
 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Centro Biomédico 

Faculdade de Ciências Médicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Monica Cristina de Souza 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e indução 

de apoptose celular de Corynebacterium pseudodiphtheriticum  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2013 



Monica Cristina de Souza 

 

 

 

 

 

 

Propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e indução de apoptose 

celular de Corynebacterium pseudodiphtheriticum  

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada, como requisito parcial para 

obtenção do título de Doutor, ao Programa de Pós-

graduação em Ciências Médicas, da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora: Prof.ª Dra. Ana Luíza de Mattos Guaraldi 

Coorientador: Prof. Dr. Raphael Hirata Júnior 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2013  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CATALOGAÇÃO NA FONTE 

UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

Autorizo, apenas para fins acadêmicos e científicos, a reprodução total ou parcial desta tese, 

desde que citada a fonte. 

 

 

_____________________________________  _____________________ 

Assinatura              Data 

 
S716 Souza, Monica Cristina de. 

Propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e indução 

de apoptose celular de Corynebacterium pseudodiphtheriticum / Monica 

Cristina de Souza – 2013. 

152 f. : il. 

 

Orientador: Ana Luiza de Mattos Guaraldi. 

Coorientador: Raphael Hirata Júnior. 

Tese (Doutorado) – Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto 

Faculdade de Ciências Médicas. Pós-Graduação em Ciências Médicas. 

      

1. Corynebacterium diphtheriae - Teses. 2. Fibrinogênio - Teses. 3. 

Fibronectinas - Teses. 4. Biofilme – Teses. 5. Apoptose - Teses. 6. Drogas - 

Resistência em microorganismos - Teses. I. Guaraldi, Ana Luiza de Mattos. 

II. Hirata Júnior, Raphael.  III. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

Faculdade de Ciências Médicas. IV. Título. 

                                                      

                                                                   CDU 579.871.1  



Monica Cristina de Souza  

 

 

Propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e indução de apoptose 

celular de Corynebacterium pseudodiphtheriticum  

 

 

Tese apresentada, como requisito parcial para 

obtenção do título de Doutor, ao Programa de Pós-

graduação em Ciências Médicas, da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro. 

  

 

Aprovada em 20 de março de 2013. 

 

Coorientador:        Prof. Dr. Raphael Hirata Júnior 

Faculdade de Ciências Médicas – UERJ 

 

Banca Examinadora: 

 

__________________________________________________________ 

Prof.ª Dra. Ana Luiza de Mattos Guaraldi (Orientadora) 

Faculdade de Ciências Médicas - UERJ 

__________________________________________________________ 

Prof. Dr. José Augusto Adler Pereira 

Faculdade de Ciências Médicas - UERJ 

__________________________________________________________ 

Prof.ª Dra. Ana Cláudia de Paula Rosa  

Faculdade de Ciências Médicas - UERJ 

__________________________________________________________ 

Prof.ª Dra. Fabrícia Pires Pimenta 

Fundação Oswaldo Cruz 

__________________________________________________________ 

Prof.ª Dra. Débora Leandro Rama Gomes 

Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Rio de Janeiro 

 

 

Rio de Janeiro 

2013 



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Aos meus pais Maximiano (in memorian) e Edy, que dignamente me apresentaram à 

importância da família e ao caminho da honestidade e persistência. 

Ao meu esposo José Wallace e a minha filha Manuella pelo apoio incondicional em 

todos os momentos, principalmente nos de incerteza, muito comuns para quem tenta trilhar 

novos caminhos. 

Sem vocês nenhuma conquista valeria a pena! 



AGRADECIMENTOS 

 

 

Na tese de mestrado, percebi que uma dissertação, apesar do processo solitário a que 

qualquer investigador está destinado, reúne contribuições de várias pessoas. Volto a reiterar 

tal afirmação, com a certeza de que nunca foi tão verdadeira quanto agora. 

Desde o início do doutoramento, contei com a confiança e o apoio de inúmeras 

pessoas e instituições. Sem aquelas colaborações, esta investigação não teria sido possível. 

Agradeço a Deus por colocar todas estas pessoas no meu caminho. 

A minha querida Prof.ª orientadora Ana Luíza de Mattos Guaraldi, meu imenso 

agradecimento, pela inestimável orientação, confiança, dedicação, amizade, carinho e 

ensinamentos, que contribuíram para o meu crescimento acadêmico e pessoal. Ainda lhe sou 

grata pelos feriados perdidos em prol da realização da etapa final deste trabalho.  

Ao meu querido Prof. orientador Raphael Hirata Júnior, pela orientação, agradeço o 

apoio, a partilha do saber e as valiosas contribuições para o trabalho. Acima de tudo, obrigada 

por continuar a me acompanhar nesta jornada e por estimular o meu interesse pelo 

conhecimento e pela vida acadêmica. 

Aos coordenadores e professores do Curso de Pós-Graduação em Ciências Médicas e 

ao Departamento de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

Nos seminários de doutoramento em Ciências Médicas oferecidos pelo PGCM,  pude 

participar de um grupo de investigadores da área de Ciências Médicas, o que representou  

uma oportunidade ímpar de crescimento acadêmico e também pessoal. A todos, obrigada pela 

oportunidade de aprender e contribuir. 

Aos vários docentes e profissionais da área de Ciências Médicas que prescindiram de 

algum do seu precioso tempo afim de colaborar com a realização deste estudo,  em especial 

aos profissionais, docentes e alunos do Laboratório de Biologia Celular – Departamento de 

Biologia Celular /UERJ, meu muito obrigada.  

Aos funcionários do Departamento de Microbiologia e Imunologia e a todos que direta 

ou indiretamente contribuíram para realização deste trabalho, em especial a funcionária Maria 

Angélica Paiva da Silva pelo irrestrito auxílio prestado na cultura de células. 

Sou muito grata a todos os meus familiares pelo incentivo recebido ao longo destes 

anos. A minha dedicada mãe Edy Justino de Souza pelo exemplo de vitalidade e energia, por 

todo amor  e apoio em todas as fases da minha vida.  Ao meu querido pai Maximiano 



Eleotério de Souza, em memória, pelas provas de amor e incentivo em todos esses anos de 

estudo. 

Ao meu esposo José Wallace dos Santos Silva, por todo o amor e pelo seu inestimável 

apoio que sempre me dedicou. 

A minha filha Manuella Souza dos Santos Silva, pelo alento, refúgio e compreensão 

nos dias difíceis.   

A todas minhas irmãs e em especial minha sobrinha Thaís Souza, pelo carinho 

demonstrado durante todos os momentos no decorrer do curso. 

As amigas Alessandra Filardy, Cíntia Santos, Fabrícia Pimenta, Gabriela Andrade, 

Thereza Camello, Louisy Sanches, Isabela, Débora Rama, Fátima Napoleão, Priscila 

Sabbadini pelo apoio e carinho demonstrado nestes ótimos anos de convivência. 

Aos queridos amigos do LDCIC Leonardo, Lincon, Higor, Cassius, Maurício, Yuri, 

Juliana, Liliane, Dilzamar, pelos bons momentos compartilhados.  

A CAPES, CNPq, PRONEX, FAPERJ e SR2-UERJ pelo auxílio financeiro para o 

desenvolvimento deste projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém 

ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vê. 

 

Arthur Schopenhauer  



RESUMO 

 

 

SOUZA, Monica Cristina de. Propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e 

indução de apoptose celular de Corynebacterium pseudodiphtheriticum. 2013. 152 f. Tese 

(Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

A ocorrência de fenótipos multirresistentes de Corynebacterium pseudodiphtheriticum e sua 

associação a infecções graves, com elevada mortalidade em pacientes imunocomprometidos, aliados 

ao escasso conhecimento da virulência e patogenia destas infecções, motivou esta pesquisa, que teve 

como objetivo investigar mecanismos de virulência e resistência microbiana deste agente entre  

pacientes de um hospital universitário brasileiro. Um total de 113 amostras de C. 

pseudodiphtheriticum identificadas por métodos bioquímicos convencionais e sistema API-Coryne 

isoladas de pacientes de diferentes grupos etários. Os micro-organismos eram, em sua maioria, 

relacionados a infecções no trato respiratório (27,45%),  urinário (29,20%) e sitios intravenosos 

(18,60%) e cerca de  32,70% das amostras foram provenientes de pacientes com pelo menos uma das 

condições predisponentes: insuficiência renal; transplante renal, tuberculose em paciente HIV+, 

câncer, cirrose hepática, hemodiálise e uso de cateter. As amostras testadas revelaram-se 

multirresistentes sendo a maioria resistente à oxacilina, eritromicina e clindamicina. A adesão das 

cepas ao poliestireno e ao poliuretano indicou o envolvimento de hidrofobicidade da superfície celular 

na fase inicial da formação de biofilmes. O crescimento subsequente conduziu à formação de 

microcolônias, agregados bacterianos densos incorporados na matriz exopolimérica rodeada por 

espaços vazios, típica de biofilmes maduros. Adicionalmente, a interação do micro-organismo com 

fibrinogênio e fibronectina humana indica o envolvimento destes componentes séricos na formação de 

biofilme, sugerindo a participação de diferentes adesinas neste processo e a capacidade deste agente 

formar biofilme in vivo. A afinidade por esses componentes e a formação de biofilme podem 

contribuir para o estabelecimento e disseminação da infecção no hospedeiro. Adicionalmente,  as  

cepas de C. pseudodiphtheriticum isoladas de pacientes com infecções localizadas 

(ATCC10700/Pharyngitis) e sistêmicas (HHC1507/Bacteremia) exibiram um padrão de aderência 

agregativa-like a células HEp-2, caracterizado por aglomerados de bactérias com aparência de um 

"empilhado de tijolos". Através do teste FAS e ensaios de interação na presença de inibidores de 

citoesqueleto, demonstramos o envolvimento da polimerização de actina na internalização das cepas 

testadas. A internalização bacteriana e rearranjo do citoesqueleto pareceu ser parcialmente 

desencadeado pela ativação da tirosina-quinase. Finalmente, C. pseudodiphtheriticum foi capaz de 

sobreviver no ambiente intracelular e embora não tenha demonstrado capacidade de replicar 

intracelularmente, células HEp-2 foram  incapazes de eliminar o patógeno completamente no ambiente 

extracelular no período de 24 horas. Todas as cepas estudadas foram capazes de induzir apoptose em 

células epiteliais 24 horas pós-infecção evidenciada pelo aumento significativo no número de células 

mortas e pela ocorrência de alterações nucleares reveladas através dos métodos de coloração pelo azul 

Trypan, pelo DAPI e microscopia electrônica de transmissão. Alterações morfológicas incluindo a 

vacuolização, a fragmentação nuclear e a formação de corpos apoptóticos foram observadas neste 

período. A citometria de fluxo demonstrou ainda uma diminuição significativa no tamanho das células 

infectadas e a utilização de dupla marcação (iodeto de propídio / anexina V)  permitiu a detecção da 

ocorrência de necrose e  apoptose tardia. Em conclusão, o conhecimento de tais características 

contribuiu para a compreensão de mecanismos envolvidos no aumento da frequência de infecções 

graves com elevada mortalidade em pacientes no ambiente hospitalar, por C. pseudodiphtheriticum,  

um patógeno rotineiramente subestimado em países em desenvolvimento. 

 

Palavras-chave: Corynebacterium pseudodiphtheriticum. Multirresistência. HEp-2 cells. Agregativa. 

Internalização. Biofilme. Fibrinogênio. Fibronectina. Apoptose. Necrose. 

 



ABSTRACT 

 

 

SOUZA, Monica Cristina de. Adhesive properties to abiotic and biotic substrates, invasion and 

induction of apoptosis of Corynebacterium pseudodiphtheriticum. 2013. 152 f. Tese (Doutorado em 

Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2013. 

 

The occurrence of multiresistant phenotypes and associated with severe infections, with high 

mortality in immunocompromised hosts due to Corynebacterium pseudodiphtheriticum, allied to little 

known about virulence and pathogenesis these infections, led to present investigation. The 

investigation aims to examine the virulence mechanisms and  resistance to antimicrobial agents of C. 

pseudodiphtheriticum among patients with bacterial infections at a Brazilian teaching hospital. A total 

of 113 C. pseudodiphtheriticum strains identified by conventional biochemical methods and API-

Coryne System were recovered from patients from different age groups.  Micro-organisms were 

mostly related to infections in the respiratory tracts (27.45%), urinary (29.20%) and intravenous sites 

(18.60%) and approximately 32.70% samples were obtained of patients  presenting at least one of the 

pre-disposing conditions: end-stage renal disease; renal transplant; AIDS and Mycobacterium 

tuberculosis infection; cancer, hepatic cirrhosis; haemodialysis and catheter use. Antimicrobial 

susceptibility tests identified multiresistant phenotypes. Most strains were resistant to oxacillin, 

erythromycin and clindamycin. Adherence to polystyrene and polyurethane indicated the involvement 

of cell surface hydrophobicity in the initial stage of biofilm formation. Further growth led to the 

formation of dense bacterial aggregates embedded in the exopolymeric matrix surrounded by voids, 

typical of mature biofilms. Data also showed C. pseudodiphtheriticum recognizing human fibrinogen 

(Fbg) and fibronectin (Fn) and involvement of these sera components in biofilm formation in 

“conditioning films”. These findings suggest that biofilm formation may be associated with the 

expression of different adhesins. C. pseudodiphtheriticum may form biofilm in vivo possibly by an 

adherent biofilm mode of growth in vitro currently demonstrated on hydrophilic and hydrophobic 

abiotic surfaces. The affinity to Fbg and Fn and the biofilm-forming ability may contribute to the 

establishment and dissemination of infection caused by C. pseudodiphtheriticum. Additionally, C. 

pseudodiphtheriticum strains isolated from patients with localized (ATCC10700/Pharyngitis) and 

systemic (HHC1507/Bacteremia) infections exhibited an aggregative adherence-like pattern to HEp-2 

cells characterized by clumps of bacteria with a “stacked-brick” appearance. The fluorescent actin 

staining test demonstrated that actin polymerization is involved in the internalization of the C. 

pseudodiphtheriticum strains. Bacterial internalization and cytoskeletal rearrangement seemed to be 

partially triggered by the activation of tyrosine kinase activity. Although C. pseudodiphtheriticum 

strains did not demonstrate an ability to replicate intracellularly, HEp-2 cells were unable to fully clear 

the pathogen within 24 hours. All samples were able to induce apoptosis in HEp-2 cells 24 h post-

infection, evidenced by significant increase in the number of dead cells and nuclear alterations were 

observed by the Trypan blue assay, DAPI and transmission electron microscopy. Morphological 

changes in HEp-2 cells observed 24 h post-infection included vacuolization, nuclear fragmentation 

and the formation of apoptotic bodies. Flow cytometry revealed an significant decrease in cell size of 

infected HEp-2 cells. Furthermore, a double-staining assay using Propidium Iodide/Annexin V gave 

information about the numbers of vital vs. early apoptotic cells and late apoptotic or secondary 

necrotic cells. In conclusion, these characteristics may contribute to understanding of mechanisms 

involved on increase of severe infection, with high mortality in nosocomial enviroment patients by C. 

pseudodiphtheriticum, a pathogen usually overlooked in emerging countries. 

 

Keywords: Corynebacterium pseudodiphtheriticum. Multiresistance. HEp-2 cells. Aggregative. 

Internalization. Biofilm. Fibrinogen. Fibronectin. Apoptosis. Necrosis. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

As doenças infecciosas cuja incidência aumentou nas últimas décadas, ou tende a 

aumentar no futuro, são caracterizadas como doenças emergentes. Dentre as diferentes 

circunstâncias que podem melhor caracterizar a emergência de novos problemas de Saúde 

além do surgimento ou identificação de novos agentes etiológicos está incluído o crescimento 

de grupos populacionais expostos. Desde 1970, alguns autores começaram a relatar casos de 

infecções graves causadas por bastonetes Gram-positivos irregulares (BGPIs), também 

referidos como corineformes e/ou “difteróides” (Coyle & Lipsky, 1990). Desde aquela época, 

a maioria dos casos clínicos relatados já estava associada com quadros de bacteremia e 

endocardite em pacientes em estado de malignidade ou sob terapia com imunossupressores 

(Rikitomi et al., 1987;  Morris & Guild, 1991; Manzella et al., 1995). O aumento do número 

de casos de infecções de origens diversas, algumas fatais, tem contribuído para aumentar o 

interesse pelos micro-organismos corineformes, particularmente as corinebactérias (Coyle & 

Lipsky, 1990; Marshall & Johnson, 1990; Riegel et al., 1996, Funke et al., 1997). Diversas 

espécies pertencentes ao gênero Corynebacterium, algumas integrantes da microbiota 

anfibiôntica normal humana, principalmente da pele e do trato respiratório superior, 

encontram-se bem estabelecidas como verdadeiros patógenos. Entretanto, em algumas 

oportunidades, é difícil a distinção entre colonização e infecção (Funke et al., 1997). 

