¢do e tratamento das ITU (STAPLETON, 2016). Os
géneros bacterianos mais comumente encontrados no trato urindrio sdo Lactobacillus e
Streptococcus, ambos sao associados ao acido lactico e desempenham um papel importante
contra patogenos. Outros géneros que sdao encontrados no trato urindrio sdo: Alloscardovia,
Burkholderia, Corynebacterium, Jonquetella, Klebsiella, Saccharofermentans,
Rhodanobacter e Veillonella (ARAGON et al., 2018).

Em estudos de culturas advindas de amostras vaginais de mulheres saudaveis, foi
identificado que as espécies do género Lactobacillus compreendem 90% dos
microorganismos presentes € que cerca de 80 a 90% destes produzem peréxido de hidrogénio
(H202). A producao de H>O», diminui¢do do pH pela producao de 4cido latico e a producao de
componentes antimicrobianos, dificulta a infec¢do desta regido por microorganismos
uropatogénicos. Fatores como a reducdo da secregdo de estrogeno, utilizagdo de
contraceptivos e uso de antimicrobianos, alteram a constituicdo da microbiota vaginal,
principalmente, pela perda da carga de Lactobacillus spp., resultando na quebra da barreira

quimica (STAPLETON, 2016).
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Em contraste ao que se imaginava a respeito da esterilidade da urina, estudos com base
no microbioma urindrio revelaram que ainda que em casos de culturas negativas, o trato
urinario de individuos sauddveis podem ser portadores de uma microbiota de diversos virus e
bactérias, microbiologicamente distinto do observado em pacientes com bacteriuria
assintomatica (CORTES-PENFIELD; TRAUTNER; JUMP, 2017). Posteriormente a analise
da composi¢do da microbiota do trato urindrio em pacientes com ITU demonstrou que na
cistite intersticial (CI) as espécies de Lactobacillus foram predominantes, compreendendo
90% das amostras destes pacientes em comparacao ao controle (60%). Deste modo, foi
sugerido que essa mudanca para um uré6tipo de Lactobacillus poderia impactar na gravidade
dos sintomas, o que ¢ bem intrigante devido a muitas espécies combaterem uropatdégenos,
porém o papel desses microorganismos na CI ndo foi bem compreendido (MAGISTRO;
STIEF, 2019).

Considerando a possibilidade de contaminacdo de amostras de urina com
microorganismos da microbiota, principalmente da vagina, o isolamento destas espécies neste
material, sobretudo quando em culturas polimicrobianas, ¢ com frequéncia desconsiderado.
Este fato pode representar um erro devido ao crescente nimero de casos da literatura que
mostram que bactérias pertencentes a microbiota residente podem em alguns casos ocasionar
a ITU (KLINE; LEWIS, 2016). Além de bactérias, os fungos também sdo capazes de causar
ITU, inclusive Candida albicans, frequentemente associado as ITU em individuos

hospitalizados (ODABASI; MERT, 2020).

1.1.2 Fisiopatologia e etiologia das ITU

O trato urindrio dispde de diversos mecanismos de defesa que dificultam o
estabelecimento dos microorganismos e, assim, o progresso da infeccdo, incluindo o efeito
mecanico da mic¢do, a concentragdo osmotica da urina, o baixo pH, a a¢do bactericida dos
fluidos prostaticos, a camada de muco que recobre a mucosa vesical, a presenga de citocinas,
células fagocitarias e anticorpos (ANVISA, 2013; FLORES-MIRELES; HREHA;
HUNSTAD, 2019; PALLETT; HAND, 2010).

Para iniciar e manter o processo infeccioso ¢ preciso que o patéogeno ultrapasse as
primeiras barreiras do hospedeiro ganhando acesso a bexiga e conseguindo se fixar e

colonizar no epitélio urindrio. Trés vias de acesso ao trato urinario sdo bem conhecidas: a via
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ascendente (ou transuretral), pela qual o microorganismo invade a bexiga através da uretra; a
via hematogénica, pela qual ocorre a dissemina¢do do microorganismo oriundo da corrente
sanguinea; e via extensdo direta, em que o microorganismo tem acesso a bexiga por uma
fistula formada a partir do intestino. Dentre as trés vias de infeccdo, a mais comum ¢ a via
ascendente. Neste contexto, a uretra feminina por ser menor (5 cm) ¢ menos eficaz em deter a
infeccdo quando comparada com a uretra masculina (20 cm). Outro fator que contribui para a
incidéncia aumentada das ITU por esta via € o ato sexual, que facilita o movimento
ascendente do microorganismo até a uretra, sobretudo em mulheres, além dos hébitos de
higiene através da autoinoculacdo de patégenos entéricos no trato urinario (FARRELL;
DEMPSEY, 2014; KLEIN; HULTGREN, 2020).

As internacdes hospitalares e a realizagdo de procedimentos que invadem o trato
urindrio também contribuem para o aparecimento das ITU. Um dos procedimentos mais
frequentes que envolvem a manipulagdo do trato urindrio é o cateterismo vesical. Tal
procedimento favorece a penetragdo do microorganismo no trato urinario por trés formas
distintas: no momento da inser¢ao do cateter; através da luz do cateter; e por meio da interface
mucosa-cateter. Neste procedimento, diversos mecanismos de defesa sao comprometidos,
sendo um deles a interrupcdo do funcionamento das glandulas presentes na uretra que
secretam produtos com acao bactericida (ANVISA, 2013; PROCOP, 2017).

Os fatores que predispdoem a colonizacdo dessas espécies entéricas ainda ndao foram
bem compreendidos, mas ¢ sabido que as alteracdes na microbiota vaginal, a utilizagcdo de
antibioticos, contraceptivos e as diversas infeccdes genitais desempenham um papel
importante (PROCOP, 2017). Além disso, os proprios microorganismos possuem diversos
mecanismos que lhes permitem aderir as células do trato urinario e também produzir uma
série de substincias que provocam agressdo ao epitélio e alteram sua fisiologia, permitindo a
ocorréncia da infec¢do. E. coli, por exemplo, é capaz de ascender o trato urinario e se fixar
através de fatores de aderéncia como fimbria tipo I e fimbria P e adesinas ndo fimbriais que
permitem a adesdo e a resisténcia a eliminacdo pelo fluxo urinario (JORGENSEN; SEED,
2012; LALA; MINTER, 2021; SIMOES E SILVA; OLIVEIRA; MAK, 2020).

Outro mecanismo que contribui para o avango da infec¢do e que estd envolvido com as
ITU recorrentes ¢ a formacao de biofilme por uropatogenos (FLORES-MIRELES; HREHA;
HUNSTAD, 2019; MAHESWARI et al.,, 2013). Os biofilmes vém sendo estudados nos
ultimos 30 anos e tém ganhado importancia nos meios cientifico e clinico em virtude do seu

papel em muitas doencas infecciosas, como endocardite, osteomielite, periodontite, sinusite e
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otite média, além das ITU (APARNA; YADAYV, 2008; DONLAN; COSTERTON, 2002;
GOMES et al., 2009).

Os biofilmes sdao compreendidos como comunidades de microorganismos aderidos as
superficies bioticas ou abidticas, revestidos por uma matriz extracelular produzida pelos seus
proprios componentes. Estas estruturas complexas se desenvolvem dinamicamente através de
processos que envolvem aderéncia, crescimento, mobilidade e producdo de polissacarideo
extracelular. Os microorganismos presentes no biofilme apresentam, em geral, caracteristicas
fenotipicas diferentes dos planctonicos, sendo altamente resistentes aos agentes
antimicrobianos ¢ desinfetantes (APARNA; YADAYV, 2008).

Os biofilmes, ao serem formados em estruturas bidticas, como na superficie interna da
bexiga, funcionam como verdadeiros reservatorios de microorganismos e contribuem para a
recorréncia das infecgdes, uma vez que dificultam o acesso dos agentes antimicrobianos e
anticorpos. Além disso, as superficies de dispositivos médicos de longa permanéncia tornam-
se uma excelente plataforma para a formacdo destas estruturas e, assim, para o
desenvolvimento das infeccoes (CHRISTENSEN et al., 1985; MARRIE; COSTERTON,
1984).

1.1.3 Principais patdgenos causadores de ITU

As ITU podem ser causadas por diversos microorganismos, frequentemente resistentes
a diferentes classes de antimicrobianos, o que representa um grande problema para o sistema
de satde, pois prolonga o tempo de internacdo e, consequentemente, os gastos relacionados a
satide (DA SILVA TRENTIN; BRANDT GIORDANI; MACEDO, 2013; SIMOES E SILVA;
OLIVEIRA; MAK, 2020).

Dentre os microorganismos que sdo responsaveis pelos quadros de ITU, E. coli ¢ a
espécie mais comumente encontrada, com a média de 75% dos casos de ITU ndo complicadas
e 65% dos casos de ITU complicadas. Contudo, espécies de Enterococcus e Candida também
sdao frequentes em pacientes que utilizam dispositivos no trato urinario. Outras espécies da
familia Enterobacteriaceae, bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e
Streptococcus hemoliticos do grupo B, e ndo fermentadoras, como Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp., também sdo reportadas, porém em menor
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frequéncia (ASADI KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2019; FLORES-MIRELES; HREHA;
HUNSTAD, 2019).

1.1.4 Diagnéstico

1.1.4.1 Diagnéstico clinico

As ITU podem se manifestar por diversos sinais e sintomas, os quais podem ser
sistémicos ou locais, ¢ variaveis de acordo com a idade do individuo. Em neonatos ¢ criangas
até dois anos, elas podem ser totalmente assintomdticas ou desencadear sintomas
inespecificos como: irritabilidade, diminuicdo na amamentagdo, menor desenvolvimento
pondero-estatural, diarreia e vomitos, dentre outros. Nas idades superiores a esta, os relatos de
sintomas como disuria, frequéncia e dor abdominal, podem ser descritos (ANVISA, 2013).

Nos adultos, os sintomas mais relacionados a ITU baixa sdo: disuria frequente,
urgéncia miccional e, ocasionalmente dor em regido pélvica, hematdria e/ou pidria. J& nas
ITU superior, os sintomas incluem febre, calafrios, dor em flancos ou lombar, nduseas e
vOmitos, cefaleia, indisposicao e disuria (AMMENTI et al., 2020; PALLETT; HAND, 2010).

Em idosos, as ITU sdo de dificil diagnostico principalmente quando ocorre
desorientagdo ou doenga demencial, por ndo haver a possibilidade de identificar os sinais
especificos e, na maioria das vezes, por existir a associacdo com outros processos infecciosos.
Neste grupo, sinais e sintomas como delirio, incontinéncia ou reten¢do urindria, acidose
metabolica e/ou alcalose respiratoria, podem indicar presenga de infeccdes desta natureza
(LALA; MINTER, 2021; PALLETT; HAND, 2010).

Em pacientes cateterizados ¢ comum observar febre, bacteritria e outras
manifestagdes clinicas associadas, o que dificulta o diagndstico de ITU. E importante
considerar que somente a febre ndo € suficiente para concluir o diagndstico destas infecgoes.
Portanto, outros sinais e sintomas, quando presentes, devem ser considerados, como a
sensibilidade costovertebral e dores localizadas que podem irradiar ou ndao (FLORES-
MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019). Nos casos mais complicados, o choque séptico pode
ocorrer devido a sepse urinaria. Esses casos sdo majoritariamente observados em pacientes

com longos periodos de hospitalizagdo e/ou que se submeteram a instrumenta¢do do trato
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urinario, como por exemplo, com uso prolongado do cateter vesical de demora ou

procedimentos cirurgicos (FARRELL; DEMPSEY, 2014; PROCOP, 2017).

1.1.4.2 Diagnostico laboratorial

Embora o diagnodstico de ITU seja baseado primeiramente nos sinais € sintomas
apresentados pelo individuo, diversos exames laboratoriais corroboram o diagndstico e
contribuem para a escolha do tratamento. Em geral, o exame de Elementos Anormais e
Sedimetoscopia (EAS) ¢ suficiente para determinar a conduta médica. Contudo, a cultura da
urina e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos permitem que o microorganismo seja
identificado e tragado a conduta terapéutica (ANVISA, 2013).

Nos individuos saudaveis, a urina ¢ estéril, embora a regido periuretral seja colonizada
por microorganismos comensais, incluindo os de origem fecal. Isto pode favorecer a
contamina¢do da urina durante a coleta do material bioldgico para analise laboratorial na
investigacdo da ITU. Neste caso, a infec¢do ¢ diferenciada da contaminagdo através de
métodos quantitativos de cultura (FARRELL; DEMPSEY, 2014; FLORES-MIRELES;
HREHA; HUNSTAD, 2019).

Segundo a Anvisa (2013), através do Manual de Microbiologia Médica, a ITU ¢
confirmada quando ha o isolamento do microorganismo em cultura pura, com o crescimento
bacteriano igual ou maior que 10° Unidades Formadoras de Coldonia (UFC) por mililitro (ml)
de urina colhida em jato médio e de maneira asséptica. Em determinados casos, algumas
excegoes sdo observadas: em idosos, pacientes com infec¢des cronicas € em uso de
antibioticos, é considerado o crescimento maior ou igual a 10* UFC/ml; em culturas
realizadas através da coleta por pun¢io suprapubica, o crescimento maior ou igual a 10?
UFC/ml ¢ suficiente, tanto em mulheres quanto em homens de qualquer faixa etéaria
(NICOLLE, 2005); em homens com sinais e sintomas de ITU, ¢ considerado o crescimento
maior ou igual a 10° UFC/ml. Embora estas observagdes sejam suficientes para o diagndstico,
outros dados laboratoriais e clinicos devem ser avaliados juntamente com os resultados da
cultura da urina para que seja possivel o encerramento do diagnostico (BAYRAK et al., 2007;

GUPTA; GRIGORYAN; TRAUTNER, 2017).
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1.1.5 Tratamento e prevencao

As principais questdoes a serem consideradas nos tratamentos das ITU sdo: tipo de
infeccdo; condigdes clinicas do paciente; eficicia e efeitos colaterais dos antimicrobianos; a
duracdo do tratamento; e a presenga de critérios que justifiquem a hospitalizagdo, quando
aplicavel. Observa-se que ¢ comum a administracao nos quadros agudos € nao complicados o
uso da nitrofurantoina, trimetropim-sulfametoxazol e fosfomicina. Esses medicamentos sao
escolhidos principalmente por possuirem poucos efeitos colaterais. Para os demais casos de
ITU sdo comuns a administragdo de fluoroquinolonas e beta-lactamicos. Outros antibidticos
também devem ser considerados em casos isolados de resisténcia ou impossibilidade de
tratamento, como por exemplo, as cefalosporinas de terceira geracdo e aminoglicosideos
(CHU; LOWDER, 2018; ¢, 2017; MCLELLAN; HUNSTAD, 2016).

A escolha do antimicrobiano para o tratamento de ITU deve ser individualizada,
avaliando a eficacia, os riscos de efeitos adversos e tendo como base o conhecimento dos
perfis de resisténcia dos microorganismos aos agentes antimicrobianos disponiveis. Outros
fatores também devem ser levados em consideragao, tais como: o custo ¢ a disponibilidade do
medicamento, e fatores especificos do paciente, como a idade, o histérico de alergia
medicamentosa, a existéncia de doengas de base e gravidez (COLGAN; WILLIAMS, 2011;
FLORES-MIRELES; HREHA; HUNSTAD, 2019; LALA; MINTER, 2021; SIMOES E
SILVA; OLIVEIRA; MAK, 2020).

O aumento do entendimento do papel do microbioma na satde, a selecdo de cepas
resistentes devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento de infeccoes
diversas e com isso a dificuldade para a terapéutica da ITU devido a patdgenos cada vez mais
resistentes direcionaram os olhares para a prevengdo da ITU para medidas nao
antimicrobianas, como por exemplo o uso de probioticos, flavonoides (cranberry) e as vacinas

(GUPTA; GRIGORYAN; TRAUTNER, 2017).

1.2 Género Corynebacterium

A classe Actinobacteria, pertencente ao filo Actinobacteria, ¢ um dos maiores grupos

no dominio das bactérias. Esta classe foi subdividida em 19 ordens, 52 familias, 367 géneros e
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2.894 espécies bacterianas com base na sequéncia do gene 16S rRNA e nas suas relagdes
supragénicas (PARTE et al., 2020). O género Corynebacterium, descrito em 1896 por
Lehmann e Neumann, cuja espécie tipo € o Corynebacterium diphtheriae, pertence a esta
classe, e que por sua vez pertence a ordem Corynebacteriales e a familia Corynebacteriaceae,
compreendem uma colecdo de microorganismos caracterizados por bacilos Gram-positivos
irregulares, aerdbios ou anaerébios facultativos, imoveis, ndo formadores de esporos, nio
alcool-acido resistente, catalase positiva, cujo DNA possui alto conteido de guanina e
citosina (G+C) (CRESCI et al., 2016; GHERARDI et al., 2015). Outra caracteristica deste
género e de outros membros da ordem Corynebacteriales é a presenca da micomembrana,
composta por acido micolico que recobre a parede celular bacteriana da maioria das espécies
de Corynebacterium assemelhando-se funcionalmente com a membrana externa das bactérias
Gram-negativas (BURKOVSKI, 2014).

Até o presente momento, o género Corynebacterium contempla cerca de 133 espécies
(PARTE et al., 2020), disseminadas amplamente em diversos nichos bioldgicos, tais como,
amostras clinicas humanas, solo, agua, alimento, industria e materiais sintéticos (JAEN—
LUCHORO et al., 2020), algumas delas de interesse das é4reas médica, veterinaria e
biotecnoldgica (OLIVEIRA et al., 2017). Diversas espécies sdo reconhecidas como patdgenos
humanos e animais e muitas outras sao pertencentes a microbiota de pele € mucosas humanas,
sendo capazes de causar infec¢des ou serem transmitidas para os humanos através do contato
com animais (BERNARD, 2012).

Conhecidamente, o género Corynebacterium possui patdgenos classicos como
Corynebacterium  diphtheriae,  Corynebacterium  ulcerans e  Corynebacterium
pseudotuberculosis. Entretanto, hd muitos anos, que se discute sobre o potencial patogénico
das demais espécies Corynebacterium (PADMANABHAN et al., 2014), que por muitas vezes
sdo consideradas como irrelevantes ou contaminantes quando recuperadas de amostras
clinicas (FUNKE et al., 1997). Desde a década de 90, tanto os microbiologistas clinicos
quanto os médicos se tornaram mais conscientes do potencial patogénico e da grande
diversidade de corinebactérias associadas a doengas humanas (FUNKE et al., 1997).

Os recentes avangos tecnoldgicos em relacdo a detecgdo e identificagdo de
microorganismos tém facilitado a compreensao da importancia clinica de espécies bacterianas
que antes se pensava serem contaminantes da microbiota comensal (MCMULLEN et al.,
2017b). Uma ampla variedade de Corynebacterium spp. tem sido reportada nos ultimos anos,
principalmente em paises industrializados e em desenvolvimento, relacionadas a quadros

infecciosos, por vezes fatais, em diversos sitios anatomicos, bem como o aumento de
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fenotipos MDR aos agentes antimicrobianos, principalmente em Corynebacterium striatum,
Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium jeikeium. Também tém sido reportado que
Corynebacterium spp. estdo cada vez mais associadas com quadros infecciosos em individuos
imunocompetentes, imunocomprometidos e imunossuprimidos (BAIO et al.,, 2013;

MCMULLEN et al., 2017b; SENGUPTA et al., 2015; WAGNER et al., 2012).

1.2.1 Corynebacterium spp. potencialmente produtores de toxina diftérica — Corynebacterium

diphtheriae, Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis

C. diphtheriae ¢é o patogeno humano mais bem caracterizado do género
Corynebacterium. E o principal agente etiologico da difteria classica, uma doenga infecciosa
aguda imunoprevenivel que afeta principalmente o trato respiratorio ¢ ¢ potencialmente fatal
devido a acao da toxina diftérica (TD), uma potente exotoxina, a qual apresenta tropismo para
o miocardio, sistema nervoso central, rins e suprarenais (GALAZKA; ROBERTSON, 1996).

Apesar da existéncia de um programa de vacinac¢do contra difteria desde a década de
40, esta doenca que foi uma das mais prevalentes e temidas antes da Era da vacinagdo, ainda
hoje representa um grave problema de Satde Publica em todo o mundo. Segundo os dados da
Organizacao Mundial da Satde (OMS), permanecem ocorrendo surtos em diversos paises em
desenvolvimento e industrializados, além da difteria permanecer endémica em diversas partes
do mundo, particularmente em paises em desenvolvimento, como India, Vietnd, Caribe e
paises da América do Sul (BRASIL, 2019).

No Brasil, a difteria permanece de forma controlada, com o numero de casos
diminuindo progressivamente desde a década de 90, segundo a lltima nota técnica langada em
2019 informando a respeito da situagdo epidemioldgica. Contudo, dois paises, nos ultimos
anos, preocupam o governo brasileiro com relagdo a difteria. Haiti € Venezuela iniciaram um
surto epidémico nos anos 2014 e 2016, respectivamente, ¢ em virtude do fluxo migratério
para os estados federados brasileiros nos tltimos anos as autoridades brasileiras alertam para
o risco de casos da doenca no pais. O ultimo 6bito por difteria no Brasil foi de uma crianga de
10 anos, o caso foi considerado importado da Venezuela e ocorreu no estado de Roraima. Em
2019, apenas dois casos de difteria foram notificados para as autoridades de vigilancia

(BRASIL, 2019).
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Cepas de C. diphtheriae nao produtoras de TD também sdo capazes de causar
infeccdes importantes. Estas infecgdes variam de lesdes cutineas e faringites a endocardites
(DE SANTIS et al.,, 2020, FERNANDEZ-PITTOL et al., 2019; FUCHS et al., 2020),
bacteremia (SHANMUGAM et al., 2021), osteomielite (PEIXOTO et al., 2016) e infeccao
relacionada ao uso de cateter (GOMES et al., 2009). E preciso ressaltar que estes quadros ja
foram descritos tanto em pacientes imunizados como em pacientes nao imunizados.

Outras espécies do género Corynebacterium também sao capazes de produzir a TD e
tém sido alvo de estudos em diversos paises: C. ulcerans e C. pseudotuberculosis. C. ulcerans
estd filogeneticamente relacionado ao C. diphtheriae, foi descrita por Gilbert e Stewart
(1926), oriunda de orofaringe de um caso semelhante a difteria. Classicamente tem sido
descrita como agente etiologico de quadros diversos de infec¢cdes em animais, principalmente
de mastites em gado bovino. Os primeiros casos de infecgdes em humanos foram
normalmente associados ao consumo de leite ndo fervido/pasteurizado e derivados. A partir
de meados da década de 1980, o numero de casos de difteria de natureza zoondtica causada
pelo C. ulcerans aumentou em diferentes paises. Na Inglaterra, por exemplo, o nimero de
casos de difteria por esta espécie superou o relacionado com o agente etiologico cléssico, C.
diphtheriae (BONMARIN et al., 2009; SHARMA et al., 2019; TIWARI et al., 2008).

C. pseudotuberculosis, descrito por Buchanan em 1911 (BERNARD; FUNKE, 2015),
¢ agente causador de diversas doencas de cunho veterinario, dentre as quais a linfadenite
caseosa (LC) e a linfangite ulcerativa, tendo por isso grande interesse veterindrio € economico
(KURIA; HOLSTAD, 1989). Em humanos, C. pseudotuberculosis pode causar infeccao cujos
sinais e sintomas sdo semelhantes ao da LC, e o modo de transmissdo mais aceito ¢ por
contato com animais doentes ou ingestdo de carne ou leite contaminados (TROST et al.,
2010a). Com base na expressdo da enzima nitrato redutase, que permite a conversao de nitrato
a nitrito em provas bioquimicas, esta espécie pode ser dividida em dois biovares,
denominados ovis e equi. O biovar equi (sorotipo II) é capaz de reduzir o nitrato, enquanto o
biovar ovis (sorotipo I) ndo apresenta esta habilidade (BATEY, 1986; COSTA, 2002). Cepas
isoladas de ovinos e caprinos pertencem geralmente ao biovar ovis, enquanto as de cavalos e
bufalo pertencem ao biovar equi e as de gado sdo varidveis (DORELLA et al., 2006;
TEJEDOR-JUNCO et al., 2008).
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1.2.2 Corynebacterium spp. ndo produtores de toxina diftérica associados a ITU

Além da preocupagdo com as cepas produtoras de TD, a comunidade cientifica e os
profissionais de saude t€ém voltado sua atengdo para outros processos infecciosos causados
principalmente por amostras ndo produtoras de TD. Espécies clinicamente relevantes de
Corynebacterium ocasionalmente sao reportadas como causadoras de infecgdes em humanos
e recomenda-se que a identificagdo destas em caso de isolamento a partir de amostras clinicas
seja realizada caso: (1) sejam oriundas de sitios estéreis; (2) material clinico tenha sido
devidamente coletado e a espécie de Corynebacterium seja a espécie predominante; e (3)
tenham sido isoladas em culturas puras de urina com contagem > 10* UFC/mL ou de forma
predominante (crescimento > 10° UFC/mL) em culturas polimicrobianas (BERNARD;
FUNKE, 2015).

C. urealyticum, anteriormente denominado como Corynebacterium grupo D2, descrito
por Pitcher e colaboradores (1992), faz parte da microbiota humana, podendo ser encontrado
em 12% da populacdo sauddvel e em 30% dos pacientes hospitalizados, principalmente
naqueles que estejam em uso de antibidticos de amplo espectro. Esta espécie tem sido
estudada por décadas e reconhecida como agente causador de quadros de bacteritiria
assintomatica e raramente cistite e pielite encrustada alcalina (GUIMARAES et al., 2013;
KLINE; LEWIS, 2016). C. wurealyticum tem como caracteristica o crescimento lento e
apresentar uma forte atividade uredsica, fator esse que esta relacionada diretamente com sua
viruléncia desempenhando um papel importante na patogénese da infeccdo urinaria por
induzir a deposicao de fosfato de amonio magnesiano (Pedras de Estruvita) na parede vesical.
A formagdo dessas pedras sdo sinais clinicos caracteristicos por infec¢des causadas por C.
urealyticum. Relatos apontam que essa espécie possui ampla taxa de multirresisténcia aos
antimicrobianos, como: ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, cefalotina, rifampicina,
tetraciclina, ofloxacina, imipenem e gentamicina (KLINE; LEWIS, 2016; MAUREY et al.,
2019; SORIANO; TAUCH, 2008).

Rotineiramente, as infec¢des por C. wurealyticum sdao facilmente descartadas por
requererem meios de culturas artificiais enriquecidos e pelo seu fator de crescimento ser lento
€ muitas vezes nao positivarem dentro do tempo preestabelecido pelos laboratorios clinicos.
As coldnias de C. urealyticum s6 comegam a apresentar crescimento a partir de 48 horas em
placa de dgar sangue de carneiro 5%. Por outro lado, ainda que na cultura apresente algum

crescimento, comumente este ¢ menosprezado por serem considerados como contaminantes
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da microbiota ap6s a realizagdo da coloracdo de Gram. Como fatores de risco para infec¢des
por C. urealyticum, observa-se os pacientes imunocomprometidos que tiveram como historia
pregressa doengas uroldgicas, hospitalizagdo por tempo prolongado, tratamento com
antibioticos de amplo espectro e pacientes com historia de transplante renal (KLINE; LEWIS,
2016).

Além da forte atividade ureasica e da multirresisténcia aos antimicrobianos, outros
fatores de viruléncia relatados incluem a capacidade de aderir e formar biofilme em diferentes
superficies, tanto bidticas quanto abidticas. C. urealyticum também se mostra capaz de causar
infeccdes semelhantes as causadas em humanos em animais de companhia, como caes e gatos
(MAUREY etal., 2019; SORIANO et al., 2009).

Corynebacterium coyleae, descrito por Funke e colaboradores (1997), foi isolado
primeiramente de amostras de sangue de pacientes com febre de origem desconhecida. Cabe
ressaltar que a época do isolamento primario, um dos pacientes era portador do Virus da
Imunodeficiéncia Humana e os demais haviam sido submetidos a procedimentos cirurgicos
prévios. Outros relatos de isolamento desta espécie também mostram a capacidade de causar
infecgdes em outros sitios anatémicos, incluindo partes moles e sitios nobres (FERNANDEZ-
NATAL et al., 2008; TAGUCHI et al., 2006).

Ainda pouco estudada, C. coyleae nao possui uma defini¢do para seu papel
patogénico. O envolvimento de C. coyleae em ITU era desconhecido até que Barberis e
colaboradores (2018), reportou pela primeira vez um caso de ITU por esta espécie levando o
paciente a ser submetido a nefrectomia total de ambos os rins. Apds esse caso, C. coyleae
passou a ser considero um importante patdogeno emergente € a identificacao a nivel de espécie
de materiais clinicos passou a ser recomendado, principalmente quando envolvendo pacientes
hospitalizados e imunossuprimidos.

