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RESUMO 

 

 

SANT’ANNA, Lincoln de Oliveira. Caracterização de corinebactérias isoladas de infecções 

urinárias e investigação de mecanismos de virulência de Corynebacterium mycetoides. 2016. 

105 f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 
 Corynebacterium têm sido cada vez mais relacionadas a casos de infecções invasivas, 

incluindo em indivíduos imunocomprometidos. No entanto, este grupo de micro-organismos 

permanece frequentemente identificado erroneamente e/ou descartado como contaminantes, 

principalmente devido às novas espécies. Além disso, os limitados ensaios baseados em culturas e 

métodos de identificação tipicamente utilizados em laboratórios de microbiologia contribui para 

este problema. A Infecção do trato urinário (ITU) é considerada a segunda infecção bacteriana 

mais comum. Uma ampla gama de fatores pode aumentar a susceptibilidade a ITU, incluindo 

idade, sexo e insuficiência renal. No presente estudo foram descritos aspectos microbiológicos e 

epidemiológicos de 69 cepas de Corynebacterium spp. previamente isoladas a partir de 

urinoculturas de pacientes com ITU atendidos em um hospital universitário brasileiro. Além disso, 

pela primeira vez, verificou-se o potencial patogênico para o trato urinário humano de 

Corynebacterium mycetoides. As estirpes foram identificadas pelos métodos fenotípicos 

convencionais. A susceptibilidade bacteriana a 14 agentes antimicrobianos foi verificada pelo 

método de difusão em disco. Os resultados indicaram que os casos de ITU relacionados com 

corinebactérias foram mais observados entre pacientes ambulatoriais (82,61%) atendidos nas 

unidades de transplante renal (50,72%) e urologia (23,19%). Os microrganismos foram mais 

observados no sexo feminino (71,04%) e na faixa etária entre 41-60 anos (55,07%). 

Corynebacterium spp., correspondente a > 103 UFC/ml, foram isolados a partir de culturas 

monomicrobiana (41%) e polimicrobiana (60%), sendo os estafilococos coagulase-negativo 

(23,53% deles, cepas multirresistentes - MDR) com maior frequência (41,46 %). A identificação 

fenotípica convencional identificou o complexo C. xerosis/striatum/amycolatum/minutissimum na 

maioria (n=40; 57,97%) das infecções, além de C. propinquum (n=02), C. afermentans (n=08), C. 

jeikeium (n=01), C. coyleae (n=01), C. glucuronolyticum (n=01), C. urealyticum (n=01), CDC 

Grupo G (n=01) e Corynebacterium spp. (n=14). A maior parte dos isolados foram identificados 

como MDR. Devido à variabilidade de perfis fenotípicos, uma parte dos isolados não foi possível 

de serem identificados ao nível de espécie, exigindo técnicas mais sofisticadas. A cepa 2450 

isolada de uma paciente previamente submetida a transplante renal, com morfologia colonial 

atípica (não-hemolítica, brilhante e colônias amareladas), foi inicialmente identificada como 

Corynebacterium sp.. A cepa também foi analisada pelos sistemas API Coryne, RapID CB e BBL 

Cristal, além da espectrometria de massa e ensaios de genotipagem. O MALDI-TOF e o 

sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoβ foram os únicos eficazes na identificação, 

identificando a cepa como C. mycetoides. O potencial de virulência de C. mycetoides foi 

demonstrado pela expressão do perfil MDR, a formação de biofilmes em superfícies de cateteres e 

os efeitos de citotoxicidade em Caenorhabditis elegans. C. mycetoides também foi capaz de aderir 

e sobreviver dentro de células epiteliais de rim (Vero). Concluindo, as corinebactérias, incluindo 

C. mycetoides devem ser incluída entre os uropatógenos. Os recentes avanços tecnológicos 

facilitam a identificação de novos agentes etiológicos. A necessidade de dados precisos e 

atualizados é evidente, particularmente à luz das preocupações em relação à resistência 

antimicrobiana. 

 

Palavras-chave: Infecções do trato urinário. Corynebacterium mycetoides. Úlcera tropicalóide de 

Castellani. Corynebacterium sp. 



ABSTRACT 

 

 

SANT’ANNA, Lincoln de Oliveira. Characterization of corynebacteria isolated from 

urinary tract infections and research virulence mechanisms Corynebacterium 

mycetoides. 2016. 105 f. Dissertation (Master of Medical Sciences) - Faculty of Medical 

Sciences, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 
 

 Corynebacterium species have been increasingly related to cases of invasive 

infections, including immunocompromised individuals. However, this group of 

microorganisms remains frequently misidentified and/or dismissed as contaminants, partially 

due to the fact that many new taxa of coryneform bacteria have been described. Moreover, 

limited culture-based assays and identification methods typically utilized in microbiology 

laboratories contribute to this problem. Urinary tract infections (UTI) are considered the 

second most common bacterial infection. A wide range of factors may increase susceptibility 

to UTI, including age, gender and renal insufficiency. In the present study were described 

microbiological and epidemiological aspects of 69 strains of Corynebacterium spp. previously 

isolated from urine samples of  UTI patients attended in a Brazilian university hospital. 

Additionally, we firstly verified the pathogenic potential to the human urinary tract 

of Corynebacterium mycetoides. Corinebacterial strains were identified by conventional 

phenotypic methods. Bacterial susceptibility to 14 antimicrobial agents was verified by the 

disk diffusion method. Results indicated that cases of ITU related to corynebacteria were 

mostly observed among outpatients (82.61%) attended in the kidney transplant (50.72%) and 

urology units (23.19%). Microorganisms were mostly observed among females (71.04%) and 

41 to 60 year-old age group (55.07%). Corynebacterium spp., corresponding to >10
3
 UFC/ml, 

were isolated from monomicrobial (41%) and polymicrobial (60%) infectious episodes, with 

coagulase-negative staphylococci (including 23.53% multidrug resistant - MDR strains) being 

isolated most frequently (41.46%).  Classical phenotypic analyses identified Corynebacterium 

striatum/amycolatum/xerosis/minutissimum complex in most (n=40; 57.97%) opportunities, in 

addition to C. propinquun (n=02), C. afermentans (n=08), C. jeikeium (n=01), C. coyleae 

(n=01), C. glucuronolyticum (n=01), C. urealyticum (n=01), CDC Grupo G (n=01) and 

Corynebacterium sp. (n=14).  Corynebacterial urine isolates were mostly identified as MDR.  

Due to variability of phenotypic profiles, a range of urine isolates were unable to be identified 

to species level, requiring more sophisticated techniques. The 2450 strain isolated from 

patient previously submitted to renal transplantation that presented atypical colony 

morphology (non-hemolytic, shiny and yellowish colonies), initially identified as 

Corynebacterium sp., was also analyzed by API Coryne, RapID CB and BBL Crystal, mass 

spectrometry and genotyping assays. MALDI-TOF and 16S rRNA and rpoB gene sequencing 

were effective in identifying it as C. mycetoides. Virulence potential of C. mycetoides was 

demonstrated by the expression of MDR profile, biofilm formation on catheters surfaces and 

cytotoxicity effects on Caenorhabditis elegans. C. mycetoides was also able to adhere to and 

survive within kidney epithelial (Vero) cells. In conclusion, varied corinebacterial species, 

including C. mycetoides should be included among uropathogens. Recent advances in 

molecular biology may facilitate the identification of new etiologic agents for UTI. The need 

for accurate and updated population surveillance data is apparent, particularly in light of 

concerns regarding antimicrobial resistance. 

 

Keywords: Urinary tract infection. Corynebacterium mycetoides. Castellani's "tropicaloid" 

ulcer. Corynebacterium sp. 
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INTRODUÇÃO  

 

As infecções do trato urinário (ITU) são infecções comuns que acometem homens e 

mulheres de todas as faixas etárias e apresentam variabilidade quanto às formas de 

apresentação e intensidade do quadro. A ITU é considerada a doença infecciosa bacteriana 

mais comum na população geral, tanto em nível comunitário quanto em nível hospitalar, 

representando uma das causas mais comuns de consultas médicas em todo o mundo (GUPTA 

et al., 2011; RODRIGUES et al., 2010).  

Apesar do introito vaginal e da porção distal da uretra abrigarem uma microbiota que 

inclui na sua composição algumas espécies dos gêneros estreptococos, estafilococos e 

lactobacilos além de micro-organismos corineformes, são os bacilos Gram-negativos 

entéricos, incontestavelmente, os mais frequentes agentes etiológicos de ITU.  Dentre estes, a 

espécie Escherichia coli é a mais frequentemente isolada e que tem seus fatores de virulência 

mais bem investigados.  E.coli tem sido relacionada com 75% a 80% dos casos de ITU, tanto 

em pacientes hospitalizados quanto em pacientes não hospitalizados (FALAGAS et al., 2010; 

PALLET; HAND, 2010) e contribuem para uma taxa significativamente alta de morbidade. 

Outros bacilos Gram-negativos entéricos como Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis são 

considerados agentes causadores de ITU (KONINGSTEIN et al., 2014). 