Considerando que muitos dos corineformes isolados de material clínico não são 

Corynebacterium sp. e ainda por causa das diferenças significativas em termos de 

patogenicidade, micro-organismos isolados de sítios normalmente estéreis e encontrados em 

grande número devem ser identificados ao nível de gênero. Em muitos laboratórios a 

relevância do isolamento de BGPIs não tem sido considerada, resultando em atraso na 

implementação de terapia adequada e conseqüente agravamento do quadro clínico do paciente 

infectado. O reconhecimento de infecções causadas por micro-organismos corineformes 

depende muito da habilidade dos laboratórios na identificação das espécies. Poucos são os 

laboratórios que dispõem de recursos materiais e profissionais qualificados para a 

caracterização fenotípica e/ou genotípica de BGPIs. 

Os BGPIs compreendem um complexo grupo de bactérias aeróbicas, pleomórficas, 

imóveis e não formadoras de esporos, cuja reclassificação taxonômica permanece frequente 

(Coyle & Lipsky, 1990; Funke et al., 1997; Riegel,  1998). As frequentes modificações 

taxonômicas, aliadas ao crescente número de novas espécies incluídas no gênero 
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Corynebacterium dificultam a identificação dos BGPIs isolados de material clínico. Um dos 

obstáculos encontrados pelos microbiologistas quando frente às amostras de BGPIs é que 

aproximadamente 40% delas não pertencem ao gênero Corynebacterium (Coyle & Lipsky, 

1990).  

Nas últimas décadas, a despeito dos avanços da terapia antimicrobiana, a incidência de 

infecções causadas por micro-organismos multirresistentes vem aumentando e dificultando, 

principalmente, o tratamento de infecções nosocomiais. A ampla variabilidade no perfil de 

resistência aos antimicrobianos também vem sendo motivo de discussão em espécies do 

gênero Corynebacterium (Baquero, 1997). Embora tenham sido realizados estudos relativos 

aos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de amostras desse gênero, de 

diferentes espécies, potencialmente patogênicas para humanos, ainda não foi possível 

estabelecer critérios de padronização para confecção de testes de sensibilidade pelo CLSI 

(Clinical Laboratories Standards Institute) (Martinez-Maertínez et al., 1995). 

Espécies diversas de Corynebacterium, até mesmo o Corynebacterium diphtheriae 

(Riegel, 1998), têm sido frequentemente relacionadas (60%) com casos de infecções 

nosocomiais (Coyle & Lipsky, 1990; Lagrou et al., 1998; Riegel, 1998; Janda, 1999; Camello 

et al., 2003; Camello et al., 2009). Dentre as várias espécies relacionadas com infecções 

humanas podemos incluir C. xerosis, C. amycolatum, C. striatum, C. minutissimum, C. 

matruchotii, C. genitalium, C. pseudogenitalium e C. pseudodiphtheriticum. As espécies C. 

pseudotuberculosis, C. kutscheri e C. renale normalmente são encontradas infectando animais 

e, raramente os humanos (Coyle & Lipsky, 1990; Riegel et al., 1996; Lagrou et al., 1998; 

Anderson et al., 2004; Braga et al., 2006; Pavan et al., 2012). Muitos desses micro-

organismos já foram estabelecidos como verdadeiros patógenos humanos exibindo resistência 

múltipla aos antimicrobianos. Dentre as espécies isoladas de humanos a partir da década de 90 

podemos incluir: C. auris (Funke et al., 1995; Babay & Kambal, 2004), C. argentoratense 

(Riegel et al., 1995), C. durum (Riegel et al., 1997), C. imitans (Funke et al., 1997a), C. 

mucifaciens (Funke et al., 1997b; Morinaka et al., 2006), C. lipophiloflavum (Funke et al., 

1997c), C. coyleae (Funke et al., 1997; Taguchi et al., 2006), C. riegelii (Funke et al., 1998a; 

Van et al., 2006), C. confusum (Funke et al., 1998b), C. falsenii (Sjoden et al., 1998) C. 

kroppenstedtii (Collins et al., 1998; Riegel et al., 2004), C. thomssenii (Zimmermann et al., 

1998) e C. sundsvallense (Collins et al., 1999). 
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1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A ESPÉCIE Corynebacterium 

pseudodiphtheriticum 

 

 

No Brasil, escassos são os trabalhos voltados para a caracterização de corinebactérias 

em processos infecciosos humanos. No Rio de Janeiro, foi relatado o isolamento de 

corinebactérias a partir de espécimes clínicos diversos de pacientes atendidos em hospital 

universitário. C. pseudodiphtheriticum, C. amycolatum, C. propinquum, C. minutissimum, e 

C. xerosis foram encontradas predominantente (79%) entre as espécies de corinebactérias 

isoladas. As amostras de corinebactérias foram isoladas principalmente da urina e sítios 

intravenosos (cateteres e sangue) (46,20%), seguido das feridas cirúrgicas e/ou outros tipos de 

lesões cutâneas e abscessos (17,90%). A maioria das espécies foi isolada de amostras de 

urina. C. amycolatum > C. minutissimum > C. pseudodiphtheriticum foram as espécies 

predominantemente isoladas de urina; C. minutissimum > C. propinquum > C. amycolatum > 

C. striatum foram as espécies predominantemente isoladas de feridas cirúrgicas e/ou outros 

tipos de lesões cutâneas e abscessos; C. xerosis > C. amycolatum > C. pseudodiphtheriticum 

> C. propinquum de sítios intravenosos; C. pseudodiphtheriticum e C. propinquum do trato 

respiratório inferior; enquanto o C. pseudodiphtheriticum e C. amycolatum foram isolados de 

fluidos peritoneal e cerebroespinhal, respectivamente. Neste estudo, foi observado que o C. 

pseudodiphtheriticum foi a espécie de corinebactéria predominantemente isolada no ambiente 

hospitalar (20,24%) a partir de diferentes espécimes clínicos: urina (15%), feridas cirúrgicas 

e/ou outros tipos de lesões cutâneas e abscessos (10%), sítios intravenosos [cateteres (17%) e 

sangue (83%)] (21%), trato respiratório inferior (12%), líquido peritoneal (12%) além de 

outros (30%) espécimes clínicos. O micro-organismo foi isolado a partir de secreção do trato 

respiratório inferior e de líquido peritoneal de pacientes portadores do vírus HIV. 

Adicionalmente foram isoladas amostras multirresistentes de C. pseudodiphtheriticum a partir 

de urina, feridas cirúrgicas (Camello et al., 2003).  

Pouco se conhece sobre os aspectos fenotípicos, genotípicos, epidemiológicos, além 

dos mecanismos de patogenicidade da espécie C. pseudodiphtheriticum. 

C. pseudodiphtheriticum apresenta colônias com 1 a 2mm de diâmetro, com aspecto 

esbranquiçado, levemente secas, não hemolíticas e não lipofílicas em culturas de 72 horas 

formadas por micro-organismos que possuem capacidade de reduzir nitrato, hidrolizar uréia e, 

em algumas oportunidades, a tirosina e o hipurato e incapazes de produzir DNase, gelatinase e 
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fator CAMP e ácidos a partir dos carboidratos rotineiramente utilizados para diagnóstico 

convencional de BGPI’s (Funke et al., 1997). 

Os processos infecciosos causados por C. pseudodiphtheriticum podem acometer 

indivíduos imunocompetentes e imunocomprometidos (Colt et al., 1991; Manzella et al., 

1995; von Graevenitz et al., 1998; Díez-Aguilar et al., 2012). Apesar de ser considerado como 

micro-organismo participante da microbiota anfibiôntica da pele e mucosas humanas, o C. 

pseudodiphtheriticum tem sido relatado cada vez mais como causa de doenças em humanos 

(Burke et al., 1997; Izurieta et al., 1997, Martins et al., 2009; Cherkasov & Gladysheva, 

2010; Morinaga et al., 2010; Gompelmann et al., 2011; Moyad,  2013; Erturan et al., 2012). 

A taxa de isolamento de espécies de Corynebacterium como microbiota normal pode ser 

relativamente mais alta no verão do que no inverno nos países de clima frios ou temperados 

(Rikitomi et al., 1989). Considerando o aumento da contribuição dessas espécies para a 

composição da microbiota normal do hospedeiro e os tipos de Corynebacterium e 

corineformes em infecções oportunísticas em pessoas, a investigação foi realizada a partir de 

amostras de diferentes sítios de isolamento de pacientes. Estudos prévios, que tratam da 

caracterização de bacilos Gram-positivos corineformes isolados de diversas fontes clínicas, 

demonstram que Corynebacterium accolens, C. striatum, C. argentoratense, C. propinquum e 

C. pseudodiphtheriticum foram principalmente isolados do trato respiratório, enquanto que 

Corynebacterium afermentans, CDC grupo G, e Corynebacterium  jeikeium foram 

principalmente isolados de amostras de sangue (Riegel et al., 1996).  

C. pseudodiphtheriticum é comumente encontrado na orofaringe de humanos (Miller 

et al., 1986). As pesquisas de bactérias corineformes isoladas de garganta de indivíduos 

saudáveis, em Hamburgo (Alemanha) e Zurique (Suíça), apresentaram as taxas de isolamento 

de 47% para Corynebacterium durum e 29% para Rothia dentocariosa, não tendo sido 

isolados C. striatum, C. amycolatum, ou C. diphtheriae. Curiosamente, C. 

pseudodiphtheriticum também foi isolado da microbiota do trato respiratório superior destes 

indivíduos (von Graevenitz et al., 1998). Recentemente foi relatado que C. 

pseudodiphtheriticum foi o micro-organismo mais frequetemente isolado (63%) de infecções 

do trato respiratório superior, especialmente nas infecções adquiridas no ambiente hospitalar, 

após 2 anos de investigação desenvolvida em um Hospital Universitário da França (Nhan et 

al., 2012). C. pseudodiphtheriticum foi descrito como a espécie mais frequente e mais 

numerosa entre as bactérias difteróides encontradas na cavidade nasal de indivíduos sadios 

(Linoli et al., 1981). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erturan%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22361458
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Apesar da sua frequente presença na microbiota do trato respiratório superior, C. 

pseudodiphtheriticum tem sido raramente descrito como agente etiológico de infecções na 

garganta e nasofaringe, tais como, faringite exsudativa (Ellner, 1997; Izurieta et al., 1997), 

rinossinusite subaguda (Voiriot et al., 1986) e discite subseqüentes à cirurgia de ouvido, nariz 

e garganta (Wright et al., 1995). Foi relatado um caso de faringite exsudativa com formação 

de pseudomembrana possivelmente causada por C. pseudodiphtheriticum em uma menina de 

4 anos de idade. A compreensão do papel da patogenicidade de C. pseudodiphtheriticum nos 

quadros de faringite é de importância para Saúde Pública (Izurieta et al., 1997). 

Foi descrito um caso de traqueíte necrotizante em um paciente do sexo masculino 

apresentando 54 anos de idade.  A partir de tecidos traqueais foram isoladas amostras de C. 

pseudodiphtheriticum resistentes à eritromicina e clindamicina. O tratamento com penicilina 

intravenosa resultou na resolução do processo inflamatório e erradicação dos micro-

organismos (Colt et al., 1991). Também foi relatado um caso de traqueobronquite aguda 

supurativa devido à infecção por C. pseudodiphtheriticum (Ramos Rincon et al., 1998).  

Infecções respiratórias, especialmente formas de pneumonias comunitárias (CAP), são 

desafiantes para os clínicos porque: (1) o agente etiológico pode ser detectado somente em 

cerca de 50% dos casos; (2) a terapia inicial, portanto, tem de ser baseada no contexto 

etiológico provável ou mais provável da condição médica do paciente; e (3) novos micro-

organismos ou aqueles considerados previamente, assim como os da microbiota ou formas 

menos virulentas, parecem ser responsáveis por alguns casos, tais como C. 

pseudodiphtheriticum (Reynolds, 1996). A identificação de C. pseudodiphtheriticum em 8,9% 

dos casos de pneumonias adquiridas na comunidade (CAP) em adultos despertou atenção 

particular durante as investigações dos fatores etiológicos das CAP, incluindo patógenos 

atípicos em Lublin, Polônia (Szmygin-Milanowska et al., 2003). A análise dos casos de CAP 

revelou pacientes infectados com C. pseudodiphtheriticum como a única espécie responsável 

pela infecção. Em outros casos, K. pneumoniae e S. aureus foram considerados como agentes 

sinérgicos na infecção (Chudnicka et al., 2003).  

Amostras clínicas de escarro foram obtidas de pacientes em que C. 

pseudodiphtheriticum foi isolado em quantidade crítica, indicando-o como agente etiológico 

da infecção. C. pseudodiphtheriticum foi responsável pelo maior número de casos de 

pneumonias comunitárias onde ocorreu envolvimento de micro-organismos corineformes; 

seguido de C. striatum/C. amycolatum, Brevibacterium sp., C. propinquum, além de C. 

afermentans, C. jeikeium, Corynebacterium grupos G e F1, C. accolens (Chudnicka & koziol-

Montewka, 2003).  
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Estudos adicionais a respeito das características clínicas e microbiológicas da infecção 

respiratória por C. pseudodiphtheriticum revelam casos de infecção mista com Streptococcus 

pneumoniae. A faixa etária de pacientes com infecção respiratória devido ao C. 

pseudodiphtheriticum variou de 24 a 77 anos; a relação entre os gêneros masculino e feminino 

foi 3:1. Culturas de escarro demonstraram a presença do C. pseudodiphtheriticum em 

contagens superiores a 10
7 

UFC/ml. Também foi observado no mesmo estudo uma resposta 

aumentada de neutrófilos no escarro de pacientes infectados, mostrando, através da coloração 

de Gram e microscopia eletrônica do material clínico, a fagocitose de C. 

pseudodiphtheriticum pelos neutrófilos. Um dos pacientes faleceu por complicações do 

processo infeccioso disseminado (coagulação intravascular disseminada), por C. 

pseudodiphtheriticum (Ahmed et al., 1995). 

Pacientes com infecção respiratória com C. pseudodiphtheriticum desenvolveram 

pneumonia e bronquite. O início da sintomatologia pode ser agudo para a maioria dos 

pacientes, mas a febre é normalmente ausente em quase dois terços dos casos. Condições 

sistêmicas predisponentes incluíram obstrução de válvulas cardíacas, doença pulmonar 

obstrutiva crônica (COPD) e diabetes mellitus (Yoshitomi et al., 1992; Manzella et al., 1995). 

C. pseudodiphtheriticum tem sido descrito raramente em indivíduos com doenças malignas 

(Cimolai et al., 1992; Manzella et al., 1995; Martins et al., 2009). 

Apesar de ser um patógeno respiratório que incide em pacientes 

imunocomprometidos, o C. pseudodiphtheriticum tem sido raramente relatado em infecções 

em indivíduos portadores do HIV (Cohen et al., 1992; Roig et al., 1993; Gutierrez-Rodero et 

al., 1999; Camello et al., 2009). A infecção pelo C. pseudodiphthteriticum em indivíduos HIV 

positivos surge mais tardiamente no curso da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida e 

responde bem ao tratamento com antibióticos apropriados na maioria dos casos. Até o 

momento, todos os pacientes foram do sexo masculino com contagem média de linfócitos 

CD4 de 110 células/mm
3
 (escala 18-198/mm

3
); O início da sintomatologia foi geralmente 

agudo e o aspecto radiográfico mais comum era de pneumonia infiltrativa alveolar ou com 

cavitação acompanhada da infusão pleural. As cepas de C. pseudodiphtheriticum foram 

isoladas de amostras de broncoscopia, biópsia de pulmão ou escarro. A cultura quantitativa de 

amostras broncoscópicas obtidas através de lavado bronco-alveolar ou procedimento de 

cateter produziu mais de 10
3
 UFC/ml (Gutierrez-Rodero et al., 1999). Foi também descrito 

um caso de abscesso pulmonar envolvendo C. pseudodiphtheriticum em paciente com AIDS 

(Andavolu et al., 1986). 
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C. pseudodiphtheriticum é encontrado também como causa de pneumonia em 

hospedeiros imunocompetentes (Chiner et al., 1999; Gompelmann et al., 2011). O curto 

intervalo entre infecções respiratórias com C. pseudodiphtheriticum em pacientes 

imunocompetentes está associado geralmente com COPD pré-existente, e associado algumas 

vezes com intubação endotraqueal (Miller et al., 1986; Rikitomi et al., 1987; Craig et al., 

1991; Freeman et al., 1994). 