O perfil de susceptibilidades aos antimicrobianos de C. coyleae também ainda nao ¢
bem conhecido. Sabe-se das espécies até o momento isoladas que em sua maioria sao
suscetiveis a beta-lactamicos, gentamicina, vancomicina, tetraciclina, linezolida e rifampicina,
apresentando resisténcia somente a clindamicina. Contudo, as espécies isoladas de ambientes
hospitalares mostraram uma taxa de resisténcia maior do que as espécies isoladas de pacientes
ambulatoriais. Estudos mais profundos devem ser realizados para o conhecimento acerca da
viruléncia dessa espécie em quadros de ITU (BARBERIS et al., 2018; FERNANDEZ-
NATAL et al., 2008).

Corynebacterium aurimucosum foi descrito pela primeira vez por Yassin e

colaboradores (2002), oriundo de hemocultura de um quadro de bronquite. Relatos da
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literatura mostra o envolvimento de C. aurimucosum com quadros de bacteremia, aborto
espontaneo, infecgcdes pods-cirtrgicas do trato urindrio, casos recorrentes de ITU prostatites,
infec¢des em pé diabético, afeccdes da pele e de diversos quadros clinicos (BERNARD, 2012;
ESKANDAR et al.,, 2020; LO et al.,, 2015; TROST et al., 2010b). O esclarecimento
envolvendo o processo patogénico de C. aurimucosum com quadros de ITU ¢é recente e
embora tenham poucos estudos que relatem o isolamento dessa espécie em ITU, alguns deles
demonstram que a idade, a recorréncias das infec¢des € o uso de antibidticos macrolideos
podem ser um fator de risco para os achados de C. aurimucosum em urina (LEAL; JONES;
GILLIGAN, 2016).

Dentre os mecanismos de viruléncia descritos para C. aurimucosum, a presenca de um
pigmento de coloracdo negra parece estar diretamente associada ao seu estabelecimento na
regido geniturinaria, principalmente em mulheres. Um estudo apontou que o pigmento negro
tem acdo antioxidante, que em suma, seria capaz de neutralizar a agdo oxidante da microbiota
vaginal, conseguindo assim se estabelecer como contaminante nessa regido e ascender ao colo
uterino e infectando a cavidade amniotica e o feto. Outros fatores de viruléncia como a
presenca de pilinas presentes nessa espécie podem favorecer a adesdo de C. aurimucosum na
interacdo microorganismo-hospedeiro e resultar na formagao e desenvolvimento de biofilmes
(TROST et al., 2010b).

A susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados de C. aurimucosum tem sido
reportada de maneira variada. Estudos apontam cepas apresentando sensibilidade a
glicopeptideos, linezolida, daptomicina, mas com uma varidvel resisténcia aos demais
(FERNANDEZ-ROBLAS et al., 2009). Em outro estudo, a resisténcia a penicilina ¢
reportada, embora cepas MDR nado sejam comuns (LEAL; JONES; GILLIGAN, 2016). Um
terceiro estudo aponta sensibilidade a eritromicina, lincomicina, vancomicina, cefalotina,
imipenem, tetraciclina, ciprofloxacina e cloranfenicol, e resisténcia a penicilina e ao
sulfametozaxol com trimetroprima (LO et al., 2015).

Corynebacterium riegelii, descrito pela primeira vez por Funke e colaboradores
(FUNKE; LAWSON; COLLINS, 1998) de quadros de infecgdes urinaria em mulheres entre
21 e 62 anos de idade aparentemente sem ligacdo epidemiologica. Dados da literatura
mostram que desde a sua descri¢ao, a associagdo com quadros de ITU sdo comuns, incluindo
infecc¢des raras e casos fatais (ACOSTA et al., 2017; AYGUN et al., 2013; PICHON et al.,
2019). A principal caracteristica, assim como C. urealyticum ¢ a forte atividade ureasica.
Testes em laboratorios identificaram uma rapida a¢do dessa atividade com positividade do

caldo uréia de Christensen em apenas 5 minutos (FUNKE; LAWSON; COLLINS, 1998). O
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perfil de susceptibilidade das quatro cepas descritas por Funke e colaboradores (1998)
apresentaram sensibilidade a cefalotina, cloranfenicol, ciprofloxacina, acido fusidico,
gentamicina, penicilina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina, e resisténcia apenas para
cefetamet, ceftibuteno e fosfomicina. Atualmente ja ¢ possivel observar mudancas nos
padrdes de resisténcias das cepas de C. riegelii, sendo possivel observar cepas resistentes
principalmente a ciprofloxacina, penicilina, eritromicina e clindamicina (MATSUNAMI et
al., 2012; PICHON et al., 2019).

C. jeikeium, anteriormente conhecida como CDC do grupo JK, foi descrito por
Jackman e colaboradores (1987), ¢ um microorganismo comumente encontrado colonizando
perineo, reto e areas intertriginosas e ¢ encontrado principalmente em pacientes hospitalizados
(KISHORE et al., 2015). C. jeikeium ¢ uma das espécies de Corynebacterium mais
conhecidas no ambiente nosocomial capaz de causar diferentes infec¢des. Tem sido
comumente relatado em endocardites incluindo casos fatais (DOWLING; KOEN, 2020),
contudo também mostrou-se capaz de causar diversos processos infecciosos, como: ITU
(LOPEZ-GONZALEZ GILA et al., 2019), infecgdes de partes moles (OLENDER;
LETOWSKA, 2010), bacteremias, infec¢des pulmonares (SATO; UCHIYAMA, 2012),
sobretudo em pacientes submetidos a procedimentos invasivos, tais como cateterismo
profundo e implantacdo de dispositivos cardiovasculares (CHAO; HUANG; YEN, 2013;
CLARKE; ABDUR RAHMAN; SAUL, 2019). E preciso ressaltar que C. jeikeium é uma das
espécies mais resistentes do género Corynebacterium aos agentes antimicrobianos, sendo
susceptiveis apenas aos glicopeptideos. Por este motivo, a vancomicina é muitas vezes o
antimicrobiano utilizado em infec¢des por C. jeikeium (BECHARA et al., 2011;
BLACKBERG et al., 2021).

Corynebacterium glucuronolyticum foi primeiramente descrito por Funke e
colaboradores em 1995 (BERNARD; FUNKE, 2015), em um paciente com infec¢ao do trato
geniturinario. E geralmente encontrado no trato urogenital de humanos, principalmente
homens e de suinos (CURRY et al., 2015; DEVRIESE et al., 2000). C. glucuronolyticum ¢
considerado como um agente raro causador de prostatite e uretrite ndo gonocécica (GALAN-
SANCHEZ et al., 2011). Também existem relatos de uretrites, prostatites e infeccdes em
outras regides do trato urinario baixo (NOVO-VELEIRO et al., 2013). Um caso raro de cistite
encrustada causada por C. glucuronolyticum ja foi reportado em um paciente de 57 anos sem
comorbidades ou histdricos de cirurgias ou procedimentos urologicos, fatores esses que sao
predisponentes para esse tipo de infeccdo (CURRY et al., 2015). Dados da literatura até o

momento indicam que C. glucuronolyticum ¢ considerado um patdégeno em potencial com
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habilidades comparadas a outros patdogenos urogenitais bem estabelecidos atualmente
(MESTROVIC et al., 2019).

Descrita primeiramente pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC, em
portugués, Centro de Controle e Prevencao de Doencas) como Corynebacterium do grupo
absolute nonfermenter 1 (ANF-1, em portugués, ndo fermentador) em 1981 e posteriormente
renomeada como Corynebacterium afermentans por Riegel e colaboradores (1993), esta
espécie tem sido isolada de hemoculturas (OLMEZ et al., 2021), abcessos cerebral, pulmonar
e hepatico (DYKHUIZEN et al., 1995; MINKIN; SHAPIRO, 2004), urinoculturas
(CAMELLO et al., 2003) e sepse (KUMARI et al., 1997). Grupos brasileiros e internacionais
observaram em estudos distintos cepas MDR de C. afermentans (BERNIER; BERNARD,
2016; CAMELLO et al., 2003).

Uma das causas importantes para o subdiagndstico de infec¢des causadas por
Corynebacterium spp. emergentes ¢ a dificuldade de se chegar a identificacdo a nivel de
espécie. Para que haja um tratamento direcionado o diagnostico correto de uma infecgdo ¢
imprescindivel. Algumas Corynebacterium spp. sdo muito proximas fenotipicamente fazendo
com que o diagnostico microbioldgico seja inconclusivo. Essas espécies sdo consideradas
“dificeis de identificar” (SANTOS et al., 2017). A diferenciagdo entre as espécies exige o
emprego de técnicas moleculares e testes fenotipicos adicionais ndo utilizados rotineiramente
nos laboratorios clinicos (ZASADA; MOSIEJ, 2018). As espécies Corynebacterium xerosis,
Corynebacterium minutissimum, C. striatum e C, amycolatum possuem caracteristicas
fenotipicas pouco distintas entre si e formam um complexo conhecido como XSMA. A
presenca frequente em infec¢des clinicas importantes, principalmente em ambientes
nosocomiais € o aparecimento de cepas MDR comumente observadas nessas espécies fazem
com que esse complexo quando isolado de uma amostra clinica seja caracterizado a nivel de
espécie para que o direcionamento terapéutico seja realizado da melhor forma (PACHECO et
al., 2015; SANTOS et al., 2017).

C. xerosis, descrito primeiramente por Lehmann ¢ Neumann (1896), foi isolado de
secrecao de ouvido de uma crianga. Seus relatos de infec¢do em humanos sdo poucos € a
maioria dos isolados foram subsequentemente reconhecidos como C. amycolatum devido a
sua proximidade fenotipica (FUNKE et al., 1996; WAUTERS et al., 1998). Contudo, esta
espécie ja foi relacionada a infec¢do de sitio cirurgico (RIZVI et al., 2013), endocardite
(BELMARES et al., 2007), sepse (KIMURA et al., 2017), abscessos (BORDE et al., 2020) e
recentemente em uma infec¢do pds-parto de uma mulher com derivagdo ventriculo-peritonial

(HOCAOGLU et al., 2019).
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C. striatum ¢ um microorganismo potencialmente patogénico para humanos,
frequentemente associado a surtos nosocomiais (BAIO et al., 2013). Nas ultimas décadas,
essa espécie tem sido uma das mais frequentemente recuperadas de diversas superficies e
equipamentos médicos, principalmente em ambientes hospitalares (SHU et al., 2019).
Infecgdes por C. striatum foram descritas tanto em individuos imunocomprometidos quanto
em individuos imunocompetentes (NUDEL et al., 2018; SUPERTI et al., 2009). Dentre estas
infecgoes, destacam-se: ITU (LOPEZ et al., 2009), infec¢des pulmonares (SHARIFF; ADITI;
BERI, 2018), meningite (KAMMOUN et al, 2016), endocardite (FERNANDEZ
GUERRERO et al., 2012; LEE; LEE; KIM, 2018), infec¢des sanguineas (RAMOS et al.,
2018) e artrite séptica (ROY; AHMAD, 2016). Nao somente os casos infeciosos estdo
ganhando evidéncia clinica, como também cepas MDR estdo emergindo ao longo dos anos
(ALIBI et al., 2017; HAHN et al., 2016; WANG, JUNRUI et al., 2016). Estudos ja realizados
levantam suspeitas de transmissdo pessoa para pessoa de infec¢des por C. striatum, tanto
através dos profissionais de saude como pelo proprio ambiente hospitalar (BAIO et al., 2013;
CRUM-CIANFLONE; BALLON-LANDA; ZORN, 2014; WANG et al., 2021).

C. minutissimum, assim como outras corinebactérias, também pertence a microbiota
residente da pele e mucosas humanas. Desde a sua descri¢do, por Sarkany e colaboradores,
em 1962 (COLLINS; JONES, 1983), como agente etiologico do eritrasma, relatos associando
C. minutissimum com casos de ITU, infecgdes do trato respiratério e infecgdes relacionada a
cateter (MARTINS et al., 2009), endocardite (APERIS; MOYSSAKIS, 2007), bacteremia e
meningite (DALAL; LIKHI, 2008), pielonefrite (AHMAD; AHMAD, 2005) e infeccao
abdominal (SHIN et al., 2014) t€ém sido reportados, emergindo como um potente causador de
infeccdes de sitio cirtrgico e invasivas importantes envolvendo tanto individuos
imunocomprometidos quanto imunocompetentes (PACHECO et al., 2015). A presenca
ambiental de C. minutissimum também ja foi documentada em um estudo chinés, que
identificou como a espécie dominante em proporgdes significativas em amostras de
bioaerossois de um mercado de aves (GAO et al., 2016).

C. amycolatum é uma das espécies do género Corynebacterium mais isoladas de
espécimes clinicos (TORIBIO; MARRODAN; FERNANDEZ-NATAL, 2017). Foi descrita
por Collins e colaboradores (1988), isolado de pele humana e sua principal caracteristica ¢ a
auséncia de acido micolico, que por sua vez ¢ presente na maioria das corinebactérias
(FUNKE et al, 1997). E também frequentemente resistente aos antimicrobianos,
caracteristica que contribui para a sua distingdo entre as outras espécies no diagnostico

microbiologico (ESTEBAN et al., 1999; OTEO et al., 2001; SENGUPTA et al., 2015). C.
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amycolatum ja foi isolado de pacientes com quadros de bacteremia (YOON et al., 2011), ITU
(MARTINS et al., 2009), infeccdes relacionadas a cateter (CARVALHO et al., 2018), mastite
granulomatosa (BORDE et al., 2020), infec¢des orbitais (TORIBIO; MARRODAN;
FERNANDEZ-NATAL, 2017), secregdes auriculares (SENGUPTA et al., 2015), infecgdes
ortopédicas (KALT et al., 2018), sepse (DE MIGUEL; RODRIGUEZ; MARTIN, 1999) e
endocardite (DA ROCHA et al., 2018). Acredita-se que o numero de casos infecciosos

reportados seja maior, uma vez que C. amycolatum ¢é frequentemente identificado como C.

xerosis (TORIBIO; MARRODAN; FERNANDEZ-NATAL, 2017).

1.2.3 Corynebacterium mycetoides

Corynebacterium mycetoides, originalmente descrito em 1942 por Aldo Castellani, um
patologista e bacteriologista italiano, passou por diversas reclassificagdes até ser devidamente
enquadrado ao género Corynebacterium. C. mycetoides, foi isolado originalmente de ulcera
tropicaldide, uma ferida que comumente ocorre nos membros inferiores e que afetava os
soldados das regides desérticas da Africa do Norte (CAPOCACCIA; ORTALI 1956;
COLLINS, 1982).

Inicialmente, Castellani, em 1942, classificou o microorganismo isolado das tulceras
tropicaldides como Micrococcus mycetoides. Em 1943, Negro, considerando a semelhanca
morfologica com os microorganismos do género Streptococcus, reclassificou o
microorganismo como Streptococcus mycetoides. Anos depois, em 1949, Castellani sugeriu
outra reclassificagdo taxondOmica, passando a considerar o microorganismo como
Coccobacillus  mycetoides, contudo, considerou essa reclassificagdo temporaria.
Posteriormente, com base nos estudos realizados por Capocaccia e Ortali, em 1956, observou-
se que de fato as reclassificagdes anteriores estavam equivocadas, propondo entdo uma nova
reclassificagdo, que agregava o microorganismo no género Corynebacterium, passando a ser
chamado de Corynebacterium mycetoides. Contudo, somente em 1982, quando Collins
pesquisou as propriedades bioquimicas e demonstrou que C. mycetoides era de fato uma
espécie distinta das demais espécies de Corynebacterium descritas até aquela época, que o
nome foi devidamente incluido na lista de nomes bacterianos aprovados, revalidando assim a

sua descri¢ao taxonomica (CAPOCACCIA; ORTALI 1956; COLLINS, 1982).
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C. mycetoides quando cultivado a 37°C por 48/72 horas, em agar sangue de carneiro
ou agar nutriente, normalmente medem cerca de 1 mm, apresentando colonias amarelas,
circulares, convexas e brilhantes. As células sdo Gram-positivas, mas em alguns momentos
podem se apresentar Gram-labeis. Caracteristicas corineformes, como por exemplo, o
pleomorfismo e o formato em clava, sdo encontradas, bem como também apresentam
granulos metacromaticos em suas extremidades. Ndo forma esporo, tampouco é moével. E
anaerobio facultativo. A catalase ¢ a fosfatase alcalina sdo positivas. E capaz de fermentar a
glicose e algumas linhagens fermentam a trealose. E negativo para a fermentagdo da maltose,
manose, arabinose, lactose, galactose, rafinose, ribose, xilose, melibiose, glicogénio e
adonitol. Gelatina e esculina ndo sdo hidrolisadas. Nao reduz nitrato. Nao produz urease.

Indol, vermelho de metila sdo negativos (COLLINS, 1982).

1.3 Fatores de viruléncia de corinebactérias

Os principais estudos que investigam fatores de viruléncia de corinebactérias foram
descritos para C. diphtheriae. Nao somente nesta espécie, mas em duas outras estreitamente
relacionadas (C. pseudotuberculosis e C. ulcerans), o mais conhecido mecanismo de
viruléncia ¢ a TD, um polipeptidio de aproximadamente 58 kDa com 535 residuos de
aminoacidos. O efeito citotoxico da TD deve-se a inibicdo da sintese proteica através da
ribosilagdo do fator de alongamento 2 (HOLMES, 2000). E preciso ressaltar que a TD pode
ser produzida apenas por amostras que possuem o gene codificador (gene fox), carreado por
fagos lisogénicos (corinefagos) do tipo B ou B-relacionados (MEINEL et al., 2014), integrado
ao seu cromossomo. A integragdo do corinefagos no genoma bacteriano ¢ capaz de converter
cepas nao toxigénicas em cepas toxigénicas. Tal transformagdo ja foi descrita em humanos,
mas acredita-se que também seja capaz de ocorrer raramente de forma livre na natureza
(ZAKIKHANY; NEAL; EFSTRATIOU, 2014). Estudo recentes mostraram que o gene fox
também pode estar localizado em ilhas de patogenicidade (MEINEL et al., 2014).

O gene fox tem sua transcricdo negativamente regulada por ions ferro e por uma
proteina repressora, conhecida como Diphtheria Toxin Repressor (dtxR, em portugués,
repressor da toxina diftérica), presente em todas as amostras de C. diphtheriae (DE ZOYSA et
al., 2005). Recentemente linhagens de C. diphtheriae ¢ C. ulcerans que carreiam o gene fox,

mas nao expressam a TD foram reportados. Essas linhagens sdo conhecidas como non-
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toxigenic tox gene-bearing (NTTB, em portugués, ndo toxigé€nica portador do gene tox)
(BILLARD-POMARES et al., 2017; EISENBERG et al., 2014). Com base em analises
moleculares foi possivel identificar duas possibilidades para que o bloqueio da expressao do
gene tox ocorra: (1) a delecdo de base unica, causando assim uma mutacao de fase de leitura e
(2) a presenca de uma sequéncia de inser¢ao no gene, ambos os mecanismos localizados na
subunidade A do gene. Contudo, essa situagdo ndo ¢ permanente, podendo as linhagens
NTTB a qualquer momento expressar a TD através de uma reversao espontanea ou por
recombinacdo homologa dos diferentes corinebacteriofagos (ZAKIKHANY; NEAL;
EFSTRATIOU, 2014).

Estudos recentes mostraram que a TD ndo seria a nica toxina produzida por espécies
do género Corynebacterium. Weerasekera e colaboradores (2019) caracterizaram
funcionalmente um gene que codifica uma ribosome-binding protein (Rbp, em portugués,
proteina de ligagdo ao ribossomo) putativa identificada na linhagem brasileira de C. ulcerans
809, isolada de um caso de pneumonia fatal em uma paciente idosa. Tal proteina, apesar de
apresentar uma baixa identidade de aminoacidos quando comparada a por¢do A da toxina
Shiga de Escherichia coli tipo 1 e 2, possui todos os residuos de aminoacidos conservados
necessarios para sua atividade. Ademais, um modelo estrutural construido in silico da proteina
mostrou semelhancas importantes com a por¢do A da Shiga foxin (Stx, em portugués, toxina
Shiga) tipo 1 de E. coli.

A Stx ¢ uma das mais potentes toxinas bioldgicas conhecidas até o momento.
Produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1, a Stx é um polipeptideo de cerca de 70 kDa com
638 residuos de aminoacidos que tem como efeito citotoxico a inibi¢cdo da sintese de proteina
em células eucaridticas pela remog¢ao de um residuo de adenina do rRNA 28S localizado na
subunidade do ribossomo 60S e consequente ribosilacdo dos fatores de alongamento 1 e 2
(WEERASEKERA et al., 2019). A Stx ¢ uma toxina do tipo ABS5, cuja porg¢ao ativa da toxina
se restringe a subunidade A através da sua atividade N-glicosidase e a subunidade B (cinco
porgdes idénticas) ¢ composta por um pentamero responsavel pela mediagao da ligagdao da
subunidade A ao receptor celular globotriasilceramida (MEINEL et al, 2014;
WEERASEKERA et al., 2019).

Como mencionado anteriormente, alguns isolados de E. coli com o passar dos anos
tornaram-se capazes de produzir dois tipos de Stx (Stx1 e Stx2) e sdo denominados como
Shiga Toxin-producing Eschericia coli (STEC, em portugués, Escherichia coli produtora de
toxina Shiga). A Stx1 ¢ quase idéntica & mesma toxina produzida pela S. dysenteriae tipo 1 e a

Stx2 tem pouca semelhanca com a Stx e Stx1, além de ser antigenicamente distinta
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(SCHEUTZ et al., 2012). Estudos prévios relatam que a STEC ¢ responsavel por uma
complicacdo no processo infeccioso em humanos denominado sindrome hemolitica urémica e
esta mais associada com a Stx2 do que com a Stx1. Diversas variantes também ja foram
descritas de ambos os tipos de Stx (MELTON-CELSA, 2014).

Acredita-se em relagdo ao gene Rbp putativo encontrado na cepa de C. ulcerans 809
tenha sido adquirido pela transferéncia horizontal de genes, uma vez que a porcentagem do
conteitdo G+C encontrada na regido onde o gene estd localizado ¢ inferior em relagdo a
porcentagem do genoma completo da mesma cepa, além do gene Rbp putativo encontrar-se
flanqueado por genes que codificam um fago integrase putativa e uma transposase
(WEERASEKERA et al., 2019).

A ocorréncia de infec¢des causadas pelo C. diphtheriae em individuos imunizados e o
crescente numero de infec¢des invasivas causadas por amostras atoxinogénicas sugerem que
outros fatores além da TD s3o importantes para o aparecimento ¢ manutencao do processo
infeccioso. Neste sentido, estudos desenvolvidos nas ultimas décadas t€ém demonstrado que os
isolados, independente da producdo de toxina, podem aderir com intensidades variadas a
diferentes substratos, incluindo células humanas e dispositivos médicos. Varias proteinas
fimbriais e ndo-fimbriais ja foram descritas como possiveis participantes destes processos.
Além delas, carboidratos de superficie, hidrofobinas e trans-sialidases também parecem estar
envolvidas (ANTUNES et al, 2015, BERTUCCINI; BALDASSARRI; VON
HUNOLSTEIN, 2004; GOMES et al., 2009; HIRATA et al., 2004; MATTOS-GUARALDI;
DUARTE FORMIGA; PEREIRA, 2000).

A presenga de fimbrias na superficie do bacilo diftérico foi relatada pela primeira vez
por Yanagawa e Honda (1976), quando foi sugerida a sua participacdo na aderéncia a
eritrocitos de carneiro (hemaglutinagdo). Desde entdo, muitos estudos buscaram a sua
caracterizagdo estrutural e funcional. Estes revelaram que C. diphtheriae pode apresentar trés
estruturas fimbriais distintas, identificadas com Sortase-mediated pilus assembly (Spa, em
portugués, montagem de pilus mediada por sortase): pilus SpaA, pilus SpaD e pilus SpaH,
sendo cada pilus formado por trés subunidades menores: pilus SpaA (SpaABC), pilus SpaD
(SpaDEF), pilus SpaH (SpaGHI). Ainda segundo eles, estas estruturas sdo polimerizadas e
conectadas a superficie celular com a participagao de diferentes sortases (BROADWAY et al.,
2013; GASPAR; TON-THAT, 2006; MANDLIK et al., 2007; TON-THAT; SCHNEEWIND,
2003). Essas fibras que sdo longas e finas, e que se projetam da superficie da célula tém
dentre suas fun¢des principais, realizar a mediag@o entre a célula bacteriana e a aderéncia ao

tecido do hospedeiro e a formacgao de biofilme (MCCONNELL et al., 2018).
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Analises moleculares mostraram que os genes codificadores das pilinas e das sortases
estdo localizados em ilhas de patogenicidade, estando parcial ou completamente ausentes em
algumas cepas (TROST et al., 2012). O pilus SpaA mostrou-se 0 mais frequente entre as
amostras estudadas e, por causa disto, tem sido o principal alvo de estudos sobre a
participagdo das pilinas na viruléncia de C. diphtheriae. Até o momento, ja foi descrito o seu
envolvimento na aderéncia as células epiteliais da faringe e no processo patogénico
desencadeado no nematddeo Caenorhabditis elegans, utilizado como modelo experimental in
vivo para estudos de viruléncia (BROADWAY et al., 2013; MANDLIK et al., 2007). Zasada e
colaboradores (2012) também sugeriram que a expressao destas estruturas ¢ indispensavel
para a ocorréncia de infecgdes invasivas por amostras atoxinogénicas de C. diphtheriae.

Dentre as proteinas de natureza nao-fimbrial, destacam-se as proteinas DIP1281 (OTT
et al., 2010) e DIP 0733 (SABBADINI et al., 2012). A proteina DIP1281, anotada como
invasina, tem sido estudada no processo de interagdo com células de linhagem epitelial de
faringe. Entretanto, os resultados obtidos até o momento sugerem que ela esteja envolvida
com a organizagdo geral da superficie do bacilo diftérico (OTT et al., 2010). A proteina
DIP0733, inicialmente descrita como proteina de superficie ndo-fimbrial 67-72p, participa na
aderéncia a hemadacias humanas (COLOMBO et al.,, 2001) e a células da linhagem de
carcinoma de laringe humana HEp-2 (HIRATA et al.,, 2004). Além disso, Sabbadini e
colaboradores (2012) demonstraram seu efeito na internalizacdo e induc¢do da apoptose em
cé¢lulas HEp-2. Recentemente, Antunes e colaboradores (2015) relataram o papel desta
proteina na ligagdo ao colageno, fibronectina e fibrinogénio (Fg).

Sabbadini e colaboradores (2010) ja haviam relatado que cepas de C. diphtheriae sao
capazes de interagir com o Fg humano e também apresentam a habilidade de converter Fg em
fibrina (atividade de coagulase), mesmo quando desprovidas do gene fox. Esse estudo
defendeu a hipotese de que o bacilo diftérico pode explorar a interagdo com o Fg humano no
processo de colonizacdo, manutencdo nas superficies do hospedeiro e/ou dispersao para
outros sitios corporeos.

A participagdo de carboidratos de superficie e proteinas lectinicas nas interagdes de C.
diphtheriae com células do hospedeiro também ja foram investigados. Estudos realizados por
Mattos-Guaraldi e colaboradores (2000; 1999) revelaram que a superficie do bacilo diftérico
apresenta diferentes moléculas contendo residuos de acido sialico, N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, galactose e manose com afinidade para lectina. Apesar do papel dos
carboidratos de superficie na viruléncia do bacilo diftérico nao ter sido bem caracterizado, os

resultados obtidos sugerem que eles promovem alteragdes na hidrofobicidade e na carga
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bacteriana, modulando a aderéncia a substratos inertes ¢ a células humanas, além de contribuir
para a evasao do sistema imune.

E sabido que a presenca de acido sialico na superficie bacteriana deve-se as atividades
realizadas pelas sialidases, também designadas neuraminidades. As sialidases sdo glicosil
hidrolases que catalisam a remog¢ao de residuos de acido sidlico terminais de glicoconjugados
presentes na superficie das células do hospedeiro. Através de suas atividades de trans-
sialidase, as sialidases permitem também a aquisi¢do do acido sialico, permitindo ao
microorganismo expo-lo na sua superficie externa. Além disso, elas ainda podem funcionar
diretamente como adesinas (BURKOVSKI, 2013; KIM et al., 2010).

Além de aderir a superficies inertes, os microorganismos podem formar estruturas
altamente complexas, tais como os biofilmes, os quais possuem importancia clinica em
virtude do seu papel em muitas doengas infecciosas, incluindo endocardite, periodontite e
otite média, e na contaminac¢do de dispositivos hospitalares, sobretudo devido a sua alta
resisténcia aos agentes antimicrobianos (APARNA; YADAV, 2008; DONLAN;
COSTERTON, 2002). A habilidade do bacilo diftérico de formar biofilme foi inicialmente
descrita por Gomes e colaboradores (2009) a partir do seu isolamento em sitio de insercao de
cateter de nefrostomia. Nesse trabalho, foi verificada a capacidade da cepa de formar biofilme
nas superficies do vidro, poliestireno e em cateter de poliuretano. O estudo do biofilme
também tem sido realizado para isolados de C. striatum de origem hospitalar, em que estdo
sendo observadas a capacidade de formacdo de biofilme em diversas superficies inertes, de
isolados causadores de infeccdo sanguinea e infecgdes relacionadas a cateteres incluindo
1solados MDR (ALIBI et al., 2021; RAMOS et al., 2019).