O número de casos de infecções humanas relacionadas com algumas espécies do 

gênero Corynebacterium tem sido crescente tanto em países industrializados quanto em 

desenvolvimento, podendo levar a óbito pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes. 

O aparecimento de amostras multirresistentes e o aumento do número de casos de infecções 

de origens diversas, algumas fatais, têm contribuído para aumentar o interesse por esse grupo 

de bastonetes Gram-positivos irregulares (BGPI). As apresentações clínicas das infecções 

dependem da espécie envolvida, tendo como principais sítios de infecção o trato urinário e 

respiratório inferior, sítios intravenosos (cateter e sangue), liquor, líquido peritoneal, feridas 

cirúrgicas, além de lesões cutâneas, abscessos e secreção ocular (CAMELLO et al, 2002; 

FUNKE; BERNARD, 2011; MARTINS et al, 2009,). Entretanto, o potencial patogênico dos 

micro-organismos corineformes permanece subestimado pelos profissionais de saúde.  Na 

maioria dos laboratórios esses patógenos permanecem sendo descartados como meros 

contaminantes.   

Atualmente, entre os membros do gênero Corynebacterium, Coryenbacterium 

urealyticum permanece descrito como o principal agente causador de ITU. Contudo, tem sido 

observado um aumento no isolamento de outras espécies deste gênero em urinoculturas, 
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sobretudo naquelas provenientes de pacientes imunocomprometidos, de indivíduos com longo 

tempo de internação ou de transplantados (AUDARD et al., 2003; CAMELLO et al., 2009; 

CHOE et al., 2012; DIAS et al., 2010; FERRER et al., 2001; FUNKE et al., 1998; HERTIG et 

al., 2000; LÓPEZ et al., 2009; VEDEL et al., 2006; VERDAGUER et al., 2008; 

VILLANUEVA et al., 2002; PRETE et al., 2008).  

 A identificação das corinebactérias é um dos grandes desafios que os laboratórios 

clínicos enfrentam devido principalmente a enorme diversidade de espécies micro-

organismos. A reclassificação taxonômica das corinebactérias tem sido freqüente conforme 

aumenta o grau de conhecimento relativo às suas características fenotípicas e genotípicas. 

Dificultando ainda mais a valorização microbiológica e clínica do isolamento, a escolha do 

esquema de identificação para o diagnóstico laboratorial, a identificação de gênero e espécies 

além da antibioticoterapia. 

Ao contrário do observado para E. coli, escassas são as pesquisas relacionadas às ITU 

causadas por diferentes espécies de corinebactérias no ambiente hospitalar em países 

emergentes, aos procedimentos de diagnóstico laboratorial que permitam a correta 

identificação desses patógenos além dos possíveis fatores de virulência envolvidos nesses 

processos. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Infecções do trato urinário 

 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (ANVISA, 2004) até 

2003 os sinais e sintomas relacionados a estas infecções foram responsáveis por cerca de 3 a 

4% das consultas médicas anuais em mulheres no Brasil. Nos Estados Unidos da América, as 

ITU resultam, em média, 3.600.000 consultas médicas anuais e mais de 100.000 

hospitalizações (GUPTA et al., 2011). No Reino Unido, elas chegam a representar 23% das 

infecções e estão associadas a aproximadamente 8% das bacteremias por uso de cateter 

(SIGN, 2012). Pesquisas revelam que 50% das mulheres e 12% dos homens irão vivenciar ao 

menos um episódio de infecção urinária durante sua vida. Mais do que isso, aproximadamente 

25% destas mulheres apresentarão infecções recorrentes entre 6 e 12 meses (FOXMAN; 

BROWN, 2003; FOXMAN, 2010; MAHESWARI et al., 2013). 

As infecções urinárias resultam de uma série de complexas interações entre os 

uropatógenos e o hospedeiro, o qual poderá manifestá-las de forma aguda ou crônica, ou 

permanecer assintomático (HORVATH JR et al. 2012; SMELTZER; BARE, 2005). Elas são 

classificadas em ITU inferior, quando acometem a uretra (uretrite), bexiga (cistite) e próstata 

(prostatite), e ITU superior, quando comprometem a pelve renal (pielonefrite), os rins (nefrite 

intersticial) e causam abcessos renais (SMELTZER; BARE, 2005). 

As ITU também são classificadas em complicadas e não complicadas. A ITU é 

classificada como não complicada quando ocorre em paciente com estrutura e função do trato 

urinário normal e é adquirida fora de ambiente hospitalar. As condições que se associam à 

ITU complicada incluem as de causa obstrutiva (hipertrofia benigna de próstata, tumores, 

urolitíase, estenose de junção uretero-piélica, corpos estranhos, etc); anátomofuncionais 

(bexiga neurogênica, refluxo vesico-ureteral, rim-espongiomedular, nefrocalcinose, cistos 

renais, divertículos vesicais); metabólicas (insuficiência renal, diabetes mellitus, transplante 

renal); uso de catéter de demora ou qualquer tipo de instrumentação; derivaçõesileais 

(HEILBERG; SCHOR, 2003). 

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

sexos em cada faixa etária, com exceção da terceira idade. Durante o primeiro ano de vida, o 

sexo masculino é o mais atingido em virtude da maior incidência de malformação uretral 

nessa população. Já durante a infância, as ITU acometem com maior incidência o sexo 
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feminino devido ao menor comprimento da uretra neste grupo e ao refluxo de urina. Na fase 

adulta, a ocorrência de ITU aumenta, mas o panorama se mantém com o predomínio do sexo 

feminino em razão do início das atividades sexuais. Em adultos do sexo masculino as ITU são 

raras e comumente associadas a infecções prostáticas subjacentes. Nos idosos, episódios de 

ITU são extremamente comuns, independentemente do sexo, seja de forma sintomática ou 

assintomática, principalmente devido à mucosa vaginal atrófica nas mulheres e à hiperplasia 

prostática nos homens. Independentemente da faixa etária, a gestação, o diabetes mellitus, a 

imunossupressão e outras doenças de base são fatores que favorecem o aparecimento destas 

infecções (FOXMAN, 2003; GONZÁLEZ-CHAMORRO et al., 2012; KONEMAN et al., 

2006; NICOLLE, 2001). 

 

 

1.1.1 Fisiopatologia e etiologia das ITU 

 

O trato urinário conta com diversos mecanismos de defesa que dificultam o 

estabelecimento dos micro-organismos e, assim, o progresso da infecção. O efeito mecânico 

da micção, a concentração osmótica da urina, o baixo pH, a ação bactericida dos fluidos 

prostáticos, a camada de muco que recobre a mucosa vesical, a presença de citocinas, células 

fagocitárias e anticorpos, dentre outros, são alguns desses fatores (ALMEIDA et al., 2007; 

ANVISA, 2004; PALLET; HAND, 2010; SHUMAM; CHENOWETH, 2010). 

Para que a infecção aconteça é preciso que o micro-organismo uropatogênico supere 

estas defesas do hospedeiro, ganhando acesso à bexiga, fixando-se no epitélio e colonizando-o 

afim de que se consiga manter e iniciar o processo infeccioso. Três vias de acesso ao trato 

urinário são bem conhecidas: a via ascendente (ou transuretral), pela qual o micro-organismo 

invade a bexiga através da uretra; a disseminação hematogênica, pela qual o micro-organismo 

é oriundo da corrente sanguínea; e a extensão direta, em que o micro-organismo tem acesso à 

bexiga por uma fístula formada a partir do intestino. Dentre as três vias de infecção, a mais 

comum é a via transuretral. Neste contexto, a uretra feminina por ser mais curta (5 cm) é 

menos eficaz em deter a infecção quando comparada com a uretra masculina (20 cm). Outro 

fator que contribui para a incidência aumentada das ITU por esta via é o ato sexual, que 

facilita o movimento ascendente do micro-organismo até a uretra, sobretudo em mulheres 

(SMELTZER; BARE, 2005). 

As internações hospitalares e a realização de procedimentos que invadem o trato 

urinário também contribuem para o aparecimento das ITU. Um dos procedimentos mais 
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frequentes que envolvem a manipulação do trato urinário é o cateterismo vesical. Tal 

procedimento favorece a penetração do micro-organismo no trato urinário por três distintas 

formas: no momento da inserção do cateter; através da luz do cateter; e por meio da interface 

mucosa-cateter. Neste procedimento diversos mecanismos de defesa são comprometidos, 

sendo um deles a interrupção do funcionamento das glândulas presentes na uretra que 

secretam produtos com ação bactericida (HOOTON, 2000; JOHANSEN, 2006; SIGN, 2012). 

Os fatores que predispõem a colonização dessas espécies entéricas ainda não foram 

bem compreendidos, mas é sabido que as alterações na microbiota vaginal, a utilização de 

antibióticos, contraceptivos e as diversas infecções genitais desempenham um papel 

importante (KONEMAN et al., 2006). Além disso, os próprios micro-organismos possuem 

diversos mecanismos que lhes permitem aderir às células do trato urinário e também produzir 

uma série de substâncias que provocam agressão ao epitélio e alteram sua fisiologia, 

permitindo a ocorrência da infecção. E. coli, por exemplo, é capaz de ascender o trato urinário 

e se fixar através fatores de aderência como fímbria tipo I e fímbria P e adesinas não fimbriais 

que permitem a adesão e a resistência à eliminação pelo fluxo urinário (JORGENSEN; SEED, 

2012). 