Pneumonia por C. pseudodiphtheriticum também pode ser desenvolvida dentro do 

ambiente nosocomial (Martaresche et al., 1999). Pode ocorrer também infecção oportunista 

do pulmão (bronquiolites e bronquites) com C. pseudodiphtheriticum após transplante de 

pulmão e coração (Burke et al., 1997) 

A epidemiologia da endocardite infecciosa vem mudando consideravelmente nos 

últimos 30 anos, ocorrendo crescente aumento dos casos por micro-organismos considerados 

raros ou incomuns (MacMurdo & Sande, 2000), incluindo C. pseudodiphtheriticum (Lindner 

et al., 1986; Cauda et al., 1987; Morris & Guild, 1991; Wilson & Shapiro, 1992; Rivero et al., 

2003). O C. pseudodiphtheriticum já foi isolado de endocardite valvular mitral e de próteses 

valvulares. (Morris & Guild, 1991; Wilson & Shapiro, 1992; Rivero et al., 2003).  

Descrições de processos infecciosos por C. pseudodiphtheriticum em crianças são 

escassas. Foram descritos anteriormente, faringites exsudativas (Ellner, 1997; Izurieta et al., 

1997) e linfadenites supurativas (LaRocco et al., 1987). Além disso, foi relatado um caso de 

pneumonia pelo C. pseudodiphtheriticum em um menino de 6 anos recebendo quimioterapia 

para leucemia linfocítica aguda (Cimolai et al., 1992). Recentemente foi relatado um surto de 

infecção por C. pseudodiphtheriticum em crianças com fibrose cística, evidenciada por tosse, 

rinite e exarcebações pulmonares (Bittar et al., 2010). Em contraste, vários casos relatados de 

infecção por C. pseudodiphtheriticum em pacientes idosos, incluindo: endocardites (Wilson & 

Shapiro, 1992); CAP (Williams et al., 1991) e pneumonia nosocomial (Martaresche et al., 

1999; Nhan et al., 2012); traqueobronquites supurativas (Ramos Rincom et al., 1998); 

ceratites e conjuntivites (Li & Lal, 2000); discites (Wright et al., 1995) e úlceras de pele 

(Hemsley et al., 1999). 

As corinebactérias, raramente causam infecções de superfície ocular. Entretanto, a 

presença de defeitos na córnea e conjuntiva em pacientes imunocomprometidos pode resultar 

em infecções (ceratites e conjuntivites) por organismos considerados anfibiônticos, como C. 

pseudodiphtheriticum (Li & Lal, 2000). C. pseudodiphtheriticum também pode causar artrite 

grave quando inoculado em articulações durante artroscopia (Kemp et al., 2005; Erturan et 

al., 2012). Erturan e colaboradores (2012) relataram o primeiro caso de artrite séptica causada 
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por C. pseudodiphtheriticum. Deste modo, os diversos fatos descritos acima enfatizam o 

amplo espectro de quadros de infecções que podem ser causadas pelo C. 

pseudodiphtheriticum. 

O teste de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de isolados de C. 

pseudodiphtheriticum demonstraram uma sensibilidade uniforme a penicilina e vancomicina 

com resultados variáveis para eritromicina (Freeman et al., 1994; Kellogg & Parsey, 1995; 

Gutierrez-Rodero et al., 1999; Chudnicka et al., 2003). Foi observada também resistência a 

clindamicina (Colt et al., 1991), lincomicina, sulfametoxazol-trimetoprim, cloranfenicol 

(Gutierrez-Rodero et al., 1999) e ácido nalidíxico e susceptibilidade intermediária a 

ofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina (Ahmed et al., 1995). 

As concentrações mínimas inibitórias (CMIs) da penicilina, amoxicilina, cefamandole, 

cefalexina, e rifampicina foram todas ≤ 0,12 mg/L. As CMIs da vancomicina e ciprofloxacina 

para todas as amostras foram ≤ 0,5 mg/L.  A tobramicina foi o antimicrobiano mais ativo 

dentre os aminoglicosídeos, com CMIs para todas as amostras ≤0,12 mg/L. Resultados 

previamente relatados indicam que a penicilina isolada ou em combinação com um 

aminoglicosídeo deve ser efetiva para o tratamento clínico. Alguns autores acreditam que a 

vancomicina deve ser usada nas infecções do trato respiratório causadas por difteróides (Craig 

et al., 1991). Outros autores sugerem que a vancomicina deve ser utilizada nos pacientes com 

endocardites que são alérgicos a penicilina (Cauda et al., 1987; Morris & Guild, 1991). Foi 

relatado que dois pacientes dos cinco casos descritos de endocardite valvular por C. 

pseudodiphtheriticum foram a óbito, os outros pacientes foram tratados com sucesso com 

antibiótico e ocorreu reimplante da válvula. Alguns pacientes foram tratados com sucesso 

com penicilina (Morris & Guild, 1991) ou vancomicina (Cauda et al., 1987). 

De acordo com Inoue e colaboradores (1985), uma beta lactamase ativa sobre a 

carbenicilina pode ser produzida por amostras de C. pseudodiphtheriticum. 

O isolamento de difteróides a partir de amostras clínicas, incluindo escarro de paciente 

com infecção do trato respiratório, não deve ser descartado como contaminação. O 

isolamento, a identificação e o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de C. 

pseudodiphtheriticum isolado do trato respiratório podem fornecer informações valiosas para 

o tratamento dos pacientes (Colt et al., 1991; Manzella et al., 1995; von Graevenitz et al., 

1998; Morinaga et al., 2010). 

Os dados enfatizam a necessidade de investigar os fatores de virulência possivelmente 

expressos por amostras clínicas de C. pseudodiphtheriticum que possam justificar o 
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envolvimento destes micro-organismos oportunistas em processos infecciosos diversos, 

inclusive no ambiente nosocomial. 
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1.1 Estudos do potencial patogênico de diferentes espécies de corinebactérias  

 

 

Embora a habilidade de colonizar superfícies hospedeiras seja considerada como um 

importante mecanismo de patogenicidade para muitas espécies bacterianas (Ofek & Doyle, 

1994), poucos estudos foram desenvolvidos com micro-organismos corineformes de 

importância médica. As investigações mais recentes têm sido voltadas para a análise das 

propriedades adesivas do C. diphtheriae através de modelos experimentais diversos. A 

natureza multifatorial da adesividade deste patógeno pode ser considerada, uma vez que, as 

amostras, independente da expressão do gene tox, puderam aderir a diferentes substratos em 

intensidades variadas (Mattos-Guaraldi et al., 2000; Santos et al., 2010). 

A reação de hemaglutinação tem sido utilizada como modelo experimental para 

demonstrar a habilidade de corinebactérias aderir a membranas de células hospedeiras. 

Investigações iniciais demonstraram que além de amostras de C. diphtheriae, Corynebacterium 

renale e Corynebacterium kutscheri, uma única amostra testada de C. pseudodiphtheriticum 

também exibiu atividade adesiva frente a hemácias de carneiro tripsinizadas. Estruturas 

fímbriais de aspecto semelhante, sem rigidez, com tendência à formação de feixes e incapazes 

de aderir a hemácias de carneiro não tripsinadas foram observadas em amostras de todas as 

espécies do gênero. As amostras hemaglutinantes exibiram elevado grau de fimbriação (91 a 

100%) (Yanagawa & Honda, 1976). Micro-organismos como o C. renale e Corynebacterium 

pilosum, foram capazes de expressar características hidrofóbicas similares entre os clones mais 

e menos aderentes, fimbriados (P+) e afimbriados (P-), respectivamente (Ito et al., 1987). 

Amostras de C. diphtheriae que expressavam hemaglutininas 67-72p apresentaram-se 

afimbriadas e com superfície celular hidrofóbica (Colombo et al., 2001). Para o C. diphtheriae 

a intensidade da atividade hemaglutinante foi sugerida como um fator responsável pela 

formação do estado de portador (Kostyukova & Karas, 1991). Investigações demonstraram que 

proteínas de 67-72 kDa (67-72p), de natureza não fimbrial foram capazes de participar no 

processo de interação de C. diphtheriae com membranas de hemácias humanas (Colombo et 

al., 2001) e células imortalizadas de epitélio, HEp-2 (Hirata Jr et al., 2002; Sabbadini et al., 

2012). 

A capacidade adesiva às células epiteliais de mucosa bucal (BEC), de linhagem celular 

HEp-2 e células epiteliais diferenciadas e não diferenciadas foi demonstrada em micro-

organismos corineformes isolados de superfície cutânea, em intensidades variadas. À exceção 
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das amostras controle de C. diphtheriae e C. minutissimum, os micro-organismos estudados 

apresentaram maior capacidade adesiva às células humanas diferenciadas do que aos demais 

tipos celulares utilizados (Romero-Steiner et al., 1990). 

Estudos posteriores, utilizando várias amostras de C. diphtheriae demonstraram a 

capacidade de aderência a células HEp-2 em intensidades variadas. A maioria das amostras do 

biotipo não fermentador de sacarose apresentou forte ( 10 bactérias/célula) capacidade 

adesiva às células HEp-2, em contraste ao observado com o biotipo fermentador (Hirata et al., 

2004).  

Os estudos relativos à capacidade de interação de amostras fimbriadas de C. 

urealyticum com células uroepiteliais humanas demonstraram que tanto amostras provenientes 

de urina de pacientes com bacteriúria, quanto da pele de indivíduos assintomáticos, foram 

capazes de aderir à superfície celular (Marty et al., 1991). A análise da interação entre 

amostras de C. renale e diferentes tipos celulares demonstrou uma relação direta entre a 

expressão de fímbrias e a aderência à superfície celular (Honda & Yanagawa, 1974). A 

interação entre amostras piliadas (P+) de C. renale e células epiteliais de bexiga bovina foi 

dependente do pH do meio, sendo mais acentuada em pH superior a 7,6 (Takai et al.,1980). 

Estudos de microscopia eletrônica descreveram a presença de quantidade moderada de 

material flocular de composição lipídica na superfície de C. diphtheriae. Envoltório lipídico 

semelhante foi observado em amostras virulentas de C. pseudotuberculosis (C. ovis) por 

pesquisadores que também sugeriram seu papel como mediador de aderência nesta espécie 

(Reyn et al., 1966).  

Bactérias corineformes podem apresentar polissacarídeos e ácidos teicóicos ligados 

covalentemente à peptideoglicana de suas paredes celulares. Três tipos de polímeros de 

parede celular podem estar presentes - arabinogalactana, polissacarídeos neutros e ácidos 

teicóicos, entretanto, aquelas com ácidos teicóicos na parede não apresentam polissacarídeos 

neutros ou arabinogalactana na superfície celular. Arabinogalactanas são encontradas em 

micro-organismos que também apresentam  ácido meso-diaminopimélico na sua superfície. O 

grupo CMN (Corynebacterium-Mycobacterium-Nocardia) é bioquimicamente similar quanto 

à composição de mureína, ácidos graxos e ácidos micólicos. Todas as espécies do gênero 

Corynebacterium apresentam, até então, arabinogalactana como polímero de parede celular 

(Takeuchi & Yokota, 1989).  

A presença de slime de aspecto estrutural semelhante ao observado em amostras de 

estafilococos coagulase-negativos foi demonstrada em amostras multirresistentes de 

Corynebacterium spp. isoladas de válvulas hidrocefálicas (Bayston et al., 1994). 
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Os resíduos de carboidratos frequentemente participam de interações micro-

organismo-hospedeiro que ocorrem com as superfícies cutâneo-mucosas e com o sistema 

imunológico. Muitas interações envolvem a ligação de carboidratos do hospedeiro com 

proteínas lectina-like (similares) bacterianas, entretanto a interação específica entre proteínas 

do hospedeiro e carboidratos de superfície bacteriana também ja foi documentada (Ofek & 

Doyle, 1994). A produção de polissacarídeos tem sido relacionada com a capacidade de 

aderência às superfícies inertes sólidas de micro-organismos corineformes de importância 

médica. A aderência ao vidro foi relacionada com a presença de glicocálix em diversas 

espécies bacterianas (Bayston et al., 1994). Para o C. diphtheriae os carboidratos de superfície 

parecem atuar como adesinas que permitem a fixação dos micro-organismos ao vidro. Os 

estudos revelaram a presença de moléculas receptoras de lectinas com afinidade para resíduos 

de N-acetil-D-galactosamina (D-GalNAc), D-galactose, D-manose, N-acetil-D-glucosamina 

(D-GlcNAc) e ácido siálico na superfície do C. diphtheriae. Nas amostras do biotipo 

fermentador predomina a expressão de resíduos de ácido siálico (carga negativa) o que pode 

favorecer a implantação e manutenção da espécie nas superfícies cutâneo-mucosas uma vez 

que, em geral, essas moléculas auxiliam os micro-organismos no escape contra o sistema 

imunológico do hospedeiro (Mattos-Guaraldi et al., 1999a). 

  

 

1.2 Mobilização do citoesqueleto em resposta aos patógenos bacterianos  

 

 

Para alguns patógenos, os mecanismos de internalização desencadeados estão 

associados ao efeito combinado dos microfilamentos e microtúbulos da célula hospedeira 

(Yoshida et al., 2002,  Biswa et al., 2003). Estudos pioneiros com C. diphtheriae, 

demonstraram a co-participação e a possível associação entre citoesqueleto de actina, das 

proteínas tirosina-quinases e dos microtúbulos nos processos de internalização (Hirata Jr. et 

al., 2002; Vale, 2003; Santos et al., 2010).  

O citoesqueleto é composto por filamentos de actina, microtúbulos e filamentos 

intermediários, que acumulam funções como organização citoplasmática e da forma celular, 

manutenção da estrutura e movimento intra e intercelular. Para engolfar grandes partículas, 

células eucarióticas rapidamente alteram sua forma. Esta mudança morfológica, na maioria 

das vezes, requer uma modulação da arquitetura do citoesqueleto, a qual pode ocorrer em 

resposta a diferentes estímulos extracelulares (Goldberg, 2001; Gruenheid & Finlay, 2003).  



25 

Muitos patógenos são capazes de direcionar sua captura, deste modo ganhando acesso 

ao interior de células eucarióticas não fagocíticas e escapando de ambientes hostis. Este 

processo de internalização pode ocorrer através de estratégias que exploram as funções 

celulares normais (Grassmé et al., 1996; Finlay & Falkow, 1997). Mecanismos que levam ao 

rearranjo do citoesqueleto das células do hospedeiro são desenvolvidos por inúmeros micro-

organismos. Esta habilidade é favorável não só à sua sobrevivência e aos processos de 

aderência e invasão às células, mas também ao tráfico intra e intercelular e à evasão do 

interior de macrófagos (Rosenshine, 1998; Gruenheid & Finlay, 2003).  

A diminuição da capacidade adesiva e/ou da internalização bacteriana por células 

eucarióticas é, geralmente, visualizada após o tratamento celular com agentes que alteram a 

organização da actina, como citocalasinas, sugerindo a necessidade dos microfilamentos neste 

processo (Rosenshine, 1998).  

Um outro mecanismo de invasão, pouco definido, é dependente de microtúbulos 

(Oelschlaeger et al., 1993). Apesar da inaparente participação dos microtúbulos no processo 

de internalização de diversas espécies bacterianas, algumas se apresentam influenciadas pela 

utilização de inibidores de microtúbulos, como a colchicina e o nocodazol (Meyer et al., 

1999).  

Os patógenos podem lançar mão de alternativos sinais de captura para a invasão de 

diferentes tipos celulares, podendo a fosforilação de proteínas (tirosina-quinases) funcionar 

como um deles, visto que parecem participar de vários processos de internalização de 

partículas por células eucarióticas (Rosenshine et al., 1994). A invasão de células de 

mamíferos pode envolver a ativação ou inibição de diferentes vias de transdução de sinais 

(Bliska et al., 1993; Chen & Zychlinsky, 1994). Uma forte ligação entre internalização e 

sinalização em células hospedeiras, através de proteínas tirosina-quinases, tem sido 

documentada em várias interações célula hospedeira-bactéria (Rosenshine et al., 1994; Isberg, 

1996).  

Bactérias utilizam amplamente da dinâmica do citoesqueleto da célula hospedeira para 

o desenvolvimento dos mecanismos de aderência e invasão (Finlay & Falkow, 1997; 

Niemann et al., 2004). Um pequeno número de espécies bacterianas parece ganhar o interior 

de células através de digestão enzimática da membrana celular, subsequente à aderência, 

como é observado em amostras de Rickettsia (Walker et al., 1984). Micro-organismos como o 

Toxoplasma gondii podem invadir ativamente as células do hospedeiro (Morisaki et al., 

1995).  
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1.3 Participação de glicoproteínas de matriz extracelular nos processos de interação 

celular  

 

 

Atualmente foi relatado que C. diphtheriae pode ser capaz de explorar a interação com 

o Fbg humano no processo de colonização, manutenção nas superfícies do hospedeiro e/ou 

dispersão para outros sítios corpóreos, uma vez que, isolados deste micro-organismo exibiram 

a capacidade de interagir com o Fbg humano e também apresentaram a habilidade de 

converter Fbg em fibrina (atividade de coagulase), mesmo quando desprovidas do gene tox 

(Sabbadini et al., 2010). 