Além da capacidade de aderir aos tecidos do hospedeiro, ja foi demonstrado que o
bacilo diftérico ¢ também capaz de penetrar e sobreviver no compartimento intracelular de
células respiratorias humanas HEp-2, indicando que este pode ser um dos fatores que
favorecem a manutengdo do patdgeno nas vias aéreas superiores € inferiores, de modo a
permitir a permanéncia do estado de portador apods antibioticoterapia, soroterapia e cura da
difteria (HIRATA et al., 2004). Adicionalmente, foi demonstrado que amostras de C.
diphtheriae, independentemente da producdo de toxina, podem ser fagocitadas por
macrofagos humanos (linhagem U-937) na auséncia de opsoninas e permanecem vidveis no
compartimento intracelular. A sobrevivéncia intracelular dentro de macréfagos humanos pode
contribuir, assim, para a disseminagdo bacteriana por via endovascular, além de conferir
protecdo contra atividades microbicidas mais eficientes de outras células de defesa e contra a

acdo bactericida de agentes antimicrobianos (DOS SANTOS et al., 2010).
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O aumento na frequéncia e gravidade das infec¢des humanas associadas a C. ulcerans,
tem feito desta espécie o objeto de pesquisa em alguns estudos sobre viruléncia bacteriana.
Além da capacidade de producao de TD, C. ulcerans ¢ capaz de produzir uma outra
exotoxina, a Phospholipase D (PLD, em portugués, fosfolipase D), cuja atividade
esfingomielindsica aumenta a permeabilidade vascular e, assim, promove a disseminacao
tecidual do microorganismo no hospedeiro. Ademais, esta exotoxina ¢ capaz de reduzir a
viabilidade de neutrofilos e macrofagos (BERGIN et al., 2000; BONMARIN et al., 2009).

Analises moleculares recentes permitiram detectar genes de potenciais fatores de
viruléncia, como catalase, desoxirribonuclease (DNAse), neuraminidase (NanH),
endoglicosidade (EndoE) e proteases, além da adesina fimbrial do tipo SpaD (TROST et al.,
2011). Estudo recente permitiu também observar que, assim como C. diphtheriae, C. ulcerans
¢ capaz de se ligar a fibronectina, colageno e fibrinogénio (SIMPSON-LOUREDO et al.,
2014).

A semelhanca do observado em C. ulcerans, C. pseudotuberculosis também é capaz
de produzir a TD e a PLD, sendo esta ltima considerada o principal fator de viruléncia desta
espécie. Além da toxigenicidade, amostras de C. pseudotuberculosis apresentam a habilidade
de resistir a diferentes agentes estressores, o que lhes permite sobreviver no ambiente por
meses antes de infectar o hospedeiro animal, e no interior de células eucariodticas, sobretudo
de linhagem fagocitica, nas quais também sio capazes de se multiplicar (STEFANSKA et al.,
2010). Pesquisas recentes tém relacionado a estes processos alguns reguladores
transcricionais, como fatores sigma (9) alternativos da RNA polimerase, e os lipidios toxicos
de parede celular (MORAES et al., 2012; PACHECO et al., 2012). Dentre os fatores 8, o &°
tem sido o mais estudado. Os resultados indicam que este regulador € importante para a
resisténcia da espécie ao estresse oxidativo induzido por 6xido nitrico e perdxido, o que ¢
determinante para a sobrevivéncia no interior de fagécitos (PACHECO et al., 2012). Os
lipideos associados a parede celular de C. pseudotuberculosis sao semelhantes ao acido
micolico de Mycobacterium tuberculosis e foram descritos hd muito tempo como importantes
fatores para a patogénese da doenga (HARD, 1975). Esta camada atua conferindo protecao
contra a acdo degradativa das enzimas presentes em fagolisossomos além de conferir baixa
permeabilidade ao envelope celular, o que consiste em uma barreira natural contra

antibioticos (PORTEVIN et al., 2004).
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1.4 Susceptibilidade de Corynebacterium spp. aos agentes antimicrobianos

As infecgdes por bactérias Gram-positivas representam um problema importante ao
redor do mundo (KHARE; NARAYANA, 2017). Em contrapartida a essa situacao
importante, a resisténcia antimicrobiana, que ao longo das ultimas décadas vem crescendo se
tornou uma ameaga ao combate das infecgdes. Como prospeccao a este cenario, estima-se que
até o ano de 2050, uma pessoa morra de infecgdes causadas por microorganismos resistentes a
cada trés segundos (SABINO et al., 2019). Sem davidas uma causa direta dessa questao ¢ o
uso indiscriminado dos antimicrobianos para fins terapéuticos, incluindo as terapias prescritas
de forma inadequada, e agricolas. Contudo, ainda que em virtude dessas circunstincias as
empresas tenham expressado interesse na descoberta de novos antimicrobianos, o
desenvolvimento efetivo de farmacos eficazes tem sido escasso (KHARE; NARAYANA,
2017; SABINO et al., 2019).

Os perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos em Corynebacterium spp. sdo pouco
estudados se comparado as outras espécies de bastonetes Gram-positivos. Atribui-se a isso 0
fato de por muitos anos Corynebacterium spp. terem sido descartados por serem considerados
como contaminantes na pratica clinica (BERNARD; FUNKE, 2015). Estima-se que, desde a
década de 60, a susceptibilidade aos antimicrobianos em Corynebacterium spp. tem sido
estudada, permanecendo por muitos anos sem um consenso de protocolos e interpretacdo dos
pontos de corte e com isso sendo utilizado diferentes critérios interpretativos independente do
1solado clinico (BERNARD; FUNKE, 2015; FESSLER; SCHWARZ, 2017). Somente com o
lancamento do método de microdiluicdo em caldo e os pontos de corte para a concentracao
inibitéria minima para Corynebacterium spp. langado em 2006 pelo Instituto Norte-
Americano de Padrdes Clinicos e Laboratoriais foi possivel um direcionamento padronizado e
confiavel para tracar os perfis de susceptibilidade do Corynebacterium spp. (BERNARD;
FUNKE, 2015). Atualmente, desde a publicacdo da Portaria n° 64/2018, do Ministério da
Saude, os laboratorios publicos e privados seguem as recomendagdes do Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, em portugués, Comité Brasileiro de Teste
de Sensibilidade aos Antimicrobianos) para realizar os testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos para as espécies do género Corynebacterium (BRASIL, 2018).

Durante a década de 70, cepas de C. diphtheriae foram consideradas susceptiveis as
classes de antibioticos comumente utilizadas nos tratamentos agudos, como a penicilina e a

eritromicina. Anos depois, durante a década de 90, C. diphtheriae eram susceptiveis aos
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antimicrobianos: beta-lactamicos, cefalosporinas de terceira geracdo, pefloxacina, imipenem e
vancomicina, embora ja existissem relatos de resisténcia as cefalosporinas de geragdes
anteriores € a lincomicina e eritromicina. Ainda durante a mesma década, foi confirmada para
algumas espécies de Corynebacterium a resisténcia a duas ou mais classes de antibidticos
(BERNARD; FUNKE, 2015). Na primeira década do milénio, C. jeikeium foi reportado como
resistente & daptomicina (SCHOEN et al., 2009), bem como C. resistens foi considerado
sensivel somente a vancomicina e minociclina (OTSUKA et al., 2005).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos encontrados em
Corynebacterium spp. até o momento, destacam-se aqueles que envolvem os genes: ermB,
ermC e ermX, conferindo resisténcia simultanea aos macrolideos, lincosamidas e
estreptogramina B; mef, conferindo resisténcia aos macrolideos; mutagdes em gyrA,
conferindo resisténcias as quinolonas e fluoroquinolonas; zetA e tetB, conferindo resisténcia a
tetraciclina, oxacilina e oxitetraciclina; cmxA e cmxB, relacionado a resisténcia ao
cloranfenicol; bla e ampC, conferindo resisténcia aos betalactamicos e o aphAl, conferindo
resisténcias aos aminoglicosideos (CAMPANILE et al., 2009). E importante ressaltar que

alguns dos genes acima ja foram encontrados em cromossomos e plasmideos.

1.5 Isolamento e identificacdo de Corynebacterium spp.

A identificagdo dos microorganismos em laboratorios clinicos vém sofrendo
modificagdes significativas e o objetivo principal ¢ alcancar uma identificacdo cada vez mais
rapida e confiavel. Os métodos de identificagdes tradicionais mais frequentemente utilizados
sdo baseados nas propriedades bioquimicas das bactérias. Entretanto, um ponto importante
que deve ser mencionado em relagdo a evolugdo do diagndstico microbiologico através da
utilizacdo de métodos moleculares, como as técnicas Polimerase Chain Reaction (PCR, em
portugués, reacdo em cadeia da polimerase), andlises protedmicas, sequenciamento de DNA,
que tornaram possiveis a identificacdo rapida e confidvel diretamente dos materiais clinicos,
por vezes sem a necessidade da cultura microbiologica (ZASADA; MOSIEJ, 2018).

A maioria das espécies do género Corynebacterium podem ser cultivadas em agar
sangue de carneiro a 5%, sob temperatura de 30-37°C por periodos que variam de 24-48
horas. Para o isolamento, considerando a alta resisténcia a fosfomicina, meios seletivos

contendo uma concentragdo de 1g/LL deste antibidtico pode ser utilizado. Ademais, para
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espécies lipofilicas, a suplementacdo com 0,1-1,0% de Tween 80 ¢ comumente utilizada.
Outra possibilidade de crescimento das espécies lipofilicas € o cultivo prolongado (72h), por
exemplo, como realizado para o isolamento de C. urealyticum oriundo de amostras de urina
(BERNARD; FUNKE, 2015).

Em relagdo as espécies de importancia médica, as potencialmente produtoras da TD,
alguns meios de cultura podem ser utilizados para a triagem, como por exemplo, agar
Tinsdale, agar cistina-telurito, agar sangue com telurito, e o agar chocolate com telurito.
Contudo, embora sejam comumente utilizados os meios com telurito nos laboratorios clinicos
e de pesquisa, eles ndo seriam uma forma confidvel para a distingdo dos isolados
potencialmente produtores da TD dos demais, visto que ja foi demonstrado que em virtude
dos niveis de resisténcia ao telurito de isolados de C. diphtheriae, independente da origem,
biotipo ou potencial de toxinogenicidade, resultados falso-positivos podem ser encontrados
(BERNARD, 2012; BERNARD; FUNKE, 2015; DOS SANTOS et al., 2015).

A identificagdo microbiologica pode ser dividida em trés formas: (i) identificacdo

fenotipica, (ii) identificagdo molecular e (iii) identificacdo gendmica.

1.5.1 Identificacdo fenotipica

A identificacdo microbiologica de Corynebacterium spp., como na maioria das
identificacdes inicia-se através das observagdes da morfologia colonial, presenca de
pigmentacao, da coloragdo de Gram ou em alguns casos da coloracdo de Albert-Laybourn
(identificagdo presuntiva de C. diphtheriae), reagdes de catalase, positiva para todas
Corynebacterium spp., e oxidase, e através da lipofilia, que por sua vez ¢ observada através
do pouco crescimento em caldo ou do crescimento de colonias mintsculas em meio sélido
apos o periodo de 24 horas de incubacdao (BERNARD, 2012; ZASADA; MOSIEJ, 2018).

A identificagdo fenotipica pode ser realizada da forma convencional ou através de kits
semiautomatizados ou equipamentos automatizados, como atualmente se realiza nos
laboratorios de andlises clinicas e de pesquisa. Conforme ja mencionado anteriormente,
devido ao numero de espécies e principalmente aos novos taxons recentemente descritos, a
identificacdo microbiologica de Corynebacterium spp. ¢ um desafio para os microbiologistas

(FUNKE et al., 1997; ZASADA; MOSIEJ, 2018).



43

A identificagdo fenotipica convencional de Corynebacterium spp. é baseada na
utilizacdo de provas bioquimicas compreendendo a utilizagdo de agucares diversos, teste de
CAMP, hemolise, hidrdlise da ureia, redugdo de nitrato, produgdo de pirazinamidase, entre
outros, para posterior comparagao com os esquemas de identificagdo, quase nao ¢ realizada,
com exce¢do em alguns centros de referéncias e os ambientes de pesquisa. Essa técnica exige
forca de trabalho capacitada para preparar os meios de culturas e testes bioquimicos
especificos para a identificacdo desses microorganismos. Outro ponto importante inerente a
essa técnica de identificagdo ¢ o tempo que ¢ demandado para a realizacdo do controle de
qualidade dos meios de cultura e testes bioquimicos (BERNARD, 2012; ZASADA; MOSIEJ,
2018).

Diversos kits de identificagdo fenotipica estdo disponiveis no mercado atualmente,
dentre eles, destacam-se o API® Coryne (bioMerieux, France), RapID™ CB Plus
(Remel/Thermo-Fisher Scientific, USA) e BBL™ Crystal™ GramPositive ID System (Becton
Dickinson, USA). Em geral, esses testes sdao desenvolvidos de forma semelhante aos testes
convencionais, contendo em seus kits, meios desidratados que sdo reidratados quando o
in6culo contendo o microorganismo ¢ adicionado. Apods o periodo de incubacdo, os testes
bioquimicos sdo lidos de acordo com a mudanga da coloracdo de cada teste, indicando a
positividade ou nao de cada reagdo bioquimica. Os resultados sdo entdo traduzidos de acordo
com cada fabricante, em geral em um cdodigo numérico, que posteriormente € lido através de
um software também especifico de cada fabricante e entdo € realizada a identificagdo do
microorganismo de acordo com a grade de identificagdo dos respectivos kits. Os tempos de
incubacdo variam entre 4 e 24 horas. Cada kit apresenta uma grade de identificagdo nao
necessariamente contemplando os mesmos microorganismos. Normalmente, os kits nao
contemplam todas as espécies validas descritas em sua grade de identificacdo. De forma
semelhante, os sistemas automatizados funcionam com base em cartdes de identificacdo para
grupos de microorganismos ou géneros especificos, que tem como principio 0 mesmo dos
testes semiautomatizados, com exce¢do da interpretagdo dos resultados, que por sua vez ¢
realizado por softwares incorporados ao préprio equipamento. Atualmente, dois sistemas
automatizados sdo comumente utilizados, o Vitek2 (bioMerieux, France) e o BD Phoenix

System (Becton Dickinson, USA) (BERNARD, 2012; ZASADA; MOSIEJ, 2018).
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1.5.2 Identificacdo molecular

Desde a década de 1980, quando a PCR foi inventada, ela tem sido utilizada para a
identificacdo de microorganismos recuperados de amostras clinicas (ZASADA; MOSIEJ,
2018). Pallen e colaboradores (1991), através da técnica de PCR, desenvolveu um protocolo
para a deteccado da TD de cepas de C. diphtheriae através da deteccao da subunidade A
(biologicamente ativo). A partir de entdo, a técnica tornou-se amplamente difundida entre os
laboratérios de todo o mundo. Outras abordagens da PCR também foram propostas ao longo
dos anos, como por exemplo, a detec¢do de ambas as porgdes codificadoras da TD, e a PCR
em tempo real, também utilizada para a deteccdo da TD (HAUSER et al., 1993;
MOTHERSHED et al., 2002).

Com a aplicagdo da técnica de PCR, a identificacdo de amostras potencialmente
produtoras da TD passou a ser realizada de forma muito mais rapida (5 horas) quando
comparado com a técnica entdo utilizada, o ensaio de toxinogenicidade Elek, que demora em
torno de 16 horas para se obter o resultado. Outra vantagem da PCR ¢ que pode ser realizada
diretamente da amostra clinica. Entretanto, devemos considerar, como ja mencionado acima,
as amostras NTTB, e nesse sentido, a importancia de se realizar o teste de Elek para a
comprovagdo da produgdao da TD (ZASADA; MOSIEJ, 2018). Devido a importancia das
espécies potencialmente produtoras da TD, a diferenciacdo dessas espécies ¢ imprescindivel.
Mancini e colaboradores (MANCINI et al, 2012) e Torres e colaboradores (2013)
desenvolveram uma PCR multiplex capaz de diferenciar até entdo as trés espécies
potencialmente produtoras da TD com base no gene repressor da TD (dtxR), no gene
codificador da fosfolipase D (pld) e no gene 16S rRNA, contudo, em virtude das recentes
reclassificagdes do complexo difteria, hoje formado pelas espécies C. diphtheriae, C.
ulcerans, C. pseudotuberculosis, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium rouxii e C.
silvaticum, as técnicas da PCR, até o momento da escrita desta tese, descritas para a deteccao
da TD e diferenciagdo das espécies potencialmente produtoras da TD, ndo sdo mais capazes
de realizar a diferenciagdo das espécies do complexo difteria.

Outra técnica utilizada para a identificagdo molecular é o sequenciamento dos genes
16S rRNA e o gene rpoB, codificador da subunidade B da RNA polimerase (ZASADA;
MOSIEJ, 2018). Estes genes serdo apresentados no topico seguinte por fazerem parte das

analises taxonOmicas utilizadas neste trabalho.
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Atualmente, a identificagdo por MALDI-TOF MS tem sido utilizada com frequéncia,
embora ndo seja uma realidade comum a todos os laboratorios clinicos (ALATOOM et al.,
2012; ALIBI et al., 2015; BIZZINI et al., 2011). A técnica de MALDI-TOF MS ¢é uma
tecnologia de alto rendimento, baseado em perfis de proteinas em que um espectro de massas
do microorganismo a ser identificado ¢ comparado com os espectros do banco de dados do
sistema para se encontrar a correspondéncia mais proxima. No Brasil, dois grandes sistemas
sao mais utilizados, MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Franca) e Vitek MS (bioMerieux,
Franga). E importante saber que os sistemas de identificagio possuem preparos, banco de
dados e algoritmos distintos (ZASADA; MOSIEJ, 2018). A técnica de MALDI-TOF MS sem
davidas revolucionou o sistema de identificagdo de microorganismos, fazendo com que o
tempo e o custo para a realizacdo da identificacdo fossem reduzidos a valores significativos,
considerando, sem davidas, no impacto que isso teria na pratica clinica, com a otimizagao do
tempo para o diagndstico final. Dentre as possibilidades de preparo das amostras para a
identificagdo por MALDI-TOF MS, destaca-se a transferéncia da colonia com a utilizagdo do
acido formico e a extracdo com etanol/acido formico, sendo este ultimo, mais demorado ¢
complexo (THEEL et al., 2012; ZASADA; MOSIEJ, 2018).

A identificacdo de Corynebacterium spp. por MALDI-TOF MS tem se mostrado
confiavel tanto para nivel de género quanto de espécie. Os valores obtidos nas identificacdes
téem sido semelhantes ou superiores quando comparado aos métodos convencionais ¢ de
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB, apontando que os melhores valores de
identificacdo estdo relacionados com o método de extragdo com etanol/acido formico do que
com o método de transferéncia direta da colonia (ALIBI et al., 2015; BARBERIS et al., 2014;
THEEL et al., 2012). Contudo, as limitagdes desse sistema de identificacdo encontra-se na
gama de espécies que estdo contidas nos bancos de dados, levando assim a uma identificacao

incorreta ou impossivel de ser realizada (RYCHERT, 2019; ZASADA; MOSIEJ, 2018).

1.6 Taxonomia bacteriana

Taxonomia bacteriana € a ciéncia que compreende a classificagdo, que se direciona
para a criagdo de novos taxas; a identificacdo de isolados em espécies conhecidas; e a
nomenclatura. Para que esta ciéncia funcione ¢ necessario que ela esteja fundamentada em

esquemas confidveis, reproduziveis e informativos (THOMPSON et al, 2013). As
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informacdes taxondmicas sdo essenciais para compreender a biodiversidade e a relagdo entre
os organismos de diferentes ecossistemas. Para os microorganismos procariotos, a taxonomia
desempenha um papel importante ao permitir a identificacdo dos isolados oriundos de
espécimes clinicos ou ambientais de maneira confiavel (RAMASAMY et al., 2014).

Os microorganismos dominam a arvore da vida em nimero e diversidade, e sua
classificagdo natural ¢ dificil e importante. Carl Nilsson Linngus, conhecido como o pai da
taxonomia moderna, propds um sistema binomial de classificagdo que ¢ uma das bases da
classificacdo atual dos organismos. Em animais, uma espécie ¢ geralmente definida como um
grupo de organismos que possuem a capacidade de se reproduzir e originar descendentes
férteis, entretanto, essa defini¢do ndo pode ser aplicada diretamente ao grupo de organismos
assexuados, em contrapartida, a definigdo de uma espécie bacteriana ¢ complexa
(VARGHESE et al., 2015).

A taxonomia bacteriana comecou a ser praticada somente no final do século XIX,
quando as bactérias eram classificadas com base nos aspectos morfolégicos, condigdes e
requisitos para o crescimento e seu potencial patogénico, desta forma, a identificacdo de
novos taxons elevou de maneira significativa, levando a sérios erros de identificacdo e
classificagdo em diversos grupos bacterianos, isto porque, o método era limitado e incluia o
uso de poucas caracteristicas para a classificacdo de microorganismos (MAHATO et al.,
2017; RAMASAMY et al., 2014). Posteriormente, com o surgimento de técnicas
computacionais, a taxonomia numérica, que compreende na utilizagdo do nimero de
caracteristicas comuns entre os microorganismos ¢ considerado em uma medida quantitativa
de parentesco taxondmico, comecou a ser aplicada. Tal abordagem, contribuiu enormemente
para a classificacdo e identificagdo de microorganismos, por exemplo, na classificagdo e
identificagdo dos géneros Mycobacterium e Rhodococcus (SANT’ANNA et al., 2019). Outra
técnica que contribuiu para a taxonomia foi a DNA-DNA Hybridization (DDH, em portugués,
hibridizacdo DNA-DNA), que juntamente com outros avangos tecnologicos na area da
quimica, como a quimiotaxonomia, que compreende a classificacdo e identificagdo de
microorganismos com base nas diferengas e semelhangas bioquimicas, favoreceram para que
a taxonomia de microorganismos sofresse modificagdes na direcdo de um sistema de
classificacdo que refletisse as relagdes filogenéticas entre os microorganismos, aproximando-
os mais de uma realidade bioldgica. O uso dessas técnicas direcionou a identificagdao
bacteriana para uma nova abordagem taxonOmica até hoje utilizada, denominada de

taxonomia polifisica, que se baseia nos aspectos fenotipicos, quimiotaxondmicos, nas



47

propriedades fisico-quimicas do DNA e no relacionamento genético proporcionado também
pelos dados oriundos do DNA (MAHATO et al., 2017).

As técnicas de amplificagcdo e sequenciamento de DNA, na década de 1980, de modo
particular, o sequenciamento do gene 16S rRNA, proposto por Woese e Fox (1977) para a
reconstrucdo da arvore da vida, demonstraram-se extremamente Uteis para o estabelecimento
das relagdes filogenéticas e para a classificagio taxonOmica dos microorganismos
(STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994). O gene 16S rRNA ¢ um marcador eficaz para
determinagdo das relagdes filogenéticas entre taxons bacterianos distantes, isto pelo fato de
ser um gene onipresente e altamente conservado em bactérias. Nesse sentido, os resultados
obtidos pelas andlises das sequéncias do gene 16S rRNA sdo bem utilizados para a
classificagdo taxondmica a nivel de género, contudo algumas limitacdes devem ser
consideradas para a classificacao a nivel de espécie, como a presenca de multiplas copias no
genoma bacteriano com diferengas nas sequéncias, a diferenca de sequéncia intragendmica
presente em alguns microorganismos € devido a sua natureza altamente conservada e baixo
polimorfismo, o sequenciamento completo do gene (1500 pb) ¢ necessario para uma
identificacdio molecular mais precisa (MAHATO et al, 2017). Por outro lado, o
sequenciamento parcial do gene rpoB (434-452 pb), proposto por Khamis e colaboradores
(2005) ¢ utilizado para a diferenciacdo de espécies dentro do género Corynebacterium,
mostrando uma melhor identificacio a nivel de espécie quando comparado com o
sequenciamento do gene 16S rRNA. Khamis e colaboradores (2005), propde também que o
sequenciamento parcial do gene 7poB seja utilizado de forma adjuvante ou em substituicdo ao
sequenciamento do gene 16S rRNA. Entretanto, considerando a realidade da maioria dos
laboratorios clinicos, ambas as técnicas de sequenciamento sdo demasiadamente caras para
que seja uma abordagem amplamente utilizada na identificagdo de microorganismos
(ZASADA; MOSIEJ, 2018). De acordo com a taxonomia bacteriana, um grupo de isolados
podem ser considerados da mesma espécie quando compartilham entre si: (i) > 70%
similaridade DDH; (i1) < 5°C de diferenga da temperatura de desnaturacdo (ATm) entre o
DNA gendmico durante a DDH; (iii) < 5% molaridade no conteudo G + C entre o DNA
gendmico total; e (iv) >98,7% de similaridade na sequéncia do gene 16S rRNA (MAHATO et
al., 2017; STACKEBRANDT; JONAS, 2006).

A classificacao bacteriana foi enormemente facilitada pelas metodologias moleculares
e o sequenciamento do gene 16S rRNA ¢ até hoje utilizado como o primeiro passo para a
identificacdo de um microorganismo. Contudo, a revolucdo gendmica aconteceu ha 26 anos,

quando o primeiro sequenciamento completo de Haemophilus influenzae foi realizado e o
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acesso as informacdes genéticas se tornaram publicas. A partir desse acontecimento, diversas
propostas foram feitas para auxiliar nas relagdes taxonomicas entre procariotos. Quase duas
décadas depois ja era perceptivel o avango da técnica de sequenciamento nos repositorios
publicos ao redor do mundo, onde o montante de genomas sequenciados passava de seis mil
(RAMASAMY et al., 2014).

A abordagem polifasica se mostrou um método eficaz na classificagdo de procariotos
mesmo antes do surgimento de tecnologias de sequenciamento de alto rendimento, entretanto,
necessita de cautela devido as limitagdes que com o avango tecnologico foi possivel observar,
tais como, ambiguidades nas atribuicdes taxonOmicas frente aos dados genOmicos e a
limitagcdo na classificagdo entre cepas estreitamente relacionadas (MAHATO et al., 2017;
VARGHESE et al., 2015). Nesse sentido, ap6s o estabelecimento do sequenciamento do
genoma completo, que antigamente era restrito pelo seu alto custo, foi possivel estabelecer
esquemas taxonomicos baseados nas informagdes evolutivas contidas no genoma bacteriano,
atrelando a taxonomia microbiana cada vez mais ao sequenciamento gendmico do que a
taxonomia polifasica, principalmente no que diz respeito as caracteristicas fenotipicas e aos
testes amplamente utilizados que demandam tempo para a sua realizacdo (THOMPSON et al.,
2013). Em virtude desses acontecimentos, uma nova era se iniciou, a era da taxonomia
genOmica microbiana, com a utilizagdo de diversas ferramentas e notoéria aceitagdo na
comunidade de pesquisa que ¢ evidenciada pelo nimero de manuscritos que utilizam esse
novo método taxondmico como base para descricdo de novos taxons, identificagdo ou
reclassificagdes. Contudo, a taxonomia genomica microbiana ainda ndo ¢ um consenso, €
portanto nao se define como uma abordagem taxondémica de fato, embora seja recomendada
atualmente como parte fundamental para a descricdo de novos taxons (COENYE et al., 2005;

TANG, 2020; THOMPSON et al., 2013).

1.6.1 Taxonomia genOmica

A taxonomia genOmica ¢ definida com base em uma abordagem gendmica
comparativa integrada com o objetivo de extrair informagdes taxondmicas do sequenciamento
de alto rendimento, visando estabelecer uma estrutura sélida para a identificacio e
classificagdo de espécies procariotas. Fazem parte das andlises da taxonomia gendmica

microbiana, por exemplo: DDH in silico; identidade média de aminoacidos (AAI, em inglés,
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Average Amino acid Identity); identidade média de nucleotideos (ANI, em inglés, Average
Nucleotide Identity); Multilocus Sequence Analysis (MLSA, em portugués, analise da
sequéncia de multiplos loci); e analise da superavore (THOMPSON et al., 2013).