Outro mecanismo que contribui para o avanço da infecção e que está envolvido com as 

ITU recorrentes é a formação de biofilme por organismos uropatogênicos (GONZÁLEZ-

CHAMORRO et al., 2012; MAHESWARI et al., 2013).Os biofilmes vêm sendo estudados 

nos últimos 30 anos e têm ganhado importância nos meios científico e clínico em virtude do 

seu papel em muitas doenças infecciosas, como endocardite, osteomielite, periodontite, 

sinusite e otite média (DONLAN; COSTERTON, 2002; GOMES et al., 2009; SHARMA; 

YADAV, 2008), além das ITU. 

Os biofilmes são compreendidos como comunidades de organismos aderidos a 

superfícies bióticas ou abióticas, revestidos por uma matriz extracelular produzida pelos seus 

próprios componentes. Estas estruturas complexas se desenvolvem dinamicamente através de 

processos que envolvem aderência, crescimento, mobilidade e produção de polissacarídeo 

extracelular. Os micro-organismos presentes no biofilme apresentam, em geral, características 

fenotípicas diferentes dos planctônicas, sendo altamente resistentes aos antibióticos e 

desinfetantes (SHARMA; YADAV, 2008). 

Ao serem formados em estruturas bióticas, como na superfície interna da bexiga, os 

biofilmes funcionam como verdadeiros reservatórios de micro-organismos e contribuem para 

a recorrência das infecções, uma vez que dificultam o acesso dos antimicrobianos e 

anticorpos. Além disso, as superfícies de dispositivos médicos de longa permanência tornam-
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se uma excelente plataforma para a formação destas estruturas e, assim, para o 

desenvolvimento das infecções (CHRISTENSEN et al., 1982; MARRIE; COSTERTON, 

1984). 

 

 

1.1.2 Diagnóstico 

 

1.1.2.1 Diagnóstico clínico 

 

As ITU podem se manifestar por diversos sinais e sintomas, os quais podem ser  

sistêmicos ou locais, e variáveis de acordo com a idade do indivíduo. Em neonatos e crianças 

até dois anos, elas podem ser totalmente assintomáticas ou desencadear sintomas 

inespecíficos como: irritabilidade, diminuição na amamentação, menor desenvolvimento 

pondero-estatural, diarreia e vômitos, dentre outros. Nas idades superiores a esta, os relatos de 

sintomas como disúria, frequência e dor abdominal, podem ser descritos (ANVISA, 2004). 

Nos adultos, os sintomas mais relacionados a ITU baixa são: disúria frequente, 

urgência miccional e, ocasionalmente dor em região pélvica, hematúria e/ou piúria. Já nas 

ITU superior,os sintomas incluem febre, calafrios, dor em flancos ou lombar, náuseas e 

vômitos, cefaléia, indisposição e disúria (PALLET; HAND, 2010). 

Em idosos, as ITU são de difícil diagnóstico principalmente quando ocorre 

desorientação ou doença demencial, por não haver a possibilidade de identificar os sinais 

específicos e, na maioria das vezes, por existir a associação com outros processos infecciosos. 

Neste grupo, sinais e sintomas como delírio, incontinência ou retenção urinária, acidose 

metabólica e/ou alcalose respiratória, podem indicar presença de infecções desta natureza 

(PALLET; HAND, 2010) 

Em pacientes cateterizados é comum observar febre, bacteriúria e outras 

manifestações clínicas associadas, o que dificulta o diagnóstico de ITU. É importante 

considerar que somente a febre não é suficiente para concluir o diagnóstico destas infecções. 

Portanto, outros sinais e sintomas, quando presentes, devem ser considerados, como a 

sensibilidade costovertebral e dores localizadas que podem irradiar ou não (PALLET; HAND, 

2010; SIGN, 2012). Nos casos mais complicados, o choque séptico pode ocorrer devido à 

sepse urinária. Esses casos são majoritariamente observados em pacientes com longos 

períodos de hospitalização e/ou que se submeteram à instrumentação do trato urinário, como 
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por exemplo, com uso prolongado do cateter vesical de demora ou procedimentos cirúrgicos 

(KONEMAN et al., 2006; SMELTZER; BARE, 2005). 

 

 

1.1.2.2 Diagnóstico laboratorial 

 

Embora o diagnóstico de ITU seja baseado primeiramente nos sinais e sintomas 

apresentados pelo indivíduo, diversos exames laboratoriais corroboram o diagnóstico e 

contribuem para a escolha do tratamento. Em geral, o exame de Elementos Anormais e 

Sedimetoscopia (EAS) é suficiente para determinar a conduta médica. Contudo, a cultura da 

urina e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos permitem que o micro-organismo seja 

identificado e traçado a conduta terapeutica (ANVISA, 2004; SIGN, 2012). 

Nos indivíduos saudáveis, a urina é estéril, embora a região periuretral seja colonizada 

por micro-organismos comensais, incluindo os de origem fecal. Isto pode favorecer a 

contaminação da urina durante a coleta do material biológico para análise laboratorial na 

investigação da ITU. Neste caso, a infecção é diferenciada da contaminação através de 

métodos quantitativos de cultura (SMELTZER; BARE, 2005).  

Segundo a ANVISA (2004), através do Manual de Microbiologia Médica, a ITU é 

confirmada quando há o isolamento do micro-organismo em cultura pura, com o crescimento 

bacteriano igual ou maior que 10
5
 Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por mililitro (ml) 

de urina colhida em jato médio e de maneira asséptica. Em determinados casos, algumas 

exceções observadas: em idosos, pacientes com infecções crônicas e em uso de antibióticos, é 

considerado o crescimento maior ou igual a 10
4
 UFC/ml; em culturas realizadas através da 

coleta por punção suprapúbica, o crescimento maior ou igual a 10
2
 UFC/ml é suficiente, tanto 

em mulheres quanto em homens de qualquer faixa etária (NICOLLE et al., 2005); em homens 

com sinais e sintomas de ITU, é considerado o crescimento maior ou igual a 10
3
 UFC/ml. 

Embora estas observações sejam suficientes para o diagnóstico, outros dados laboratoriais e 

clínicos devem ser avaliados juntamente com os resultados da cultura da urina para que seja 

possível o encerramento do diagnóstico (BAYRAK et al., 2007). Para a realização dessa 

técnica, os métodos mais utilizados são: o lamino-cultivo, semeadura pelos métodos de pour-

plate e semeadura com alça calibrada (ANVISA, 2004). 
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1.1.3 Tratamento e prevenção 

 

As principais questões a serem consideradas nos tratamentos das ITU são a seleção do 

antimicrobiano a ser escolhido, a duração do tratamento e a presença de critérios que 

justifiquem a hospitalização, quando aplicável. Dentre os antimicrobianos preconizados estão: 

nitrofurantoína, sulfametoxazol/trimetropim, fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira 

geração, betalactâmicos e aminoglicosídeos (GUPTA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2010). 

É importante mencionar que não existe um agente antimicrobiano que seja 

considerado o melhor para o tratamento destas infecções. Sua escolha deve ser 

individualizada, avaliando-se a eficácia, os riscos de efeitos adversos e tendo com base o 

conhecimento os perfis de resistência dos micro-organismos aos antimicrobianos disponíveis. 

Outros fatores também devem ser levados em consideração, tais como: o custo e a 

disponibilidade do medicamento, e fatores específicos do paciente, como a idade, o histórico 

de alergia medicamentosa, a existência de doenças de base e gravidez (COLGAN; GUPTA et 

al., 1999; HEILBERG; SCHOR, 2003; RODRIGUES et al., 2010; WILLIAMS, 2011). 

 

 

1.2 Gênero Corynebacterium 

 

O gênero Corynebacterium compreende bacilos Gram-positivos pleomórficos, não 

formadores de esporos, imóveis, não álcool-ácido resistentes, aeróbios ou anaeróbios 

facultativos (FUNKE et al., 1997). Atualmente composto por 114 espécies, Corynebacterium 

é o maior gênero dentre o grupo dos corineformes (COLLINS et al., 2001; DSMZ, 2014). 

Suas espécies são amplamente disseminadas no ambiente, sendo isoladas de solo e vegetais 

(CHEN, 2004; FUDOU et al., 2002), de humanos (FEURER et al., 2004; FUNKE et al., 1995, 

1997, 1998; MERHEJ et al., 2009; RIEGEL et al., 2006; YASSIN, 2007) e de outros animais 

(COLLINS et al., 2001, 2004; COYLE; LIPSKY, 1990; FERNÁNDEZ-GARAYZÁBAL et 

al., 2004; VELA et al., 2003). 