De fato a adesão de micro-organismos a tecidos do hospedeiro é um evento crucial no 

desenvolvimento da infecção e é relacionada como o primeiro e principal passo na 

colonização por micro-organismos patogênicos. A adesão implica que o patógeno reconheça 

ligantes na superfície do hospedeiro ou um constituinte de matriz extracelular (MEC), tais 

como fibronectina, fibrinogênio, laminina e colágeno (Mendes-Giannini et al., 2006). 

Existem dois tipos principais de MEC, o interstício e a membrana basal, e seus 

componentes estão intimamente associados com as superfícies das células do hospedeiro, nos 

tecidos. A laminina é encontrada, principalmente, na membrana basal subendotelial, enquanto 

que a fibronectina e os vários tipos de colágeno estão presentes no interstício, particularmente 

como parte das fibras reticulares, e na lâmina basal pode-se encontrar colágeno tipo IV, 

sulfato de heparana e entactina (Liakra & Artio-Harmernen, 1992).  

Proteínas de MEC são consideradas os alvos primários para interações específicas 

entre o micro-organismo e o hospedeiro. Estas proteínas estão firmemente ligadas à superfície 

das células eucarióticas e existem em um grande número de espécies. Na superfície de tecidos 

intactos, porém, as proteínas somente são expressas no lado basal das células epiteliais. No 

entanto, sempre existem injúrias que afetam a superfície epitelial, alterando o padrão de 

expressão local das células produtoras de proteínas de matriz extracelular e, com isso, 

facilitando o acesso bacteriano a estas moléculas (Darmstadt et al., 1999). 

A fibronectina (Fn) é uma glicoproteína multifuncional de massa molecular ≥440 kDa 

formada por um dímero composto por duas subunidades polipeptídicas unidas por um par de 

pontes dissulfeto localizado próximo a sua extremidade carboxiterminal. A Fn desempenha 

papel importante na adesão e migração celular, sendo sintetizada por células epiteliais e 

endoteliais e encontrada nos fluidos corporais, tecido conjuntivo e membrana basal. A Fn 
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solúvel é amplamente distribuída em fluídos corporais e pode ser encontrada nos líquidos 

cérebro-espinhal, sinovial, amniótico, seminal, vaginal, saliva e exsudatos inflamatórios. A Fn 

plasmática também é capaz de desempenhar papel de opsonina, auxiliando na remoção de 

restos celulares pelos fagócitos (McKeown-Longo, 1987), além de estimular outras atividades 

imunológicas, incluindo a expressão de receptores Fc na superfície de macrófagos, aderência 

e quimiotaxia de fagócitos ativados e a deposição de componentes do complemento em 

superfícies imunologicamente reativas (Dunne, 1989; Pankov & Yamada, 2002). Na forma 

solúvel, a Fn apresenta sítios de ligação para moléculas glucosaminoglicanas, glicose, 

proteoglicanas e colágenos (Gatner & Agin, 1980; Vercellotti et al., 1984). 

A relevância da Fn nos processos de aderência e invasão a células hospedeiras por 

micro-organismos patogênicos vem sendo elucidado. A Fn pode atuar como uma ponte 

molecular unindo proteínas ligadoras de Fn, expressas na superfície da célula bacteriana, à 

superfície de células humanas. Por exemplo, estudos já realizados com amostras de S. aureus 

revelaram que este importante patógeno humano é capaz de se ligar à Fn e de alcançar a 

corrente sanguínea revestindo-se de Fn solúvel. Assim, este micro-organismo poderia, então, 

aderir mais facilmente aos tecidos do hospedeiro e ser incorporado aos coágulos ou aos 

componentes de matriz subendoteliais (Schwarz-Linek et al., 2004).  

Moléculas de uma família de adesinas de superfície chamadas MSCRAMMs 

(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules - Componentes da 

Superfície Microbiana Reconhecedores de Moléculas Adesivas de Matriz) são conhecidas por 

mediarem à aderência bacteriana a componentes de matriz extracelular do hospedeiro, 

incluindo a Fn e o fibrinogênio (Mongodin et al., 2002; Walsh et al., 2004; Keane et al., 

2007). As MSCRAMMs podem ser agrupadas dentro de famílias, de acordo com a proteína-

alvo da matriz extracelular (Joh et al., 1999). Vale ressatar que existem micro-organismos que 

apresentam várias proteínas de superfície capazes de ligar a um mesmo tipo de proteína de 

matriz extracelular (Kreikemeyer et al., 2004; Nyberg et al., 2004). Amostras de C. 

diphtheriae apresentaram diferentes graus de reatividade à Fn de plasma humano (Souza et 

al., 2000). A hemaglutinina 67-72p foi capaz de interagir com a Fn, sugerindo que estas 

moléculas podem ser consideradas fibrolectinas (ligantes de Fn), em vista de participarem do 

processo de interação com glicoproteínas solúveis ou de MEC. 

O fibrinogênio (Fbg), uma glicoproteína de 340kDa, é composto por dois grupos de 

três cadeias peptídicas (Aα, Bβ e γ) ligadas por pontes dissulfeto, sendo encontrado no plasma 

na concentração de 100 a 700mg/dL. Cada molécula de Fbg contém dois domínios externos 

(domínios D) conectados através de uma sequência polipeptídica helicoidal a um domínio 
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central (domínio E) (Fuss et al., 2001; Mosesson, 2005). O Fbg é sintetizado primariamente 

no fígado, sob condições normais, podendo ser também produzido pelo intestino ou pulmões 

em condições de estresse e inflamatórias (Lawrence et al., 2004). Sua secreção e as 

concentrações plasmáticas podem ser moduladas por citocinas pró-inflamatórias, 

especialmente pela interleucina-6 (IL-6), podendo a concentração de IL-6 ser regulada pela 

fibrina ou produtos da degradação do Fbg. Além disso, alguns autores documentaram que os 

processos de aderência e invasão a células endoteliais, realizados por S. aureus, são capazes 

de regular a expressão desta citocina (Söderquist et al., 2006).  

O Fbg plasmático participa diretamente na coagulação sanguínea (hemostasia), 

agregação plaquetária e em funções do endotélio, apresentando papel também na adesão de 

monócitos e na proliferação do músculo liso. Por meio de mecanismos hemostáticos e 

inflamatórios, o nível de Fbg está diretamente relacionado à formação de trombos (Ernest et 

al., 1997; Flick et al., 2004; Sun, 2006). Portanto, o Fbg participa de diversos processos 

fisiológicos e, também, na fisiopatologia de várias doenças infecciosas e não infecciosas, 

possuindo função principal no processo de coagulação sanguínea.  

A partir da clivagem proteolítica do Fbg em fibrina, que é onde culmina a cascata de 

coagulação, forma-se uma rede que retém plaquetas, eritrócitos, polimorfonucleares e outras 

proteínas plasmáticas (Mosesson, 2005). Esta cascata é didaticamente separada nas vias 

extrínseca e intrínseca, as quais ocorrem simultaneamente e são dependentes de fatores 

humorais e celulares. Após lesão nos vasos sanguíneos, o fator tecidual (tromboplastina) 

desencadeia a via extrínseca, enquanto o contato do fator XII (fator de Hageman) e das 

plaquetas com o colágeno da parede vascular leva à via intrínseca, iniciando, então, o 

processo de coagulação (Guyton & Hall, 1997).  

As células endoteliais constituem a interface entre sistema sanguíneo e os tecido 

subjacentes (Söderquist et al., 2006). Quando intacto, o endotélio vascular é ativamente 

antitrombótico, tornando-se pró-trombótico se lesado ou ativado. Papel de extrema 

importância é assumido pelo tecido endotelial devido à modulação do processo de coagulação 

sanguínea, já que uma vasoconstrição local é promovida a partir da produção de endotelina 

pelo endotélio lesado. É importante salientar que o tecido endotelial também é produtor de 

tromboplastina, indutor principal da clivagem do Fbg pela via extrínseca. Além disso, a célula 

endotelial constitui a fonte primária de matriz extracelular subendotelial, que é rica em 

proteínas como o colágeno. Por sua vez, o colágeno é capaz de ligar o fator de von 

Willebrand, intermediário na ativação de plaquetas e na ligação das mesmas ao tecido 

subendotelial lesado (Almeida, 2006).  
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A conversão do Fbg em fibrina também assume importância no mecanismo imune 

inato. Os mecanismos de ativação do complemento que ocorrem a partir da invasão bacteriana 

nos tecidos hospedeiros acarretam o aumento da permeabilidade vascular, levando à formação 

de edema e difusão de proteínas plasmáticas para o espaço intersticial. Citocinas, colágeno e 

elastina também ativam o tecido endotelial (Sun, 2006). Não obstante, o Fbg extravasado por 

conta do aumento da permeabilidade dos vasos é convertido em fibrina, que possui sítios 

expostos, muitas vezes ocultos na molécula do Fbg. Estes sítios são capazes de se ligarem à 

Fn plasmática e a outras moléculas, incluindo os fatores de crescimento de fibroblastos 

(FGF2) e IL-1, amplificando a atividade angiogênica e a síntese de colágeno do tipo I pelos 

fibroblastos, o que favorece a formação da cápsula fibrosa que envolve processos infecciosos 

como os abscessos (Mosesson, 2005; Sun, 2006).  

Segundo Almeida (2006), desordens no processo de coagulação são causas 

majoritárias de patologias. O processo de coagulação, com formação de trombos, pode ser 

iniciado em qualquer situação na qual haja lesão endotelial com exposição das proteínas de 

matriz extracelular - seja ela física, necrótica ou apoptótica (Herwald et al., 2004). 

 Microtrombos intravasculares têm sua formação induzida por células endoteliais que 

produzem grande quantidade de fator tecidual, sob a ação de fator de necrose tumoral (TNF) e 

lipopolissacarídeo (LPS). Os microtrombos são capazes de interagir com plaquetas e induzir 

amplificação do processo de coagulação (através da produção de trombina, inibindo a 

fibrinólise). Tal processo, que pode ser observado durante a patogênese da meningococcemia 

e na sepse, é denominado coagulação intravascular disseminada (Sun, 2006). Ainda, segundo 

este autor, a trombose dos capilares limita a difusão hematogênica de micro-organismos para 

outros tecidos. Os trombos estão geralmente associados ao sítio onde ocorreu a lesão 

endotelial, no entanto podem se desenvolver em qualquer ponto do sistema cardiovascular 

(Hirsch et al., 2001).  

De fato, a capacidade de ligação ao Fbg tem sido documentada para algumas espécies 

de bactérias patogênicas, sendo esta ligação mediada por proteínas de superfície (O’Brien et 

al., 2002; Fitzgerald et al., 2006). Ao longo dos últimos anos, várias proteínas ligadoras de 

Fbg têm sido descritas e caracterizadas. Essas proteínas podem ser divididas em duas 

categorias: as MSCRAMMs e as moléculas adesivas secretáveis de repertório expandido 

(SERAMs), estas últimas ligam-se posteriormente à superfície bacteriana (Nitsche-Schmitz et 

al., 2007; Rivera et al., 2007). É importante salientar que muitas das proteínas ligadoras de 

Fbg atuam como adesinas e/ou invasinas, como previamente documentado para os seguintes 

micro-organismos: S. aureus (Hussain et al., 2001; Palma et al., 2001; Perkins et al., 2001; 
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Que et al., 2001; Hussain et al., 2002; Harraghy et al., 2003; Que et al., 2005; Hussain et al., 

2008; Piroth et al., 2008); Staphylococcus epidermidis (Davis et al., 2001; Hartford et al., 

2001; Brennan et al., 2009); Enterococcus faecalis (Sillanpää et al., 2009); Streptococcus 

pyogenes (Courtney et al., 2002; Herwald et al., 2004; Carlsson et al., 2005; Courtney et al., 

2006), Streptococcus agalactiae (Schubert et al., 2004; Gutekunst et al., 2004; Tenenbaum et 

al., 2005; Rosenau et al. 2007); Streptococcus mutans (Beg et al., 2002), Porphyromonas 

gingivalis (Pathirana et al., 2006; Sahingur et al., 2006) e C. diphtheriae ( toxinogênica e não 

toxinogênica) (Sabbadini et al., 2010). A habilidade de ligar-se ao Fbg não está limitada às 

bactérias. A interação com esta molécula por parte de dois fungos oportunistas, Candida 

albicans (Viudes et al., 2001; Marcil et al., 2008) e Aspergillus fumigatus (Tiralongo et al., 

2009) tem sido documentada.  

 

 

1.4 Mecanismos de morte de células eucarióticas  

 

 

Recentemente, Sabbadini e colaboradores 2012 evidenciaram que a proteína 67-72p de 

C. diphtheriae também pode atuar como invasina e proteína apoptótica, participando dos 

mecanismos de invasão, sobrevivência e subsequênte apoptose em células epiteliais, o que 

pode explicar a persistência e disseminação de  C. diphtheriae no hospedeiro. A morte celular 

é um processo ativo realizado por organismos multicelulares que estabelecem a homeostase, 

na dependência de sua capacidade de produzir novas células e de destruir células que tenham 

se tornado desordenadas ou nocivas. São bem caracterizados dois tipos de morte celular: 

necrose e apoptose. No entanto, a morte celular pode ser uma estratégia de um microrgaismo 

patogênico para escapar a partir da célula hospedeira infectada afim de  invadir as camadas 

mais profundas da mucosa para a colonização bacteriana prolongada (Martin, 2010).  

A necrose parece ser um processo de morte celular provocado por lesão aguda, 

usualmente sendo causada por dano irreversível à célula e às organelas, em especial às de 

natureza membranosas. Células necróticas apresentam características específicas, como perda 

da integridade da membrana celular, que leva à difusão de íons, rápida turgência e lise celular, 

floculação da cromatina, aumento de volume e liberação do conteúdo intracelular, ocorrendo 

uma tendência das células a não participarem ativamente do processo de morte (McConkey, 

1998; Savill & Fadok, 2000). Uma característica principal da necrose, geralmente 
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caracterizada pelo acometimento de um número grande de células, é a inflamação tecidual 

(Savill & Fadok, 2000).  

A palavra necrose normalmente é utilizada para designar morte celular não apoptótica. 

No entanto, alguns autores alegam que o termo aplica-se às mudanças morfológicas acima 

descritas observadas tanto em células que sofreram morte acidental, quanto na fase avançada 

de células com morte programada (Majno & Joris, 1995).  

O termo apoptose (do grego: decadência) foi primeiramente descrito por Kerr e 

colaboradores (1972), sendo um processo ativo, que requer ativação de proteínas da própria 

célula para a ocorrência da morte celular; e fisiológico, estando envolvido na homeostase de 

organismos multicelulares (Hetts, 1998). Este termo foi empregado para descrever um padrão 

de alterações morfológicas associado à morte celular programada. Tais alterações incluem 

contração celular, perda de contato com células vizinhas, condensação do material nuclear, 

deformação do núcleo e formação de corpúsculos apoptóticos. Bioquimicamente, ocorre 

fragmentação do DNA em multímeros de 200pb, correspondentes ao tamanho de um 

nucleossoma. A exposição de fosfatidilserina na superfície celular, resultante da perda de 

assimetria dos fosfolipídeos da membrana plasmática, também é uma característica de células 

apoptóticas. A fagocitose dos corpúsculos apoptóticos tende a limitar o processo de 

inflamação do tecido (Fadok et al., 1992; Savill & Fadok, 2000).  

Os componentes centrais da maquinaria apoptótica fazem parte de uma família de 

cisteína proteases, denominadas caspases (cysteinil, aspartate-specific proteases), que clivam 

proteínas alvo específicas após resíduos de aspartato (Ashkenazi & Dixit, 1999); e uma 

família de proteínas do tipo Bcl-2, que são proteínas, pró e antiapoptóticas, presentes na 

membrana de mitocôndrias (Thornberry & Lazebnik, 1998). A apoptose pode ocorrer através 

de vias distintas que vão culminar em um ponto comum. As vias denominadas extrínseca e 

intrínseca são as mais bem compreendidas (Rossi & Gaidano, 2003). A via extrínseca envolve 

ligação aos receptores membros da família do fator de necrose tumoral (TNFR), tal como 

TNFR1, TNFR2 ou Fas. A ligação ao receptor causa oligomerização do mesmo e a ativação 

de uma caspase iniciadora, a caspase 8, a qual cliva e ativa a caspase 3. Ao contrário, a via 

intrínseca envolve disfunções mitocondriais. O balanço relativo entre os membros da família 

Bcl-2 pode promover ou suprimir a liberação de citocromo c do espaço intermembrana 

mitocondrial. Uma vez liberado, o citocromo c associa-se à proteína adaptadora Apaf-1 

(Apoptosis protease activating factor 1) para ativar a caspase 9, a qual ativa a caspase 3 

(Cande et al., 2002). Diferentes mecanismos são utilizados por inúmeros patógenos para 

induzir a apoptose. Diversos patógenos são armados com uma coleção de fatores de 
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virulência, que interagem com componentes chaves na indução da morte celular ou interferem 

com a regulação de fatores de transcrição que monitoram a sobrevivência da célula 

(Weinrauch & Zychlinsky, 1999). Algumas bactérias produzem toxinas que matam a célula 

hospedeira através de mecanismos diversos, incluindo apoptose. As toxinas de C. diphtheriae 

(Morimoto & Bonavida, 1992; Kochi & Collier, 1993), Pseudomonas aeruginosa (Kochi & 

Collier, 1993) e Shigella dysenteriae (Harrison, 2005) causam a inibição da síntese protéica. 