A DDH ¢ um modelo experimental em que o genoma de duas amostras, sendo uma
delas a cepa tipo marcada, sdo fragmentados entre 600 e 800 pares de base e, através do
aquecimento, as fitas de DNA sdo dissociadas e imediatamente reassociadas, ocorrendo a
hibridizagao. O grau de relacdo entre dois genomas ¢ verificado e ¢ considerado como
pertencente a mesma espécie caso ocorra a hibridizacdo de pelo menos 70% e uma diferenca
na temperatura média de desnaturacdo de até¢ 5°C entre os genomas analisados. Sua primeira
aplicagdo ocorreu nos anos 60 e¢ desde entdo essa técnica ¢ considerada o padrao-ouro para a
defini¢dao de espécies de bactérias (CHUN; RAINEY, 2014; SANT’ANNA et al., 2019). Por
se tratar de uma técnica laboriosa, lenta, cara e que requer mao de obra especializada para sua
realizacdo, o seu uso ¢ limitado a poucos laboratdrios. Além disso, os resultados da DDH
variam de acordo com a metodologia utilizada, podendo apresentar erros experimentais ¢ a
comparag¢do dos resultados obtidos por diferentes metodologias ndo sdo recomendados. Outra
limitagdo importante da DDH ¢ que nao houve consisténcia em relagdo ao ponto de corte de
70% para delineagdo de espécie para todos os géneros bacterianos, como por exemplo para as
espécies Rickettsia rickettsi, Rickettsia conorii, Rickettsia sibirica e Rickettsia montanensis
(SANT’ANNA et al., 2019; SENTAUSA; FOURNIER, 2013; TINDALL et al., 2010).

Com o objetivo de otimizar a DDH e considerando as informagdes gendmicas
disponibilizadas nos repositorios publicos, novas ferramentas de bioinforméaticas foram
criadas para fins taxondmicos a fim de acrescentar a técnica cldssica de DDH pela técnica in
silico (CHUN et al., 2018; CHUN; RAINEY, 2014). A andlise realizada in silico ¢ baseada
em alinhamento local em que sdo geradas correspondéncias intergendmicas que servem
posteriormente para calcular a matriz de distdncia que sdo convertidos em valores analogos a
DDH. Atualmente a DDH ¢ recomendada em situagdes em que a similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA ¢ superior a 97% entre as cepas analisadas (SANT’ANNA et al., 2019).

Outra ferramenta bastante utilizada para a classificacdo e identificacdo de espécies
bacterianas com um uso crescente ao longo dos anos ¢ a ANI, inclusive essa ferramenta
apresenta forte correlacio com a DDH. A ANI ¢ baseada no alinhamento local cuja média
aritmética da porcentagem de identidade de todos os genes codificadores de proteina que sao
conservados entre duas cepas bacterianas ¢ representada. O ponto de corte para a correlacdo
de espécies ¢ de 95% de identidade (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2014). Para

tanto, as regides consideradas conservadas devem apresentar uma correspondéncia de ao
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menos 60% de identidade de sequéncia geral e uma regido alinhdvel maior que 70% do seu
comprimento no genoma de referéncia.

Para analises entre cepas de géneros distintos, recomenda-se o uso de ferramentas
alternativas (SANT’ANNA et al., 2019). Deste modo, outra métrica também utilizada para a
classificagcdo e identificagdo de espécies ¢ a AAIL Ao invés de nucleotideos, a AAI analisa
sequéncias de aminoacidos também por alinhamento local. As particularidades para as
consideragdes das regides conservadas sao as mesmas da ANI, inclusive na porcentagem
requerida para que as espécies sejam correlacionadas (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS,
2014).

Diferentes genes quando analisados individualmente, podem indicar diferentes
historias evolutivas que diverge da histdria filogenética de uma determinada espécie. Isso se
relaciona diretamente as diversas transferéncias horizontais e recombinagdes que podem
ocorrer em um determinado microorganismo (COENYE et al., 2005; SANT’ANNA et al.,
2019). Igualmente como utilizamos o gene 16S rRNA para analisarmos a similaridade entre
duas espécies, assim também ¢ possivel utilizar a sequéncia do genoma para construir arvores
filogenéticas mais robustas para que seja possivel se basear a classificagdo taxondmica. Duas
diferentes abordagens que envolvem as sequéncias do genoma para a analise filogenética de
forma mais robusta sdo: a superarvore e a MLSA (HUGENHOLTZ et al., 2021).

A superarvore ¢ uma abordagem filogenética que ao longo dos ultimos anos tem se
modificado de forma importante, contemplando técnicas mais objetivas e capazes de
produzirem inferéncias filogenéticas mais evidentes, passando a ser considerada como um
topico oportuno. Esses aprimoramentos foram inclusive considerados como uma possibilidade
para a reconstrug¢do da arvore da vida (BININDA-EMONDS, 2004; HUGENHOLTZ et al.,
2021). Para a construcdo da superarvore, arvores génicas independentes sdo criadas e
combinadas de forma que se obtenha uma andlise Unica e consensual das relagdes
filogenéticas entre os microorganismos analisados.

A MLSA, por sua vez, se baseia na analise da sequéncia de um numero determinado
de genes conservados codificadores de proteinas, incorporando os valores de similaridade na
analise para fazer a diferenciagdo as espécies (CHUN; RAINEY, 2014; SANT’ANNA et al.,
2019). A anélise ¢ realizada alinhando e concatenando as sequéncias de genes conservados
que sao utilizadas para a constru¢do de uma arvore filogenética com o intuito de separar as
espécies em clados distintos. Um ponto importante para que a analise seja confidvel ¢ em
relagdo a escolha dos genes conservados para cada taxon analisado. Recomenda-se que os

genes sejam distribuidos ao longo de todo o genoma e que estejam presentes em copia Unica,
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além de também apresentarem tamanhos curtos de sequéncias, principalmente para que o
sequenciamento seja facilitado, Frequentemente sdo escolhidos genes essenciais para a
realizagdo da MLSA, por estarem presentes em todas as espécies de um género e por
apresentarem uma evolugdo lenta (COENYE et al., 2005; SANT’ANNA et al., 2019). O uso
de ao menos cinco genes conservados ¢ aconselhado pelo comité ad hoc para reavaliagao da
defini¢do de espécie em bacteriologia, embora a maioria dos estudos utilizam sete genes para
a realizagdo da técnica. Algumas espécies requerem o uso de mais genes para melhor
diferenciagdo (SANT’ANNA et al., 2019).

E importante destacar que atualmente com o avango obtido no sequenciamento de alto
rendimento, que se mostrou uma metodologia rapida e facil, ¢ na computagdo de alto
desempenho, a MLSA tornou-se possivel de ser realizada in silico uma vez que aumentou
consideravelmente a disponibilidade de genomas completos em repositorios publicos
permitindo que as sequéncias dos genes conservados pudessem ser extraidas diretamente dos

respectivos genomas (SANT’ANNA et al., 2019; HUGENHOLTZ et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O potencial patogénico de microorganismos do género Corynebacterium com excecao
do agente etioldgico da difteria classica, C. diphtheriae permanece subestimado. Entretanto, o
crescente aumento de casos infecciosos em humanos por espécies potencialmente nao
produtoras da TD descritos nas Gltimas décadas tém chamado a atencdo de profissionais de
saude e pesquisadores do assunto. Atualmente, algumas espécies do género Corynebacterium
j& tém sido consideradas patogénicas para determinadas doencas, sobretudo em pacientes
imunocomprometidos. Dentre essas espécies, destaca-se no ambito desse trabalho o C.
urealyticum como agente causador de ITU e com a capacidade de apresentar resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos.

Entretanto, tem emergido nas ltimas décadas o isolamento de Corynebacterium spp.
em urinoculturas, sobretudo naquelas provenientes de pacientes imunocomprometidos, de
individuos com longo tempo de internacdo ou transplantados. Nota-se também que algumas
destas espécies isoladas de urinoculturas tiveram seu primeiro isolamento descritos como
agentes infecciosos em outros sitios que nao o sistema urinario.

O avanco da tecnologia nos ultimos anos, principalmente na area da biologia
molecular e mais especificamente no sequenciamento gendmico tém favorecido a descrigao
de novos taxons e taxa, ampliando o conhecimento da diversidade de microorganismos e dos
mecanismos de patogenicidade em diversos hospedeiros, sejam humanos ou animais. Além
disso, esses avancos nos orientam na classificacdo de microorganismos com metodologias in
silico de baixo custo e facil analise.

Deste modo, permanecem necessarias as investigacdes que caracterizem isolados de
Corynebacterium spp. de urinoculturas, para permitir a identificagdo da predominancia de
espécies patogénicas envolvidas nas ITU humanas. Adicionalmente, a pesquisa dos
mecanismos multifatoriais de viruléncia destes isolados clinicos e o conhecimento dos perfis
de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos tornam-se imprescindiveis com impacto
direto no planejamento das acdes terapéuticas das infec¢des tanto das infecgdes comunitarias

quanto nosocomiais.



53

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral a investigacado de Corynebacterium spp.

isoladas de urinoculturas através da caracterizagao fenotipica e molecular, incluindo aplicagao

da taxonomia polifidsica e gendmica, além da avaliacdo da susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos e analise de mecanismos de viruléncia.

2.2 Objetivos especificos

b)

Caracterizar por diferentes métodos de diagndstico fenotipicos (bioquimica
convencional e sistemas API® Coryne) e moleculares (MALDI-TOF MS e
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB) seis cepas de Corynebacterium spp.
isoladas de urina humana;

Sequenciar, montar e anotar o genoma completo dessas cepas potencialmente
patogénicas isoladas de urina;

Aplicar a abordagem polifasica e gendmica no estudo taxondmico dos seis isolados de
Corynebacterium deste trabalho;

Determinar os perfis de susceptibilidade do isolado clinico raro Corynebacterium
mycetoides aos agentes antimicrobianos pelo método de difusdo em disco de acordo
com o BrCAST;

Investigar o potencial patogénico da espécie rara C. mycetoides utilizando modelos
experimentais in vitro, como formag¢ao de biofilme em substratos abidticos diversos e
interacdo com células epiteliais renais, e in vivo com o nematddeo Caenorhabditis

elegans.
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3 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram organizados em trés artigos cientificos

apresentados a seguir:

Artigo 1: Lincoln Sant’Anna, Louisy Santos, Max Roberto Aratjo, Danilo Rocha, Juliana
Ramos, Paulo Victor Baio, Pedro Peloso, Cassiana Leite, Renata Stavrakakis, Marisa
Almuzara, Carlos Vay, Claudia Barberis, Vartul Sangal, Andreas Burkovski, Eric Roberto
Aguiar, Ana Luiza Mattos-Guaraldi, Luis Gustavo Pacheco, Verdnica Vieira.
Corynebacterium guaraldiae sp. nov., a new species of Corynebacterium from human
infections. (Artigo submetido ao periddico Internation Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology — Fator de impacto 2.4 — Qualis A2).

Artigo 2: Lincoln de Oliveira Sant’Anna, Louisy Sanches dos Santos, Sara Wilis Cussuol
Gomes, Max Roberto Batista Araujo, Juliana Nunes Ramos, Paulo Victor Pereira Baio, Pedro
Guimaraes Coscarelli, Ana Luiza Mattos-Guaraldi, Veronica Viana Vieira. Corynebacterium
hiratae sp. nov. isolated from a human urine and proposal the revived name from
Corynebacterium nigricans Shukla et al., 2003 pro synon. Corynebacterium aurimucosum
for Corynebacterium nigricans (ex. Shukla et al., 2003) nom. rev. (Artigo em fase de

submissao).
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3.1 Artigo 1: Corynebacterium guaraldiae sp. nov., uma nova espécie de Corynebacterium

de infec¢oes humanas.

As  Non-diphtheria  Corynebacterium (NDC, em portugués, espécies de
Corynebacterium nao difteria) pertencentes a microbiota humana de pele e mucosa sdo
frequentemente negligenciadas como contaminantes. No entanto, relatos de infecg¢des
humanas por Corynebacterium spp. aumentaram consideravelmente nos ultimos anos. Neste
estudo, um grupo de seis isolados NDC de urina (n = 5) e cisto sebaceo (n = 1) de dois paises
da América do Sul foram identificados em nivel de género ou erroneamente identificados por
API® Coryne, MALDI-TOF MS e pelo sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB. As
semelhancas nas sequéncias dos genes 16S rRNA (99,09% - 99,56%) e rpoB (96,18% -
97,14%) dos isolados foram maiores quando comparados com Corynebacterium
aurimucosum DSM 445327, A MLSA indicou que os seis isolados de NDC compdem um
clado filogenético distinto. A andlise taxondmica baseada no genoma com todas as sequéncias
do genoma foi capaz de separar os seis isolados de outras cepas tipo de Corynebacterium
conhecidas. Os valores da identidade média de nucleotideos (ANI), identidade média de
aminoacidos (AAI) e hibridizagdo digital de DNA-DNA (dDDH) entre cepas tipo
intimamente relacionadas e os seis isolados foram consideravelmente mais baixos do que os
valores de limiar atualmente recomendados para circunscrigdo de espécies. Andlises
filogenéticas e taxondmicas gendmicas indicaram esses microorganismos como uma nova
espécie de Corynebacterium, para a qual propomos formalmente o nome Corynebacterium

guaraldiae sp. nov. com a cepa 85T como cepa tipo.
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Abstract

Non-diphtheria Corynebacterium species (NDC) belonging to the human skin and mucosa
microbiota are frequently neglected as contaminants. However, reports of human infections
by Corynebacterium spp. have increased considerably in recent years. In this study, a group of
six NDC isolates of urine (n = 5) and sebaceous cyst (n = 1) from two South American
countries were identified at genus level or misidentified by API® Coryne, MALDI-TOF MS,
16S rRNA and rpoB gene sequencing assays. The 16S rRNA (99.09% - 99.56%) and rpoB
(96.18% -97.14%) gene sequence similarities of the isolates were higher when compared with
Corynebacterium aurimucosum DSM 44532T. Multilocus Sequence Analysis (MLSA)
indicated that these six NDC isolates compose a distinctive phylogenetic clade. Genome-
based taxonomic analysis with the whole genome sequences was able to separate these six
isolates from other known Corynebacterium type strains. Average nucleotide identity (ANIb),
average amino acid identity (AAI) and digital DNA-DNA hybridization (dDDH) values
between closely related type strains and the six isolates were considerably lower than the
currently recommended threshold values for species circumscription. Phylogenetic and
genomic taxonomy analyses indicated these microorganisms as a novel Corynebacterium
species, for which we formally propose the name Corynebacterium guaraldiae sp. nov. with

85T as type strain.
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76  Introduction

77

78 The genus Corynebacterium comprises Gram-positive rods of irregular shape,

79  characterized with aerobic growth, acid-fast staining and a lack of spore formation (1).

80  Currently, there are approximately 128 valid species (2). Corynebacterium diphtheriae,

81  Dbesides being the type species, is the most well studied species of genus and the causative

82  agent of classic diphtheria worldwide. Non-diphtheria Corynebacterium (NDC) are found as
83  constituents of human skin and mucous membranes microbiota and several species of NDC
84  have been increasingly implicated as causative agents of opportunistic and nosocomial

85 infections (3—6). Despite the increase in the number of reports of serious infections by NDC,
86  these microorganisms have still been often neglected and the pathogenic potential are not

87  characterized (7). Conventional and commercial devices present limitations and fail to carry
88  out differentiating Corynebacterium species and an accurate identification (8). The

89  implementation of microbial identification by matrix assisted laser desorption time-of-flight
90  mass spectrometry (MALDI-TOF MS) in clinical laboratories has become the faster and most
91  reliable Corynebacterium spp. identification method (7-9). Although sequencing of 16S

92  rRNA gene has been widely employed to bacterial identification, partial 7poB gene

93  sequencing has shown more discriminating power for NDC identification than 16S rRNA
94  gene sequence analysis (7,10). Current bacterial taxonomy has been based on a polyphasic
95  approach, which integrates phenotypic, genotypic, phylogenetic analysis, and genomic

96  analysis (11). The aim of this study was to define the taxonomic position of six isolates from
97  human infections, misidentified as Corynebacterium aurimucosum by partial rpoB and almost
98  complete 16S rRNA genes sequence analysis and other laboratorial methods used during

99  routine laboratory diagnosis.

100
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Materials and Methods

Bacterial isolate

Six isolates of Gram-positive rods from urine samples (n = 5) and sebaceous cyst (n =
1) (Table 1) from Brazil and Argentina during a period of 6 years (2011-2017) were identified
in parallel studies at Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical Relevance of
State University of Rio de Janeiro and Clinical Bacteriology Laboratory of University of
Buenos Aires. Both laboratories submitted the isolates to the commercial test API® Coryne
system (BioM¢érieux, France), according to the manufacturer's guidelines, using the
APIWEB™ version 3.0, for a reliable interpretation of API strip results. Additionally, the
isolates were submitted to the MALDI-TOF mass spectrometry (Microflex®, Bruker
Daltonics, France), following the protocol as described previously (12), and using the Maldi

Flex Control software analysis and Maldi Biotyper software, both version 3.0.

Genotypic identification by 16S rRNA and rpoB genes sequencing and phylogenetic
analysis

The amplification of 16S rRNA and rpoB genes were performed according with
protocols previously described (13). The genes sequences were compared to type strains
sequences available in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

algorithm and/or the EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net) server using the 16S-basedID

application (14). The gene sequences were aligned by ClustalX2 (15) and phylogenetic

analysis was performed using the MEGA X program (version 10.2.6) (16).
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Genome sequencing, assembly, and annotation

Genome sequencing was performed by Ion Torrent S5 platform, using Ion 540™ Chip
to 200 bp libraries (ThermoFisher Scientific) at Department of Biotechnology of Institute of
Health Sciences at Federal University of Bahia. The gDNA libraries were prepared according
to manufacturer’s protocol for enzymatic fragmentation (50 ng to 100 ng) of DNA, using Ion
Xpress™ Plus Fragment Library kit. To distinguish samples, Ion Xpress™ Barcode Adapters
Kit was applied. To select the proper fragmented size, the EGel™ SizeSelect™ Agarose Gel
was used, following stain migration, in real time, with a 2% agarose gel for the time suggested
in the manufacturer’s protocol. All samples purification steps were made through ProNex®
Size-Selective Purification System kit (Promega) at the ratio 2:1 of magnetic beads. To library
equalization, Ion Library Equalizer™ Kit was applied. Template preparation to sequencing
followed strictly the protocol for Ion 540™ Kit — OT2, lon 540™ Chip, lon OneTouch™ and
Ion OneTouch™ ES instruments. All mass values for DNA, when needed, were obtained by
Qubit®. The raw sequenced data obtained from each sample were collected again using
SPAdes (version: 3.10.0) and annotation was performed using Rapid Annotation using

System Technology (RAST) (17).

Multilocus sequence analysis

Multilocus sequence analysis (MLSA) was performed using complete sequences of the
following seven housekeeping genes: ATP synthase alpha chain (azpA), DNA polymerase 11
alpha subunit (dnaE), chaperone protein (dnaK), elongation factor G (fusA), 2-
isopropylmalate synthase (leuA), 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 and E2 components
(odhA) and DNA-directed RNA polymerase beta chain (rpoB). The seven housekeeping gene
sequences of their closest relatives were directly downloaded from GenBank or retrieved from

draft/complete genome sequences. All these genes were concatenated in head to tail form
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(atpA-dnaE-dnaK-fusA-leuA-odhA-rpoB) and exported in FASTA format, providing a
dataset of 81 strains and 116.432 nucleotides in final dataset. Pairwise distance was calculated
by Kimura 2 parameter models (18). Phylogenetic trees were reconstructed with the
maximum-likelihood method using the general time reversible model with Gamma

distribution combined with the proportion of invariable sites (GTR+G+I) (19).

Genomic taxonomy

To carry out the taxonomic analysis we used whole genome sequences of type strains
C. aurimucosum DSM 44532 (CP071874), Corynebacterium minutissimum NCTC 10288
(LS483460.1), Corynebacterium singulare IBS B552218 (CP010827.1) and reference strain
C. aurimucosum ATCC 700975 (NC012590.1) downloaded from the GenBank Database

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). The degree of genomic similarity of the species was

estimated according to described previously (20). In silico DNA-DNA hybridization (DDH)
was performed to evaluate the genomic similarity together with Genome-to-Genome Distance
Hybridization (GGDH), the Average Nucleotide Identity (ANI)/Average Amino Acid Identity

(AAI) and whole-genome-based taxonomic analysis. In silico DDH values were determined

by Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#) (21).
ANI/AAI were carried out through the online platform Environmental Microbial Genomics

Laboratory based on ANI Calculator (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) and AAI

Calculator (http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/) tools (22,23). Whole-genome-based

taxonomic analysis was performed by Type Strain Genome Server (https://tygs.dsmz.de)

(TYGS) (24).
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Accession numbers

The accession numbers of whole genome shotgun sequences of isolates 13, 85T, 2218,
2226, 2271, 2299 and DSM 445327 were deposited at GenBank under the accession
VIOF00000000.1, VHIS00000000.1, VKDH00000000.1, VKDJ00000000.1,

VKDG00000000.1, VKDI00000000.1 and CP071874, respectively.

Results and Discussion

The ever-increased adoption of next-generation sequencing technologies has prompted
whole-genome based taxonomy studies, and, has been changing the understanding of the
clinical impact of some species of Corynebacterium, that which were previously considered
as opportunistic microorganisms or contaminants of clinical materials. Recently, new species
were described involving infections in humans, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium
fournieri, Corynebacterium gottingense, Corynebacterium rouxii, Corynebacterium
urinipleomorphum and Corynebacterium sanguinis. Although C. sanguinis has been
described in the last year, several isolates were recovered from bone, wound and blood since
1999 (25-29). In addition, other species also emerged as causative agents of human infections
in recent decades, such as Corynebacterium striatum and Corynebacterium urealyticum, both
with some isolates presenting a multidrug-resistant phenotype (4,30-32).

The biochemical identification of Corynebacterium spp. is problematic to clinical
microbiology laboratories, as most isolates remain identified only at the genus level.
Therefore, commercial identification systems are unreliable for definitive identification of
NDC (7,33). Adderson et al. (2008) analyzed three identification systems: API® Coryne,
RapID™ CB PLUS system and BBL™ Crystal™ Gram-Positive ID Kit, and revealed that

API® Coryne, although with some limitations, proved to have the highest sensitivity. In this



201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

64

study, six NDC isolates were recovered from different sites and sources. Interestingly, the
isolates were predominantly from urine, except for the most recent isolate that was recovered
from the skin. Most isolates (n=4) were from individuals with kidney problems (Table 1).

All isolates were misidentified as C. striatum / Corynebacterium amycolatum by
API® Coryne system, including the C. aurimucosum type strain (Table 2). The results had
varied identification statuses related to percentage of identification of the test. One isolate was
identified as "doubtful profile" indicating that possibly the isolate is considered a very
atypical profile, two were identified as "acceptable identification" (80 < %ID < 90) and one
was identified as "good identification" (90 < %ID < 99) (Table 2). Failures in bacterial
identification by API® Coryne have been reported in some studies. However, these isolates
were misidentified due to close phenotypic relationship with C. aurimucosum strains, species
not included in database of API® Coryne system. Moreover, the isolates in this study belong
to an as-yet-unidentified species (33).

MALDI-TOF technology is extensively used in identifying clinical microorganisms
(34). In this study, the use of MALDI-TOF resulted in the identification of isolates as
Corynebacterium genus with scores ranging between 1.868 and 2.091. Therefore, if we
consider that species-level identifications according to the manufacturer would be reliably
accepted when scores > 2.000 are obtained, two isolates were misidentified as C.
aurimucosum (Table 1). Previous studies have suggested scores > 1.700 would be
appropriately reliable for species identification for Corynebacterium spp. (35,36). However,
low scores of MALDI-TOF system were not successful in identifying the microorganisms in
this work, mistakenly identifying them as being closely related species (Table 1). On the other
hand, the MALDI-TOF system allows the inclusion of chromatographic profiles in the
database to increase the identification capacity. Therefore, an update of the database with

spectra profiles of this new species can provide the correct identification by MALDI-TOF.
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For a few decades, the use of 16S rRNA gene sequence analysis has significantly
facilitated the differentiation of Corynebacterium species. The threshold value established for
the circumscription of bacterial species is 98.70 % similarity with the 16S rRNA gene
sequence (37). Khamis et al. (2004) also proposed the use of partial sequencing of the rpoB
gene to replace or complement the analyses performed by sequencing the 16S rRNA gene,
with a cut-off point of 95%. The 16S rRNA gene sequence analysis showed similarity above
99.00 % among all our isolates and C. aurimucosum DSM 44532, When the 16S rRNA gene
sequences of our isolates were compared to those of C. minutissimum NCTC 10288" and C.
singulare IBS B522187, the similarity values found were between 98.76-99.29 % and 98.83-
99.29 %, respectively. When the partial sequences of the 7poB gene were analyzed, the
isolates shared 96.18 to 97.14 % with their closest neighbor C. aurimucosum DSM 445327,
and with C. minutissimum NCTC 10288 and C. singulare IBS B52218" showed a similarity
0f 93 .56-94.27 % and 94.03-94.27 % (Table 1). The almost complete sequences of the 16S
rRNA gene analysis selected three possible taxa. These results corroborate the study
conducted by Khamis et al. (2005) demonstrating that the use of this technique for
Corynebacterium species identification is limited due to low polymorphism of the 16S rRNA
gene. Some Corynebacterium spp. present similarity values above the acceptable cut-off
points for this gene when compared to each other, such as, Corynebacterium
pseudodiphtheriticum | Corynebacterium propinquum and Corynebacterium minutissimum /
C. aurimucosum. On the contrary, the results obtained through the partial sequencing of rpoB
identified the clinical isolates as belonging to the species C. aurimucosum (similarity > 95 %).
However, taxonomic analyses showed that the isolates belong to a new species of
Corynebacterium. These data make us reflect on the possibility of determining another cut-off
value for the use of partial sequence analysis of the 7poB gene in the identification of species

of this bacterial genus.
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Phylogenetic analysis using 16S rRNA gene revealed a new cluster forming a branch
close to species C. aurimucosum DSM 445327 with a high value of bootstrap (Figure 1). The
rpoB gene phylogenetic analysis also confirmed the grouping of clinical isolates close to C.
aurimucosum (Figure 2). A more comprehensive view of the new species position represented
by the type strain in the Corynebacterium genus based on the phylogenetic analysis of 16S
rRNA and rpoB gene sequences is shown in the supplementary material. To confirm the
phylogenetic placement of these isolates, MLSA using seven protein-coding genes was
performed. The resulting tree showed that our isolates are distinguishable from related type
species, supporting the phylogenetic placement of the strains as a new species (Figure 3).

The average size of six genomes was 2.69 Mb. All genomes had predicted G+C
contents with less than 1% differences, reinforcing that these isolates belong to the same
species. The sequencing process of strain 85T rendered 4.491.223 reads with a coverage of
222 X. The assembly produced 55 contigs with a total of 2.669.544 bp, N50 of 111.082 bp;
the longest contig is 254.570 bp. The metrics of draft genome sequencing for all isolates and
general features of strain 85T genome and others provided by RAST were shown in Table 3.

In silico DDH (%) values among the Corynebacterium guaraldiae genomes sequences
and C. aurimucosum DSM 445327 were 34.40-34.80 % and with the reference strain of C.
aurimucosum, ATCC 700975 ranged from 35.90-36.40 %. The values obtained between the
six genomes sequences and C. singulare IBS B52218" ranged from 24.50-24.90 %. In silico
DDH between C. aurimucosum DSM 445321 and C. singulare IBS B52218T was 24.50 %
(Table 4). In addition, in silico DDH between ATCC 700975 and C. aurimucosum DSM
44532" and C. singulare IBS B52218" were 50.30 and 24.90 % respectively, the proposed
specie boundary for prokaryotes > 70 % in this analysis (20). AAI (%) between the genome
sequences and C. aurimucosum DSM 44532T and ATCC 700975 were 91.41-92.19 % and

91.98-92.67 %, respectively. When C. guaraldiae genomes were compared with C. singulare
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276  IBS B522187, the values obtained for AAI were 86.29-86.63 %. AAI between C.

277 aurimucosum DSM 44532" and C. singulare IBS B52218T were 86.52 %. AAI between

278  ATCC 700975 and C. aurimucosum DSM 44532 and C. singulare IBS B52218" were 95.29
279  and 86.58 %, respectively. ANI (%) analysis between C. guaraldiae genomes and C.

280  aurimucosum DSM 44532" was 87.55-87.70 % and ATCC 700975 was 88.22-88.46 % (Table
281  4). These values were lower when compared with C. singulare IBS B52218" (83.14-83.64 %).
282 ANl between C. aurimucosum DSM 445327 and C. singulare 1BS B52218" was 83.04 %.
283 ANI between ATCC 700975 and C. aurimucosum DSM 44532 and C. singulare 1BS

284  B52218T were 92.53 and 83.12 %, respectively. The values proposed species boundary for
285  prokaryotes is 95 % for AAIl and ANI (20). The AAI and ANI results correlated well with the
286  estimated DDH values. The values obtained by the analyses contained in Table 4 when

287  compared with strains type C. aurimucosum DSM 44532" and C. singulare IBS B52218T do
288  not reach the cut-off points necessary to classify as belonging to the same species as

289  previously proposed (20).

290 In addition, the phylotaxonomic tree constructed on the TYGS server provided

291  evidence for distinct taxonomic position of these isolates within the genus Corynebacterium
292 (Figure 4). This result corroborates the results obtained by phylogenetic analyses carried out
293 with the 16S rRNA, rpoB genes and MLSA analysis in which it is possible to observe the
294  formation of distinct clade like observed in this phylotaxonomic tree.