Este gênero abriga patógenos clássicos como Corynebacterium diphtheriae, 

Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis, e uma grande variedade 

de micro-organismos oportunistas, os quais estão envolvidos com infecções urinárias, 

bacteremia, endocardite, meningite, entre outras. Dentre estes oportunistas, destacam-se 

Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium amycolatum, 

Corynebacterium striatum, Corynebacterium pseudodiphtheriticum, Corynebacterium 
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glucuronolyticum, Corynebacterium macginleyi (DOBLER; BRAVENY, 2002; 

FERNÁNDEZ-NATAL et al., 2008; MARULL; CASARES, 2008; MANZELLA et al., 1995; 

MORRIS; GUILD 1991; MUNIAN et al., 1997; ORDÓÑEZ-PALAU et al., 2007; PRETE et 

al., 2008; WANG et al., 2001). 

É preciso ressaltar que as infecções humanas causadas por estas corinebactérias vêm 

adquirindo grande importância em países industrializados e em desenvolvimento, uma vez 

que o número de casos relatados, por vezes fatais, em pacientes imunocomprometidos e 

imunocompetentes tem aumentado, assim como o isolamento de amostras multirresistentes às 

drogas comumente utilizadas na antibioticoterapia. 

 

 

1.2.1 Patógenos potencialmente produtores de toxina diftérica - Corynebacterium diphtheriae, 

Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

C. diphtheriae é o patógeno humano mais bem caracterizado deste gênero. É o 

principal agente etiológico da difteria clássica, uma doença infecciosa aguda imunoprevenível 

que afeta principalmente o trato respiratório e é potencialmente fatal devido à ação de uma 

exotoxina, a toxina diftérica (TD), a qual apresenta tropismo para o miocárdio, sistema 

nervoso central, rins e supra-renais (GALAZKA et al., 1995). 

Apesar da existência de um programa de vacinação contra difteria desde a década de 

40, esta doença que foi uma das mais prevalentes e temidas antes da Era da vacinação, ainda 

hoje representa um grave problema de Saúde Pública em todo o mundo. Segundo os dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), permanecem ocorrendo surtos em diversos países em 

desenvolvimento e industrializados, além da difteria permanecer endêmica em diversas partes 

do mundo, particularmente em países em desenvolvimento, como Índia, Vietnã, Caribe e 

países da América. No Brasil, a difteria incide de forma endêmica, com o aparecimento de 

surtos epidêmicos nas diversas regiões (MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2014). 

Além da preocupação com a difteria clássica, a comunidade científica e os profissionais 

de saúde têm voltado sua atenção para outros processos infecciosos causados principalmente 

por amostras não produtoras de TD. Estas infecções variam de lesões cutâneas e faringites a 

doenças invasivas, como endocardite (HIRATA Jr. et al., 2008; MENON, SENTHILKUMAR; 

PACHAIYAPPAN, 2010; MUTTAIYAH et al., 2011), bacteremia (MATTOS-GUARALDI et 

al., 2001a), artrite séptica (FARAJ et al., 2003), osteomielite (POILANE et al., 1995), abcessos 

esplênicos (ALEXANDER, 1984) e infecção relacionada ao uso de cateter de nefrostomia 
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(GOMES et al., 2009). É preciso ressaltar que estes quadros já foram descritos tanto em 

pacientes imunizados como em não imunizados. 

Outras espécies do gênero Corynebacterium também são capazes de produzir a TD e 

têm sido alvo de estudos em diversos países: C. ulcerans e C. pseudotuberculosis. 

Classicamente, a espécie C. ulcerans tem sido descrita como agente etiológico de quadros 

diversos de infecções em animais, principalmente de mastites em gado bovino. Os primeiros 

casos de infecções em humanos foram normalmente associados ao consumo de leite não 

fervido/pasteurizado e derivados. A partir de meados da década de 1980, o número de casos 

de difteria de natureza zoonótica causada pelo C. ulcerans aumentou em diferentes países. Na 

Inglaterra, por exemplo, o número de casos de difteria por esta espécie superou o relacionado 

com o agente etiológico clássico, C. diphtheriae. De modo geral, estas infecções acomentem 

pacientes parcialmente imunizados para difteria (BONMARIN et al, 2009; DIAS et al., 2011; 

TEJEDOR et al. 2000; TIWARI et al., 2008;VAN DAM et al., 2003; WAGNER et al., 2010). 

C. pseudotuberculosis é agente causador de diversas doenças de cunho veterinário, 

dentre as quais a linfadenite caseosa (LC) e a linfagite ulcerativa, tendo por isso grande 

interesse veterinário e econômico (KURIA et al., 2001). Em humanos, C. pseudotuberculosis 

pode causar infecção cujos sinais e sintomas são semelhantes ao da LC, e o modo de 

transmissão mais aceito é por contato com animais doentes ou ingestão de carne ou leite 

contaminados (TROST et al., 2010). Com base na expressão da enzima nitrato redutase, que 

permite a conversão de nitrato a nitrito em provas bioquímicas, esta espécie pode ser dividida 

em dois biovares, denominados ovis e equi.  O biovar equi (sorotipo II) é capaz de reduzir o 

nitrato, enquanto o biovar ovis (sorotipo I) não apresenta esta habilidade (BATEY, 1986; 

BELCHIOR et al., 2006; COSTA, 2002; LEARDINI et al., 2002). Cepas isoladas de ovinos e 

caprinos pertencem geralmente o biovar ovis, enquanto as de cavalos e búfalo pertencem ao 

biovar equi e as de gado são variáveis (DORELLA et al., 2006; TEJEDOR-JUNCO et al., 

2008; WAGNER et al., 2011). 

 

 

1.2.2 Patógenos não produtores de toxina diftérica  

 

Corynebacterium urealyticum, também conhecido como Corynebacterium grupo D2 

faz parte da microbiota humana, podendo ser encontrado em 12% da população saudável e em 

30% dos pacientes hospitalizados, principalmente naqueles que estejam em uso de 

antibióticos de amplo espectro. Esta espécie tem sido estudada por décadas e atualmente é 
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reconhecida como agente causador da cistite e pielonefrite (GUIMARÃES et al., 2013; 

LIETEN et al., 2011; PRETE et al., 2008; SORIANO; TAUCH, 2008; SORIANO et al., 

2009). Esta espécie compreende micro-organismos fastidiosos e que apresentam forte 

atividade ureásica. Esta atividade desempenha papel importante na patogênese da infecção 

urinária por facilitar a formação das pedras de estruvita, estruturas ricas em fosfato de amônio 

magnesiano. É preciso ressaltar que o difícil crescimento das amostras, aliado ao alto grau de 

resistência aos antimicrobianos que elas apresentam, dificulta o diagnóstico laboratorial e 

compromete a eficácia do tratamento clínico (GUIMARÃES et al., 2013; JOHNSON; 

STROPE, 2012; SORIANO; TAUCH, 2008; SORIANO et al., 2009). Além da atividade 

ureásica, outros fatores de virulência relatados incluem a capacidade de aderir e formar 

biofilme em diferentes superfícies, tanto bióticas quanto abióticas (SORIANO et al., 2009). 

Corynebacterium  glucuronolyticum foi primeiramente descrito em 1995 por Funke e 

colaboradores em um paciente com infecção do trato genitourinário. É geralmente encontrado 

no trato urogenital de humanos e de suínos (DEVRIESE et al., 2000). Atualmente, C. 

glucuronolyticum é um dos agentes mais comuns, juntamente com os Staphylococcus spp. 

coagulase-negativa e E.coli, capaz de causar a prostatite (NOVO-VELEIRO et al., 2013). 

Também existem relatos de uretrites e infecções em outras regiões do trato urinário baixo 

(GALAN-SANCHEZ et al., 2011; ROUSSEAU et al., 1999). 

Corynebacterium  jeikeium, anteriormente conhecida como CDC do grupo JK, é um 

micro-organismo comumente encontrado colonizando regiões axilares, retais e inguinais em 

pacientes hospitalizados. É também relatado como causador de diversas infecções em 

pacientes imunocomprometidos, como bacteremias, infecções pulmonares (FUNKE et al., 

1997; JOHNSON et al., 1992; ROZDZINSKI et al., 1991; SATO; UCHIYAMA, 2012), 

endocardite (BELMARES et al., 2007; MOOKADAM et al., 2006) e infecções de partes 

moles (OLENDER; LETOWSKA, 2010), sobretudo em pacientes submetidos a 

procedimentos invasivos, tais como cateterismo profundo e implantação de dispositivos 

cardiovasculares (BECHARA et al., 2011; CHAO et al., 2013; SORIANO et al., 1988). É 

preciso ressaltar que C. jeikeium é uma das espécies mais resistentes do gênero 

Corynebacterium aos agentes antimicrobianos, sendo susceptíveis apenas aos glicopeptídeos. 

Por este motivo, a vancomicina é muitas vezes é o antimicrobiano utilizado em infecções por 

C. jeikeium (BECHARA, 2011; RIEGEL et al., 1996; WEISS et al.,1996). 

A espécies Corynebacterium afermentans foi descrita pela primeira vez em 1981 pelo 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC, em português, Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças) como Corynebacterium do grupo absolute nonfermenter 1 (ANF-1, 
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em português, Não Fermentadores Absolutos 1) e posteriormente renomeada 

Corynebacterium afermentans (RIEGEL et al., 1993), esta espécie tem sido isolada de 

hemoculturas (BABEY; KAMBAL, 2004; BALCI et al., 2002; KUMARI et al., 1997), 

abcessos cerebral, pulmonar e hepático (DYKHUIZEN, 1995; MINKIN; SHAPIRO, 2004) e 

urinoculturas (CAMELLO et al., 2003). Algumas amostras isoladas desses estudos revelaram 

multirresistência (CAMELLO et al., 2003). 