Contudo, Santos e colaboradores 2010 relataram que os mecanismos de morte celular devido 

a infeções provocadas por C. diphtheriae não estão exclusivamente associadas à produção de 

toxina ou presença de gene tox. Toxinas de micro-organismos como Aggregatibacter 

(Actinobacillus) actinomycetemcomitans (Korostroff et al., 1998), Escherichia coli (Russo et 

al., 2005) e Staphylococcus aureus (Bayles et al., 1998) induzem a formação de poros na 

membrana. Aumento da concentração de AMPc intracelular, além da formação de poros na 

membrana, provocados pela Ac-Hly (adenilato ciclase hemolisina) de Bordetella pertussis, 

também conhecida como CyaA (adenilato ciclase), acarretam a morte programada de alguns 

tipos celulares (Gueirard et al., 1998; Boyd et al., 2005).  

A apoptose de células imunes que estão respondendo à infecção pode ser induzida por 

bactérias modulando a resposta imune. Patógenos também podem levar à inibição da apoptose 

facilitando a replicação intracelular ou sobrevivência. De forma alternativa, o hospedeiro pode 

induzir a apoptose em células infectadas inibindo a replicação. A limitação do dano tecidual 

decorrente da inflamação é uma vantagem que pode ocorrer mediante a indução da apoptose 

pelo hospedeiro. Além disso, macrófagos apoptóticos podem ser usados como fonte de 

antígenos para a apresentação por células dendríticas (Yrlid & Wick, 2000). A capacidade dos 

patógenos de induzir ou prevenir a apoptose em macrófagos emerge como um balanço crucial 

no controle do resultado da infecção (Liles et al., 1997).  

Interessantemente, alguns patógenos inibem a apoptose em fagócitos e linfócitos, 

induzindo uma desregulação imune e facilitando sua sobrevivência intracelular, como 

observado para espécies de Neisseria (Massari et al., 2000). Chlamydia psittaci e outros 

micro-organismos intracelulares obrigatórios que se multiplicam no interior de macrófagos, 

podem se beneficiar da inibição da apoptose (Fan et al., 1998). Em contraste, aqueles que não 

têm o macrófago como alvo preferencial podem ser favorecidos com a morte programada 

desta célula, como Salmonella typhimurium (Monack et al., 1996) e B. pertussis (Gueirard et 

al., 1998). Alternativamente, a promoção da apoptose pode permitir que o micro-organismo 

escape da primeira linha de defesa imune. A validade de cada uma destas possibilidades 

depende do tipo de patógeno examinado. No caso do Mycobacterium tuberculosis (Keane et 
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al., 2000) e da P. aeruginosa (Grassme et al., 2000), a indução da apoptose pode ser benéfica 

ao hospedeiro, estando relacionada à morte dos micro-organismos, assim limitando a 

multiplicação intracelular ou previndo a sepse.  

É importante ressaltar que o processo de apoptose induzido por diferentes micro-

organismos ocorre também em células epiteliais, como o observado em infecções por S. 

aureus (Bayles et al., 1998), Clostridium difficile (Fiorentini et al., 1998), Helicobacter pylori 

(Chen et al., 1997), Aeromonas hydrophila (Galindo et al., 2004) e Chlamydophila psittaci 

(Ojcius et al., 1998). No entanto, a internalização do patógeno nem sempre é um evento 

obrigatório para que ocorra a morte programada da célula.  

Proteínas bacterianas tais como BfpA (bundle-forming pilus) de E. coli (Melo et al., 

2005), Yop (proteína externa de Yersinia) (Monack et al., 1997), FHA (hemaglutinina 

filamentosa) de B. pertussis (Öhman et al., 2005) e Omp de Fusobacterium nucleatum 

(Kaplan et al., 2005) estão, aparentemente, envolvidas na indução de apoptose através de 

mecanismos moleculares distintos. Atualmente, ainda são pouco explorados os estudos sobre 

a indução de apoptose por proteínas de superfície bacterianas, estando muitos destes 

processos em fase de caracterização. 

 

 

 1.5 Biofilmes bacterianos 

 

 

Bactérias sobrevivem em sistemas naturais de uma forma totalmente diferente 

daquelas cultivadas em laboratórios em meios artificiais. Para persistir em ambientes hostis, 

como em tecidos do hospedeiro (onde há a presença de anticorpos e fagócitos) ou em 

superfícies inertes expostas a condições inóspitas (como luz ultravioleta, dessecação, calor e 

frio), elas se adaptaram formando biofilmes (Costerton et al., 1999; Mah & O’Toole, 2001; 

Olson et al. 2002).  

Biofilmes são sistemas biológicos com elevado nível de organização, onde micro-

organismos formam comunidades estruturadas e funcionais, envolvidas por uma complexa 

matriz extracelular de substâncias poliméricas fixadas a superfícies bióticas ou abióticas. 

Assim, garantem o estabelecimento de um sistema de comunicação que coordena atividades 

metabólicas para benefício mútuo, bem como a produção de fatores de virulência que 

facilitam a disseminação no hospedeiro (O’Toole et al., 2000; Donlan & Costerton, 2002; 

Stoodley et al., 2002). 
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1.5.1 Etapas do desenvolvimento de um biofilme  

 

 

Em geral, as etapas de desenvolvimento de um biofilme microbiano incluem: (i) a 

fixação inicial reversível a uma superfície, seguida pela (ii) fixação irreversível e formação de 

microcolônias, (iii) maturação das microcolônias em um biofilme maduro envolto em 

exopolissacarídeos (EPS), e, finalmente, (iv) a dispersão, onde células individuais ou em 

grupos se desprendem do biofilme, retornando ao modo de vida planctônico e, portanto, 

fechando o ciclo de desenvolvimento de um biofilme (Stoodley et al., 2002). Acredita-se que 

o processo comece quando as bactérias sentem certos parâmetros ambientais que acionam a 

transição do crescimento planctônico à vida em uma superfície (Davey & O’Toole, 2000). 

Vários fatores influenciam a fixação inicial às superfícies, como o tipo e as 

propriedades do material da superfície, carga e microtopografia, presença de matéria orgânica, 

temperatura e pH. Outros fatores são as características intrínsecas do micro-organismo, como 

carga, hidrofobicidade, presença de apêndices superficiais como pili, fímbrias, flagelos e 

cápsula, além da capacidade de produzir substâncias exopoliméricas (Bower et al., 1996; 

Chmieleswski & Frank, 2003).  

A adesão inicial a superfícies pode ser ativa ou passiva, dependendo da mobilidade das 

células. A adesão passiva depende da gravidade, da difusão e da dinâmica do fluido. Na 

adesão ativa, há a participação de flagelos, que facilitam o movimento da célula bacteriana a 

um sítio específico. Além disso, a síntese de adesinas, pili, polissacarídeos e a formação de 

agregados também podem influenciar o processo de fixação inicial a um substrato 

(Chmieleswski & Frank, 2003). 

Após a aderência inicial fraca e reversível, as bactérias devem manter contato com a 

superfície. Porém, para que desenvolvam um biofilme maduro, é necessário que a adesão se 

torne irreversível. Para tal, precisam se multiplicar, ancorar seus apêndices, produzir 

exopolímeros e formar microcolônias (Stoodley et al., 2002). Microcolônias são comunidades 

constituídas de três a cinco camadas de células bacterianas que se desenvolvem após a 

aderência a uma superfície (Davey & O’Toole, 2000). Sauer & Camper (2001) mostraram que 

P. putida, ao aderir irreversivelmente a um substrato, passou a realizar twitching mediado 

pelo pilus tipo IV, em vez de utilizar seus flagelos. O’Toole & Kolter (1998) compararam 

mutantes de P. aeruginosa PA14 deficientes na mobilidade mediada por flagelos e deficientes 

na biossíntese do pilus tipo IV. Poucas células da estirpe imóvel conseguiram aderir à 

superfície de policloreto de vinila (PVC), o que sugere a participação dos flagelos na etapa 
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inicial de adesão a superfícies. Já as células mutantes para a síntese do pilus tipo IV formaram 

monocamadas de células no PVC, mas não desenvolveram microcolônias. Esse resultado 

indica que o pilus tipo IV é uma estrutura necessária para a formação de microcolônias em P. 

aeruginosa. Além disso, Gerke e colaboradores (1998) mostraram que células aderentes de S. 

epidermidis produziram uma adesina intercelular polissacarídica que uniu mais fortemente as 

células e facilitou a formação de microcolônias e a posterior maturação do biofilme. 

A fase de maturação do biofilme resulta na geração de uma arquitetura complexa com 

canais e poros que forma sua estrutura tridimensional, a qual pode ser bem espessa e visível a 

olho nu (Davies et al., 1998; Stoodley et al., 2002). A estrutura pode ser caracterizada 

morfologicamente, observando-se propriedades como espessura, densidade e forma. Sauer e 

colaboradores (2002) demonstraram que células de P. aeruginosa em biofilmes maduros 

apresentaram perfis de expressão gênica muito diferentes, sendo que mais de 50% (cerca de 

800 proteínas) foram expressas seis vezes mais do que em células planctônicas. Dentre estas, 

300 foram expressas em biofilmes maduros e não em células planctônicas. Estas proteínas 

pertenciam às cinco principais classes: proteínas do metabolismo de carbono e aminoácidos, 

biossíntese de fosfolipídios e lipopolissacarídeos (LPS), secreção e transporte de membrana e 

em mecanismos de adaptação e proteção. 

A dispersão é a última fase do desenvolvimento de um biofilme. Este termo é 

geralmente utilizado para descrever o destacamento de células (individuais ou em grupos) de 

um biofilme ou substrato. O destacamento ativo é um evento fisiologicamente regulado, como 

demonstraram Allison e colaboradores (1998) e Boyd & Chakrabarty (1995). O primeiro 

estudo mostrou que, após incubação por longos períodos, o biofilme formado por P. 

fluorescens começou a se destacar, o que coincidiu com a redução na produção de EPS. O 

segundo estudo observou que a superexpressão de alginatoliase causou a degradação de 

alginato e produziu biofilmes facilmente removíveis por suaves movimentos. A regulação 

dependente da densidade celular pode ativar a liberação de enzimas degradadoras de matriz, 

permitindo que bactérias se desprendam do biofilme quando há uma elevada densidade 

celular dentro das microcolônias (Stoodley et al., 2002). Esta hipótese está de acordo com as 

observações de Sauer e colaboradores (2002), que compararam padrões de proteínas em géis 

bidimensionais para mostrar que células de P. aeruginosa em dispersão são mais similares às 

células planctônicas do que as encontradas em biofilmes maduros. Essa descoberta indica que 

células que se destacam de biofilmes voltam ao modo de crescimento planctônico, fechando, 

portanto, o ciclo de vida de desenvolvimento de um biofilme. 
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1.5.2 Infecções associadas a biofilmes bacterianos 

 

 

A capacidade de formação de biofilme por micro-organismos patogênicos em 

superfícies inertes ou em tecidos do hospedeiro constitui uma importante origem de muitas 

infecções persistentes que resistem a respostas do sistema imune. Casos de infecção associada 

a biofilmes bacterianos incluem exemplos bem conhecidos de infecções relacionadas a 

dispositivos médicos, como cateteres, articulações artificiais, válvulas cardíacas prostéticas, 

próteses e lentes de contato. A organização em biofilme protege os micro-organismos da 

fagocitose e da ativação do complemento. Além disso, a secreção de anticorpos opsonizantes 

e a produção de peróxido de hidrogênio são ineficazes, uma vez que não conseguem penetrar 

no biofilme devido à presença da matriz exopolimérica, a qual evita a passagem e a ação 

destas moléculas (Costerton et al., 1999; Stewart et al., 2000; Zimmerli et al., 2004; Fux et 

al., 2005).  

Estima-se que 60% das infecções bacterianas e 65% das infecções nosocomiais 

estejam associadas à formação de biofilme, como por exemplo: cáries (Streptococcus spp. 

acidogênicos), periodontite (bactérias Gram-negativas orais), fascite necrotizante 

(Streptococcus pyogenes), prostatite bacteriana (E. coli e outras bactérias Gram-negativas), 

pneumonia em pacientes com fibrose cística (P. aeruginosa e Burkholderia cepacia), 

endocardite bacteriana (Streptococcus do grupo viridans e Staphylococcus spp.), mastite (S. 

agalactiae, S. aureus), linfadenite (Corynebacterium pseudotuberculosis), enterite (E. coli, 

Salmonella spp.) e infecções de ferida (S. aureus, P. aeruginosa) (Costerton et al., 1999; Fux 

et al., 2005). 

Mesmo em pacientes imunocompetentes, as infecções relacionadas a biofilmes 

bacterianos são raramente resolvidas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro, de fato, 

estas são geralmente crônicas e de difícil tratamento, associadas a sintomas recorrentes, 

mesmo após ciclos de terapia antimicrobiana, sendo muitas vezes necessária a realização de 

procedimentos cirúrgicos e/ou uso de altíssimas doses de agentes quimioterápicos para 

extinção da infecção. Por tudo isso, o custo do tratamento destas infecções é elevado: cerca de 

um bilhão de dólares por ano (Archibald & Gaynes, 1997; Costerton et al., 1999; Potera, 

1999; Fux et al., 2005). Cabe ressaltar que, o envelhecimento populacinal e o aumento do 

número de procedimentos cirúrgicos com implantação de próteses, com fins corretivos e 

estéticos, espera-se também o aumento do número de infecções associadas a biofilme 

bacteriano (Stewart & Costerton, 2001; Sousa et al., 2011) podendo resultar em aumento da 
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freqüência de óbitos, extensão dos períodos de internação e  ocorrênia de que danos 

irreversíveis comprometendo o bem estar e a qualidade de vida dos pacientes.    

 

 

1.5.3 Participação de glicoproteínas de matriz extracelular na formação de biofilme  

 

 

O papel  de glicoproteínas de MEC na formação de biofilme vem sendo pesquisado. 

Lembke e colaboradores (2006) mostraram que a Fn, o Fbg, a laminina e o colágeno tipo IV 

foram capazes de modular a formação de biofilme em cepas de estreptococos do Grupo A. 

Bonifait e colaboradores (2008) revelaram que o meio de cultura suplementado com Fbg 

aumentou a formação de biofilme em amostras de Streptococcus suis e induziu a resistência à 

penicilina. Ainda, Vergara-Irigaray et al. (2009) observaram que a ausência de proteínas 

ligadoras de Fn em cepas de S. aureus causou uma redução significativa na capacidade de 

colonizar cateteres in vivo após três e sete dias de infecção.  

 Pouco foi documentado sobre os mecanismos de patogenicidade do C. 

pseudodiphtheriticum, incluindo a capacidade de interação com células e tecidos humanos. 

Apesar de já ter sido demostrado que C. diphtheriae é capaz de se ligar à Fn (Souza, et al., 

2000) e ao Fbg (Sabbadini, et al., 2010), não foram encontrados trabalhos que investigassem a 

capacidade de interação de C. pseudodiphtheriticum com glicoproteínas de MEC, bem como, 

a participação desses componentes de matriz na formação de biofilme e a sua possível 

participação no estabelecimento e disseminação da  infecção no hospedeiro.  
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 

Uma vez que a espécie C. pseudodiphtheriticum pode ser associada a quadros 

infecciosos diversos, principalmente pneumonias e endocardite, e que vem apresentando 

multirresistência aos antimicrobianos utilizados na antibioticoterapia, as investigações 

relativas ao potencial patogênico da espécie em questão permanecem necessárias. Na 

fisiopatologia dos processos infecciosos causados pelo C. pseudodiphtheriticum, incluindo as 

endocardites, micro-organismos podem aderir inicialmente a componentes de superfície 

celular e disseminar através dos tecidos, explorando mecanismos fisiológicos do hospedeiro 

para evadir o sistema imunológico. A circulação de cepas apresentando potencial invasor e a 

ausência de trabalhos sobre investigação da capacidade de produzir biofilme, interação com 

proteínas presentes na matriz extracelular, invasão e indução de apoptose celular de C. 

pseudodiphtheriticum justifica novas análises relativas às interações bacterianas com 

substratos abióticos e células do hospedeiro.  Deste modo, a capacidade de aderência a 

superfícies abióticas e bióticas, invasão e indução de apoptose celular de C. 

pseudodiphtheriticum ainda não foram bem esclarecidos. 