295 Considering all data discussed above, the microorganisms analyzed in this study

296  represent a new taxon of the genus Corynebacterium, which we propose to name

297  Corynebacterium guaraldiae with isolate 857 as type strain.
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Description of Corynebacterium guaraldiae sp. nov.

Corynebacterium guaraldiae (gua.ral.di’.ae. N.L. gen. fem. n. guaraldiae, of Ana
Luiza de Mattos Guaraldi, a Brazilian scientist and professor at State University of Rio de
Janeiro who made great contributions to Brazilian and world science regarding the
surveillance and virulence of diphtheria and other corynebacterial infections). The
characteristics described below are based on the six isolates comprised in this study.

Cells are Gram-positive, non-acid-fast, non-spore-forming, non-mobile, growth in
aerobic conditions (24-48 hours). Cream, mucoid, circular, smooth, and medium colonies (up
to 2 mm in diameter) were observed after 24 hours of incubation on a 5 % sheep blood agar
medium, at 37 °C. The isolates were found to be catalase, and pyrazinamidase positive, and
nitrate, urease, esculin, oxidase and hydrolyzed gelatin were found to be negative. Activities
of B-glucuronidase, B-galactosidase, a-glucosidase, and B-glucosaminidase were not detected.
Half of the isolates were observed to be positive for pyrrolidonyl arylamidase and alkaline
phosphatase. Regarding the acid production capacity, they were observed for glucose and
maltose, but not for lactose, mannitol, ribose, xylose, and glycogen. Most isolates showed the
ability to produce acid from sucrose.

The genome size of isolate 857 is estimated at 2.66 Mb with 61.1 mol % of G + C
content. The genome is deposited in GenBank under access number VHIS00000000.1. The
type strain is 857, isolated in 2011 from urine sample in Ciudad Auténoma de Buenos Aires,

Argentina.
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Figure Legends

Figure 1. Phylogenetic tree showing position of the Corynebacterium guaraldiae sp. nov.
against the most closely related type strains of Corynebacterium genus based on 16S rRNA
gene sequences. GenBank accession numbers of 16S rRNA are indicated in parentheses.
Alignment was performed with sequences (1430-1529 bp) of the 16S rRNA gene. The
sequences were aligned using CLUSTALX?2 with standard parameters; the phylogenetic
inference was obtained using the Maximum Likelihood method and the MEGA X software.
The inferred distance was calculated using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values
(> 60%) based on 1.000 repetitions are shown. The sequence of Acidimicrobium ferrooxidans

DSM 10331" was used as outgroup. Bar 0.02 % estimated sequence divergence.

Figure 2. Phylogenetic tree showing the position of the Corynebacterium guaraldiae sp. nov.
against to the most closely related type strains within the genus Corynebacterium based on
rpoB gene sequences. GenBank accession numbers of rpoB are indicated in parentheses.
Alignment was performed with partial sequence (419 bp) of the 7poB gene. The sequences
were aligned using CLUSTALX?2 with standard parameters; the phylogenetic inference was

obtained using the Maximum Likelihood method and the MEGA X software. The inferred
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distance was calculated using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values (> 60%)
based on 1.000 repetitions are shown. The sequence of Actinopolyspora halophila DSM

438347 was used as outgroup. Bar 0.10 % estimated sequence divergence.

Figure 3. Phylogenetic tree based on the MLSA approach showing the position of
Corynebacterium guaraldiae sp. nov. against the most closely related strains within the genus
Corynebacterium based on the sequences of seven housekeeping genes (atpA, dnaE, dnaK,
fusA, leuA, odhA and rpoB). The GenBank access numbers for the respective genomes are
indicated in parentheses. The sequences were aligned using CLUSTALX?2 with standard
parameters; the evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method
and the MEGA X software. The inferred distance was calculated using the Kimura-2
parameter model. Bootstrap values (> 60 %) are shown based on 1,000 repetitions. The strain
type Actinopolyspora halophila DSM 43834 was used as outgroup. Bar 0.10 % estimated

sequence divergence.

Figure 4. Phylotaxonomic genome tree showing the position of the Corynebacterium
guaraldiae sp. nov. against to the most closely related type strains within the genus
Corynebacterium based on whole genome sequences. The genomic sequences were analyzed
by Type (Strain) Genome Server (TYGS) with standard parameters. Tree inferred with
FastME 2.1.6.1 from GBDP distances calculated from genome sequences. The branch lengths
are scaled in terms of GBDP distance formula d5. The numbers above branches are GBDP
pseudo-bootstrap support values (> 60 %) from 100 replications, with an average branch

support of 31.8 %.
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Tables

Table 1. Clinical aspects of six strains of Corynebacterium guaraldiae sp. nov. isolated from Brazil and Argentina.

Clinical aspects

Microbiological identification

Case/ — -
strain Date Age/ Origin Unde.rl.y ne Conventional MALDI_;FOF 16S rRNA? / rpoB® (%)
Gender samples conditions (score)

Kidne Corvnebacterium Corynebacterium  C. aurimucosum® (99.09/97.14)

1/2218  Jan/11  44/Female Urine diseasZ Y < aurimucosum C. singulare® (98.95/94.27)
p- (1.916/1.881) C. minutissimum® (98.88/93.79)
Kidne C bacteri C auri C. aurimucosum (99.34/96.66)

2/2226  Fev/l1  64/Female  Urine diseasz ory ”es actertum 0“3‘3’4”/”1“‘07"13:‘)"1 C. singulare (99.04/94.27)
p- T C. minutissimum (98.97/94.27)
Kidne Corynebacterium  C. aurimucosum C. aurimucosum (99.45/96.42)

3/2271  May/11 NA/Female Urine diseasz g4 < tz 000/1.896) C. singulare (99.29/94.03)
p- U C. minutissimum (99.29/93.56)
Kidne Corynebacterium  C. aurimucosum C. aurimucosum (99.11/97.14)

4/2299  Jul/l1  55/Female  Urine diseasz 4 . (1.926/1.742) C. singulare (98.83/94.27)
p- ' ' C. minutissimum (98.76/93.99)
Corynebacterium  C. aurimucosum C. aurimucosum (99.28/96.90)

5/85 May/11  NA/Male Urine NA g4 p t2 072/1.930) C. singulare (99.14/94.03)
P- ’ ) C. minutissimum (99.14/93.75)
Sebaceous Corynebacterium  C. aurimucosum C. aurimucosum (99.56/96.18)

6/13 Mar/17 61/Male cyst None . (2.022/1.991) C. singulare (99.07/94.03)

C. minutissimum (98.86/94.03)

2 Analysis performed with partial sequence of the 16S rRNA gene of 1399-1530 bp.
® Analysis performed with partial sequence of the rpoB gene of 419 bp.
¢ C. aurimucosum DSM 445327,
4 C. singulare I1BS B52218T.

¢ C. minutissimum NCTC 10288T.
NA, not available.
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Table 2. Biochemical profile by API® Coryne from Brazilian and Argentine Corynebacterium guaraldiae sp. nov. and Corynebacterium
aurimucosum DSM 445327 strains.

Biochemical 2218 2226 2271 2299 85T 13 DSM 445327
characteristics

+ + + + +

Nitrate reductase -
J’_

- - + - + -
+

Pyrazinamidase
Pyr”

Alkaline
phosphatase

-gur’ - : - - : - -

p-gal’ : : : : : : :
a-glu” - - - - - , .

B-NAG* - - - - - - -
Esculin - - - - - - -
Urease - - - - - - -
Gelatin hydrolise - - - - - - -
Oxidase - - - - -
Glucose + + + + + + +
Ribose - - - - +

Xylose - - - -
Mannitol - - -
Maltose + + + +
Lactose - - - - - - -
Sucrose + + - + + - +
Glycogen - - - - - - -
Catalase + + + + + + +

C. striatum C. striatum C. striatum C. striatum C. group G C. striatum C. striatum
Result C. amycolatum  C. amycolatum  C. amycolatum  C. amycolatum .(80 6%) C. amycolatum  C. amycolatum
(86.3%) (96.0%) (50.9%) (85.1%) ’ (67.8%) (96.0%)

+ o+t

“Pyr: pyrrolindonilarilamidase; B-gur: B-glucuronidase; B-gal: B-galactosidase; a-glu: a-glucosidase; B-NAG: B-glucosaminidase.



Table 3. Comparison values of Corynebacterium guaraldiae sp. nov. strains sequenced, assembled, and
annotated with the type strain C. aurimucosum DSM 44532.

Characteristics 2218 2226 2271 2299 85 13
Estimated genome size (bp) 2.737.922 2742396  2.657.049  2.720.157 2.669.544  2.637.059
G+C content (%) 60.9 61.1 61.0 61.1 61.1 61.1
Number of contigs 52 58 41 94 55 61
Median sequence size (bp) 11630 14759 1531 7509 25466 9004
N50 167.477 155.949 192.309 84.611 111.082 155.575
L50 7 7 5 12 8 7
Number of CDSs 2796 2766 2640 2728 2597 2559
Number of RNA genes 60 59 58 59 58 58
Proteins with functional assignments 1685 1689 1650 1717 1633 1612
Hypothetical proteins 1111 1077 990 1011 964 947

bp, base pair; CDS, Coding sequence; RNA, Ribonucleic acid,;
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Table 4. Genomic taxonomy results of Corynebacterium guaraldiae sp. nov. isolates compared to three closely related taxa,
Corynebacterium aurimucosum DSM 445327, Corynebacterium minutissimum NCTC 10288", Corynebacterium singulare 1BS
B55218", and the reference strain of Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975.

Strains DSM 445327 NCTC 10288" IBS B55218" ATCC 700975
ANIF  AAI® GGDC® ANI AAI  GGDC  ANI AAI  GGDC  ANI AAl  GGDC
2218 87.59  91.68 34.50 83.74 87.30  25.10 83.64 86.63 24.90 88.36 9198  36.00
2226 87.70  91.41 34.70 84.00 86.93 25.20 83.14 86.29  24.60 88.46 92.18  36.40
2271 87.57 92.13 34.40 83.78  87.21 25.10 83.28 86.55 24.50 88.26 9248  35.90
2299 87.69 91.87 34.80 83.85 87.21 25.10 83.19 8649  24.70 88.22 92.60  36.30
85T 87.58  92.19 34.40 83.88 87.30  25.00 83.42 8637  24.60 88.25 92.67 36.00
13 87.55 92.07 34.60 83.83 8749  25.00 83.16 86.38  24.50 88.30 9248  36.00

2Average Nucleotide Identity.
YAverage Amino acid Identity.
‘Genome to Genome Distance Calculator.
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3.2 Artigo 2: Corynebacterium hiratae sp. nov. isolada de urina humana e proposta do
nome revivido de Corynebacterium nigricans Shukla et al., 2003 pro synon.
Corynebacterium aurimucosum para Corynebacterium nigricans (ex. Shukla et al.,

2003) nom. rev.

INTRODUCAO: Corynebacterium spp. estio amplamente disseminadas no meio ambiente e
fazem parte da microbiota cutdnea e de mucosas de animais ¢ humanos. Relatos de infecg¢des
em humanos por Corynebacterium spp. aumentaram consideravelmente nos ultimos anos e o
aparecimento de isolados MDR em todo o mundo tem chamado a atencao.

OBJETIVOS: Neste estudo, uma nova espécie de Corynebacterium isolada da urina humana ¢
descrita apo6s ser identificada incorretamente usando os métodos disponiveis, e também
propomos o reavivamento do nome da cepa atualmente chamada de Corynebacterium
aurimucosum ATCC 700975, tornando-se Corynebacterium nigricans (ex. Shukla et al.,
2003) nom. rev., com CN-1T como a cepa tipo.

METODOS: Para as analises taxonomicas, foram utilizadas analises filogenéticas dos genes
16S rRNA e rpoB, hibridizagio DNA-DNA digital, identidade média de nucleotideos e
aminoacidos, analise da sequéncia de multiplos loci e anélise filogenética baseada no genoma
completo.

RESULTADOS: As anélises taxonOmicas genOmicas revelaram que as cepas de urina e
ATCC 700975 eram espécies ndo descritas anteriormente, compondo um clado filogenético
distinto dos demais Corynebacterium spp. ao contrario do que indicavam as analises de
similaridade.

PRINCIPAIS CONCLUSOES: Propomos o nome Corynebacterium hiratae sp. nov. com o
isolado 2274" como cepa tipo € a aplicagdo da regra taxondmica 33c para reviver o nome

Corynebacterium nigricans para a cepa ATCC 700975.
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Abstract

BACKGROUND: Corynebacterium spp. are widely disseminated in the environment, and
they are part of the skin and mucosal microbiota of animals and humans. Reports of human
infections by Corynebacterium spp. have increased considerably in recent years and the
appearance of multidrug resistant isolates around the world has drawn attention.
OBJECTIVES: In this study, a new species of Corynebacterium from human urine is
described after being misidentified using available methods, and we propose revival the name
of the strain currently called Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975, becoming
Corynebacterium nigricans (ex Shukla et al., 2003) nom. rev., with CN-1T as the type strain.
METHODS: For taxonomic analyses, phylogenetic analysis of 16S rRNA and rpoB genes, in
silico DNA-DNA hybridization, average nucleotide and amino acid identity, multilocus
sequence analysis, and phylogenetic analysis based on the complete genome were used.
FINDINGS: Genomic taxonomic analyzes revealed that the urine and the ATCC 700975
strains were species not previously described, composing a phylogenetic clade distinct from
the other Corynebacterium spp. contrary to what the similarity analyzes indicated.

MAIN CONCLUSIONS: We propose the name Corynebacterium hiratae sp. nov. with
2274T 1isolate as the type strain, and the application of taxonomic rule 33c¢ to revive the name

Corynebacterium nigricans for the strain ATCC 700975.

Keywords: Corynebacterium; Corynebacterium hiratae sp. nov.; urinary tract infection;

classification; genomic taxonomy.
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Introduction

Corynebacterium genus was created to harbor the diphtheria bacillus,
Corynebacterium diphtheriae, and currently comprises 133 species of gram-positive, non-
spore-forming, catalase-positive bacilli that contain a high G+C content. The
Corynebacterium spp. are widely disseminated in the environment, and they are part of the
skin and mucosa microbiota of animals and humans. It is the largest genus among coryneform
with a medical, biotechnological, and veterinary interest (FUNKE, GUIDO et al., 1997;
PARTE et al., 2020).

For some years, professionals have valued Corynebacterium spp. and no longer
considered them as mere contaminants, not only because of the significant increase in cases
reporting infections by these microorganisms but also because of the increase in the resistance
profiles of these isolates (BARRACLOUGH et al., 2009; BLACKBERG et al., 2021;
FUNKE, GUIDO et al., 1997). In recent years, an increase of multidrug-resistant (MDR)
isolates of Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium striatum, Corynebacterium
jeikeium and another Corynebacterium spp. have been found worldwide (BAIO et al., 2013;
HENNART et al., 2020; MOORE PARDO et al., 2020; SALEM et al., 2015; SANCHEZ
HERNANDEZ et al., 2003).

Species-level identification for Corynebacterium spp. is recommended since many
species are of medical importance, including Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium
ulcerans, Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium
rouxii and Corynebacterium silvaticum, all of which can carry the fox gene, encoding
diphtheria toxin (DT) (ALATOOM et al., 2012; BERNARD, KATHRYN A et al., 2021,
FUNKE, GUIDO et al., 1997). However, given the wide variety of species and the close

relationship between them, identification has become a challenge, since it involves a variety
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of biochemical tests and is not always included in the commercial systems available (ALIBI,
S.etal.,2015).

The use of molecular methodologies has been recommended for the identification of
Corynebacterium spp. In this sense, 16S rRNA gene sequencing is widely used considering
the almost complete sequence (= 1500 bp) of this gene to make a more precise distinction, due
to the low polymorphism of this gene. In the impossibility of identification at the species level
by 16S rRNA gene sequence analysis, the sequencing of the 7pob gene can be analyzed
(BARBERIS, CLAUDIA et al., 2014; KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004). However,
gene sequence analysis has not been routinely implemented in the clinical laboratory
(BARBERIS, CLAUDIA et al., 2014).

Recently, Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF-MS) has become a promising tool for microorganism
identification and this technique has limitations regarding closely related species and the
updating of the library database (BARBERIS, CLAUDIA et al., 2014; RYCHERT, 2019).

The bacterial identification limitations have always been an important point
concerning closely related species, including a disadvantage of applying polyphasic taxonomy
(VARGHESE et al., 2015). However, since the 2010s, full genome-based analyzes of
prokaryotic microorganisms have been used to help differentiate microbial species. Called
genomic taxonomy, the approach relies on genomic signatures contained in the genome to
carry out phylogenetic relationships through programs that use tools based on dependent and
independent alignments. The importance of using genomic comparisons to species identify
has long been recognized, including by the ad hoc Committee on Bacterial Systematics, which
recommends the complete DNA sequence for the phylogeny determination (HAYASHI

SANT’ANNA et al., 2019; WAYNE, 1988).
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In the present study, we describe, based on genomic taxonomy, Corynebacterium
isolated from human urine after being misidentified by commonly used phenotypic and
molecular methodologies. The name Corynebacterium hiratae sp. nov. was proposed for the
new species of the Corynebacterium genus, with 2274 (= CBAS 7627) isolate as the type
strain. Genomic taxonomy analysis also proposes the application of rule 33c¢ of the
International Code of Bacterial Nomenclature and revive the name of the strain currently
named Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975, becoming Corynebacterium nigricans
(ex. Shukla et al., 2003) nom. rev., with strain CN-1T (= ATCC 700975T; = CCUG 481767, =

CIP 107346", = DSM 448277, = JCM 126847) as the type strain.

Materials and Methods

Origin of bacterial isolate

A Gram-positive rod isolate was recovered from a urine sample (5.0 x 10° CFU/mL)
of a 53-year-old renal transplant patient with post-transplant diabetes mellitus evolution at the
Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical Relevance of the State University of
Rio de Janeiro. The isolate was submitted to phenotypic identification by the API® Coryne
commercial system (bioM¢rieux, France), according to the manufacturer's guidelines, using
APIWEB™ version 3.0, for an interpretation of the API strip results. At the same time, the
isolate was submitted to MALDI-TOF-MS (Microflex®, Bruker Daltonics, France),
following the protocol previously described (THEEL et al., 2012), using the analysis software

Maldi Flex Control and Maldi Biotyper, both version 3.0, to interpret the results.
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Genotypic identification by 16S rRNA and rpoB genes sequencing and phylogenetic
analysis

The 16S rRNA and 7poB genes amplification were performed according with
protocols previously described (BAIO et al., 2013). The 16S rRNA gene sequence was
compared with the respective available and valid gene sequences to type strains on the
EzBioCloud server (https://www.ezbiocloud.net) using the 16S-basedID application (YOON,
SEOK-HWAN et al., 2017). The rpoB gene sequence was compared to type strains sequences
available in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

algorithm (ALTSCHUL et al., 1990). Both gene sequences were separately aligned together
with type strain sequences of the most related species by ClustalX2 (THOMPSON, J D et al.,
1997) and the phylogenetic analyzes of each gene were performed using the MEGA X

program (version 10.2.6) (KUMAR et al., 2018).

Genome sequencing, assembly, and annotation

Genome sequencing was performed by lon Torrent S5 platform, using Ion 540™ Chip
to 200 bp libraries (ThermoFisher Scientific) at Department of Biotechnology of Institute of
Health Sciences at Federal University of Bahia. The gDNA libraries were prepared according
to manufacturer’s protocol for enzymatic fragmentation (50 ng to 100 ng) of DNA, using lon
Xpress™ Plus Fragment Library kit. To distinguish samples, lon Xpress™ Barcode Adapters
Kit was applied. To select the proper fragmented size, the EGel™ SizeSelect™ Agarose Gel
was used, following stain migration, in real time, with a 2% agarose gel for the time
suggested in the manufacturer’s protocol. The isolate purification steps were made through
ProNex® Size-Selective Purification System kit (Promega) at the ratio 2:1 of magnetic beads.

To library equalization, Ion Library Equalizer™ Kit was applied. Template preparation to
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sequencing followed strictly the protocol for Ion 540™ Kit — OT2, lon 540™ Chip, Ion
OneTouch™ and Ion OneTouch™ ES instruments. The mass value for DNA, when needed,
were obtained by Qubit®. The raw sequenced data obtained from isolate were collected again

using SPAdes (version: 3.10.0) and annotation was performed using Rapid Annotation using

System Technology (RAST) (AZIZ et al., 2008).

Multilocus sequence analysis

For Multilocus Sequence Analysis (MLSA) complete sequences of seven
housekeeping genes: alpha chain of ATP synthase (afpA), alpha subunit of DNA polymerase
III (dnaE), chaperone protein (dnaK), elongation factor G (fusA), 2-isopropylmalate synthase
(leuA), 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 and E2 (odhA) components and DNA-directed
RNA polymerase beta chain (rpoB) were extracted from the complete sequenced genome of
the isolate. The sequences of the seven housekeeping genes of type strains of the closest
species were retrieved from draft/complete genome sequences available in GenBank/NCBI.
All these genes were separately aligned by CLUSTALX?2 and later concatenated (atpA-dnaE-
dnaK-fusA-leuA-odhA-rpoB) and exported in FASTA format, providing a dataset of 15
strains and 16.427 nucleotides in the final dataset. Phylogenetic analysis was reconstructed

with the maximum likelihood method by Kimura 2 parameter models (KIMURA, M, 1980).

Genomic taxonomy

Complete genome sequences of the C. aurimucosum DSM 44532 type strain
(CP071874), and C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain (formerly Corynebacterium
nigricans; NC012590.0.1) available in the public repository GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) were used for the comparative taxonomic analyzes of

this study. The degree of genomic similarity of the species was estimated through in-silico
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DNA-DNA hybridization (DDH) determined in-silico by the Genome-to-Genome Distance

Calculator (GGDC) version 3.0 (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#) (MEIER-KOLTHOFF et al.,

2013); the Average Nucleotide Identity (ANI) / Average Amino acid Identity (AAI) by the
Environmental Microbial Genomics Laboratory online platform based on the ANI Calculator

(http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) and AAI Calculator (http://enve-

omics.ce.gatech.edu/aai/tools) (GORIS et al., 2007; RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS,

2014); and the analysis of the complete genome-based supertree by the Type Strain Genome

server (https://tygs.dsmz.de) (TYGS) version 3.0 (MEIER-KOLTHOFF; GOKER, 2019), as

previously described (THOMPSON, CRISTIANE C et al., 2013).

Accession numbers
Accession numbers of whole genome shotgun sequence of isolates 2274 was

deposited at GenBank under the accession VKDK00000000.

Results and Discussion

C. diphtheriae is the most relevant pathogen of the Corynebacterium genus, a
potentially DT-producing species, together with C. ulcerans, C. pseudotuberculosis, C.
belfantii, C. rouxii, and C. silvaticum. These last three species were recently classified using
tools based on genomic analysis from the species C. diphtheriae and C. ulcerans (BADELL et
al., 2020; BERNARD, KATHRYN, 2012; BERNARD, KATHRYN A et al., 2021; DANGEL
et al.,2020; DAZAS et al., 2018).

Corynebacterium non-diphtheriae, not potentially DT-producing, over the last few
years has shown its pathogenic potential through reports involving several infections in prime

sites and fatal in some cases, becoming increasingly recognized as an etiological agent for
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different infections (AYGUN et al., 2013; MOORE PARDO et al., 2020). Considering the
Corynebacterium spp. importance, the identification although challenging at the species level
should be performed whenever they grow in pure culture from clinical specimens or when
represent the predominant organisms in normally sterile samples (BERNARD, KATHRYN,
2012; BLACKBERG et al., 2021).

The phenotypic identification of the isolate Corynebacterium sp. 2274 (this study)
using the API® Coryne system was inconclusive, characterizing the isolate as
Corynebacterium group G, a group of samples described by the Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) as capable of fermenting glucose, sucrose, and sometimes maltose, but
absent of urease production (Table 1). Corynebacterium group G is a group subdivided into
G-1 and G-2 and can be differentiated by the production of nitrate reductase, which is present
in isolates from group G-1, but not from group G-2. Thus, the isolate Corynebacterium sp.
2274, would then be identified as Corynebacterium group G-2 in according to results of the
API® Coryne system complemented by the study by Funke and collaborators (FUNKE,
GUIDO et al., 1997). For a better understanding, we will respect the consensus recommended
by the CDC to designate the isolates from these groups as Corynebacterium group G
(FUNKE, GUIDO et al., 1997). In further studies, it was already observed that the phenotypic
identification of Corynebacterium spp. by commercial systems do not always obtain an
accurate result, because the identification grid that these systems include do not cover enough
species (ADDERSON; BOUDREAUX; HAYDEN, 2008).

The identification of the isolate obtained by the MALDI-TOF-MS system concluded
that the isolate belonged to C. aurimucosum species with a confidence score (2.025),
considered a reliable identification at the genus level and probable at species level
identification, according to the manufacturer's guidelines. Previous studies correlating the

Corynebacterium spp. identification by the MALDI-TOF-MS system and the identification



222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

95

through the 16S rRNA gene sequencing obtained satisfactory results, indicating that the
MALDI-TOF-MS system identification is a reliable, fast, and it have low-cost (ALATOOM
etal.,2012; ALIBI, S. et al., 2015). The Table 2 shows the results of isolate Corynebacterium
sp. 2274 identification by the different methods. However, in several methodologies, due to
the close relationship between C. aurimucosum and Corynebacterium minutissimum, C.
aurimucosum was wrongly identified by these tools. The MALDI-TOF-MS and API® Coryne
systems did not obtain a reliable identification for the isolate Corynebacterium sp. 2274 as
expected, considering the value of its score and the results of the phenotypic analysis, because
it is a new taxon not previously described for the scientific community.

The 16S rRNA gene sequencing has been used for identifying bacteria that are difficult to
differentiate. For Corynebacterium spp., only this technique is not considered enough, since
some related species obtain similarities among themselves that reach up to 99.3%, surpassing
0.6% of the cutoff point proposed for this methodology (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA,
2004). Other species within the Corynebacterium genus also have a high similarity for the
16S rRNA values (ALATOOM et al., 2012; KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004). To
solve this problem, Khamis and collaborators (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004)
observed that the rpoB gene had a larger polymorphism than the 16S rRNA gene and by
constructing universal primers for the rpoB gene based on a highly polymorphic region they
concluded that for the species described until that moment, the analysis based on this
methodology was sufficient to identify all Corynebacterium spp. and they had as cutoff
proposed values equal to or above 95% of similarity. By sequencing both genes,
Corynebacterium sp. 2274 was identified as Corynebacterium aurimucosum with similarity
values above the proposed cutoff points (Table 1). However, we must consider that at the time

of the study by Khamis and collaborators (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004), the
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genus Corynebacterium included around 60 species, and currently, up to the time of this
writing, the genus includes 133 valid species (PARTE et al., 2020).

Recently, with the species classification of the diphtheria complex that was previously
known to include the species C. diphtheriae, C. ulcerans, and C. pseudotuberculosis, today
they harbor three more species, Corynebacterium belfantii, classified from isolates previously
identified as C diphtheriae, Corynebacterium rouxii, classified from isolates previously
identified as C. belfantii and C. silvaticum, classified from isolates previously identified as C.
ulcerans (BADELL et al., 2020; DANGEL et al., 2020; DAZAS et al., 2018). Importantly,
recent taxonomic classifications and reclassifications are mainly due to bioinformatics
analysis based on data from the complete genome sequencing that has recently been widely
used to solve problems inherent to the bacterial classification (CHUN; RAINEY, 2014).
These recent studies lead us to believe that the observations made by Khamis and
collaborators (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004) for the 16S rRNA gene about some
more related species can also be observed for the ¥poB gene, a fact not mentioned by Khamis
and collaborators (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004) facing the reality of species that
the Corynebacterium genus included. These new findings suggest that a study covering the
currently described of Corynebacterium species is necessary for a better application of the
rpoB gene sequencing technique, which, as observed in our study it obtained a similarity
between the Corynebacterium sp. 2274 isolate and C. aurimucosum 97.85%, a percentage
2.85% above the proposed cutoff point for the species differentiation.

Interestingly, the results of the phylogenetic analysis from 16S rRNA gene of the
Corynebacterium sp. 2274 isolate against the type strains of the most related species and the
C. aurimucosum ATCC 70975 reference strain revealed that the Corynebacterium sp. 2274
isolate is closer to the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain than to the C.

aurimucosum DSM 44532 type strain. The Corynebacterium sp. 2274 isolate groups together
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with the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain in a clade distinct from the C.
aurimucosum DSM 44532 type strain (Figure 1). Although the Corynebacterium sp. 2274
isolate occupies a position in the same clade as the C. aurimucosum ATCC 700975 reference
strain, there is a small phylogenetic distance between them, as can be seen in Figure 1.
Regarding the phylogenetic analysis of the partial sequence of the rpoB gene, we observed the
opposite of the phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene. The Corynebacterium sp. 2274
isolate occupies a phylogenetic position close to the C. aurimucosum DSM 44532 type strain,
in the same clade, with a small phylogenetic distance (Figure 2).