O complexo XSMA engloba quatro espécies de importância clínica, comumente 

encontradas em ambientes nosocomiais e isoladas de diversos sítios anatômicos: 

Corynebacterium xerosis, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium striatum e 

Corynebacterium amycolatum. A diferenciação entre as espécies exige o emprego de técnicas 

moleculares e testes fenotípicos adicionais não utilizados rotineiramente nos laboratórios 

clínicos, uma vez que os micro-organismos apresentam características fenotípicas pouco 

distintas (RENAUD et al., 1998; WAUTERS et al., 1998).  

C. amycolatum é uma das espécies do gênero Corynebacterium mais isoladas de 

espécimes clínicos (CAMELLO et al., 2003; FUNKE et al., 1996; MARTINS et al., 2009; 

RIEGEL et al., 1996). É também frequentemente resistente aos antimicrobianos, característica 

que contribui para a sua distinção entre as outras espécies no diagnóstico microbiológico 

(ESTEBAN et al., 1999; OTEO et al.,2001). Amostras de C. amycolatum já foram isoladas de 

pacientes com quadros de infecções invasivas diversas (ESTEBAN et al., 1999), dentre elas 

bacteremia (OTEO et al., 2001; YOON et al., 2011), artrite séptica (CLARKE et al., 1999), 

sepse (MIGUEL et al., 1999; MIGUEL-MARTINEZ et al., 1996) e endocardite (DALAL et 

al., 2008; KNOX; HOLMES, 2002), principalmente em indivíduos imunossuprimidos. 

C. minutissimum, agente etiológico do eritrasma, faz também parte da microbiota 

residente da pele e mucosas humanas. Desde a sua descrição em 1961, é raramente associado 

com infecções extracutâneas. Contudo relatos de endocardite (APERIS; MOYSSAKIS, 2007; 

HERSCHORN; BRUCKER, 1985), bacteremia (DALAL; LIKHI, 2008; GUARDERAS et al. 

1986), meningite (DALAL; LIKHI, 2008), pielonefrite (AHMAD; AHMAD, 2005), infecções 

relacionadas a cateter (CAVENDISH et al., 1994; RUPP et al., 1998) e peritonite 

(FERNÁNDEZ GIRÓN et al. 1998) podem ser encontrados na literatura. 

C. striatum é um micro-organismo potencialmente patogênico para humanos, 

frequentemente associado a surto nosocomiais (BAIO et al., 2013). Infecções por C. striatum 

já foram descritas tanto em indivíduos imunocomprometidos quanto em indivíduos 

imunocompetentes (SUPPERT et al., 2009). Dentre estas infecções, destacam-se: ITU 

(LÓPEZ et al., 2009), infecções pulmonares (RENOM et al., 2007; WONG et al., 2010), 
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meningite (WEISS et al., 1996), endocardite (FERNÁNDEZ-GUERRERO et al., 2013; 

OLIVA et al., 2010), osteomielite (FERNÁNDEZ-AYALA et al., 2001) e artrite séptica 

(SCHOLLE, 2007). É importante ressaltar que muitos dos isolados nestas infecções 

apresentavam alta taxa de resistência aos antimicrobianos (OTSUKA et al., 2006). 

C. xerosis faz parte da microbiota residente do saco conjutival (PORSCHEN et al., 

1977). Seus relatos de infecção em humanos são poucos e a maioria dos isolados quando 

previamente identificados por C. xerosis são subsequentemente reconhecidos como 

C.amycolatum devido à sua proximidade filogenética (FUNKE et al., 1996; WAUTERS et 

al.,1998). Contudo, esta espécie já foi relacionada à infecção de sítio cirúrgico (MARTI et al., 

2008), endocardite (PESSANHA et al., 2003), sepse (CATTANI et al., 2000) e 

abcessocerebral (WOOSTER et al., 1999). 

 

 

1.3 Fatores de virulência de corinebactérias  

 

 Os principais estudos que investigam fatores de virulência de corinebactérias foram 

descritos para C. diphtheriae. Nesta espécie, o mais conhecido mecanismo de virulência é a 

TD, um polipeptídio de aproximadamente 58 kDa com 535 resíduos de aminoácidos. O efeito 

citotóxico da TD deve-se à inibição da síntese protéica através da ribosilação do fator de 

elongamento EF-2 (HOLMES, 2000). É preciso ressaltar que a TD pode ser produzida apenas 

por amostras que possuem o gene codificador (gene tox), carreado por fagos lisogênicos 

(corinefagos) do tipo β ou β -relacionados, integrado ao seu cromossomo. O gene tox tem sua 

transcrição negativamente regulada por íons ferro e por uma proteína repressora, conhecida 

como DtxR (“Diphtheria Toxin Repressor”), presente em todas as amostras de C. diphtheriae 

(DE ZOYSA et al., 2005). 

 A ocorrência de infecções causadas pelo C. diphtheriae em indivíduos imunizados e o 

crescente número de infecções invasivas causadas por amostras atoxinogênicas sugerem que 

outros fatores além da TD são importantes para o aparecimento e manutenção do processo 

infeccioso. Neste sentido, estudos desenvolvidos nas últimas décadas têm demonstrado que as 

amostras, independente da produção de toxina, podem aderir com intensidades variadas a 

diferentes substratos, incluindo células humanas e dispositivos médicos.  Várias proteínas 

fimbriais e não-fimbriais já foram descritas como possíveis participantes destes processos. 

Além delas, carboidratos de superfície, hidrofobinas e trans-sialidases também parecem estar 

envolvidas (ANTUNES et al., 2015; BERTUCCINI et al., 2004; COLOMBO et al., 2001; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12684166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10090512
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GOMES et al., 2009; HIRATA JR et al., 2004; MATTOS-GUARALDI et al., 2000; 

PEIXOTO et al., 2014). 

A presença de fímbrias na superfície do bacilo diftérico foi relatada pela primeira vez 

por Yanagawa e Honda em 1976, quando foi sugerida a sua participação na aderência a 

eritrócitos de carneiro (hemaglutinação). Desde então, muitos estudos buscaram a sua 

caracterização estrutural e funcional. Estes revelaram que C. diphtheriae pode apresentar três 

estruturas fimbriais distintas, identificadas com Spa (“sortase-mediated pilus assembly”): 

pilus SpaA, pilus SpaD e pilus SpaH, sendo cada pilus formado por três subunidades 

menores: pilus SpaA (SpaABC), pilus SpaD (SpaDEF), pilus SpaH (SpaGHI). Ainda segundo 

eles, estas estruturas são polimerizadas e conectadas à superfície celular com a participação de 

diferentes sortases (BROADWAY et al., 2013; GASPAR; TON-THAT, 2006; MANDILIK et 

al., 2007; 2008; TON-THAT; SCHNEEWIND, 2003). 

Análises moleculares mostraram que os genes codificadores das pilinas e das sortases 

estão localizados em ilhas de patogenicidade, estando parcial ou completamente ausentes em 

algumas cepas (IWAKI et al., 2010; TROST et al., 2012). O pilus SpaA mostrou-se o mais 

frequente entre as amostras estudadas e, por causa disto, tem sido o principal alvo de estudos 

sobre a participação das pilinas na virulência de C. diphtheriae. Até o momento, já foi 

descrito o seu envolvimento na aderência às células epiteliais da faringe e no processo 

patogênico desencadeado no nematódeo Caenorhabditis elegans, utilizado como modelo 

experimental in vivo para estudos de virulência (BROADWAY et al., 2013; MANDILIK et 

al., 2007). Zasada e colaboradores (2012) também sugeriram que a expressão destas estruturas 

é indispensável para a ocorrência de infecções invasivas por amostras atoxinogênicas de C. 

diphtheriae.  

 Dentre as proteínas de natureza não-fimbrial, destacam-se as proteínas DIP 1281 

(OTT et al., 2010) e DIP 0733 (SABBADINI et al., 2012). A proteína DIP 1281, anotada 

como invasina, tem sido estudada no processo de interação com células de linhagem epitelial 

de faringe. Entretanto, os resultados obtidos até o momento sugerem que ela esteja envolvida 

com a organização geral da superfície do bacilo diftérico (OTT et al., 2010). A proteína 

DIP0733, inicialmente descrita como proteína de superfície não-fimbrial 67-72p, participa na 

aderência a hemácias humanas (COLOMBO et al., 2001) e a células da linhagem de 

carcinoma de laringe humana HEp-2 (HIRATA et al., 2004). Além disso, Sabbadini e 

colaboradores (2012) demonstraram seu efeito na internalização e indução da apoptose em 

células HEp-2. Recentemente, Antunes e colaboradores (2015) relataram o papel desta 

proteína na ligação ao colágeno, fibronectina e fibrinogênio (Fg).  
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 Sabbadini e colaboradores (2010) já haviam relatado que amostras de C. diphtheriae 

são capazes de interagir com o Fg humano e também apresentam a habilidade de converter Fg 

em fibrina (atividade de coagulase), mesmo quando desprovidas do gene tox. Esse estudo 

defendeu a hipótese de que o bacilo diftérico pode explorar a interação com o Fg humano no 

processo de colonização, manutenção nas superfícies do hospedeiro e/ou dispersão para 

outros sítios corpóreos.  