Além do isolamento e identificação de amostras clínicas e cepas multirresistentes de 

C. pseudodiphtheriticum, o presente estudo teve como objetivo geral a pesquisa das 

propriedades adesivas a substratos abióticos e bióticos, invasão e indução de apoptose através 

de modelos experimentais desenvolvidos em células epiteliais humana-HEp-2. Neste sentido, 

uma amostra padrão e amostras de C. pseudodiphtheriticum isoladas de espécimes clínicos de 

diferentes origens foram utilizadas para o desenvolvimento dos seguintes objetivos 

específicos: 

■ Análise por ensaios de biotipagem e antibiotipagem; 

■ Análise quantitativa e qualitativa da formação de biofilme sobre substratos abióticos 

diversos, incluindo ensaios de  microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia 

confocal de varredura a laser (MCVL);  

■ Avaliação da capacidade da interação bacteriana com os componentes de matriz 

extracelular, fibrinogênio e fibronectina;  

■ Analise qualitativa e quantitativa da interação bacteriana com monocamadas de 

células epiteliais (linhagem HEp-2) hospedeiras em diferentes tempos de infecção; 
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■ Análise ultraestrutural dos processos de aderência e internalização celular dos 

micro-organismos através de microscopia eletrônica de transmissão (MET); 

■ Análise da participação de microfilamentos, microtúbulos e da fosforilação de 

enzimas da classe das tirosina-cinases das células hospedeiras no processo de aderência e 

internalização bacteriana; 

■ Avaliação da capacidade de indução de morte (necrose e/ou apoptose) das células 

hospedeiras infectadas;  

■ Correlação da capacidade de interação com as células hospedeiras com  

propriedades biológicas descritas acima, incluindo: origem das amostras, perfil de resistência 

aos agentes antimicrobianos, produção de biofilme e indução de morte celular. 
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3  RESULTADOS  

 

 

 Os resultados obtidos permitiram a publicação e/ou redação de 04 artigos científicos 

em periódicos qualificados pela CAPES apresentados a seguir: 

 

 

1. Camello TC, Souza MC, Martins CA, Damasco PV, Marques EA, Pimenta FP, Pereira 

GA, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL. Corynebacterium pseudodiphtheriticum isolated from 

relevant clinical sites of infection: a human pathogen overlooked in emerging countries.  

Letters Applied Microbiology 2009; 48: 458-64.  (Qualis A1) 

 

2. Souza MC, Santos LS, Gomes DL, Sabbadini PS, Santos CS, Camello TC, Asad LM, Rosa 

AC, Nagao PE, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL. Aggregative adherent strains of 

Corynebacterium pseudodiphtheriticum enter and survive within HEp-2 epithelial cells. 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 2012; 107: 486-93. (Qualis A1) 

 

3. Souza MC, Ramos JN, Santos LS, Sousa LP, Sabbadini PS, Santos CS, Nagao PE, Vieira 

VV, Gomes DLR, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL. Biofilm formation and binding activities 

to fibrinogen and fibronectin by Corynebacterium pseudodiphtheriticum. (Submetido para 

publicação – BMC Microbiology) (Qualis A1) 

 

4. Souza MC, Santos LS, Costa AFE, Santos GJ, Conceição SL,
 
Rosa AC, Nagao PE, Hirata 

Jr R, Santos CS, Mattos-Guaraldi AL. Internalization of Corynebacterium 

pseudodiphtheriticum by epitelial cells induces apoptosis (Em fase final de redação). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guaraldi%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22666859
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Artigo 1: Corynebacterium pseudodiphtheriticum isolated from relevant clinical sites of 

infection: a human pathogen overlooked in emerging countries.   

 

Autores: Camello TC, Souza MC, Martins CA, Damasco PV, Marques EA, Pimenta FP, 

Pereira GA, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL.  

 

Revista: Letters Applied Microbiology 2009; 48: 458-64. (Qualis A1) 

 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi examinar e determinar a ocorrência de susceptibilidade 

antimicrobiana de Corynebacterium pseudodiphtheriticum entre os pacientes com infecções 

bacterianas em hospital universitário brasileiro. Um total de 113 amostras de C. 

pseudodiphtheriticum foram isoladas de pacientes de diferentes grupos etários: adultos 65-

48% (18 a ≤ 59 anos), 9-73% idosos (≥ 60 anos); crianças 14-15% (<18 anos); 4-42% recém-

nascidos (0-7 dias). As amostras foram identificadas por métodos bioquímicos convencionais 

e sistema API-Coryne. Os micro-organismos eram em sua maioria relacionados a infecções 

no trato urinário (29,2%), respiratório (27,45%) e sítios intravenosos (18,6%). Cerca de 

32,7% das amostras foram obtidas a partir de pacientes  (26 adultos, 4 crianças com idade, 3-4 

recém-nascidos) que apresentavam, pelo menos, uma das condições predisponentes: 

insuficiência renal; transplante renal, AIDS e infecção pelo Mycobacterium tuberculosis, 

câncer, cirrose hepática, hemodiálise e uso de cateter. Os testes de susceptibilidade aos 

antimicrobianos revelaram fenótipos multirresistentes. A maioria das cepas demonstraram 

resistência à oxacilina, eritromicina e clindamicina. Apesar das diferenças significativas na 

idade e no estado funcional dos pacientes, C. pseudodiphtheriticum pode estar implicado 

como uma causa de infecções respiratórias e não respiratória humanas. Os dados são valiosos 

para os profissionais indicando a ocorrência de fenótipos multirresistentes e a possibilidade de 

graves infecções causadas por C. pseudodiphtheriticum, um patógeno geralmente subestimado 

em países emergentes. 
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Artigo 2 - Aggregative adherent strains of Corynebacterium pseudodiphtheriticum enter and 

survive within HEp-2 epithelial cells. 

 

Autores: Souza MC, Santos LS, Gomes DL, Sabbadini PS, Santos CS, Camello TC, Asad 

LM, Rosa AC, Nagao PE, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL. 

 

Revista: Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 2012; 107: 486-93. (Qualis A1) 

 

Resumo 

 Corynebacterium pseudodiphtheriticum é um patógeno humano bem conhecido que 

causa, principalmente, doença respiratória e está associado com elevada taxa de mortalidade 

em hospedeiros imunocomprometidos. Pouco se conhece sobre os fatores de virulência e 

patogênese de C. pseudodiphtheriticum. Neste estudo, culturas de células epiteliais humanas 

(HEp-2) foram utilizadas para analisar o padrão de aderência, a internalização e a 

sobrevivência intracelular da amostra padrão  ATCC 10700 e dois isolados clínicos 

adicionais. Estes micro-organismos exibiram um padrão de aderência agregativa nas células 

HEp-2 caracterizado por aglomerados de bactérias com aparência de um "empilhado de 

tijolos". As diferenças na capacidade de invadir, sobreviver no interior de células HEp-2 e 

multiplicar no ambiente extracelular até 24 h após a infecção desses micro-organismos foram 

avaliadas. O ensaio de coloração de actina fluorescente demonstrou que a polimerização da 

actina está envolvida na internalização das amostras de C. pseudodiphtheriticum. A 

despolimerização de microfilamentos por citocalasina E reduziu significativamente a 

internalização de C. pseudodiphtheriticum nas células HEp-2. A Internalização bacteriana e o 

rearranjo do citoesqueleto parecem ser parcialmente provocados pela ativação da atividade da 

tirosina-quinase. Apesar das cepas de C. pseudodiphtheriticum não demonstrarem capacidade 

de replicar intracelularmente, as células HEp-2 não conseguiram eliminar completamente as 

bactérias viáveis do sobrenadante das monocamadas infectadas no prazo de 24 h. Estas 

características contrubuem para o esclarecimento de como algumas amostras de C. 

pseudodiphtheriticum podem causar infecção grave em pacientes humanos. 
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Artigo 3: Biofilm formation and binding activities to fibrinogen and fibronectin by 

Corynebacterium pseudodiphtheriticum. 

 

Autores: Souza MC, Ramos JN, Santos LS, Sousa LP, Ssbbadini PS, Santos CS, Nagao PE, 

Vieira VV, Gomes DLR, Hirata Jr R, Mattos-Guaraldi AL. 

 

Revista: BMC Microbiology. (Submetido) (Qualis A1)    

 

Resumo 

As infecções relacionadas a biofilme são as principais causas de morbidade e 

mortalidade. Os biofilmes concedem a vários patógenos bacterianos a capacidade de se 

tornarem colonizadores persistentes, de melhorar a sua resistência aos antibióticos e o 

intercâmbio de material genético. Corynebacterium pseudodiphtheriticum, um micro-

organismo comensal da pele e trato respiratório superior, tem sido cada vez mais resistente a 

agentes antimicrobianos e responsável por graves infecções nosocomiais. No entanto, os 

fatores de virulência de C. pseudodiphtheriticum e seus mecanismos de ação ainda não estão 

claros. Neste estudo relatamos as propriedades adesivas e formação de biofilme sobre as 

superfícies abióticas hidrofílicas (vidro) e hidrofóbicas (plástico) de amostras de C. 

pseudodiphtheriticum isoladas de pacientes com infecções localizada (ATCC10700/Faringite) 

e sistêmica (HHC1507/Bacteremia). A adesão ao poliestireno atribuída às interações 

hidrofóbicas entre as células bacterianas e a esta superfície carregada negativamente 

indicaram o envolvimento de hidrofobicidade da superfície celular na fase inicial da formação 

de biofilmes. Subsequentemente, os micro-organismos ligados e multiplicados formaram 

microcolônias acumuladas como agrupamentos de células em várias camadas, um passo que 

envolveu a adesão intercelular e a síntese de moléculas de matriz extracelular. O crescimento 

adicional conduziu à formação de agregados bacterianos densos incorporados na matriz 

exopolimérica rodeado por uma rede de canais, típicas de biofilmes maduros. Os dados 

também mostraram que C. pseudodiphtheriticum interage com fibrinogênio humano (Fbg), 

fibronectina (Fn) humana e o envolvimento destes componentes séricos na formação de 

biofilme. Estas descobertas sugerem que a formação de biofilme pode estar associada com a 

expressão de adesinas diferentes,  conforme atualmente demonstrado na formação de biofilme 

aderente de crescimento in vitro em superfícies hidrofílicas e hidrofóbicas abióticas. A 
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afinidade para Fbg, Fn e a capacidade de formação de biofilme pode contribuir para o 

estabelecimento e disseminação da infecção causada por C. pseudodiphtheriticum. 
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Artigo 4: Internalization of C. pseudodiphtheriticum by epitelial cells induces apoptosis . 

 

Autores Souza MC,  Santos LS, Costa AFE, Santos GJ, Conceição SL, Rosa ACP, Nagao PE 

, Hirata Jr
 
R, Santos CS, Mattos-Guaraldi AL.   

 

Revista: (Em fase final de redação) 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

 

Resumo 

 

A eficiência para matar células não fagocíticas pode ser vantajoso para a sobrevivência 

de micro-organismos patogénicos no hospedeiro e um importante passo inicial da infecção. O 

presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de amostras de Corynebacterium 

pseudodiphthriticum isoladas de pacientes com infecções localizada (ATCC10700/Faringite) 

e sistêmica (HHC1507/Bacteremia) de matar as células epiteliais, um microrganismo 

comensal de pele e trato respiratório superior, que pode ser implicado como causa de 

infecções respiratórias e não respiratória humanas. Estudos anteriores mostraram que as 

amostras de C. pseudodiphtheriticum foram capazes de sobreviver dentro de células HEp-2 

por 24 h pós-infecção. A persistência intracelular e o crescimento bacteriano no meio 

extracelular após 24h de incubação foi observada. O método de coloração azul Trypan 

indicou um aumento significativo no número de células mortas 24 h pós-infecção com C. 

pseudodiphtheriticum. Alterações nucleares e de morte da célula hospedeira foram 

evidenciadas pelo ensaio de coloração de azul de Trypan, microscopia electrônica de 

transmissão e DAPI. As alterações morfológicas em células HEp-2 foram observadas 24 h 

pós-infecção, incluindo a vacuolização, a fragmentação nuclear e a formação de corpos 

apoptóticos. Adicionalmente, foi observada uma diminuição significativa no tamanho das 

células infectadas com amostras de C. pseudodiphtheriticum revelada pelo método de 

citometria de fluxo. Além disso, o método de dupla coloração com iodeto de propídio / 

anexina V permitiu a detecção da ocorrência de necrose e  apoptose tardia. Em conclusão, as 

amostras de C. pseudodiphtheriticum estudadas foram capazes de induzir apoptose e necrose 

em células epiteliais humanas. 
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4 DISCUSSÃO  

 

 

Durante vários anos, C. pseudodiphtheriticum tem sido implicado como causa de uma 

ampla variedade de infecções em pacientes imunocomprometidos, podendo acometer 

indivíduos de diferentes grupos etários (LaRocco et al., 1987; Cimolai et al. 1992; Izurieta et 

al. 1997; Ahmed et al., 1995;  Gutierrez-Rodero et al., 1999; Bittar et al., 2010); embora na 

maioria das oportunidades tenha sido isolado de adultos em idade ativa, diversos casos de 

infecções graves entre os idosos têm sido descritos (Morris & Guild, 1991; Chiner et al., 

1999; Li & Lal, 2000; Chudnicka et al., 2003; Szmygin-Milanowska et al., 2003; Kemp et al., 

2005; Gompelmann et al., 2011; Nhan et al., 2012). Similarmente, no presente estudo, 

aproximadamente 10% de isolados clínicos foram obtidos de pacientes idosos, a partir da 

urina, trato respiratório inferior e fluido peritoneal.  

Apesar de existirem poucos casos notificados de infecção relacionada com crianças 

(LaRocco et al., 1987; Cimolai et al., 1992; Izurieta et al., 1997; Bittar et al., 2010), em nosso 

estudo cerca de 15% das infecções por C.pseudodiptheriticum  foram observadas em menores 

18 anos de idade (sangue, urina e cateter). Até o momento, nenhum estudo anterior, descreveu 

essas infecções em recém-nascidos. Curiosamente, 42% das amostras foram isoladas de 

feridas cirúrgicas, bacteremias em neonatos da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) ou 

relacionadas ao uso de cateter.  

Alguns estudos relatam a prevalência de infecções por C. pseudodiphtheriticum em 

individuos do sexo masculino (Ahmed et al., 1995; Gutierrez-Rodero et al., 1999). Em nossas 

investigações não foram observadas diferenças entre os sexos, no entanto, quando 

considerados  os sítios de infecção, o patógeno foi principalmente isolado de urina em 

mulheres e do trato respiratório inferior em homens.  

Contrariamente ao observado em países industrializados, em nosso estudo, cepas C. 

pseudodiphtheriticum foram relacionadas principalmente com infecções nosocomiais 

ocorridas na UTI, em pacientes de diferentes faixas etárias.  

Embora não tivessemos encontrado na literatura disponível, relato de casos envolvidos 

em quadros de infecção da cavidade abdominal por C. pseudodiphtheriticum, durante as 

nossas investigacões foram observadas cinco cepas isoladas de fluido peritoneal de idosos e 

adultos com cirrose hepática, insuficiência renal ou AIDS. Apenas uma pequena proporção de 

amostras (5.3%) foram isoladas a partir de BAL de pacientes com AIDS.  
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Apesar de a espécie C. pseudodiphtheriticum ter sido raramente relatada como um 

patógeno isolado de  pele e feridas cirúrgicas, lesões cutâneas e abscessos (Cantarelli et al., 

2008), interessantemente, detectamos cepas multirresistentes relacionadas com quadros de 

feridas cirúrgicas em adultos e de pacientes internados da UTI neonatal.  

Apenas um caso de rinossinusite foi previamente descrito (Voiriot et al., 1986). Em 

nosso estudo, quatro amostras de C.pseudodiphtheriticum foram isoladas de nasofaringe de 

adultos com sinais de infecção ou cisto.  O micro-organismo também foi isolado a partir de 

secreções oculares. Segundo alguns autores, o significado de uma cultura positiva em 

superfícies oculares não deve ser ignorado, uma vez que ceratites e conjuntivites podem ser 

causadas por C.  pseudodiphtheriticum (Li & Lal, 2000). Adicionalmente a espécie C.  

pseudodiphtheriticum  tem sido associada a quadros de artrite grave (Kemp et al., 2005), 

artrite séptica secundária (Erturan et al., 2012) e osteomielite crônica (Moyad, 2013), após 

cirurgia artroscópica.  

Assim, a presença de culturas positivas para C. pseudodiphtheriticum obtidas de 

amostras de pacientes com sinais e sintomas clínicos representativos de infecção bacteriana 

não deve ser neglicenciada.  