The C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain, until then identified as C.
nigricans, was reclassified by Daneshvar and collaborators (DANESHVAR et al., 2004)
based on DNA-DNA hybridization performed according to the gold standard technique for
taxonomic classification. At the time of the study carried out by Daneshvar and collaborators
(DANESHVAR et al., 2004), the hybridization between C. aurimucosum NRRL B-24143 (=
DSM 44532) type strain and C. nigricans ATCC 700975 obtained was 97% at optimum
temperature (60°C). In view of these results, and obeying the taxonomic rules, the C.
nigricans ATCC 700975 strain was proposed as a synonym (pro synon.) of C. aurimucosum,
thus ceasing to be the C. nigricans type strain and becoming C. aurimucosum. However, even
though such results show DDH values that are understood to belong to the same bacterial
species, in our analyses, carried out based on the complete genome available in GenBank, and
using the application of genomic taxonomy, as will be seen below, we found results opposite
to those found previously (DANESHVAR et al., 2004).

Digital DDH, although it has disadvantages such as being extremely labor intensive,
requiring qualified personnel to carry it out, and expensive, is considered within the scope of
prokaryote taxonomy, the gold standard, however, presents a rough indirect paired

comparison between genomes and not necessarily showing a correspondence between the
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analyzed genomes, since different values can be obtained when analyzed inversely
(SCHLEIFER, 2009). In this sense, the analyzes proposed by genomic taxonomy offer greater
security when used and its metrics are being increasingly recommended, such as the in-silico
DNA-DNA hybridization technique, which, in addition to being correlated with the gold
standard technique, can be reproduced anywhere obtaining the same intergenomic
relationship, thus eliminating one of the disadvantages of the gold standard technique
(HAYASHI SANT’ANNA et al., 2019). The analysis of the hypotheses about the C.
aurimucosum ATCC 700975 reference strain continue to be shown in parallel with the study
of the Corynebacterium sp. 2274 isolate of this study.

The results generated through the phylogenetic analysis of the concatenation of the
seven housekeeping genes of the Corynebacterium sp. 2274 isolate, the C. aurimucosum
ATCC 700975 reference strain, the C. aurimucosum DSM 44532 type strain, and the more
related species, through the MLSA revealed a different position from those obtained by the
phylogenetic analysis of the 16S rRNA and rpoB genes (Figure 3). The Corynebacterium sp.
2274 isolate was positioned separately from the clade that grouped the C. aurimucosum
ATCC 700975 reference strain and the C. aurimucosum DSM 44532 type strain. It is noted
that even though grouped in the same clade, it is possible to observe that there is a
phylogenetic distance between them, so that the Corynebacterium sp. 2274 isolate is more
related to the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain, corroborating the result
obtained by the phylogeny of the complete16S rRNA gene. It is important to consider that
although the evolution of housekeeping genes compared to the 16S rRNA gene is faster, the
housekeeping genes are still considered ideal for phylogenetic studies, and it is even
recommended that at least five genes be used in MLSA analysis, once it has already been
observed that a lower number than this is already possible to differentiate between closely

related species (Sant'Anna et al., 2019). In our study, the number of genes chosen to perform
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this analysis was seven, the same number used in most phylogenetic studies based on this
methodology (HAYASHI SANT’ANNA et al., 2019).

The average size of Corynebacterium sp. 2274 genome sequencing was 2.87 Mb with
61.1% of G + C content. The sequencing process rendered 16.784.287 reads with a coverage
of 1068 X. The assembly produced 85 contigs with a total of 2.865.662 bp, N50 of 85.002 bp,
and the longest contig is 276.321 bp. General features of genome sequencing of the
Corynebacterium sp. 2274, C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain, and the C.
aurimucosum DSM 44532 type strain provided by RAST were shown in Table 3.

The in silico DDH values obtained by the analysis using the GGDC software of the
Corynebacterium sp. 2274 isolate when compared with the C. aurimucosum ATCC 700975
reference strain and the C. aurimucosum DSM 44532 type strain were 38.0% and 36.1%,
respectively. When we compared the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain and the
C. aurimucosum DSM 44532 type strain, we obtained 50.3% of in-silico DDH. Both analyzes
obtained values below the established cutoff point to be considered as belonging to the same
species (> 70%), indicating that both strains analyzed against C. aurimucosum DSM 44532
type strain are distinct species (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013).

Similarly, the ANI and AAI analysis of the Corynebacterium sp. 2274 isolate when
compared with the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain and the C. aurimucosum
DSM 44532 type strain resulted in 89.20% and 88.47% (ANI), and 92.27% and 92.02%
(AAI), respectively, while the results of the C. aurimucosum ATCC 700975 reference strain
against the C. aurimucosum DSM 44532 type strain, obtained for ANI and AAI were 92.53%
and 95.29%, respectively. Except for the AAI result corresponding to the analysis of the C.
aurimucosum ATCC 700975 reference strain and the C. aurimucosum DSM 44532 type
strain, all other results are below the cutoff point established to consider as belonging to the

same species (> 95%). The values found below the cut-off point corroborated the initial
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proposal for ANI and AAI analysis, which are correlated to 70% in-silico DDH (GORIS et
al., 2007; RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2014). So far, we are not able to explain the
AALI value obtained between the samples C. aurimucosum ATCC 700975 and C.
aurimucosum DSM 445327,

Complete genome-based phylogenetic tree built on the TYGS server provided
evidence for the distinct taxonomic position of the Corynebacterium sp. 2274 isolate within
the Corynebacterium genus as shown in Figure 4. This analysis corroborates the results
obtained so far by the MLSA analysis, in which it is possible to observe the formation of a
distinct clade from the Corynebacterium sp. 2274 isolate compared to other species, such as
those observed in this phylogenetic tree, and by genomic taxonomy analysis, which
distinguishes the Corynebacterium sp. 2274 isolate of the most related species, C.
aurimucosum DSM 445327 It can also be observed that the C. aurimucosum ATCC 700975
strain, in the same way as the Corynebacterium sp. 2274 isolate is positioned in a clade
distinct from the C. aurimucosum DSM 44532 type strain, grouping with what was previously
known as C. nigricans ATCC 700975", now C. nigricans pro synon. C. aurimucosum ATCC
700975 (identical strain).

Finally, after considering all the results discussed above, the Corynebacterium sp.
2274 isolate analyzed in this study and the C. aurimucosum ATCC 700975 (formerly C.
nigricans) reference strain, we conclude that they are distinct species from the most related
species, C. aurimucosum DSM 44532. We propose the name Corynebacterium hiratae sp.
nov., with isolate 2274T (= CBAS 762") as the type strain and we also propose the application
of rule 33c¢ of the International Code of Bacterial Nomenclature and revive the name of the
strain currently named Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975, becoming

Corynebacterium nigricans (ex. Shukla et al., 2003) nom. rev., with strain CN-1T (= ATCC
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700975%; = CCUG 48176", = CIP 107346", = DSM 44827, = JCM 126847) as the type

strain.

Description of Corynebacterium hiratae sp. nov.

Corynebacterium hiratae (hi.ra’.tae. N.L. gen. masc. n. hiratae, of Raphael Hirata
Junior, in memoriam, a Brazilian scientist, dentist and professor at the State University of Rio
de Janeiro, member of the Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Relevance, who has made relevant contributions to Brazilian and world science regarding
diphtheria and other corynebacterial infections). The characteristics described below are based
on the isolate comprised in this study.

Cells are Gram-positive, non-acid-fast, non-spore-forming, non-motile, growth in
aerobic conditions (48 hours). Cream, mucoid, circular, smooth, and medium colonies (up to
2 mm in diameter) were observed after 48 hours of incubation on a 5% sheep blood agar
medium, at 37°C. The isolates were found to be catalase, and pyrazinamidase positive, but
nitrate, urease, esculin, oxidase and hydrolyzed gelatin were negative. Activities of -
glucuronidase, B-galactosidase, a-glucosidase, and B-glucosaminidase were not detected. The
1solate was positive for pyrrolidonyl arylamidase and alkaline phosphatase. Regarding the
acid production capacity, they were observed for glucose, ribose, maltose, and sucrose, but
not for lactose, mannitol, xylose, and glycogen. No pigment was observed.

The genome size of isolate 2274" (= CBAS 762") is estimated at 2.87 Mb with 61.1
mol % of G + C content. The genome is deposited in GenBank under access number
VKDKO00000000. The type strain is 2274T (= CBAS 762"), isolated in 2011 from urine

sample in Rio de Janeiro, Brazil.
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Figure Legends

Figure 1. Phylogenetic tree showing position of the Corynebacterium hiratae sp. nov. against
the most closely related type strains of Corynebacterium genus based on 16S rRNA gene
sequences. GenBank accession numbers of 16S rRNA are indicated in parentheses. Alignment
was performed with sequences (1442-1525 bp) of the 16S rRNA gene. The inferred distance
was calculated using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values (> 60%) based on
1.000 repetitions are shown. The sequence of Acidimicrobium ferrooxidans DSM 10331T was

used as outgroup. Bar 0.020 % estimated sequence divergence.

Figure 2. Phylogenetic tree showing the position of the Corynebacterium hiratae sp. nov.

against to the most closely related type strains of Corynebacterium genus based on rpoB gene
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sequences. GenBank accession numbers of 7poB are indicated in parentheses. Alignment was
performed with partial sequence (419 bp) of the 7poB gene. The inferred distance was
calculated using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values (> 60%) based on 1.000
repetitions are shown. The sequence of Actinopolyspora halophila DSM 43834" was used as

outgroup. Bar 0.10 % estimated sequence divergence.

Figure 3. Phylogenetic tree based on the MLSA approach showing the position of
Corynebacterium hiratae sp. nov. against the most closely related strains of Corynebacterium
genus based on the sequences of seven housekeeping genes (atpA, dnakE, dnakK, fusA, leuA,
odhA and rpoB). The GenBank access numbers for the respective genomes are indicated in
parentheses. Bootstrap values (> 60 %) are shown based on 1,000 repetitions. The strain type
Actinopolyspora halophila DSM 43834 was used as outgroup. Bar 0.10 % estimated
sequence divergence.

Figure 4. Phylotaxonomic genome tree showing the position of the Corynebacterium hiratae
sp. nov. against to the most closely related type strains of Corynebacterium genus based on
whole genome sequences. The genomic sequences were analyzed by Type (Strain) Genome
Server (TYGS) with standard parameters. Tree inferred with FastME 2.1.6.1 from GBDP
distances calculated from genome sequences. The branch lengths are scaled in terms of GBDP
distance formula d5. The numbers above branches are GBDP pseudo-bootstrap support values

> 60 % from 100 replications, with an average branch support of 84.9 %.
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Table 1

Table 1. Biochemical profile by API® Coryne from Brazilian
Corynebacterium hiratae sp. nov., Corynebacterium aurimucosum ATCC
700975, and Corynebacterium aurimucosum DSM 445327 strains.
Biochemical 2274 ATCC 700975 DSM 445327
characteristics
Nitrate reductase
Pyrazinamidase
Pyr’
Alkaline
phosphatase

p-gur - - -

- +

+ 4+ +

Esculin - - -
Urease - - -
Gelatin hydrolise - - -
Oxidase -
Glucose + + +
Ribose +
Xylose - - -
Mannitol - -
Maltose + + +
Lactose - - -
Sucrose + - +
Glycogen - - -
Catalase + + +
Corynebacterium Corynebacterium  Corynebacterium
Result group G argentoratense  striatum/amycolatum
(94.3%) (43.2%) (96.0%)
*Pyr: pyrrolindonilarilamidase; B-gur: B-glucuronidase; p-gal: B-galactosidase; a-glu: o-
glucosidase; B-NAG: B-glucosaminidase.




Table 2

Table 2. Clinical aspects of six strains of Corynebacterium hiratae sp. nov. isolated from Brazil.

Clinical aspects Microbiological identification
Strain Date Age/ Origin  Underlying Conventional MALDI-TOF 16S rRNA?/
Gender  samples  conditions (score’) rpoB® (%)
Kidney Corynebacterium C. aurimucosum®

2274 May/11  54/Female  Urine Corynebacterium sp. group G

(2.025/1.700) (99.73/97.85)

disease

#Analysis performed with complete sequence of the 16S rRNA gene of 1517 bp.
bAnalysis performed with partial sequence of the rpoB gene of 419 bp.
°C. aurimucosum DSM 445327,

141
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Table 3. Comparison values of Corynebacterium hiratae sp. nov. strains
sequenced, assembled, and annotated and C. aurimucosum ATCC 700975
with the type strain C. aurimucosum DSM 44532,

Characteristics 2274 ATCC 700975 DSM 445327
Accession VKDKO00000000  NC012590.0.1 CP071874
number
Estimated 2.865.662 2.790.189 2.683.665
genome size (bp)

G+C content (%) 61.1 60.6 60.5
Number of 25 1 1
contigs

Median sequence 2438 2.790.189 2.683.665
size (bp)

N50 85002 0 0
L50 9 1 1
Number of CDSs 2860 2665 2572
Number of RNA 60 64 57
genes

Proteins with

functional 1727 1604 1581
assignments

Hypothetical 1133 1061 991
proteins

bp, base pair; CDS, Coding sequence; RNA, Ribonucleic acid,;
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3.3 Artigo 3: Potencial de viruléncia da primeira amostra de Corynebacterium

mycetoides de urina humana: uma espécie rara de Corynebacterium.

Por muitos anos, o potencial patogénico de corinebactérias ndo diftéricas foi subestimado.
Atualmente, um niimero crescente de espécies de Corynebacterium sao reconhecidas como
agentes oportunistas de infecgdes humanas, principalmente em ambientes hospitalares. Além
disso, isolados de Corynebacterium MDR a partir de amostras clinicas foram relatados e o
papel de Corynebacterium spp. em infecgdes do trato urinario (ITU) tem sido destacado.
Virios estudos relataram espécies de Corynebacterium como o agente de ITU, especialmente
em pacientes com fatores de risco. Assim, o presente trabalho teve como objetivo relatar o
primeiro isolamento de Corynebacterium mycetoides de urina humana ¢ um estudo inicial
sobre suas propriedades de viruléncia. O isolado, inicialmente caracterizado por testes
fenotipicos como Corynebacterium sp. multirresistente, foi recuperado da urina de uma
paciente transplantada. A espectrometria de massa e o sequenciamento dos genes do sistema
16S rRNA e rpoB identificaram o isolado como C. mycetoides. O isolado foi capaz de aderir e
sobreviver em células epiteliais (células Vero), e seu potencial patogénico foi confirmado
quando testado contra o nematoide Caenorhabditis elegans. Os resultados obtidos sugerem
que C. mycetoides ¢ um potencial patdogeno para o trato urindrio em humanos e para um
melhor entendimento dos mecanismos multifatoriais de viruléncia, estudos sobre esta espécie

devem ser continuados.
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Abstract

For many years, the potential pathogenic of non-diphtheriae corynebacteria were
underestimated. Nowadays, a growing number of Corynebacterium species are recognized as
opportunistic agents of human infections, mainly in hospital settings. In addition, multidrug-
resistant Corynebacterium isolates from clinical specimens, have been reported and the role of
Corynebacterium spp. in urinary tract infections (UTIs) has been highlighted. Several studies
have reported Corynebacterium species as the agent of UTIs especially in patients with risk
factors. Thus, the present work aimed to report the first isolation of Corynebacterium
mycetoides from human urine and an initial study on its virulence properties. The isolate,
initially characterized by phenotypical tests as a multidrug-resistant Corynebacterium sp., was
recovered from the urine of a female transplant patient. Mass spectrometry and system 16S
rRNA and rpoB genes sequencing identified the isolate as C. mycetoides. The isolate was
found able to adhere to and survive into epithelial cells (Vero cells), and its pathogenic
potential was confirmed when tested against Caenorhabditis elegans nematode. The results
obtained suggest that C. mycetoides is a potential pathogen for the urinary tract in humans and
for a better understanding of the multifactorial mechanisms of virulence, studies about this

species should be continued.

Keywords: Corynebacterium mycetoides; multidrug resistance; urinary tract infection;

bacterial infections
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76  Introduction

77

78 Corynebacterium species are ubiquitous in the environment and can be found as a

79  constituent of the skin and mucous microbiota of humans and animals (CRESCI et al., 2016).
80  Several species of corynebacteria are involved in different pathological processes both animal
81  and human hosts (RUIZ-PINO et al., 2019). Corynebacterium genus belongs to the

82  Actinobacteria class and comprises a collection of aerobically growing, non-acid-fast, non-
83  sporogenous, irregular rod-shaped microorganisms with a high G + C content (BERNARD,
84 KATHRYN A.; FUNKE, 2015).

85 For many years, the potential pathogenic of corynebacteria, other than

86  Corynebacterium diphtheriae, was underestimated. Only in the 1990s, both clinical

87  microbiologists and physicians became more aware of the great diversity of corynebacteria
88  species associated with human diseases (FUNKE, G et al., 1997). Nowadays, several

89  Corynebacterium species are recognized as opportunistic agents of human infections,

90 including in nosocomial infections (SAKHI et al., 2021; SOKOL-LESZCZYNSKA et al.,

91  2019). In addition, the increased number of reports on multidrug-resistant (MDR)

92  Corynebacterium isolates from clinical specimens, has been a concern cause (BAIO et al.,

93  2013; SENGUPTA et al., 2015).

94 Although formerly considered contaminants, several studies have reported

95  Corynebacterium species, including Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium

96  phoceense, Corynebacterium coyleae, and Corynebacterium aurimucosum as the agents of
97  UTls, especially in patients with risk factors (BARBERIS, CLAUDIA M. et al., 2021;

98  LEFEVRE et al., 2021; SAKHI et al., 2021; SOKOL-LESZCZYNSKA et al., 2019).

99 Microbiological diagnosis of Corynebacterium spp. remains a challenge (ZASADA, A

100  A; MOSIEJ, 2018). In the last decade, with the advent and establishment of mass
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spectrometry with Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI-
TOF) in the routine of clinical laboratories, the microorganism’s identification became more
reliable and less laborious. The clinical spectrum of emerging pathogens has become broader,
then, the identification of uncommon species has become more frequent (PICHON et al.,
2019; RYCHERT, 2019).

The present study reports the first Corynebacterium mycetoides isolation from human
urine, a rare Corynebacterium species that has not been reported since the final ‘40s.
Additionally, we present a study on the virulence properties associated with the establishment

of C. mycetoides infections.

1. Material and Methods

2.1 Origin of bacterial isolate

The isolate, initially identified as Corynebacterium sp. was recovered from the urine
of a transplant patient, female, 57 years old, with a history of recurrent UTI by several
microorganisms, including Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Corynebacterium afermentans, and others unidentified Irregular Gram-positive Rods (IGPR)
isolated from pure cultures. At the time of the urine collection, the patient was in
immunosuppressive therapy with cyclosporine and had been diagnosed with a hepatitis C

virus infection.

2.2 Bacterial isolation, culture conditions, and phenotypic identification
The isolate obtained in pure culture (1.0 x 10° CFU.ml™") from a medium-flow urine
sample grown on Cystine Lactose Electrolyte-Deficient agar (Merck, Darmstadt, Germany)

was initially screened based on Gram stain, colonial morphology, pigment production,
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hemolysis, and catalase production. The isolate was seeded in Tryptone Soya Agar (TSA;
Thermo Scientific™, United Kingdom) and after incubation at 37 °C for 48 h, it was
submitted to conventional phenotypic identification as described by Bernard and Funke
(FUNKE, G et al., 1997). Furthermore, the semi-automated commercially available API®
Coryne (bioM¢érieux, France), was used according to the manufacturer's guidelines for

secondary identification.

2.3 Molecular identification and phylogenetic analysis

The molecular identification of the isolated was carried out using MALDI-TOF
(Microflex®, Bruker Daltonics, France) as previously described by Theel and collaborators
(THEEL et al., 2012), and through 16S rRNA and rpoB gene sequencing analysis. Therefore,
genomic DNA was extracted following the thermal lysis protocol as described by Baio and
collaborators (BAIO et al., 2013). Subsequently, the amplification of 16S rRNA and rpoB
genes were performed according to protocols previously described (KHAMIS; RAOULT; LA
SCOLA, 2004; KHAMIS; RAOULT; SCOLA, 2005). Sequencing reactions were performed
using BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™, Foster City,
USA) following standard protocols. The 16S rRNA gene sequence was compared to type
strains sequences available in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

algorithm and the EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net) server (YOON, SEOK-HWAN

et al.,2017). The rpoB gene sequence was compared to type strains sequences only in the
NCBI using the BLAST algorithm. ClustalX2 and MegaX were used to perform the
alignment and construction of the phylogenetic trees of each gene, respectively (KUMAR et

al.,2018; THOMPSON, J D et al., 1997). The evolutionary history was inferred by using the
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Maximum Likelihood (ML) method and the Kimura 2-parameter model (KIMURA, M,

1980).

2.4 Antimicrobial susceptibility testing

The sensitivity to antimicrobial agents was determined by the disk diffusion method
according to Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
breakpoints (BRCAST, 2021). Multidrug-resistant (MDR) profile was defined as acquired
non-susceptibility to at least one agent in three or more antimicrobial classes

(MAGIORAKOS et al., 2012).

2.5 Origin of bacterial strains for virulence assays

In vitro assays were performed using Corynebacterium diphtheriae TR241,
Corynebacterium ulcerans BR-AD22, Corynebacterium mycetoides 2450 and
Corynebacterium diphtheriae CDC E-8392. Additionally, Escherichia coli strain OP50 was
used. C. mycetoides 2450 has been deposited in the Collection of Bacteria from Environment

and Health of Oswaldo Cruz Foundation (CBAS/FIOCRUZ) under the number CBAS 817.

2.6 Biofilm formation on glass and polystyrene surfaces

Biofilm formation test was carried out according to previously described by Mattos-
Guaraldi and Formiga (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991). The procedure was
performed in triplicate and repeated three times. C. diphtheriae CDC-E8392 and TR241
strains were used as negative and positive control strains, respectively.

Semi-quantitative adherence assays in 96-well polystyrene microtiter plates were
performed as previously described (GOMES et al., 2009). Each assay was performed in

triplicate and repeated three times. For positive and negative controls, the C. diphtheriae CDC
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E-8392 and pure Tryptic Soy Broth were used, respectively.

2.7 Biofilm formation on catheter surfaces

Biofilm formation in catheters and semi-quantitative roll-plate technique was
performed using polyurethane 16-gauge percutaneous nephrostomy catheter (Intracath;
Deseret Pharmaceutical Co., Utah) to assess bacterial adhesion and biofilm formation on their
surfaces as previously described (GOMES et al., 2009; MAKI; WEISE; SARAFIN, 1977).
An adaptation following the same protocol mentioned above-using silicone and latex 16
French two-way Foley catheter (Teleflex®, North Carolina) was performed. Each assay was

performed in triplicate and repeated three times.

2.8 Vero cells interaction assays

Cellular interaction assays were performed using Vero epithelial cell lineage (ATCC®
CCL-81™), derived from the normal kidney of African green monkey, as previously
described by Hirata Jr. and collaborators (HIRATA, RAPHAEL et al., 2002). For each period
of incubation examined (1, 2, 3, 4, and 6 h), supernatants and cell lysates were diluted and
plated onto TSA to determine the number of viable associated and internalized bacteria
(CFU.mL™"). Assays were performed in triplicates and repeated three times. The p-value was
determined by the two-way ANOVA analysis of variance. Data were considered statistically

different when p-<0.05.

2.9 Caenorhabditis elegans nematode infection model
The nematode killing assay was performed based on protocols previously described
(ANTUNES et al., 2015). For negative control, Escherichia coli OP50 was used. In parallel,

physiological and/or morphological changes (worm bagging effect) in adult and larval stage



156

200  worms were analyzed. Statistics analyses were performed with GraphPad Prism 9.0, using the
201  Kaplan-Meier survival analysis, and considering p-values of less than 0.05 as significant. To
202  investigate the ability to form worm-star, worms were exposed to bacterial strains in M9

203  buffer according to methods adapted from previous studies (ANTUNES et al., 2016). For
204  positive and negative controls C. ulcerans BR-AD22 and Escherichia coli OP50 were used,
205  respectively. All experiments were performed in triplicate for each sample.

206

207  2.10 Data deposition

208 The accession numbers of 16S rRNA and rpoB genes sequences of C. mycetoides
209 2450 isolate included in this study were deposited at GenBank Database under the following
210  access numbers: OL314259 and OL361859, respectively.

211

212 2. Results

213

214 3.1 Phenotypic identification

215 After the incubation period, an abundant growth was observed in the culture medium,
216  characterized by the presence of non-hemolytic colonies, bright dark yellow-pigmented, and
217  mucoid in appearance, measuring about 1-2 mm in diameter (Fig. 1A). Although the isolate
218  presented unusual colonial aspects for corynebacteria, the microscopic analysis showed

219  Gram-positive, cocco-bacillary, and claviform microorganisms of different sizes, compatible
220  with IGPR (Fig. 1B). As displayed in Table 1, it was not possible to determine the species
221  through conventional phenotypic identification methods, being the isolate identified as

222 Corynebacterium spp. In contrast to conventional phenotypic identification, the commercial
223 API Coryne system identified the isolate as Corynebacterium argentoratense (biocode

224 2100104; 80%).
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3.2 Molecular identification and phylogenetic analysis

Results presented in Table 1 showed that the MALDI-TOF mass spectrometry
technique was able to identify the isolate as Corynebacterium mycetoides with a safe score for
genus identification and possible identification for species (2.214). Likewise, the 16S rRNA
gene sequence (1500 bp) analysis obtained through the NCBI and EzBioCloud allowed the
identification of the isolate at the species level as C. mycetoides with similarity values of
99.93% and 100%, respectively. The similarity value obtained by the analysis of the rpoB
gene sequence (432 bp) was also identified as belonging to the same species with a value of
99.54 %.

Phylogenetic analysis using the 16S rRNA gene from C. mycetoides 2450 with the
most closely related species revealed a uniform clustering of the isolate with C. mycetoides
DSM 206327 (Fig. 2). Likewise, the phylogeny of the 7poB gene with the most related species
also confirmed the grouping of the isolate together with C. mycetoides DSM 20632", showing

a small phylogenetic distance (Fig. 3).

3.3 Antimicrobial susceptibility testing
As observed in Table 1, the clinical isolate C. mycetoides showed resistance to

benzylpenicillin, clindamycin, and rifampicin, expressing an MDR profile.

3.4 Biofilm formation on glass and polystyrene surfaces

As shown in Fig. 4A, no sessile bacteria stained with crystal violet was observed on
the glass surface, indicating that the C. mycetoides was unable to adhere and produce biofilm
on this hydrophilic substrate. Likewise, when measuring OD in a semi-quantitative microtiter
plate adherence assay, the clinical isolate was found expressing a non-adherent phenotype (-:

OD < ODc) on the hydrophobic surface of polystyrene (Fig. 4B).
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3.5 Biofilm formation on catheter surfaces

Results of semi-quantitative analysis of viable sessile cells of C. mycetoides are shown
in Fig. 4C. Segments of polyurethane, silicone, and latex catheters were colonized in vitro by
C. mycetoides isolate. The confluent bacterial growth (> 15 UFC) in the culture medium
demonstrated that C. mycetoides was able to adhere and multiply extensively along the entire

length of the segments of all catheters tested.

3.6 Vero cells interaction assays

To evaluate the capacity of C. mycetoides to interact with epithelial renal cells,
quantitative adherence and internalization assays were performed using Vero cells infected
with the clinical isolate at several time points. As observed in Fig. 5A, the clinical strain
showed different levels of adherence during the experiment (p < 0.05). Similar and small
numbers of viable associated bacteria were detected 1 and 2 h post-infection (1.43 = 0.39 x
10° CFU.ml " and 1.82 + 0.58 x 10° CFU.ml"!, respectively). The number of adherent bacteria
increased significantly in the periods from 2 to 3 h, 4 to 5 h, and 5 to 6 h post-infection (p <
0.05). The highest number of viable associated bacteria (9.9 + 0.5 x 10° CFU.ml ") was
observed at 6 h post-infection (p < 0.05). Additionally, viable bacteria were found within

Vero cells at all time points with no significant difference (Fig. 5B).

3.7 Caenorhabditis elegans nematode infection model

In order to evaluate the harmful effects of colonization of C. elegans by C. mycetoides, the
current study determined the survival of nematodes after contact with the clinical strain.
According to the data presented in Fig. 6A, after 3 days post-infection, it was already possible
to observe the death of about 50 % of worms, which increased to about 60 % after 5 days. As

expected, 90 % of the worms remained viable after 5 days of contact with E. coli OP50 strain
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used as control. The ability of C. mycetoides to induce internal egg hatching in adult C.
elegans worms, a phenomenon called “worm bagging”, was also verified. Fig. 6B illustrates
morphological changes characteristic of inducing the bagging effect on nematodes infected
with C. mycetoides. The formation of worm aggregates glued by their tails, known as worm-
star formation, are symptoms of surface colonization of C. elegans by certain pathogenic
bacteria. The ability of C. mycetoides to lead to formation of worm-star was also evaluated.
Worm clusters were observed after incubation for 2 days in liquid culture in the presence of
C. mycetoides (data not shown). As expected, worm-stars or bagging effects were not

observed during culture with E. coli OP50 (data not shown).