Nas últimas décadas também foi investigada a participação de carboidratos de 

superfície e proteínas lectínicas nas interações de C. diphtheriae com células do hospedeiro. 

Estudos realizados por Mattos-Guaraldi e colaboradores (1999; 2000) revelaram que a 

superfície do bacilo diftérico apresenta diferentes moléculas contendo resíduos de ácido 

siálico, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, galactose e manose com afinidade para 

lectina. Apesar do papel dos carboidratos de superfície na virulência do bacilo diftérico não 

ter sido bem caracterizado, os resultados obtidos sugerem que eles promovem alterações na 

hidrofobicidade e na carga bacteriana, modulando a aderência a substratos inertes e a células 

humanas, além de contribuir para a evasão do sistema imune. 

É sabido que a presença de ácido siálico na superfície bacteriana deve-se às atividades 

realizadas pelas sialidases, também designadas neuraminidades. As sialidases são glicosil 

hidrolases que catalisam a remoção de resíduos de ácido siálico terminais de glicoconjugados 

presentes na superfície das células do hospedeiro.  Através de suas atividades de trans-

sialidase, as sialidases permitem também a aquisição do ácido siálico, permitindo ao micro-

organismo expo-lo na sua superfície externa. Além disso, elas ainda podem funcionar 

diretamente como adesinas. Recentemente, uma provável exosialidase, NanH (DIP 0543), foi 

identificada em C. diphtheriae e revelou possuir uma atividade de trans-sialidase, mas seu 

papel na exposição do ácido siálico não ficou clara (BURKOVSKI, 2013; KIM et al., 2010; 

MATTOS-GUARALDI et al., 1998). 

Além de aderir a superfícies inertes, os micro-organismos podem formar estruturas 

altamente complexas, os biofilmes, os quais possuem importância clínica em virtude do seu 

papel em muitas doenças infecciosas, incluindo endocardite, periodontite e otite média, e na 

contaminação de dispositivos hospitalares, sobretudo devido à sua alta resistência a agentes 

antimicrobianos (COSTERTON et al., 1999; DONLAN; COSTERTON, 2002; 

SHARMA;YADAV, 2008). A habilidade do bacilo diftérico de formar biofilme foi 

inicialmente descrita por Gomes e colaboradores (2009) a partir do isolamento de uma 

amostra em sítio de inserção de cateter de nefrostomia. Nesse trabalho, foi verificada a 
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capacidade da cepa de formar biofilme nas superfícies do vidro, poliestireno e em cateter de 

poliuretano.  

Além da capacidade de aderir aos tecidos do hospedeiro, já foi demonstrado que o 

bacilo diftérico é também capaz de penetrar e sobreviver no compartimento intracelular de 

células respiratórias humanas HEp-2, indicando que este pode ser um dos fatores que 

favorecem a manutenção do patógeno nas vias aéreas superiores e inferiores, de modo a 

permitir a permanência do estado de portador após antibioticoterapia, soroterapia e cura da 

difteria (HIRATA JR et al., 2002). Adicionalmente, foi demonstrado que amostras de C. 

diphtheriae, independentemente da produção de toxina, podem ser fagocitadas por 

macrófagos humanos (linhagem U-937) na ausência de opsoninas e permanecem viáveis no 

compartimento intracelular. A sobrevivência intracelular dentro de macrófagos humanos pode 

contribuir, assim, para a disseminação bacteriana por via endovascular, além de conferir 

proteção contra atividades microbicidas mais eficientes de outras células de defesa e contra a 

ação bactericida de agentes antimicrobianos (SANTOS et al., 2010). 

O aumento na frequência e gravidade das infecções humanas  associadas a C. 

ulcerans, tem feito desta espécie o objeto de pesquisa em alguns estudos sobre virulência 

bacteriana. Além da capacidade de produção de TD, C. ulcerans é capaz de produzir uma 

outra exotoxina, a fosfolipase D (PLD), cuja atividade esfingomielinásica aumenta a 

permeabilidade vascular e, assim, promove a disseminação tecidual do micro-organismo no 

hospedeiro (BERGIN et al., 2000; BONMARIN et al., 2009; MAY, 1972;). Ademas, esta 

exotoxina é capaz de reduzir a viabilidade de neutrófilos e macrófagos (SCHMIEL; MILLER 

1999).  

Análises moleculares recentes permitiram detectar genes de potenciais fatores de 

virulência, como catalase, desoxirribonuclease (DNAse), neuraminidase (NanH), 

endoglicosidade (EndoE) e proteases, além da adesina fimbrial do tipo SpaD (DEF) (TROST 

et al., 2011). Estudo recente permitiu também observar que, assim como C. diphtheriae, C. 

ulcerans é capaz de se ligar à fibronectina, colágeno e fibrinogênio (SIMPSON-LOUREDO et 

al., 2013). 

À semelhança do observado em C. ulcerans, C. pseudotuberculosis é capaz de 

produzir a TD e a PLD, sendo esta última considerada o principal fator de virulência desta 

espécie. Além da toxigenicidade, amostras de C. pseudotuberculosis apresentam a habilidade 

de resistir a diferentes agentes estressores, o que lhes permite sobreviver no ambiente por 

meses antes de infectar o hospedeiro animal, e no interior de células eucarióticas, sobretudo 

de linhagem fagocítica, nas quais também são capazes de se multiplicar (BAIRD; 
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FONTAINE, 2007; STEFAŃSKA et al., 2010). Pesquisas recentes têm relacionado a estes 

processos alguns reguladores transcricionais, como fatores sigma (δ) alternativos da RNA 

polimerase, e os lipídios tóxicos de parede celular (MORAES et al., 2012; PACHECO et al., 

2012). Dentre os fatores δ, o δ
E
 tem sido o mais estudado. Os resultados indicam que este 

regulador é importante para a resistência da espécie ao estresse oxidativo induzido por óxido 

nítrico e peróxido, o que é determinante para a sobrevivência no interior de fagócitos 

(PACHECO et al., 2012). Os lipídeos associados à parede celular de C. pseudotuberculosis 

são semelhantes ao ácido micólico de Mycobacterium tuberculosis e foram descritos há muito 

tempo como importantes fatores para a patogênese da doença (HARD, 1972). Esta camada 

atua conferindo proteção contra a ação degradativa das enzimas presentes em fagolisossomos 

além de conferir baixa permeabilidade ao envelope celular, o que consiste uma barreira 

natural contra antibióticos (PORTEVIN et al., 2004). 

Outro importante mecanismo de virulência desta espécie é o sistema de transporte 

ABCD de ferro (SANTANA 2014). Em C. pseudotuberculosis, este sistema envolve 

primariamente o operon fagABC, localizado downstream do gene pld, e o gene fagD 

(BILLINGTON et al., 2002; DORELLA et al., 2006), contudo operon ciuABCD também tem 

se mostrado importante para esta espécie (CARSON et al., 1999; RUIZ et al., 2011). 
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

O potencial patogênico de micro-organismos do gênero Corynebacterium com 

exceção do agente etiológico da difteria clássica, C. diphtheriae permanece subestimado. 

Entretantro, nas últimas décadas, ocorreu um aumento considerável de relatos de casos de 

infeções humanas relacionadas com algumas espécies de corinebactérias potencialmente não 

produtoras de TD em infecções humanas, particularmente devido ao fato que profissionais de 

saúde diretamente envolvidos no atendimento dos pacientes na identificação clínica e 

laboratorial encontram-se mais conscientes quanto ao potencial patogênico desse grupo de 

micro-organismos. 

Atualmente, entre os membros do gênero Corynebacterium, somente C. urealyticum é 

descrito como agente causador de ITU. Contudo, tem sido observado um crescente aumento 

no isolamento de outras espécies deste gênero em urinoculturas, sobretudo naquelas 

provenientes de pacientes imunocomprometidos, de indivíduos com longo tempo de 

internação ou de transplantados. Nota-se também que algumas destas espécies foram 

originalmente descritas como agentes de infecção em outros sítios que não o sistema urinário 

(AUDARD et al., 2003; CAMELLO et al., 2009; CHOE et al., 2012; DIAS et al., 2010; 

FERRER et al., 2001; FUNKE et al., 1998; HERTIG et al., 2000; LÓPEZ et al., 2009; 

VEDEL et al., 2006; VERDAGUER et al., 2008; VILLANUEVA et al., 2002; PRETE et al., 

2008).  