Os perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de diversas  espécies de 

corinebactérias, incluindo C. pseudodiphtheriticum, não são frequentemente previsíveis 

(Riegel et al., 1996;. Lagrou et al., 1998; Soriano et al., 1998; Camello et al., 2003; Morinaga 

et al., 2010). A variabilidade de resistência de C. pseudodiphtheriticum a diversas classes de 

agentes antimicrobianos enfatiza a necessidade de vigilância contínua, exceto, para a 

atividade invariável de vancomicina e teicoplanina. A espécie C.  pseudodiphtheriticum é 

geralmente susceptível  a betalactâmicos, aminoglicosídeos, rifampicina, vancomicina e  pode  

apresentar níveis variáveis de susceptibilidade à ciprofloxacina, lincomicina e tetraciclina. No 

entanto, foram detectadas recentemente amostras resistentes aos macrolídeos, clindamicina, 

trimetropima / sulfametoxazol e cloranfenicol (Chudnicka et al., 2003; Szmygin-Milanowska 

et al., 2003; Olender & Niemcewicz, 2010).  

A emergência da resistência antimicrobiana entre as espécies de Corynebacterium 

também tem sido descrita para penicilina e outros agentes beta-lactâmicos (Riegel et al., 

1996; Lagrou et al., 1998; Soriano et al., 1998; Janda, 1999; Camello et al., 2003; Cherkasov 

& Gladysheva, 2010). No presente estudo, a porcentagem de resistência à penicilina e 

ampicilina variou de 39,8% a 44,2%. Resistência a oxacilina, penicilina e beta-lactamases 

produzidas por cocos Gram-positivos, atingiu 52,2%, sugerindo um padrão resistente 

dependente da modificação dos receptores à penicilina, tal como observado a proteínas 
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ligantes de penicilina de estafilococos e estreptococos. Os dados foram corroborados pelos 

resultados negativos para  a produção de beta-lactamases obtidos para as amostras de  C. 

pseudodiphtheriticum testadas em nosso estudo. De acordo com a resistência a penicilinas, o 

percentual das amostras estudadas resistentes a cefalosporinas variou de 39,9% a 46%. Além 

disso, a resistência ao imipenem (43,3%) também foi observada. Nossos dados sugerem que 

podem existir entre isolados clínicos de C. pseudodiphtheriticum um padrão de resistência 

cruzada aos beta-lactâmicos. Embora a cefotaxima tenha sido uma droga que anteriormente 

tenha exibido eficácia no tratamento de quadros de pneumonia nosocomial causada por C. 

pseudodiphtheriticum, neste estudo, 37% dos isolados clínicos obtidos de trato repiratório 

inferior foram resistentes à cefotaxima.  

O isolamento, a identificação e o perfil de susceptibilidade de C. pseudodiphtheriticum 

aos agentes antimicrobianos podem fornecer informações úteis para o tratamento dos 

pacientes (Colt et al., 1991; Manzella et al., 1995; von Graevenitz et al., 1998, Morinaga et 

al., 2010) e enfatizam a necessidade de investigar a virulência expressada pelo micro-

organismo, bem como a capacidade dessa espécie colonizar superfícies abióticas e bióticas 

dentro do contexto do processo infeccioso no hospedeiro. 

A adesão microbiana e a formação de biofilme podem representar problemas de Saúde 

Pública. Mais de 60% das infecções bacterianas tratadas pelos clínicos  são consideradas com 

envolvimento de espécies formadoras de biofilme. Mesmo em indivíduos imunocompetentes, 

essas infecções são raramente resolvidas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. 

Considerando o envelhecimento da população e o número cada vez maior de dispositivos 

médicos implantáveis, espera-se o aumento do número de infecções causadas por patógenos 

oportunistas, associadas a biofilmes (Stewart & Costerton, 2001; Sousa et al., 2011).  

A produção de biofilme pelos micro-organismos ocorre, preferencialmente, em 

superfícies inertes, como dispositivos médicos,  mas pode também  ocorrer em  tecidos  vivos,  

como ocorre em  infecções invasivas. O tratamento bem  sucedido, nestes casos, a longo 

prazo, depende de doses elevadas de antibióticos e a remoção de qualquer corpo estranho 

(Costerton et al., 1999; Donlan & Costerton, 2002; Mohamed et al., 2004, Fux et al., 2005 , 

Sousa et al., 2011).  

Para algumas espécies de corinebactérias já foram descritas propriedades adesivas a 

superfícies bióticas e abióticas e / ou de produção de biofilme, incluindo C.  jeikeium, 

Corynebacterium macginleyi e C. diphtheriae (Wang et al., 2001; Kwaszewska et al., 2006, 

Suzuki et al., 2007), interessantemente, as amostras estudadas neste trabalho exibiram tais 

propriedades  revelando um padrão de aderência agregativa (AA) previamente associada com 
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a invasividade e sobrevivência intracelular conforme descrito para outros agentes patogênicos 

humanos, incluindo C. diphtheriae (Hirata Jr et al., 2008) e Escherichia coli (EAEC) (Pereira 

et al., 2008).  

A patogênese das infecções por EAEC, em geral,  pode ser dividida em fases, 

incluindo colonização, aderência e formação de biofilme. A aderência de EAEC pode ser 

influenciada por fatores diversos que em conjunto contribuem para expressão do fenótipo AA. 

A capacidade de expressar as fímbrias AA (AAF) e a capacidade de formar biofilme parecem 

estar relacionadas (Harrington et al., 2006; Huang et al., 2006,  Fujiyama et al., 2008). 

Yanagawa & Honda (1976) relatam que a amostra padrão C. pseudodiphtheriticum 

ATCC10700 possui um grande número de pili (dezenas a mais de uma centena em 91-100% 

das células bacterianas). A presente investigação demonstrou que as amostras C. 

pseudodiphtheriticum AA-like ATCC10700/Faringite e HHC1507/Bacteremia foram capazes 

de aderir a superfícies abióticas e / ou bióticas e formar biofilmes. Os dados indicaram uma 

correlação entre o fenótipo AA e a formação de biofilme por cepas de C. 

pseudodiphtheriticum.  

Estudos adicionais permanecem necessários para determinar se pili, entre outros 

componentes da superfícies de C. pseudodiphtheriticum, estão envolvidos na adesão às 

superfícies de células epiteliais e / ou aderência às superfícies abióticas.  

A adesão primária de bactérias planctônicas é um passo crucial na formação de 

biofilme, que depende principalmente das características da superfície da célula bacteriana e 

de parâmetros ambientais (natureza da superfície do material, disponibilidade de substratos, 

nutrientes etc.) (Stanley & Lazazzera, 2004). A aderência bacteriana aos biomateriais é uma 

consequência de interações físico-químicas (forças de van der Waals, ácido-base de Lewis,  

forças electrostáticas) (Rosenberg, 1981) e atividades de proteínas e polissacarídeos de 

superfície bacteriana (Costerton et al., 1999; von Eiff et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Sousa 

et al., 2011). 

Amostras produtoras de biofilme, em geral, demonstram maior aderência a superfícies 

plásticas, em comparação com amostras não produtoras de biofilme. C. diphtheriae e espécies 

lipofílicas de corinebactérias isoladas de pele foram relacionadas com hidrofobicidade e 

formação de biofilmes em superfícies sólidas (Mattos-Guaraldi & Formiga, 1999; 

Kwaszewska et al., 2006). Similarmente à C. diphtheriae, Corynebacterium urealyticum e 

outras espécies bacterianas (Rosenberg, 1981; Mattos-Guaraldi & Formiga, 1991; Soriano et 

al., 2008), foi observada a aderência de C. pseudodiphtheriticum ao poliestireno atribuída às  

interações hidrofóbicas entre as células e a carga negativa da superfície do plástico.  No 
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entanto, as amostras estudadas exibiram diferenças na sua capacidade de produção de 

biofilmes em superfícies de poliestireno.  

Na presente investigação, as amostras de C. pseudodiphtheriticum foram evidênciadas 

como forte produtoras de biofilme na superfície do vidro. Da mesma forma que a amostra de  

C. diphtheriae BR-CAT5003748 relacionada ao cateter (Gomes et al., 2009), a formação de 

microcolônias foi verificada para ambas amostras de C. pseudodiphtheriticum ATCC 

10700/Faringite e HHC1507/Bacteremia em superfícies hidrofílicas (vidro) e hidrofóbicas 

(cateter de poliuretano).  

Substâncias poliméricas extracelulares (EPS)  produzidas por  micro-organismos 

consistem em uma mistura complexa de biopolímeros, principalmente constituídos por 

polissacarídeos, bem como proteínas, ácidos nucleicos, lípidos e de substâncias húmicas.  

Contudo, os EPS formam o espaço intercelular dos agregados microbianos, o arcabouço e a 

arquitetura do biofilme (Vu et al., 2009). A aderência de C. diphtheriae  a  superfícies  

hidrófilas de vidro foi atribuída à presença de moléculas de matriz extracelular,  

principalmente  polissacarídeos  com  níveis elevados de resíduos de ácido siálico (Mattos-

Guaraldi & Formiga, 1991; Moreira et al., 2003; Gomes et al., 2009) . 

A formação de microcolônias é uma resposta coordenada e adaptativa que facilita o 

desenvolvimento continuado e a dispersão do biofilme. O contínuo crescimento dos micro-

organismos no biofilme ocorre conduzindo à formação de densos agregados bacterianos 

incorporados à matriz exopolimerica rodeado por uma rede de canais, típicos  de  biofilmes 

maduros (O'Toole et al., 2000; Webb et al., 2003).  

Conforme descrito anteriormente por Karatan & Watnick (2009) e Webb e 

colaboradores (2003) para V. Cholerae e P. aeruginosa, imagens de CLSM do biofilme de C. 

pseudodiphtheriticum revelaram microcolônias com bactérias viáveis e bactérias mortas. 

Adicionalmente o método Live/Dead revelou o arranjo espacial das células e indicou a 

presença de porosidade e de canais ao longo do biofilme produzido pelas amostras estudadas. 

Os dados sugerem que a morte de células no interior de microcolônias pode  desempenhar um 

papel na diferenciação e subsequente dispersão de uma subpopulação de células sobreviventes 

de biofilme produzido por  C. pseudodiphtheriticum.  No entanto, o (s)  mecanismo (s)  pelo 

(s) qual (is) os canais  foram  criados dentro microcolônias e as células dispersam  dentro de 

biofilmes maduros necessita de mais investigação.  

As cepas de C. pseudodiphtheriticum estudadas  produziram biofilme em superfícies 

abióticas, incluindo dispositivos médicos de poliuretano. Os poliuretanos são normalmente 

usados em várias aplicações médicas, incluindo cateteres e tubos para fins gerais, de cama 
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hospitalar,  lençóis cirúrgicos e curativos (Donlan & Costerton, 2002; Donlan, 2008). Os 

dispositivos médicos podem diferir entre si no que diz respeito a concepção e as 

características de uso, apesar disso existem fatores específicos que determinam a 

susceptibilidade de um dispositivo para a contaminação microbiana e a formação de biofilme. 

Os números e tipos de organismos aos quais o dispositivo está exposto, a composição do meio 

dentro ou sobre o dispositivo e  propriedades do material do dispositivo,  todos esses fatores 

podem  influenciar  na formação de biofilme.  

Diversos trabalhos indicam que o aumento da síntese de exopolissacárido está, muitas 

vezes, relacionado com espécies bacterianas produtoras de biofilme em cateteres associados 

com  infecções sintomáticas (Olson et al., 2002). Uma grande quantidade de material de 

biofilme exibindo microcolônias bacterianas e material amorfo foi observado na superfície e 

interior do cateter de poliuretano infectados in vitro com C. pseudodiphtheriticum.   

Assim como outros agentes patogênicos Gram-positivos e  C. diphtheriae (Mattos-

Guaraldi & Formiga, 1991; Gomes et al, 2009) a aderência de C. pseudodiphtheriticum  a 

poliuretano pode ser parcialmente explicada  pelas cargas positivas associados com este 

polímero. A substância amorfa depositada ou glicocálice observada circundante às 

microcolônias de C. pseudodiphtheriticum  nas superfícies interna e externa do cateter de 

poliuretano reforça o fato de que as bactérias podem produzir ou atrair componentes 

exopoliméricos que fortalecem a sua ligação com superfícies inertes in vitro.  

Conforme descrito por Franson e colaboradores (1984) para estafilococos coagulase 

negativos, nossos resultados sugerem que a espécie C. pseudodiphtheriticum,  podem  invadir 

os tecidos do hospedeiro a partir de fontes exógenas ou endógenas, através de uma  ferida na 

inserção do cateter e migrarem ao longo da superfície externa do cateter e eventualmente 

colonizar o segmento de cateter. Em ambientes naturais, as bactérias aderem principalmente à 

camada de moléculas adsorvidas, que reveste as superfícies inertes. In vivo, qualquer 

superfície de material é rapidamente coberta por  plasma e proteínas de matriz para a qual as 

bactérias podem  expressar  adesinas específicas (Whittaker et al., 1996, Arciola et al., 2005). 

A estimulação da formação de biofilme bacteriano por proteínas exógenas de mamíferos tem 

sido relatada em muitos patogénios humanos (Akiyama et al., 1997, Bonifait et al., 2008). 

A fibronectina (Fn) é uma glicoproteína encontrada em  forma solúvel em muitos 

fluidos corporais (sangue, saliva) e em forma insolúvel, como um componente da superfície 

celular, membranas basais e da matriz extracelular. A Fn solúvel em plasma interage com 

várias bactérias e pode servir como um receptor na adesão das bactérias às células hospedeiras 

epiteliais.  
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A capacidade das bactérias de interagir com vários domínios diferentes na molécula de 

Fn pode desempenhar um papel importante na aderência bacteriana e no tropismo por tecidos  

(Hynes, 1990). Investigações  recentes relatam que pelo menos 10 proteínas diferentes de E. 

coli ligam a Fn, levando a internalização de E. coli por células hospedeiras humanas, 

incluindo células epiteliais (Henderson et al., 2011). 

 Para outro patógeno bem conhecido, S. aureus, a Fn é alvo de bactérias através de 

receptores de Fn (FnBPs) que estão ancorados na parede celular bacteriana deste micro-

organismo, interações que podem desempenhar um papel importante no processo de infecção. 

Estudos anteriores têm demonstrado que FnBPs não só podem mediar a adesão bacteriana às 

células hospedeiras, mas também a adsorção de bactérias por células e formação de biofilme 

(Schwarz-Linek et al., 2003). O'Neill  e colaboradores (2008) relatou que o biofilme 

promovido por FnBP ocorreu ao nível da acumulação intracelular e ligação não primária à Fn 

ou Fbg.  

 Muitas bactérias patogênicas exploram  os mecanismos envolvidos nos sistemas de 

coagulação para colonizar tecidos com  proteínas de matrix expostas ou fugir dos mecanismos  

imunológicos.  

O fibrinogénio (Fbg), é uma grande proteína humana plasmática e é principalmente 

envolvida no sistema de cascata de coagulação através da sua conversão em fibrina insolúvel. 

A síntese do Fbg é regulada durante a inflamação ou sob exposição a stresses, tais como 

infecções sistêmicas. Ambos Fbg e fibrina desempenham sobrepostos papéis na coagulação 

do sangue, na resposta a fibrinólise inflamatória, nas interações celulares e da matriz e 

cicatrização de feridas (Cheung et al., 1991; Davis et al., 2001; Mosesson, 2005).  

Uma análise  comparativa do biofilme de proteoma de S. aureus de e células 

planctônicas evidênciou que as células do biofilme expressaram níveis elevados de proteína 

associada com a ligação de células e, em particular,  receptores de Fbg (Resch et al., 2006).  

Para Streptococcus suis, a propriedade de ligação ao Fbg permitiu prender as bactérias umas 

às outras através Fbg mediado por cross-brindging (Bonifait et al., 2008) contribuindo para a 

formação de biofilme. A ligação de Fbg a Streptococcus agalactiae desempenhou um papel 

significativo na prevenção da fagocitose (Tenenbaum et al., 2005).  

Semelhante aos dados encontrados em trabalhos com C. diphtheriae (Souza et al., 

2004, Gomes et al., 2009, Sabbadini et al., 2010), a capacidade de cepas de C. 

pseudodiphtheriticum interagir com  a Fn e com o Fbg  foi demonstrada neste estudo. 

Curiosamente, Fn e o Fbg interagiu com menor afinidade para a amostra isolada de sangue 

(HHC1507/Bacteremia). As propriedades de interação com a Fn e com o Fbg, possivelmente 
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favoreceram a aderência à superfície do epitélio respiratório pela amostra ATCC 

10700/Faringite. Os dados sugerem que a interação com a Fn e com o Fbg podem apresentar 

uma natureza multifatorial e relevância na promoção, fixação de C. pseudodiphtheriticum nas 

células epiteliais hospedeiras, nos tecidos danificados e / ou coágulos de sangue, tal como 

anteriormente observado para outros agentes patogênicos Gram-positivos (Bonifait et al., 

2008; O'Neill el al., 2008).  