3. Discussion

Enteric Gram-negative bacteria are the main causative agents of UTI, a serious public
health problem worldwide (OUMER et al., 2021). However, Gram-positive microorganisms,
such as Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, and
some Corynebacterium spp. have already been associated with UTI, with the
Corynebacterium genus belonging to the Diphteroides group, the ninth most frequently
1solated group in intensive care units (KLINE; LEWIS, 2016; ROACH et al., 2015).

Corynebacterium genus is widely distributed in the environment and is usually found
as a constituent of the normal microbiota of the human skin and mucosa. An increasing
number of Corynebacterium spp. have been increasingly recognized as causative agents of
human infections such as endocarditis, respiratory tract infections, and UTIs (ROTH et al.,
2020; SHARIFF; ADITI; BERI, 2018; SOKOL-LESZCZYNSKA et al., 2019).

C. mycetoides was isolated for the first time in 1942 by Castellani from tropicaloid

ulcer cultures affecting soldiers in the desert Africa regions. Over the years, other isolates (n =
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5) have been also recovered from tropicaloid ulcers in different parts of the world, such as
Central America, Africa, Spain, Portugal, Italy, and the Far East (CAPOCACCIA; ORTALI,
1956).

To the best of our knowledge, we report the first isolation of C. mycetoides from
human urine recovered from a patient undergoing kidney transplantation using cyclosporine,
an immunosuppressive drug. As observed in some studies, transplantation has been described
as an important risk factor for UTI due to corynebacteria species, especially under
immunocompromised circumstances (LOPEZ—MEDRANO et al., 2008; ROBERT; ANNA;
GRAZYNA, 2018).

The isolate of C. mycetoides in this study has phenotypic characteristics similar to
those described in previous studies (CAPOCACCIA; ORTALI 1956; CAPOCACCIA;
ORTALI; CAPONEBRAGA, 1957). The use of traditional phenotypic identification schemes
did not allow to identify the isolate at the species level based on conventional identification
tables due to the wide variety of species that have closely related phenotypes. Identification of
Corynebacterium species remains routinely problematic in clinical diagnostic laboratories and
most isolates remain identified only at the genus level (ZASADA, A A; MOSIEJ, 2018).

Several identification systems based on biochemical tests have been developed for
laboratory diagnosis of Corynebacterium infections such as API® Coryne, RapID™ CB Plus,
BBL™ Crystal™, VITEK-2, and BD Phoenix System (ZASADA, A A; MOSIEJ, 2018).
However, in this study, the use of the API® Coryne erroneously identified the C. mycetoides
as C. argentoratense. Previous studies showed that not all Corynebacterium isolates could be
identified by commercial systems and several isolates are incorrectly identified (ADDERSON
et al., 2008). Identification failures are usually related to the limited number of entries present
in the systems databases. For example, rare or newly described species are not always

included in an identity matrix of a particular system, or entries are based on a limited number
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of type strains. In addition, the phenotype can vary between isolates of a particular species, or
insufficient inoculation of the isolate can result in weak biochemical reactions that are
difficult to discriminate (ADDERSON et al., 2008; ZASADA, A A; MOSIEJ, 2018). Another
common problem with these systems is the difficulty in identifying pigmented
microorganisms, especially those with a yellow pigment, such as C. mycetoides 2450 isolated
in this work (FUNKE, G; PETERS; ARAVENA-ROMAN, 1998).

Presently, mass spectrometry and gene sequencing were also used to identify the
clinical isolate. MALDI-TOF MS is a high-throughput technology based on protein profiling,
comparing the mass spectrum of the tested organism with reference spectra in databases to
find the closest match (CHEAN et al., 2014). This technique has been increasingly used for
identifying bacteria in microbiology laboratories. Analysis by MALDI-TOF MS allowed the
identification of the clinical isolate as C. mycetoides with satisfactory scores. Several studies
have reported mass spectrometry as a good tool to identify Corynebacterium isolates at the
species level, and even those that are uncommon or rare, and difficult to distinguish from
closely related species (ALIBI, S ef al., 2015; PICHON et al., 2019).

Analysis by 16S rRNA gene sequence is the most widely used tool used to determine
phylogenetic relationships of bacteria. However, its objective for taxonomic analysis or
species identification has limits due to the low intragenus polymorphism as already observed
by Khamis and collaborators, which suggest, for a better analysis that the complete sequence
of the 16S rRNA gene should be used, as we performed in this study (KHAMIS; RAOULT;
LA SCOLA, 2004). Furthermore, even in their study, based on determinations of intragenus
polymorphic regions, Khamis and collaborators point out the analysis of the rpoB gene as an
adjuvant or substitute for the analysis of the 16S rRNA gene, with a more precise
identification for Corynebacterium spp. (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004; KHAMIS;

RAOULT; SCOLA, 2005).
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In fact, the identifications obtained by the molecular methodologies used in this study
corroborate each other. Both gene similarity analyzes obtained values above the cutoff points
suggested by previous studies for the identification of Corynebacterium spp., which are
98.7% and 95%, respectively (KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004). Furthermore, the
results of the molecular identifications are reflected in the phylogenetic analyzes of both
genes, which highlight the isolate C. mycetoides 2450 in a cluster together with C. mycetoides
DSM 206327, reaffirming the close relationship with the type strain.

Regarding susceptibility to antimicrobial agents, Mungelluzzi and Caprilli
(MUNGELLUZZI; CAPRILLI, 1965) reported a sensitivity of C. mycetoides to streptomycin
and bacitracin, and intermediate resistance to chloramphenicol, penicillin, and terramycin. In
the present work, the C. mycetoides isolate exhibited resistance to three antimicrobial agents
(benzylpenicillin, clindamycin, and rifampicin), which characterizes it as an MDR isolate
according to the criteria proposed by Magiorakos and collaborators (MAGIORAKOS et al.,
2012). Several studies have reported a high prevalence of macrolides and lincosamides
resistance among Corynebacterium species and highlighted the presence of methylase
enzymes encoded by ermX class genes as the main mechanisms of macrolide resistance of
these microorganisms (RAMOS et al., 2018; SZEMRAJ; KWASZEWSKA; SZEWCZYK,
2018). Conversely, the isolate C. mycetoides was sensitive to vancomycin and linezolid,
corroborating previous reports that demonstrated 100% susceptibility of corynebacteria
isolates to both drugs (SALEM et al., 2015; SOKOL-LESZCZYNSKA et al., 2019).
Vancomycin may represent the empirical therapeutic option for serious infections pending the
results of susceptibility tests, as vancomycin is the treatment of choice for other multidrug-
resistant corynebacteria (SALEM et al., 2015).

Since the first C. mycetoides report isolation in 1956, few studies involving this

species were published in the literature (CAPOCACCIA; ORTALI, 1956; CAPOCACCIA;
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ORTALI; CAPONEBRAGA, 1957, MUNGELLUZZI; CAPRILLI, 1965). However, no one
has focused on the mechanisms of virulence of this species. Besides reporting the isolation of
C. mycetoides from human urine, the present investigation provides insight into mechanisms
of virulence accountable to the potential pathogenic of this Corynebacterium spp.

Biofilm structures by Corynebacterium spp. have been found in various medical
devices, such as urinary catheters and central venous catheters, among others (DE SOUZA et
al., 2015). The C. mycetoides isolate, although incapable of adhering to polystyrene and glass
surfaces, was able to adhere significantly to the surfaces of latex, silicone, and polyurethane
catheters. Silicone and latex urinary catheters are widely used in hospital practice to aid in the
diagnosis and treatment of various pathological processes (LENZ, 2006). Thus, the ability of
C. mycetoides to form biofilms on these surfaces highlights a relevant virulence characteristic
mainly in the nosocomial environment.

The colonization of mucosal surfaces depends on the ability of bacteria to adhere to
epithelial cells. Therefore, the ability to adhere and survive within various cell types can
provide advantages to the microorganism in establishing the infectious process. In addition,
some pathogens can manipulate the process of internalization by host cells, avoiding their
intracellular destruction. Several studies have reported the ability of different
Corynebacterium species to adhere and survive into epithelial cells (HIRATA, RAPHAEL JR
et al.,2004; OTT, 2018). Vero epithelial cells are considered a good model for evaluating the
host-bacteria interaction in the urinary tract (ANANIAS; YANO, 2008; CORDEIRO et al.,
2016). There are no data in the literature regarding the ability of C. mycetoides to adhere to
epithelial cells. Presently, the clinical isolate C. mycetoides was able to adhere to Vero cells,
moreover, viable intracellular bacteria could be found under the conditions tested, suggesting
that C. mycetoides presents virulence attributes that makes them able to colonize urinary tract

epithelial cells favoring their maintenance and even the development of infection in this
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niche. Several factors may contribute to the adhesion to human tissues. For C. diphtheriae,
several surface proteins were identified, among other factors, involved in this process (OTT,
2018). Factors that contribute to the interaction of C. mycetoides with epithelial cells, such as
the expression of adhesion-related surface proteins, as well as other interaction mechanisms,
still need to be exploited.

In vivo models have been widely used for bacterial virulence studies. The
Caenorhabditis elegans nematode has been used as a model host to investigate the pathogenic
mechanisms of several Gram-positive and Gram-negative human pathogens, including
Corynebacterium species (ANTUNES et al., 2016; OTT et al., 2012). Antunes and
collaborators assessed the influence of harmless and harmful species of Corynebacterium
(ANTUNES et al., 2016). The nematode was infected with a non-pathogenic
Corynebacterium glutamicum, the potentially toxigenic C. diphtheriae, and C. ulcerans. They
observed that C. glutamicum isolate (20 % mortality rates) had a significant but minor
influence on C. elegans survival when compared with C. diphtheriae and C. ulcerans (70 %
and 90 % mortality rates, respectively). Later, similar results were found comparing
Corynebacterium striatum clinical isolates with different pathogenicity levels (SOUZA et al.,
2019). In this study, infection of C. elegans with C. mycetoides significantly reduced
nematode survival, also showing a high mortality rate (about 60 %).

Worm bagging and worm-star are phenomena induced in C. elegans by distinct
mechanisms that lead to morphological changes in the nematode. Internal egg hatching in C.
elegans or “worm bagging” is induced as a response to some type of stress, such as exposure
to pathogenic bacteria, to protect their eggs from the hostile environment (ANTUNES ef al.,
2016; MOSSER; MATIC; LEROY, 2011). Worm-star is a morphological alteration induced
by the colonization of the worm surface with some pathogenic species, such as C.

diphtheriae, C. ulcerans, and Leucobacter sp. (ANTUNES et al., 2015; HODGKIN et al.,
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2013). It is believed that these aggregates prevent the escape of nematodes, leading them to
death. Their carcasses would then serve as a source of nutrients for bacterial growth.
Recently, the formation of worm-star, initially included among the morphological changes for
pathogenic bacteria, was observed with both pathogenic and nonpathogenic (ANTUNES et
al.,2016). Souza and collaborators demonstrated that for C. striatum, the induction of worm-
star was detected only in the strains that led to 100% mortality in worms (3 days post-
infection) (SOUZA et al., 2019). As reported for C. diphtheriae, C. ulcerans, and C. striatum,
the clinical isolate C. mycetoides 2450 was also able to lead to morphological changes in the
worm by inducing worm-bagging and worm-star. These results suggest that C. mycetoides is

potentially virulent to C. elegans nematodes.

Conclusions

C. mycetoides is a rare species of the Corynebacterium genus. To the best of our
knowledge, this is the first report of C. mycetoides isolated from the urinary tract, as well as
the first study to address some aspects of the virulence potential of this species. Relevant
characteristics for the development of an infectious process were demonstrated as the ability
to interact with epithelial cells and to colonize catheters. Furthermore, this species
demonstrated to be harmful to C. elegans. These results suggest that C. mycetoides harbor
some virulence attributes that may favor the establishment of disease, especially under certain
circumstances as catheter use and immunocompromise. Additional studies addressing more
comprehensively the multifactorial virulence mechanisms of this species are needed. Finally,
this study highlights the importance of microbiologists and physicians not neglecting pure
culture isolation of Corynebacterium spp. especially in the nosocomial environment and in

the immunocompromised patient.
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Legends of figures

Figure 1. Microbiological features of Corynebacterium mycetoides clinical isolated recovered
from urine culture of an elderly female patient. (A) Colonial characteristics on 5% sheep
blood agar after incubation for 48 hours at 37°C and (B) Gram staining (original

magnification, X1000) showing pleomorphic Gram-positive bacillary forms.

Figure 2. Phylogenetic tree of 16S rRNA gene showing position of the Corynebacterium
mycetoides 2450 against the most closely related type strains of Corynebacterium genus.
GenBank accession numbers of 16S rRNA are indicated in parentheses. Alignment was
performed with partial sequence (1465-1525 bp) of the 16S rRNA gene. The sequences were

aligned using CLUSTALX2 with standard parameters, the phylogenetic inference was
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obtained using the maximum likelihood method and the MEGAX software. The inferred
distance was calculated using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values (>60%)
based on 1.000 repetitions are shown. The sequence of Acidimicrobium ferrooxidans DSM

103317 was used as an outgroup. Bar 0,020% estimated sequence divergence.

Figure 3. Phylogenetic tree of 7poB gene showing the position of the Corynebacterium
mycetoides 2450 against to the most closely related type strains within the Corynebacterium
genus. GenBank accession numbers of 7poB are indicated in parentheses. Alignment was
performed with partial sequence (432 bp) of the 7poB gene. The sequences were aligned using
CLUSTALX2 with standard parameters, the phylogenetic inference was obtained using the
maximum likelihood method and the MEGAX software. The inferred distance was calculated
using the Kimura-2 parameters model. Bootstrap values (>60%) based on 1.000 repetitions
are shown. The sequence of Actinopolyspora halophila DSM 43834T was used as an

outgroup. Bar 0,10% estimated sequence divergence.

Figure 4. Corynebacterium mycetoides adherence to abiotic surfaces evaluated by qualitative
and semiquantitative tests. (A) Adherence to glass surface: I, non-adherent C. mycetoides
2450 clinical isolate; II, adherent Corynebacterium diphtheriae TR241 strain (positive
control). (B) Absorbance values obtained by spectrophotometry at 570 nm of sessile forms of
C. mycetoides 2450 clinical isolate and Corynebacterium diphtheriae CDC-E8392 strain
(positive control) on polystyrene surface. Culture medium (TSB) was used as negative
control. p<0.05. (C) C. mycetoides 2450 biofilm production on surfaces of catheter segments
evaluated by qualitative assays: I, polyurethane catheter; II, silicone catheter; III, latex

catheter.
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Figure S. Corynebacterium mycetoides 2450 interaction with Vero epithelial cells analyzed at
different periods of incubation (1-6 hours). Number of viable bacteria (A) associated with and
(B) internalized by Vero cells. Data presented as the mean + SD of three independent

experiments carried out in triplicate.

Figure 6. Survival and morphological alterations of Caenorhabditis elegans nematodes
infected with Corynebacterium mycetoides 2450. (A) Survival of nematodes infected with C.
mycetoides 2450 or fed with Escherichia coli OP50 (negative control). Curves were compared
using the log rank test and considered statistically different (p<0.05). (B) Photomicrography

(x40) of C. elegans internal egg hatching (worm bagging) induced by the clinical isolate.
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Tabela 1

Table 1. Microbiological identification through different methods and antimicrobial susceptibility profile of Corynebacterium
mycetoides clinical isolate recovered from urine culture of an elderly female patient.

Microbiological identification AST
Clinical Phenotypic identification tests Molecular identification methods
isolate Conventional API Coryne (%) 16S rRNA/rpoB MALDI-TOF (score) Resistance  Susceptibility
sequencing (%)
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium PEN. CLI CIP, MFX,
2450 Corynebacterium sp. argentoratense mycetoides mycetoides R’IF ’ VAN, LNZ,
(80.0) (99.93/99.54) (2.214) TET

AST, antimicrobial susceptibility test; PEN, benzylpenicillin; CLI, clindamycin; RIF, rifampicin; CIP, ciprofloxacin; MFX, moxifloxacin; VAN, vancomycin; LNZ,
linezolid; TET, tetracycline
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4 DISCUSSAO

A aplicacao cada vez maior de tecnologias de sequenciamento de ultima geracdo
estimulou estudos de taxonomia com base em todo o genoma e tem mudado a compreensdo
do impacto clinico de algumas espécies de Corynebacterium que antes eram consideradas
microorganismos oportunistas ou contaminantes de materiais clinicos. Diversas espécies
emergiram como agentes causadores de infecgdes humanas nas ultimas décadas, como C.
striatum e C. urealyticum, ambas com alguns isolados apresentando fenotipo multirresistente
(MCMULLEN et al., 2017a; NUDEL et al., 2018; ROCHA et al., 2020; SALEM et al., 2015).

Recentemente, com base em estudos taxonOmicos, novas espécies foram descritas:
Corynebacterium fournieri, Corynebacterium gottingense, Corynebacterium
urinipleomorphum, Corynebacterium sanguinis, Corynebacterium belfantii, Corynebacterium
rouxii ¢ Corynebacterium silvaticum, estas trés tltimas espécies, atualmente sdo consideradas
como pertencentes ao complexo difteria, juntamente com C. diphtheriae, C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans, e com isso também sdo consideradas como potencialmente
produtoras da TD, uma vez que os estudos que deram origem as respectivas descri¢des
taxondmicas foram realizados a partir das espécies C. diphtheriae (C. belfantii e C. rouxii) e
C. ulcerans (C. silvaticum). Embora C. sanguinis tenha sido descrito no ultimo ano, isolados
tém sido recuperados de osso, ferida e sangue desde 1999 (ATASAYAR et al., 2017;
BADELL et al., 2020; DAZAS et al., 2018; DIOP et al., 2018; JAEN-LUCHORO et al.,
2020).

A 1identificagdo bioquimica de Corynebacterium spp. permanece um desafio para os
laboratorios de microbiologia clinica, ja que a maioria dos isolados permanecem identificados
apenas ao nivel de género. Neste trabalho, seis isolados de Corynebacterium spp. foram
recuperados de urina humana de individuos com problemas renais. Nenhum desses isolados
foi identificado a nivel de espécie devido a diversidade de espécies validas e variedade de
resultados fenotipicos. Ademais, mesmo com o uso do sistema comercial de identificacdo
fenotipica semiautomatizado, nao foi possivel a identificagdo de espécie para nenhum dos seis
isolados.

Estes resultados refletem o que diversos autores reportam acerca da identificagao
fenotipica, seja com o uso da identificagdo convencional ou com o uso de sistema
semiautomatizado. De acordo com Adderson e colaboradores (2008) e Zasada e Mosiej

(2018), os sistemas de identificacdo comercial ndo sdo confidveis para a identificagdo
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definitiva de corinebactérias. O estudo de Adderson e colaboradores (2008) analisou a
identificacdo de Corynebacterium spp. por trés sistemas de identificagdo comerciais, sendo
eles: API® Coryne, sistema RapID™ CB PLUS e BBL™ Crystal™ Gram-Positive ID Kit,
concluindo que, ainda que com algumas limitagdes, principalmente devido as falhas na
identificacdo devido ao numero de espécies contemplados no sistema em relagdo ao numero
de espécies validas do género Corynebacterium, o sistema API® Coryne foi o sistema que
obteve a maior sensibilidade na identificacao.

Na tultima década, com o advento e¢ o estabelecimento da espectrometria de massas
MALDI-TOF MS nos laboratérios clinicos, a identificagdo de microorganismos tornou-se
mais confiavel e menos laboriosa, contribuindo para ampliar o espectro clinico de patdégenos
bacterianos emergentes e representando uma alternativa ao sequenciamento genético
(PICHON et al., 2019; RYCHERT, 2019). Neste estudo, embora todos os isolados tenham
sido identificados no nivel de espécie pela técnica de MALDI-TOF MS, apenas dois
apresentaram o score de identificacdo > 2.000, sendo este valor considerado pelo fabricante
como identificacdo confidvel a nivel de género e provavel identificagdo a nivel de espécie.
Estudos anteriores, que compararam a relagdo da identificacao de Corynebacterium spp. por
MALDI-TOF MS com a identifica¢do através das analises da sequéncia do gene 16S rRNA,
sugeriram que o valores de pontuagdo para identificacdo confiavel no nivel de espécie fosse
reduzido para > 1.700 (ALATOOM et al., 2012; BIZZINI et al., 2011). Considerando os
resultados obtidos nestes estudos, os isolados de corinebactérias do presente trabalho teriam
sido identificados de forma confiavel pela espectrometria de massa MALDI-TOF MS.

Neste estudo, ao comparar a identificacdo fornecida pela espectrometria de massas
com as analises moleculares realizadas, observou-se que cinco dos isolados de
Corynebacterium foram identificados erroneamente como C. aurimucosum pela técnica de
MALDI-TOF MS, incluindo um dos isolados que obteve o score de identificacdo confiavel (>
2.000). Embora a identificacdo através da técnica de MALDI-TOF MS seja promissora, o
sistema também apresenta limitagdes, conforme foi observado por Rychert (2019), e, assim
como API® Coryne ndo contempla em sua grade de identificacdo as espécies deste trabalho, o
sistema MALDI-TOF MS também apresenta um banco de dados que, por vezes, ndo
contempla todas as espécies de um determinado género ou pode confundir espécies
filogeneticamente relacionadas. Neste estudo, por se tratar de espécies novas (discutidas
adiante), portanto, ndo incluidas no banco de dados do sistema, os cinco isolados foram
identificados como C. aurimucosum, a espécie do banco de dados do equipamento que

compartilha maior similaridade. Por outro lado, o sistema MALDI-TOF MS permite a
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inclusdo de quaisquer perfis cromatograficos no banco de dados, o que contribui para ampliar
a capacidade de identificacdo, conforme também observado por Rychert (2019). Portanto,
uma atualizagdo do banco de dados com perfis de espectros desta nova espécie pode fornecer
futuramente a correta identificagdo por MALDI-TOF MS para os isolados destas espécies. Por
outro lado, a espectrometria de massas mostrou-se eficiente na identificagdo de um dos
isolados de Corynebacterium, a espécie rara C. mycetoides, neste sentido, Pichon e
colaboradores (2019) ja havia apontado o MALDI-TOF MS como um método de
identificacdo eficiente para microorganismos incomuns, como também observado neste
estudo.

O uso da andlise da sequéncia do gene 16S rRNA facilitou significativamente a
diferenciagdo de espécies de Corynebacterium ao longo de décadas com um valor
similaridade limite estabelecido para o delineamento das espécies bacterianas de 98,70%
(STACKEBRANDT; JONAS, 2006). Neste estudo, a identifica¢do a nivel de espécie de cinco
isolados nao foi possivel com base na analise das sequéncias do gene 16S rRNA, uma vez que
mostrou similaridade acima do ponto de corte estabelecido entre eles e as cepas tipo C.
aurimucosum DSM 44532, para todos os isolados e para quatro isolados os valores de
similaridade acima do ponto de corte também incluiam as cepas tipo C. minutissimum NCTC
10288 e C. singulare 1BS B52218. Para o isolado identificado como C. mycetoides por
MALDI-TOF MS, a identificacdo pela analise da similaridade do gene 16S rRNA obteve
unicamente similaridade de 99,93% com a cepa tipo C. mycetoides DSM 20632. Os
resultados obtidos para os isolados identificados como C. aurimucosum corroboram o estudo
realizado por Khamis e colaboradores (2005) que aponta uma limitagcdo do uso desta técnica
para identificagdo de Corynebacterium spp. devido ao baixo polimorfismo do gene 16S
rRNA, que para algumas espécies, como Corynebacterium pseudodiphtheriticum e
Corynebacterium propinquum, e C. minutissimum e C. aurimucosum, gera valores de
similaridade acima dos pontos de corte aceitaveis quando comparadas entre si.

Khamis e colaboradores (2004) também propuseram a utilizagdo do sequenciamento
parcial do gene rpoB para substituir ou complementar as analises realizadas pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA, com ponto de corte de 95% para a delimitacdo de
espécie. Os resultados das andlises das sequéncias parciais do gene rpoB, no presente
trabalho, permitiram um direcionamento mais especifico, confirmando como C. mycetoides
um dos isolados (99,54%) e identificando como C. aurimucosum os outros cinco isolados que
ndo haviam sido identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA com valores de

similaridade acima do ponto de corte que variaram entre 96,18% e 97,14%. Entretanto, as
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analises genomicas, realizadas posteriormente neste trabalho, revelaram que os cinco isolados
identificados como C. aurimucosum correspondiam a duas novas espécies estreitamente
relacionadas entre si e a espécie C. aurimucosum. Assim, considerando que o ponto de corte
do gene rpoB para delinear espécies proposto por Khamis e colaboradores (2004) nao foi
suficiente para diferenciar as espécies novas da espécie C. aurimucosum, sugere-se a
reavaliagdo do ponto de corte para a identificacao de Corynebacterium spp. quando utilizada a
analise da sequéncia parcial do gene rpoB.

No presente estudo, como observado pela exposicdo dos resultados acima, foram
isoladas duas provaveis espécies novas de Corynebacterium. Para que essa hipotese pudesse
ser confirmada, experimentos taxondmicos que sdo apresentados a seguir foram necessarios.
Os dados contidos no Artigo 1 mostram somente os resultados desses experimentos com uma
das duas novas espécies descobertas que contemplam ao todo seis isolados, dos quais quatro
fazem parte deste estudo. Os dois outros isolados pertencem ao grupo de pesquisa da
Universidade de Buenos Aires, coordenado pelo Dr. Carlos Vay, que gentilmente aceitou a
colaboragdo para realizarmos a descri¢do desta nova espécie. Os dados da outra espécie nova
sdo contemplados no Artigo 2.

Diferentes genes podem indicar diferentes historias evolutivas e geralmente nao
refletem a historia filogenética. Isso ¢ devido a possibilidade de aquisi¢ao de genes, seja
através de transferéncia cruzada, mutacdo ou recombinagdes, observa Sant’Anna e
colaboradores (2019). Neste trabalho, para ambas as espécies novas, observou-se que em
contraste as andlises da similaridade do gene 16S rRNA, a analise filogenética com base nas
sequéncias do mesmo gene revelou um novo clado completamente uniforme e distinto,
estreitamente relacionado a espécie C. aurimucosum DSM 44532T. Da mesma maneira, a
andlise filogenética do gene rpoB confirmou a separagdo mostrada tanto pelas analises de
similaridade do proprio gene quanto pela analise filogenética do gene 16S rRNA, formando
igualmente clado distinto dos isolados, os relacionando estreitamente com a espécie C.
aurimucosum DSM 445327, Entretanto, na analise do gene rpoB, é possivel observar
diferengas evolutivas entre os proprios isolados, ainda que pertencendo a mesma espécie. A
confirmacdo dos resultados obtidos a partir das anélises filogenéticas dos genes 16S rRNA e
rpoB foi reafirmada pelo estudo filogenético realizado pela técnica de MLSA. A arvore
resultante dessa analise mostrou que nossos isolados sdao distinguiveis das cepas tipo
estreitamente relacionadas, apoiando a colocagdo filogenética dos isolados obtida pelas

andlises individuais dos genes 16S rRNA e rpoB.
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A importancia de usar a comparagdo do genoma para o delineamento das espécies foi
reconhecida ha muito tempo. Desde 1987, o comité ad hoc de Sistematica Bacteriana
recomendou que a sequéncia completa de DNA deveria ser o padrao de referéncia para
determinar a filogenia e por conseguinte deveria determinar a taxonomia (WAYNE, 1988).
Ainda hoje, apesar das desvantagens, a DDH ¢ considerada o padrdo-ouro na taxonomia de
procariotos, especialmente quando sdo encontradas similaridades nas andlises do gene 16S
rRNA acima de 97% (CHUN; RAINEY, 2014; TINDALL et al., 2010). Atualmente, com a
vantagem da técnica de DDH digital, as analises se tornaram menos laboriosa e¢ mais
reprodutiveis.

Os valores da DDH digital entre as sequéncias dos genomas dos isolados e a espécie
estreitamente relacionada C. aurimucosum DSM 445327 foram de 34,40 - 36,10%. As
analises de DDH digital entre todos os isolados e a cepa referéncia C. aurimucosum ATCC
700975 também ndo alcangaram os pontos de corte necessarios para que os isolados fossem
considerados da mesma espécie. Para os outros quatros isolados que foram similares a C.
minutissimum ¢ C. singulare, quando os mesmos isolados foram comparados com C.
minutissimum NCTC 10288T e C. singulare 1BS B522187, os valores de DDH digital
variaram e ndo corresponderam ao limite proposto para se considerar como pertencente a
mesma espécie para nenhuma das respectivas espécies. O limite considerado para a
delimitagdo de espécies de procariotos utilizando a analise DDH digital ¢ de > 70%
(THOMPSON et al., 2013).