Com base no exposto, fazem-se necessários trabalhos que caracterizem os isolados de 

Corynebacterium spp de urinocultura, a fim de se identificar a predominância das espécies 

envolvidas nas ITU. Além disso, a pesquisa pelos mecanismos de patogenicidade destas 

amostras e o conhecimento dos seus perfis de sensibilidade aos antimicrobianos tornam-se 

imprescindíveis para planejar as ações terapêuticas das infecções desencadeadas por estes 

micro-organismos. 

  

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar aspectos microbiológicos e  

epidemiológicos de espécies de Corynebacterium spp. isoladas de urina de pacientes com 

quadros de ITU atendidos no Hospital Universitário Pedro Ernesto da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro (HUPE/UERJ), durante o período de 2011 a 2013. Nesse sentido, foi 
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também documentado, pela primeira vez, o isolamento de  C. mycetoides de urinocultura e 

realizadas investigações relativas a eficácia de diferentes métodos laboratoriais de 

identificação e ao potencial de virulência dessa espécie. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Identificação fenotípica por métodos convencionais de amostras de corinebactérias 

isoladas de urina de pacientes atendidos no HUPE/UERJ;  

b) Análise dos dados clínico-epidemiológicos de quadros de infecção por corinebactérias 

no trato urinário relativos ao período 2011-2013;  

c) Determinação dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos pelo método 

de difusão em disco;  

d) Análise da morfologia colonial e celular e do perfil fenotípico de C. mycetoides; 

e) Análise da eficácia de diferentes métodos semi-automatizados de diagnóstico 

microbiológico na identificação de C. mycetoides; 

f) Identificação de C. mycetoides pelas técnicas moleculares: Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization – Time Of Flight (MALDI-TOF, em português, Ionização e 

Dessorção a Laser Assistida por Matriz – Tempo de Vôo) e sequenciamento dos genes 

conservados 16S rRNA e rpoB; 

g) Avaliação do potencial de virulência de C. mycetoides utilizando o modelo 

experimental in vivo com o nematódeo C. elegans; 

h) Investigação da capacidade de formação de biofilme em superfícies abióticas diversas; 

i) Pesquisa da capacidade de interação e de sobrevivência intracitoplasmática de C. 

mycetoides em células epiteliais renais (linhagem VERO, oriundas de macaco verde 

africano). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Origem  e cultivo das cepas e levantamento epidemiológico dos casos de ITU 

relacionados a corinebactérias em pacientes atendidos pelo HUPE/UERJ (2011-2013) 

 

As amostras de BGPI isoladas de urinoculturas durante o período de janeiro de  2011 e 

janeiro de 2013 no Laboratório de Bacteriologia (LABAC) do HUPE e enviadas ao 

Laboratório de Difteria e Corinebactérias de Importância Clínica (LDCIC) da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (FCM/UERJ), Centro 

Colaborador para Difteria da Coordenadoria Geral de Laboratórios da Secretaria de Vigilância 

em Saúde do Ministério da Saúde (CGLAB/SVS/MS), para identificação das espécies de 

corinebactérias foram analisadas no presente estudo. 

As urinoculturas foram realizadas inicialmente em Cystine Lactose Eletrolyte 

Deficient (CLED, em português, Agar de Cistina Lactose Deficiente em Electrólitos) e 

incubados a 37
o
C durante 24-48h e considerados positivos nos casos de cultura-pura (>10

4
 

UFC/ml) ou de crescimento de até dois tipos de colônias (10
5 

UFC/ml). Nos casos de 

nefropatias, foram consideradas positivas as culturas puras ou mistas com crescimento 

>10³UFC (FUNKE; BERNARD, 2011; MARTINS et al., 2009). As amostras estão mantidas 

estocadas em Skim-Milk acrescido de 1% de glicerol na bacterioteca do LDCIC. 

O levantamento epidemiológico foi realizado com base nos dados destas urinoculturas. 

Os dados foram analisados com relação às seguintes variáveis: sexo, idade, setor, sub-setor, 

espécie encontrada, contagem de bactérias viáveis,  co-infecção por outros patógenos e perfil 

de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. Os dados obtidos foram submetidos à análise 

estatística utilizando o software estatístico Epi-Info v.3.5.1 (2008). 

Uma vez que as amostras deste estudo foram provenientes da bacterioteca do LDCIC e 

as suas informações constam no banco de dados do laboratório, não foi necessária a 

submissão desta pesquisa ao comitê de ética. 

 

Aspectos clinico-epidemiológicos de Corynebacterium mycetoides 2450 

 

A amostra 2450 de BGPI,  inicialmente identificada como Corynebacterium sp., foi 

isolada de urina de paciente do sexo feminino com 57 anos de idade, portador do vírus da 

hepatite C, fazendo uso contínuo de ciclosporina. A paciente, em acompanhamento pelo 

ambulatório da nefrologia do HUPE/UERJ, foi submetida a transplante renal em 1999 e 
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apresentava histórico de infecções urinárias recorrentes desde 2002 por diversos micro-

organismos (Enterococcus faecalis, E. coli, Enterobacter aerogenes, Corynebacterium 

afermentans e outros bastonetes Gram-positivos não identificados isolados em culturas 

puras).  

 

Identificação laboratorial das cepas de corinebactérias isoladas de urinoculturas 

 

Após o isolamento primário em CLED, as amostras de BGPI recebidas no LDCIC 

foram cultivadas em meio Columbia Agar Base (CAB, em português, Base de Ágar Sangue) 

(CAB-Difco) adicionado de sangue de carneiro 5%, incubadas a 37ºC por até 48h e avaliadas 

quanto à morfologia celular (coloração de Gram) e colonial (tamanho, cor, forma, elevação, 

superfície, densidade, consistência e hemólise). Posteriormente foram submetidas aos 

seguintes testes fenotípicos de acordo com metodologia previamente descrita  (CAMELLO et 

al., 2003; FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993; FUNKE; BERNARD, 2011; JANDA, 

1998; KONEMAN et al., 2010; PIMENTA et al., 2008): produção de catalase e porfirina,  

hidrólise de esculina, uréia e gelatina, redução de nitrato, produção das enzimas 

pirazinamidase (PYZ), fosfatase alcalina (PAL), desoxirribonuclease (DNAse) e 

metabolização (fermentação/oxidação) de carboidratos (glicose, maltose, sacarose, ribose, 

trealose, manose, manitol, frutose, arabinose, galactose e xilose, na concentração final de 1% 

em meio Cystine Tryptic Agar (CTA, em portugês: Ágar Cistina Tripticaseina) semi-sólido.  

Adicionalmente, foi realizada a pesquisa do fator CAMP em Ágar-Sangue de carneiro 5% 

utilizando amostra padrão produtora de beta-lisina de Staphylococcus aureus ATCC 25923.  

 

Determinação do perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos através do 

método de difusão em disco 

 

Para determinação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados, foi 

preparada uma suspensão bacteriana em turvação correspondente à do tubo 0,5 da escala de 

McFarland. Em seguida, a amostra foi semeada em meio Ágar Müller-Hinton com 5% de 

sangue de carneiro (Plast Labor
®
, BR) visando à obtenção de uma camada confluente de 

células bacterianas. À superfície da placa foram adsorvidos discos contendo os seguintes 

antimicrobianos: Penicilina G (10 U), Ampicilina (10 µg), Cefotaxima (30 µg), Gentamicina 

(10 µg), Sulfametoxazol/Trimetoprima (25 µg), Nitrofurantoina (300 µg), Eritromicina (15 

µg), Imipenem (10 µg), Clindamicina (2 µg), Linezolid (30 µg), Ciprofloxacina (5 µg), 
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Tetraciclina (30 µg), Rifampicina (5 µg), Vancomicina (30 µg). Após 24/48 horas de 

incubação a 37ºC em aerobiose foi realizada a leitura dos diâmetros dos halos de acordo com 

os critérios preconizados pelo Clinical and Laboratories Standarts Institute (CLSI, em 

português, Instituto de Padronização Clínica e Laboratorial) (CLSI, 2010) para outros micro-

organismos que não sejam Haemophilus spp.e Neisseria gonorrhoeae. Para a leitura dos halos 

de penicilina G e ampicilina, foram utilizados os diâmetros estabelecidos para Staphylococcus 

aureus (JANDA, 1999; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1995; PEREIRA et al., 2008;). As 

amostras que apresentaram níveis intermediários de resistência foram consideradas como 

resistentes. Amostras que não apresentavam susceptibilidade para pelo menos um antibiótico 

pertencentes a três ou mais categorias de antimicrobianos foram definidas como multidroga-

resistente (MDR) (MAGIORAKOS et al. 2012). 

 

Análise comparativa de métodos semi-automatizados de diagnóstico microbiológico 

 

Para a amostra 2450 foi realizada a análise comparativa entre os resultados obtidos 

pelos sistemas comerciais semi-automatizados API Coryne (BioMérieux Inc., FR),  RapID™ 

CB Plus System (Oxoid Inc., UK) e BBL Crystal™ GP (Becton Dickinson and Company, 

US) realizados conforme as instruções dos fabricantes (BURKOVSKI, 2014).  