Além da capacidade de produção de biofilme diretamente em superfícies hidrófilas e 

hidrófobas abióticas, a produção de biofilme por C. pseudodiphtheriticum foi observada na 

presença de Fbg e Fn. No entanto, os isolados clínicos responderam inversamente, na 

presença de Fbg e / ou Fn ligados à superfície sólida. A formação de biofilme pela amostra 

ATCC10700/Faringite foi mais eficiente nas superfícies de poliestireno revestidas com Fbg e 

/ ou Fn e ocorreu redução do biofilme formado pela amostra HHC1507/bacteremia, quando 

comparada com a formação de biofilmes em superfícies não revestidas. Assim, a expressão de 

adesinas que interagem com Fbg e Fn em diferentes níveis podem estar implicados na 

formação de biofilme por cepas de C. pseudodiphtheriticum, como previamente relatado para 

S. suis (Bonifait et al., 2008).  

A afinidade para Fbg e Fn humana e a capacidade de formação de biofilme em 

superfícies hidrofílicas e hidrofóbicas abióticas parece se uma característica da 

patogenicidade de C. pseudodiphtheriticum que pode estar contribuindo para o 

estabelecimento e disseminação da infecção no hospedeiro.  

O comportamento de um micro-organismo dentro das células epiteliais fornece 

algumas indicações sobre sua estratégia geral de patogenicidade. A  aderência bacteriana às 

estruturas das células de  mucosas e epiteliais é importante não só para a persistência 

microbiana nas vias aéreas, mas também para sua disseminação sistêmica (Riise et al., 2000). 

Além disso, a internalização de bactérias por células epiteliais indica que essas espécies 

desenvolveram mecanismos especializados que atraem funções celulares normais de 

acolhimento e estímulo ao seu consumo próprio e adaptação ao meio intracelular (Meyer et 

al., 1997).  

Organismos infecciosos são frequentemente introduzido na célula por endocitose. A 

vacuolização citoplasmática e degradação sugerem a morte das células infectadas, o que 

poderia fornecer uma rota para a disseminação de microorganismos para locais próximos e/ou 

distantes, onde focos de infecção metastática poderiam ser estabelecidos (Henics & Wheatley, 

1999).  
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Estudos anteriores demonstraram que os bacilos da difteria podem entrar  nas células 

epiteliais através de uma íntima adesão com as membranas celulares, bem como comprovam a 

presença de bactérias no interior vacúolos (Hirata et al., 2002). A presente investigação 

demonstrou que durante a invasão de células HEp-2, numerosas bactérias C. 

pseudodiphtheriticum estão presentes dentro de um vacúolo ligada à membrana única, 

concomitante ao desprendimento de células epiteliais. Estes mecanismos podem ser relevantes 

para em infecções in vivo, permitindo que amostras da espécie C. pseudodiphtheriticum  

possam  romper a barreira de células epiteliais e entrar nos tecidos mais profundos.  

As amostras de C. pseudodiphtheriticum estudadas associadas com infecção humana 

demonstraram variações na sua capacidade de se replicar no ambiente extracelular e 

sobreviver na presença de células HEp-2. Os resultados sugerem também que as cepas de 

C.pseudodiphtheriticum não só multiplica e permanece sobre a superfície do hospedeiro,  mas 

também podem utilizar a sua ligação às células epiteliais, como um passo essencial para 

atingir a tecidos mais profundos ou a outros locais. 

Durante a infecção, muitas bactérias patogênicas modulam o citoesqueleto de actina 

das células hospedeiras eucarióticas para facilitar diversos processos infecciosos, tais como a 

fixação ou a invasão das células epiteliais. As bactérias enteropatogênica são as mais 

estudadas neste âmbito da pesquisa e estas usurpam  microfilamentos da célula hospedeira 

para a sua entrada (Chu & Lu 2005).  

A entrada de um patógeno em células não fagocíticas envolve a ativação de 

mecanismos de transdução de sinal para induzir a rearranjos do citoesqueleto hospedeiro, 

facilitando assim a absorção celular bacteriana. A ativação da atividade da tirosina-quinase é 

uma característica comum das vias de transdução do sinal que conduzem à internalização de 

patógenos invasivos (Finlay et al., 1991; Tan et al., 1998).  

No processo de invasão de C. pseudodiphtheriticum, a ligação da bactéria desencadeia 

um sinal na célula epitelial induzindo a reorganização dos componentes do citoesqueleto, que 

circundam o organismo e proporcionam a força necessária para a adsorção bacteriana. No 

entanto, as amostras de C. pseudodiphtheriticum mostraram  habilidades variadas para acionar 

os mecanismos de transdução de sinal para induzir esses rearranjos do citoesqueleto 

hospedeiro, durante seus processos de invasão. Rearranjo do citoesqueleto parecia ser 

parcialmente provocado por ativação de tirosina-cinases. Além disso, amostras de C. 

pseudodiphtheriticum podem gerar microfilamentos independentes de vias para a adsorção 

bacteriana, tal como anteriormente observado entre outros agentes patogênicos humanos 

(Meyer et al., 1997). 
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 A adesão e a persistência intracelular nas células HEp-2 foram elevadas na amostra 

piliada de C.pseudodiphtheriticum ATCC 10700. Ao contrário de C. diphtheriae (Mattos-

Guaraldi & Formiga, 1991), as amostras C. pseudodiphtheriticum avaliadas neste estudo 

foram incapazes de aglutinar eritrócitos humanos. Assim, nas condições experimentais 

utilizadas no presente estudo, as adesinas de C. pseudodiphtheriticum  com afinidade para as 

células HEp-2 foram incapazes de atuar como hemaglutininas para as hemácias íntegras. As 

diferenças observadas na capacidade destas cepas para aderir, entrar e sobreviver no interior 

das células hospedeiras sugerem uma diversidade qualitativa e / ou quantitativa na expressão 

dos componentes bacterianos que funcionam como adesina (s) e / ou invasina (s).  

Em vários estudos, verdadeiros  patógenos oportunistas foram classificados de acordo 

com os seus padrões de aderência em cultura células. O padrão de aderência AA foi 

reconhecido nas cepas de Klebsiella pneumoniae, que estão associadas com colite neonatal 

em ambiente hospitalar (Livrelli et al., 1996).  

Para Escherichia coli diarreiogênica, a associação de padrões de aderência com as 

diferentes síndromes clínicas tem sido bem estabelecida (Nataro & Kaper, 1998). Estudos 

prévios demonstraram que as propriedades AA de E. coli enteroagregativa (EAEC) e de 

amostras de C. diphtheriae (Hirata Jr et al., 2008) frente às células epiteliais cultivadas foram 

associadas com a capacidade de invasão e sobrevivência intracelular (Pereira et al., 2008). 

Todas as cepas de C. pseudodiphtheriticum testadas apresentaram  um  padrão de aderência  

diferente dos bacilos da difteria caracterizado por  um padrão AA -Like, independentemente 

da origem do isolado. Do mesmo modo que EAEC, dois isolados clínicos de C. 

pseudodiphtheriticum (faringite ATCC10700/exudative e HTR1503/pneumonia) 

apresentaram propriedades adesivas AA-like associadas com a invasão e a persistência 

intracelular. A amostra HHC1507/bacteremia AA-like foi incapaz de persistir no 

compartimento intracelular e bactérias viáveis foram observadas apenas nos sobrenadantes. 

Estes dados sugerem que existem diferenças nos mecanismos de patogenicidade das cepas de 

C. Pseudodiphtheriticum estudadas. 

Patogénios extracelulares, tais como E. coli uropatogênicas (Mulvey et al., 2001) e 

Helicobacter pylori (Necchi et al., 2007), têm sido demonstrados colonizando 

transitoriamente o ambiente intracelular do epitélio de mucosa, como estratégia para a 

persistência a longo prazo. Assim, a capacidade das bactérias para sobreviver no interior das 

células hospedeiras, pode servir para intensificar a patogenicidade de C. 

pseudodiphtheriticum.  
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A utilização do espaço intracelular por C. pseudodiphtheriticum poderia ser um meio 

de sobrevivência sob condições adversas extracelulares. Os microrganismos testados foram 

diferencialmente capazes de entrar e persistem por longos períodos de tempo dentro das 

células epiteliais humanas. A Internalização bacteriana por células epiteliais indica que essas 

espécies desenvolveram mecanismos especializados que se associam as funções normais da 

célula hospedeira e estimulam o seu consumo próprio e adaptação ao meio intracelular 

(Meyer et al., 1997).  

A persistência e sobrevivência intracelular de C. pseudodiphtheriticum no epitélio 

também podem contribuir para a manutenção do agente patogênico no organismo humano, 

uma vez que estaria protegido dos mecanismos de controle  imunitário do hospedeiro e dos 

agentes antimicrobianos utilizados na terapia, tal como anteriormente observado em estudos 

que relatam a sobrevivência de  Staphylococcus aureus dentro de células endoteliais (Menzies 

& Kourteva, 1998). As propriedades autoagregativas e hidrofóbicas expressadas por C. 

pseudodiphtheriticum  podem ajudar a enganar a defesa imunológica e, conseqüentemente, 

favorecer a fixação e sobrevivência do micro-organismo nas superfícies cutâneas e / ou 

mucosas. 

 A apoptose, é um processo ativo, que requer ativação de proteínas da própria célula 

para a ocorrência da morte celular (Kerr et al., 1972) e reúne  um padrão de alterações 

morfológicas associado à morte celular programada, quer por células imunocompetentes, que 

por células epiteliais. No entanto, a apoptose pode ser uma estratégia de agente patogênico 

microbiano para escapar a partir da célula hospedeira infectada permitindo invadir as camadas 

mais profundas da mucosa para a colonização bacteriana prolongada (Martin, 2010).  

As células epiteliais da mucosa pode responder às bactérias por vários mecanismos 

diferentes (Zylchinsky & Sansonetti 1997; Herard et al., 1996). Ao contrário de outras 

superfícies mucosas, o epitélio respiratório é altamente resistente à apoptose, e esta resposta é 

ativada apenas quando as condições apropriadas epiteliais estão presentes, bem como as cepas 

patogênicas de bactérias capazes de expressar adesinas e citotoxinas coordenadamente (Rajan 

et al., 2000).  

Os mecanismos de morte celular  induzidos por amostras de C. pseudodiphtheriticum 

estudadas parecem ser semelhantes aos descritos previamente para cepas de C. diphtheriae 

não toxigénicas (Santos et al., 2009). A formação de corpos apoptóticos, alterações na 

permeabilidade da membrana e uma redução significativa na viabilidade das células HEp-2 

sugerem uma apoptose tardia ou necrose secundária 24 h pós-infecção com C. 

pseudodiphtheriticum. Similarmente, as espécies Mycobacterium tuberculosis (Danelishvili et 
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al., 2003) e C. diphtheriae (Sabbadini et al., 2012), C. pseudodiphtheriticum induziu tanto 

apoptose e necrose em células epiteliais humanas. As  cepas de C. pseudodiphtheriticum 

desenvolveram mecanismos para promover a sua sobrevivência e reprodução, bem como 

estratégias para exercer a apoptose e necrose em células epiteliais humanas, um passo 

essencial para chegar a tecidos mais profundos ou outros sítios. 

É provável que o pequeno número de casos clínicos em países industrializados 

relatados na literatura não reflitam o verdadeiro panorama da incidência de C. 

pseudodiphtheriticum em infecções humanas em todo o mundo. Além disso, uma triagem 

universal para este organismo ainda tem sido  um desafio na rotina de muitos laboratórios.  

Já está claro que os processos utilizados por esta bactéria “oportunista” imitam aqueles 

utilizados por um grupo de conhecidos patógenos humanos invasivos. Possivelmente as 

características descobertas e evidênciadas neste trabalho ressaltam que os mecanismos de 

patogenicidade do C. pseudodiphtheriticum não devem ser subestimados, especialmente 

quando este micro-organismo estiver envolvido em quadros infecciosos invasivos, inclusive 

em pacientes que fazem uso de dispositivos médicos e/ou imunocomprometidos. A presente 

investigação aponta para a necessidade de estudos mais aprofundados acerca de uma 

identificação molecular mais ampla dessas amostras e de propagação deste micro-organismo 

em outras células do hospedeiro, além das células Hep-2, envolvidas na resposta à patogênese 

destas infecções. Nesse sentido, esforços já vêm sendo direcionados para a identificação 

molecular por sequenciamento das cepas de C. pseudodiphtheriticum  estudadas, pesquisa dos 

processos de interação dessas amostras com células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVEC) e macrófagos humanos U937,  a interação com outra molécula de MEC, o 

colágeno, tendo em vista o relevante papel da mesma na produção de biofilme e sua potencial 

participação na persistência e/ou propagação deste micro-organismo no hospedeiro. Sendo 

assim, tais aspectos constituem estratégias em andamento em projetos conjuntos com 

pesquisadores de diferentes Instituições de Pesquisa no Brasil e no exterior.  
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CONCLUSÕES 

 

 

 O isolamento de Corynebacterium pseudodiphtheriticum de infecções graves, com 

elevada mortalidade em pacientes imunocomprometidos  e a ocorrência de fenótipos 

multirresistentes  foram observados na região metropolitana do Rio de Janeiro. Os 

profissionais de saúde devem permanecer alertas para a possibilidade de ocorrência de 

novos casos de infecções por Corynebacterium pseudodiphtheriticum, o que 

certamente levará um aumento do número de relatos em áreas metropolitanas de 

países em desenvolvimento; 

 

 

 Apesar das diferentes origens, todas as amostras de C. pseudodiphtheriticum  exibiram 

padrão de aderência do tipo agregativo-like. A expressão deste tipo de padrão de 

aderência pode ser considerado como fator sugestivo do potencial invasivo de 

amostras de C. pseudodiphtheriticum; 

 

 

 Em adição à capacidade de expressão do padrão de aderência do tipo agregativo-like, 

as amostras apresentaram  capacidade de aderir a superfícies abióticas e /ou bióticas e 

formar biofilme; 

 

  

 C. pseudodiphtheriticum  exibiu diferenças na capacidade de aderir ao poliestireno. 

Este mecanismo parece ser atribuído às interações hidrofóbicas entre a bactéria e a 

carga negativa da superfície do plástico. 

 

 

 Todas as amostras testadas foram identificadas como forte produtoras de biofilme em 

superfícies hidrofílicas (vidro) e hidrofóbicas (poliuretano).  

 

 

 C. pseudodiphtheriticum  pode causar infecções relacionadas ao uso de cateter, 

particularmente em pacientes imunocomprometidos, incluindo os idosos e portadores 
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de neoplasias. Todas as amostras estudadas foram capazes de aderir ao cateter de 

poliuretano nas condições experimentais utilizadas neste estudo; 

 

 

 O biofilme formado na superfície hidrofílica do vidro foi caracterizado por 

microcolônias com bactérias viáveis com membranas intactas e bactérias mortas com 

membranas danificadas o que pode desempenhar um papel na diferenciação e 

subsequente dispersão de uma subpopulação de células sobreviventes de biofilme 

formado por  C. pseudodiphtheriticum; 

 

 

 As amostras de C. pseudodiphtheriticum  interagiram com Fn e Fbg humano em 

diferentes intensidades; 

 

  

 C. pseudodiphtheriticum  foi  capaz de formar biofilme em superfícies inertes, porém 

os isolados clínicos responderam inversamente, na presença de Fbg e / ou  Fn  ligados 

à superfície sólida. A  formação de biofilme pela amostra isolada de faringite foi mais 

eficiente nas superfícies de poliestireno revestidas com  Fbg e / ou Fn e ocorreu 

redução do biofilme formado pela amostra isolada de sangue, quando comparada com 

a formação de biofilmes em superfícies não revestidas; 

 

 

 As amostras associadas com infecções humanas demonstraram variações na 

capacidade de invadir, replicar no ambiente extracelular e sobreviver na presença de 

células epiteliais humanas sugerindo uma diversidade quantitativa e/ou qualitativa na 

expressão dos componentes bacterianos que funcionam como adesina (s) e/ou invasina 

(s); 

 

 

 No processo de invasão de C. pseudodiphtheriticum a ligação bacteriana aciona os 

mecanismos de transdução de sinal na célula epitelial, induzindo a reorganização dos 

componentes do citoesqueleto, que circundam o organismo e proporcionam a força 

necessária para a absorção bacteriana; 
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 As amostras de C. pseudodiphtheriticum investigadas apresentaram variações na 

habilidade de acionar os mcanismos de transdução de sinal para induzir o rearranjo do 

citoesqueleto hospedeiro; 

 

 

 A adesão e a persistência intracelular em células HEp-2 foram elevadas na amostra 

piliada ATCC10700 de C. pseudodiphtheriticum; 

 

 

 As cepas estudadas isoladas de infecções invasivas induziram apoptose (tardia) e 

necrose em células epiteliais humanas; 

 

 

 As cepas C. pseudodiphtheriticum com potencial invasor, associadas a pacientes 

imunocomprometidos parecem estar utilizando os mecanismos de patogenicidade 

evidênciados nesta investigação, tais como, adesividade às superfícies abióticas e 

bióticas, formação de biofilme, invasão e indução de apoptose, para promover a sua 

sobrevivência e reprodução no hospedeiro, um passo crucial para o estabelecimento da 

infecção. 
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