Em relagdo as analises médias de nucleotideos e aminoacidos dos isolados frente a
cepa C. aurimucosum DSM 445327, os isolados obtiveram valores entre 87,55 e 88,47% e
91,41 - 92,19%, respectivamente. Para a cepa referéncia C. aurimucosum ATCC 700975, os
isolados mostraram valores de 89,20% (ANI) e 92,27% (AAI). Os pontos de corte propostos
para a delimitacdo de espécie de ambas as analises sdo de 95% (THOMPSON et al., 2013).
Na taxonomia polifasica de procariotos, a coesdo gendmica ¢ tipicamente informada por
medidas e métricas de similaridade, como DDH digital e ANI, que também se correlacionam
em seus pontos de cortes (PALMER et al., 2020; SENTAUSA; FOURNIER, 2013). Os
resultados deste estudo refletem a correlacdo dessas métricas, indicando que os isolados nao
atingiram os valores de corte necessarios para serem considerados como pertencentes a
espécie proposta anteriormente, C. aurimucosum. Resultados semelhantes para ANI e AAI
também foram obtidos quando analisados os outros quatro isolados similares as espécies C.
minutissimum e C. singulare frente as cepas tipo de C. minutissimum NCTC 10288 ¢ C.

singulare IBS B52218T.
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Por fim, as superarvores forneceram evidéncias para as posigoes taxondmicas distintas
dos isolados dentro do género Corynebacterium ao lado das espécies mais relacionadas. Estes
resultados corroboram os resultados obtidos pelas andlises filogenéticas realizadas com os
genes 16S rRNA e rpoB, e pela MLSA, nas quais € possivel observar a formagao de clados
distintos como os observados nas superarvores. Considerando todos os dados discutidos
anteriormente, os microorganismos analisados neste estudo representam dois novos tdxons do
género Corynebacterium, que propusemos nomear Corynebacterium guaraldiae (Artigo 1) e
Corynebacterium hiratae (Artigo 2) com os isolados 85 e 2274 como cepas tipo,
respectivamente.

A cepa referéncia de C. aurimucosum ATCC 700975, até entdo identificada como C.
nigricans, foi reclassificada por Daneshvar e colaboradores (2004) com base na hibridizacao
DNA-DNA realizada de acordo com a técnica padrdo-ouro para classificacdo taxonomica.
Neste estudo, a hibridizacao entre a cepa tipo de C. aurimucosum NRRL B-24143 (= DSM
44532) e C. nigricans ATCC 700975 obtida foi de 97% na temperatura 6tima (60°C). Diante
desses resultados e obedecendo as regras taxondmicas vigentes, a cepa C. nigricans ATCC
700975 foi proposta como sindnimo (pro synon.) de C. aurimucosum, deixando de ser cepa
tipo de C. nigricans ¢ passando a ser C. aurimucosum. Nesse sentido, utilizamos
paralelamente a cepa referéncia C. aurimucosum ATCC 700975 para realizarmos as analises
de taxonomia gendmica conforme mostrado acima frente aos isolados deste estudo. Para
tanto, e como forma de descartarmos possiveis equivocos, incluimos as cepas C.
aurimucosum ATCC 700975 e C. aurimucosum DSM 445327 uma frente a outra para
verificarmos os achados encontrados por Daneshvar e colaboradores (2004). Os resultados
obtidos e mostrados no Artigo 2 deste estudo, contrapdem os resultados previamente
mostrados através da técnica de DDH padrdo-ouro realizada para propor a reclassificagao
taxonOmica.

Em nossas andlises observamos que a similaridade do gene 16S rRNA da cepa
referéncia C. aurimucosum ATCC 700975 com a cepa tipo C. aurimucosum DSM 44532 ¢ de
99,34%. A cepa referéncia também obteve similaridade acima do ponto de corte proposto
frente a cepa tipo C. singulare 1BS B52218, contudo previamente as andlises de taxonomia
genOmica deste trabalho foram realizadas entre as cepas tipo utilizadas neste estudo e, embora
existam particularidades nas analises de similaridade do gene 16S rRNA entre algumas delas,
ndo existem relagdes taxondmicas entre elas quando realizadas andlises filogenéticas e

gendmicas. Em relacdo a andlise da similaridade da sequéncia parcial do gene rpoB entre as
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cepas C aurimucosum ATCC 700975 e C. aurimucosum DSM 445327 o resultado obtido foi
de 96,90%.

As andlises filogenéticas de ambos os genes mostraram que os isolados analisados
agrupam-se em clados distintos com consideravel distancia filogenética entre elas,
contrapondo a andlise de similaridade do gene 16S rRNA e corroborando os resultados
obtidos na andlise de similaridade do gene rpoB. Ambos os resultados filogenéticos sdao
corroborados pela MLSA, conforme mostrado no Artigo 2, em que ¢ possivel observar a
formagdo de um clado distinto e filogeneticamente distante da cepa tipo C. aurimucosum
DSM 44532™.

Quando comparamos as cepas C. aurimucosum ATCC 700975 e C. aurimucosum
DSM 445327 com as analises da taxonomia gendmica, observamos que as cepas C.
aurimucosum ATCC 700975 e C. aurimucosum DSM 44532 compartilham 50,30% de DDH
digital, 92,53% (ANI) e 95.29% (AAI), sugerindo que a cepa C. aurimucosum ATCC 700975
ndo pertence a espécie C. aurimucosum. Até o momento, ndo podemos explicar o valor de
AAI obtido entre as amostras C. aurimucosum ATCC 700975 e C. aurimucosum DSM
445327,

A analise da superarvore realizada entre as cepas C. aurimucosum ATCC 700975 e C.
aurimucosum DSM 445327 concluem e corroboram os resultados encontrados nas analises
filogenéticas e de taxonomia genomica. Além disso, distingue de maneira mais clara a posi¢ao
taxondmica da cepa C. aurimucosum ATCC 700975 frente os isolados de C. hiratae sp. nov.
e a cepa tipo C. aurimucosum DSM 44532.

Finalmente, apds considerar todos os resultados discutidos acima, propomos a
aplicacdo da regra 33c¢ do Codigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana para que seja
revivido o nome da cepa atualmente denominada Corynebacterium aurimucosum ATCC
700975, tornando-se Corynebacterium nigricans (ex. Shukla et al., 2003) nom. rev., com a
cepa CN-1T (= ATCC 700975"; = CCUG 48176", = CIP 107346", = DSM 44827, = ICM
12684T) como a cepa tipo.

Segundo Rychert (2019), o advento da espectrometria por MALDI-TOF MS trouxe
uma vantagem na identificacdo de espécies incomuns ou raras. Neste estudo, foi apresentado
o primeiro isolamento oriundo de urina humana de Corynebacterium mycetoides, uma espécie
rara de Corynebacterium, que desde a década de sua descrigdo ndo havia sido reportado em
nenhum caso infeccioso em humano.

C. mycetoides foi isolado pela primeira vez em 1942 por Castellani de culturas de

ulceras tropicais que afetavam soldados nas regides desérticas da Africa. Ao longo dos anos,
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outros isolados (n = 5) também foram recuperados de ulceras tropicaldides em diferentes
partes do mundo, como América Central, Africa, Espanha, Portugal, Italia e Extremo Oriente
[34].

Até onde sabemos, relatamos o primeiro isolamento de C. mycetoides da urina humana
recuperada de um paciente submetido a um transplante renal usando ciclosporina, um
medicamento imunossupressor. Conforme observado em alguns estudos, o transplante foi
descrito como um importante fator de risco para ITU causadas por espécies de
corinebactérias, especialmente em circunstancias imunocomprometidas (LOPEZ-MEDRANO
etal., 2008; ROBERT; ANNA; GRAZYNA, 2018).

O isolado de C. mycetoides neste estudo possui caracteristicas fenotipicas semelhantes
as descritas em estudos anteriores (CAPOCACCIA; ORTALI, 1956; CAPOCACCIA;
ORTALI; CAPONEBRAGA, 1957). Em relagdo a susceptibilidade a agentes
antimicrobianos, Mungelluzzi e Caprilli (1965) relataram uma sensibilidade de C. mycetoides
a estreptomicina e bacitracina, e resisténcia intermedidria ao cloranfenicol, a penicilina e
terramicina. No presente trabalho, o isolado de C. mycetoides exibiu resisténcia a trés agentes
antimicrobianos (benzilpenicilina, clindamicina e rifampicina), o que o caracteriza como um
isolado MDR de acordo com os critérios propostos por Magiorakos e colaboradores (2012).
Devido a falta de critérios para as analises dos antimicrobianos testados no estudo realizado
por Mungelluzzi e colaboradores (1965), ndo foi possivel realizar a comparacao dos perfis de
resisténcia aos agentes antimicrobianos entre as cepas de C. mycetoides j& reportadas e o
isolado deste estudo.

Viérios estudos relataram uma alta prevaléncia de resisténcia aos macrolideos e as
lincosamidas entre as espécies de Corynebacterium e destacaram a presenca de enzimas
metilase codificadas por genes da classe ermX como os principais mecanismos de resisténcia
aos macrolideos desses microorganismos (RAMOS et al, 2018; SZEMRAIJ;
KWASZEWSKA; SZEWCZYK, 2018). Por outro lado, o isolado C. mycetoides foi sensivel a
vancomicina e linezolida, corroborando relatos anteriores que demonstraram 100% de
susceptibilidade dos isolados de corinebactéria a ambas as drogas (SALEM et al., 2015;
SOKOL-LESZCZYNSKA et al., 2019). A vancomicina pode representar a op¢ao terapéutica
empirica para infec¢des graves, dependendo dos resultados dos testes de susceptibilidade,
visto que a vancomicina € o tratamento de escolha para outras corinebactérias MDR (SALEM
etal., 2015).

Desde o primeiro relato do isolamento de C. mycetoides em 1956, poucos estudos

envolvendo esta espécie foram publicados na literatura e nenhum desses estudos investigou
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seus mecanismos de viruléncia (CAPOCACCIA; ORTALI 1956; CAPOCACCIA; ORTALLI,
CAPONEBRAGA, 1957, MUNGELLUZZI; CAPRILLI, 1965).

Estruturas de biofilme por Corynebacterium spp. foram encontrados em varios
dispositivos médicos, como cateteres urinarios e cateteres venosos centrais, entre outros (DE
SOUZA et al., 2015). O isolado de C. mycetoides, embora incapaz de aderir as superficies de
poliestireno e vidro, foi capaz de aderir significativamente as superficies de cateteres de latex,
silicone e poliuretano, destacando uma caracteristica de viruléncia relevante, principalmente
no ambiente nosocomial, onde ¢ comum a utilizagdo de cateteres urinarios de silicone e latex
para auxiliar no diagndstico e tratamento de varios processos patologicos (LENZ, 2006).

A colonizacdo das superficies mucosas depende da capacidade da bactéria de aderir as
células epiteliais. Portanto, a capacidade de aderir e sobreviver dentro de varios tipos de
células pode fornecer vantagens ao microorganismo no estabelecimento do processo
infeccioso. Alguns estudos relataram a capacidade de diferentes espécies de Corynebacterium
em aderir e sobreviver em células epiteliais (HIRATA et al., 2004; OTT, 2018). As células
epiteliais Vero sdao consideradas um bom modelo para avaliar a interagao hospedeiro-bactéria
no trato urinario (ANANIAS; YANO, 2008; CORDEIRO et al., 2016). O isolado clinico C.
mycetoides foi capaz de aderir as células Vero, e bactérias intracelulares viaveis foram
encontradas nas condigdes testadas, sugerindo que C. mycetoides apresenta atributos de
viruléncia que os torna capazes de colonizar células epiteliais do trato urinario favorecendo
sua manutencdo ¢ até mesmo o desenvolvimento de infeccdo nesse nicho. Varios fatores
podem contribuir para a adesdo aos tecidos humanos. Para C. diphtheriae, vérias proteinas de
superficie foram identificadas, entre outros fatores, envolvidas neste processo (OTT, 2018).
Para C. mycetoides, entretanto, os fatores que contribuem para a interagdo de com células
epiteliais, como a expressdo de proteinas de superficie relacionadas a adesdo, bem como
outros mecanismos de interagdo, ainda nao foram descritos.

Os modelos in vivo tém sido amplamente utilizados para estudos de viruléncia
bacteriana. O nematoide Caenorhabditis elegans tem sido usado como um hospedeiro modelo
para investigar os mecanismos patogénicos de varios patégenos humanos Gram-positivos e
Gram-negativos, incluindo espécies de Corynebacterium (ANTUNES et al., 2016; OTT et al.,
2012). Antunes e colaboradores (2016) avaliaram a influéncia de espécies inofensivas e
nocivas de Corynebacterium infectando o nematoide com Corynebacterium glutamicum nao
patogénico, e as espécies potencialmente toxigénicas C. diphtheriae e C. ulcerans. Neste
estudo, foi observado que a taxa de mortalidade de C. elegans quando infectado com C.

glutamicum era significativamente menor (20%) que quando comparada com a infec¢do por
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C. diphtheriae ¢ C. ulcerans (taxas de mortalidade de 70% e 90%, respectivamente).
Posteriormente, resultados semelhantes foram encontrados comparando isolados clinicos de
C. striatum com diferentes niveis de patogenicidade (SOUZA et al., 2019). No presente
estudo, a infeccdo de C. elegans com C. mycetoides reduziu significativamente a
sobrevivéncia do nematoide, apresentando também uma alta taxa de mortalidade (cerca de
60%) como também observado nos estudos mencionados acima.

O efeito bagging e a formagao de star sao fendmenos induzidos em C. elegans por
mecanismos distintos que levam a mudangas morfoldgicas no nematoide. A eclosao interna de
ovos em C. elegans ou “worm bagging” ¢ induzida como uma resposta a algum tipo de
estresse, como exposicao a bactérias patogénicas, para proteger seus ovos do ambiente hostil
(ANTUNES et al., 2016; MOSSER; MATIC; LEROY, 2011). A formagao de star ¢ uma
alteracdo morfologica induzida pela colonizagdo da superficie do verme por algumas espécies
patogénicas, como C. diphtheriae, C. ulcerans e Leucobacter sp. (ANTUNES et al., 2015;
HODGKIN et al., 2013). Acredita-se que esses agregados impecam a fuga dos nematoides,
levando-os a morte. Suas carcagas serviriam entdo como fonte de nutrientes para o
crescimento bacteriano. Recentemente, a formacdo de star, inicialmente incluida entre as
alteragdes morfolodgicas para bactérias patogénicas, foi observada tanto com patogénicas
quanto nao patogénicas (ANTUNES et al., 2016). Souza e colaboradores (2019)
demonstraram que, para C. striatum, a indugdo de star foi detectada apenas nas cepas que
levaram a 100% de mortalidade nos vermes (3 dias pos-infeccdo). Conforme relatado para C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. striatum, o isolado deste estudo de C. mycetoides também foi
capaz de levar a mudancas morfoldgicas no verme induzindo o efeito bagging e a formagado
de star, sugerindo que o isolado C. mycetoides € potencialmente virulento para C. elegans.

Os resultados deste estudo sugerem que C. mycetoides possui alguns atributos de
viruléncia que podem favorecer o estabelecimento da doenca, especialmente em determinadas
circunstancias como uso de cateter e imunocomprometimento. Novamente, foram encontrados
achados significativos para que o negligenciamento de isolados puros de Corynebacterium
spp. ndo seja mais uma pratica realizada entre microbiologistas e médicos, especialmente

quando se tratar de isolados oriundos de pacientes hospitalizados e imunocomprometido.
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CONCLUSOES

A caracterizagdo fenotipica e molecular, as andlises taxondmicas e a investigagao de

mecanismos bacterianos de viruléncia realizados neste estudo permitiram concluir que:

a)

b)

d)

conforme demonstrado em estudos realizadas anteriormente, inclusive pelo nosso grupo
de pesquisa, a identificagdo a nivel de espécie no género Corynebacterium pode nao ser
possivel através das metodologias convencionais e pelo sistema semiautomatizado API®
Coryne, ja que os seis isolados de Corynebacterium estudados, oriundos de urina
humana, nao puderam ser identificados por estes métodos;

a técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF MS permanece uma ferramenta util
para a identificacdo de espécies raras ou incomuns, uma vez que permitiu a identificagdo
do isolado raro C. mycetoides corretamente. Entretanto, considerando os pardmetros
propostos para identificacdo de espécies de Corynebacterium apresentado neste estudo, o
sistema MALDI-TOF MS nio foi capaz de identificar as espécies novas, uma vez que,
dentre os seis isolados clinicos de Corynebacterium, cinco foram identificados
erroneamente;

embora as analises de similaridade das sequéncias dos genes 16S rRNA e rpoB tenham
corroborado a identificag¢do fornecida pelo sistema MALDI-TOF MS para a espécie rara,
C. mycetoides, algumas espécies de Corynebacterium spp., como as duas descritas no
presente estudo, ndo puderam ser diferenciadas por esta metodologia, a semelhanca do
observado previamente para algumas espécies do género intimamente relacionadas;

os genomas completos dos cinco isolados de espécies novas de Corynebacterium deste
estudo foram depositados no repositdrio de acesso publico GenBank;

a aplicacdo da abordagem polifasica para estudo taxonomico dos isolados clinicos pode
ser uma estratégia eficaz na diferenciacdo de espécies intimamente relacionadas de
Corynebacterium, pois cinco dos isolados puderam ser diferenciados das demais espécies
de Corynebacterium, compondo duas novas espécies, cujos nomes propostos na descricao
foram Corynebacterium guaraldiae sp. nov. e Corynebacterium hiratae sp. nov.. Além
disso, esta abordagem foi também valiosa para confirmagdo da identificacdo molecular
do isolado raro, C. mycetoides;

embora algumas espécies deste género sejam raramente reportadas na literatura e tenham

seu potencial patogénico nao determinado, seus isolados clinicos devem ser considerados,
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adequadamente identificados e investigados quanto ao seu perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, pois, assim como o isolado clinico brasileiro de C. mycetoides mostrou-
se multirresistente, capaz de aderir as superficies de cateter de poliuretano, silicone e
latex, dispositivos utilizados comumente no ambiente hospitalar, bem como de aderir e se
manter viavel no compartimento intracelular de células epiteliais renais, e de apresentar
alto indice de letalidade no nematoide C. elegans, outras espécies do género podem

apresentar estas habilidades e causar processos infecciosos importantes.

Deste modo, embora as técnicas moleculares de identificagdo microbiologica
atualmente disponiveis nos laboratorios clinicos fornegam dados mais confiaveis e rapidos
que os métodos bioquimicos convencionais, ¢ sejam eficazes na identificagdo de espécies
raras € incomuns, apresentam limitagdes, ndo diferenciando espécies intimamente
relacionadas de Corynebacterium e/ou ndo sinalizando o aparecimento de novas espécies. Ja
as ferramentas de bioinformadtica aplicadas as anélises taxondmicas mostraram compor uma
abordagem eficaz para o delineamento de novas espécies, fornecendo, assim, novos dados
acerca da grande diversidade entre os membros do género Corynebacterium. Por fim, o estudo
de espécies de Corynebacterium isoladas de infec¢des em humanos, como C. mycetoides,
deve ser encorajado, uma vez o conhecimento dos mecanismos de viruléncia, dos perfis de
susceptibilidade aos antimicrobianos e da diversidade microbiana em circulagdo permitira a
elaboragdo de protocolos baseados em evidéncias para a prevencao e tratamento das diversas

infecgdes, seja no ambiente hospitalar ou na comunidade.
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nansez, malaise, and diarhes. Anfiretroviral therapy (ART) was
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levels of cerebrospinal fiuid (C5F) proteins sand ghicose, Treannent
with cefirizone, memomidazole, snd mebendarole was mitiaed.
Further C5F analysis was nezative for Cryprococcus spp.., but fimeal
culture showed the growth of black, rongh colondes (Figure 1a)
with conidia as observed by optical microscopy (Figure 1b). The
fimgns was idennfied as dureobasidivm melanogemon nsing gens
sequencing. Treamment with amphotericin B lipid complex was
inifiated for 14 days, and be was discharged from the ICLT after

A. melanogenum is ubiguitous in the environment.
Althouzgh commonly considered 3 contaminant, this species
has been increasingly associated with invasive infections in
immunocompromised patients and seems to present 3 high
pathogenic potential'?.
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Pneumocystis jirovecii pneumonia in a patient with
HIV infection: complex diagnosis using Giemsa-stained
bronchoalveolar lavage fluid

Lowisy Sanches dos Santos', Lincoln de Qliveira Sant Anna™
and Max Roberto Batista Araujo'™

[1]. Unitvarsidade do Estada do Fio de Jansiro, Faculdsde de Cisncias Meadicas,
Departsments de Microbiologis, Imunclogia = Parssitologia, Rio de Janeinag, B, Brasil.
7] Instituto Hermes Pardin, Hicksa Tecnico Operacional, Setor de Microbiologia, Vespasiana, MG, Brasil.

A 54-vear-old Brazilian man presented to the emergency
deparment with congh, chest pain, high fever, and dyspoea.
He had no history of sexmally mansmitted mfectons. A thoracic
computed romography scan showed ground-glass opacificaton
areas and mediastinal lymphadenopathy. Laboratory tests
revealed the following abmomnalifies: absolufe monocyte oot
20 cells'mm®; partial pressure of oxygen, 55.3 mmHg; and
C-reactve protein 304 3 mz/L. Blood tests for cytomegalovins,
Chlamydia pneumoniage, Legionella prneumophila, and
Micoplasma pneumorniae and a spwhmn anabysis for Mycobacteriim
tubarculozis were negative. Microscopic examinaton of Glemss-
stained bronchoalveolar lavage fluid (BALF) showed cysts
of the atypical fimgus Preumogesris firovect’ (Figure 1), the
enplogical agent of poeumocysts poeumonia (PCF). Additional
mwestngations revealed buman invounodsfictency virus (HIV)
mfection, low CD4*T-cell connt {128 cells'mun®), snd meressad
lactate delrvdrogzenase lewels. Antretrowviral therapy (ART)
and trimethoprim/sulfamethocazole (14 davs) reatment wers
established The patient was discharged 30 days post-admission.

PCP is a life-threatening mfection that is ofien observed
mmunocompromised individuals. Although the incidence has
decreazed among HIV-infected individnals due to the widespread
nuse of AFT and prophylaxis, PCP remains the most prevalent
and persists a5 the main acquired imnnodeficiency syndroome-
defining infection’.
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FIGURE 1: Glemsa staining (original magnificabdon, =13033} of bronchoalveolar
Thald showing cyst forms of Prewmocysds Vroweck (black armow].

Drme to non-spectfic sigps and symptoms, and becanse P jinoveci
cannot be culfured i arnficial media, the diagoesis of PCP iz
biomarkers are awailable, bat the microscopic observation of
F jirovecti in BALF is still the zold standard for PCP diagposis™?.

ETHICAL APPROVA&L

The snudy was a retrospective analysis of laboratory data. Mo
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Klebsiella granulomatis infection in a patient with human
immunodeficiency virus infection

Max Roberto Batista Aradjo’”, Lincoln Oliveira Sant Anna™
and Louisy Sanches dos Santos'™

M1 Instituto Hermes Pardini, Hickss Tecnico Operacianal, Setor de Microbiclogia, Vespasiana, MG, Brasil.
[2]. Universidsde Extadual do Rio de Jansing, Faculdsde de Cigncias Madicas,
Departaments de Microbiclogiz, Imunclogia = Parasitalcgia, Rio de Janeira, R, Brasil.

A 33-year-old man presenting with ulcerated and painless anal
lesions was seen by his genera] praciidoner m Belo Horzonte City,
Dlimas Gerzis State, Brazil Screening tests for sexually ransmirted
mfections (3T1s) and microscopic examinations of swabs of nlcer
material were condncted. Serological examinations gave posinve
results for luman mummodeficiency vims (HIV-17), herpes simplex.
wvires (H5V-12), Trapongma palizdum, and Chiamydia machomarns
mfections. A microscopic analysis by Giemsa staining showed
negatve results for Tzank or Haemophius ducre; however, it
showed Donovan bodies that are characteristc of donovanosis
(Figure 1).

The global incidence of STIs exceeds pullions of cases per
vear, mostly affecting people aged 1549 years. In wopical and
developing areas, donovanosis, also knowm 2= grapnloma ingninale,
15 sm endemic penital nlceratve disease frequently associated with
sexmal fransmission' =,

Donovanosis is cansed by Kiebsiglla granulomaris, an
miracelilar gram-pegative bacterim. Clinically, it manifests as
painless, slowly progressive ulcerative lesions in the genrtals or
perinenm without regional viophadepopathy. The mfection can
extend to the pelvis or disseminate to the inra-abdorminal ergans,
‘bones, and mowth. Additonally, secondary bacterial nfactons in the
can be observed™.

E. pravulomearis is an evremely fastidions organizm that is
difficult to isolate m artificial culnre media. Therefore, the laboratory
dizgnosis of donovanosis is based on the microscopic visnalizaton

Corresponding suthor: Max Robero Satists Aralia.
or-masil: me_barsy @hotmail.com
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FIGURE 1: Giemsa staining (onigieal magnifcatian, ©1000) showing Donavan
podies (hisck amow)

of Donovan bodies, dark-staining bacteria inside
macrophages measuring between 0.6 and 2.5 pm in size??.
Perzons with both grannloma mgwinale and HIV infecton
should receive the same regimens as those without HIW infections®.
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Cutaneous infection by non-diphtheria-toxin producing and
penicillin-resistant Corynebacterium diphtheriae strain in a
patient with diabetes mellitus

Max Roberto Batista Ara(je'*, Mireille Angela Bemardes Sowsa’, Luisa Ferreira Seabra’, Letlcia Aparecida Caldeira®,
Carmem Dolores Fariz®, Sérgio Bokermann®, Lincoln Oliveira SantAnna®, Lovisy Sanches dos Santos* and Ana
Lulza Mattos-Guaraldi*

Abstract

Diphtheria is a patentially fatal infection, mostly cawsed by diphtheria taxin [DT}producing Corpnebadenion dphthenae strains.
During the last decades., the isolation of OT-producing C diphthenise strains has been decreasing worldwide. However, non-
DT-produscing £ diphtheriae strains emerged as causative agents of cutaneows and irvasive infections. Althowgh endemic in
ocauntries with warm dimates, cutaneous diphtheria is rarely reported in Brazil Presently, an unususl case of skin lesion in a
Brazilian elderly diabetic patient infected by a penicillin- resistant non-DT-producing C diphtheniae sirain was reparted. Labo-
ratary diagnosis incleded mass specirametry and multiplex PCR analyses. Since cutaneous diphiberia besions are possible
saurces of secondary diphtheria cases and systemnic diseases and considering that penicillin is the first line of antimicrobial
agent for the treatmend of these infections, the detection of penicillin-resistant strains of diphtheria bacilli should be a matter of
cancern. Thies, cases simillar o the presently reporied should be appropriately investigabed and treated, particularty in patients
with risk factor () for the developpment of C. diphtherae invasive infections, such as diabetes. Moreover, health professionals
miest be awane of the pressnce of & diphth edae in cutaneous lesians of lower limbs, a cormman type of morbidity in diabedic
patients, especially in tropical and subtropical countries.

INTRODUCTION by both DT-producing and non- DT-producing C. diphthe-
Diphthersa Is a highly contaglous Infectious disease that aften riee strains [3, 8-10). C. diphtherfae-infected lestons act

as reservolrs of this pathogen that can contaminate the
affects the respiratory tract and the skin, mostly caused by environment and Induce human Infections in contzcts mone

diphtheria toxin {DT)-producing Coryrebacterium diphihe- effictently than geal In I8, 11]

Pllﬂ!l'ﬂ fections [B, , contribuiing
rige stralns. Although Included among vaccine-preventable to the emergence of outbrezks and epidemics 1n vulnerable
diseases, diphtheria remalns ocourming worldwide, Indeding papulations [11, 12].

In Brazil [1-5], leading to death even in Immunized ndi-

widuals [5-7]. In addition, to assoclated with skin infections, non-DT-
producing diphtheria strains have been alse reported as
Cutaneous diphthertz 1s normally assoclated with coloniza- agents of invasive diseases, such as endocarditis,

tion of pre-existing skin lestons, swch as surglcal wounds, mionlz, ostecmyelitts and catheter-related infectlons, matnly
burns, and insect bites, mostly on the legs, feet, and hands, in adult pattents, with several cases of death [3, 5, 13-15].
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Apresentacbes Orais dos Melhores Trabalhos

Declaramos gue o trabalho intitulado GENOMIC TAXONOMY AS AN ESSENTIAL TOOL IM STUDIES INCLUDING
INCOMNSISTENT IDENTIFICATIONS OF Corynebacterium SPECIES foi apresentado oralmente por Lincoln de Oliveira
sant’Anna - Universidade do Estado do Rio de Janeiro durante a sessdo da drea de Colegdes de Culturas e Taxonomia
do 312 Congresso Brasileiro de Microbiologia — CEM 2021
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comissao julgadora o melhor trabalho da Area de Colegiies de Culturas e Taxonomia durante 0 312 Congresso Brasileiro

de Microbiologia — CBM 2021

Hue wWaldir
FRESICENTE

DE 22 A24 DEQUTUBRO DE 2021 - EVENTO 1C

Patmcinin@ B FAPESP| 0 Eqn'{t_[g[@

Realizacao SBM=