As amostras clínicas foram avaliadas pelo método comercializado semi-automatizado 

API Coryne System 4.0 (BioMérieux Inc., FR), seguindo  a plataforma de consulta API Web 

decoding system (www.apiweb.biomerieux.com), que inclui os seguintes testes: redução de 

nitrato, atividade pirazinamidásica, fosfatase alcalina, produção de urease, gelatinase e 

fermetação de carboidratos, dentre outros. 

O Sistema RapID CB Plus System (Oxoid Inc., GB) é um sistema de identificação 

rápida, com leitura dos resultados proposta em 4 horas. Similar ao API Coryne System, ele 

também é composto por testes enzimáticos e de fermentação de carboidratos, sendo alguns 

desses testes: fermentação de glicose, sacarose, ribose, maltose, atividades enzimáticas para 

uréia e nitrato.  

O BBL Crystal Gram Positive Identification (Becton Dickinson and Company, US), 

assim como os anteriores é um Sistema commercial que também contempla testes 

bioquímicos diversos semelhantes aos dois sistemas anteriores. Posteriormente a interpretação 

do teste, o biocódigo gerado a partir dos resultados de cada teste é lido com o BBL™ 

Crystal™ MIND Software, fornecido separadamente pelo fabricante. 

http://www.apiweb.biomerieux.com/
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Com excessão do sistema RapID CB Plus, os demais sistemas são de incubação 

padrão de 24 horas. Todos os três requerem a temperatura de 37ºC em aerobiose. Para a 

leitura dos resultados, somente o sistema Api Coryne utiliza uma solução não fornecida no 

kit, peróxido de hidrogênio. 

 

Técnica de MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization – Time of Flight) 

 

A caracterização molecular da amostra 2450 foi realizada pelo MALDI-TOF 

utilizando o método direto de análise previamente descrito (THEEL et al., 2012). Alíquota da 

amostra em cultura fresca foi inoculada com o auxílio de uma haste na placa de análise dentro 

espaço delimitado. Em seguida, foi adicionado 1µl de ácido fórmico 70%   (Sigma-Aldrich 

Co, US) e a placa deixada em temperatura ambiente para secagem. Depois de seco, 1µl da 

matriz HCCA (ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico) foi também adicionada e a placa deixada em 

temperatura ambiente. Os espectros foram obtidos pelo aparelho em um modo positivo linear 

(Microflex, Bruker Daltonics, US). O padrão de teste bacteriano (BTS, Bruker, US) foi 

utilizado para calibração de instrumentos. Os espectros de massa foram analisados em um m/z 

gama de 2.000 a 20.000. A biblioteca de MALDI Biotyper versão 3.0 e software de versão 3.1 

de MALDI Biotyper foram usados para identificação bacteriana. 

 

Ensaios de sequenciamento de genes 16S rRNA and rpoB  

 

A genotipagem da amostra 2450 foi realizada através de ensaios de sequenciamento de 

genes 16S rRNA and rpoB baseados em  protocolos previamente estabelecidos por diversos 

autores.  Para a análise do gene 16S rRNA foram utilizados os iniciadores PA/PH, 1831/1832 

e 519R e 1242F e para o gene rpoB os iniciadores 2700 e 3130 apresentados na Tabela 1. 

 

Extração do DNA total - A amostra foi cultivada em tubos contendo 3 ml de “Brain Heart 

Infusion” (BHI; Difco™ & BBL™, US) e incubados a 37C por 24-48 horas. Alíquotas de 2 

ml de cultura foram transferidas para um microtubo e centrifugados a 3000 rpm por 5 min. O 

sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 500 l de água ultrapura isenta de 

RNase e DNase estéril (Promega, US) e submetida a banho-maria fervente (100°C) por 10 

min. Após esta etapa, a suspensão foi imediatamente congelada a -20C. Este material foi 

posteriormente descongelado e centrifugado a 14000 rpm por 10 s. O sobrenadante foi 
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transferido para outro microtubo e armazenado a -20C para posteriormente ser utilizado na 

reação da reação em cadeia pela polimerase (PCR) (BAIO et al. 2013). 

 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) -  Para a amplificação dos genes 16S rRNA e rpoB, a 

PCR foi realizada em um volume final de 50 l. As reações individuais foram compostas de 

água ultra pura isenta de DNase e RNase estéril, tampão de reação 1X, 3 mM de MgCl2, 0,2 

mM de cada dNTP (dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP] 10mM), 100 ng de cada iniciador 

(Tabela 1), 1,5 U da enzima Taq polimerase (Promega) e 5 l do DNA obtido pela extração 

por choque térmico, como descrito anteriormente. As reações foram realizadas nas seguintes 

condições: pré-desnaturação a 94C por 2 min, seguido por 35 ciclos a 94C por 1 min, 55 C 

por 1 min e 72ºC por 2 min e uma etapa final de extensão a 72ºC por 7 min (BAIO et al. 

2013;KHAMIS et al. 2005; WATTS et al. 2000). 

 

Eletroforese em gel de agarose - Os géis de agarose foram preparados a 2% dissolvendo a 

agarose ultrapura (Invitrogen™, US) em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (BioRad 

Labs, US). Foram aplicados 7 l do produto da PCR e 1 l de marcador de peso molecular 

(Invitrogen™) nos poços do gel. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida TAE 1X 

sob uma corrente de 55 V por 60 min. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio 

(10 mg/ml) e observado sob luz ultravioleta e registrado em foto com o equipamento 

ImageQuant 300™ (GE Healthcare Life Science, GB).  

 

Purificação dos produtos de PCR -  Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit 

PureLink PCR (Invitrogen™). A purificação foi realizada conforme as instruções do 

fabricante, com exceção da utilização do isopropanol, o qual foi substituído por etanol 

absoluto (Merck, BR). Para purificação dos produtos de PCR com bandas inespecíficas, foi 

empregado o sistema E-gel (Invitrogen™), utilizando o gele de agarose CloneWell 0,8%, 

seguindo as instruções do fabricante. 

 

Sequenciamento e análise das sequências nucleotídicas -  Os produtos purificados foram 

utilizados como molde de DNA para a reação de sequenciamento de suas duas fitas com o 

sistema comercial (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Applied 

Biosystems™, US) conforme as recomendações dos fabricantes. Posteriormente, os produtos 

desta reação foram precipitados com 80 µl de uma solução com 75% de isopropanol, centri- 
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fugados por 45 min a 4000 rpm a 21ºC e o sobrenadante desprezado pela inversão cuidadosa 

da placa em papel de filtro. A placa foi invertida em cima de outro papel de filtro, 

centrifugada por 1 min a 900 rpm a 21ºC. A placa foi levada ao termociclador para secagem a 

75ºC por 5 min. Os sedimentos foram ressuspensos em 10 µl de formamida, centrifugados por 

1 min a 900 rpm a 21ºC, incubados por 5 min a 95ºC e resfriados imediatamente em banho de 

gelo. Após a corrida no sequenciador (ABI PRISM 3100 Applied Biosystems DNA 

Sequencer), as sequências nucleotídicas foram analisadas e editadas utilizando o programa 

SeqMan versão 7.0 (DNASTAR Lasergene) e comparadas àquelas depositadas no banco de 

sequências GeneBank e Ribosomal Database Project II (RDP-II) 

 

 

Investigação do potencial de virulência bacteriana utilizando o modelo experimental 

com nematódeo C. elegans 

 

A patogenicidade da amostra 2450 foi investigada utilizando o modelo experimental in 

vivo com o nematódeo C. elegans N2 por meio de 3 diferentes ensaios. Para todos, os 

nematódeos foram mantidos em placas contendo meio de crescimento para nematódeos 

(NGM), utilizando a cepa Escherichia coli OP50 como fonte de alimento, por 

aproximadamente 4 dias a 20 
o
C. Para o ensaio de infecção, através do qual é verificada a 

letalidade da amostra, placas de NGM foram preparadas com 20 µl de suspensão bacteriana a 

partir de uma cultura de 24 h em Trypticase Soy Broth (TSB, em português, Caldo 

Tripticaseina de Soja; Difco™ & BBL™, US) sob agitação. Após 24-48h, 20 vermes em 

Tabela 1 - Iniciadores utilizados nas reações de amplificação e sequenciamento dos genes 

conservados 16S rRNA e rpoB para a identificação da amostra 2450 isolada de 

urinocultura de paciente submetido a transplante renal atendido no HUPE/UERJ 

Gene Fragmento 

(pb) 

Iniciador Sequência do iniciador 

5’-3’ 

Referência 

16SrRNA 1500 PA 
a,s

 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Watts et al., 

2000   PH 
a,s

 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 

     

  519R 
s
 GTATTACCGCGGCGGCTG Jonhson, 1994 

  1242F 
s
 CACACGTGCTACAATGG 

     

  1831 
s
 GAGGAACACCGATGGCGAAGG Watts et al., 

2000   1832 
s
 GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT 

     

rpoB 400 2700F 
a,s

 CGWATGAACATYGGBCAGGT Khamis et al., 

2004   3130R 
a,s

 TCCATYTCRCCRAARCGCTG 
a, amplificação; s, sequenciamento. 
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estágio larval L4 foram transferidos para placas contendo as amostras testes e observados 

diariamente durante 5 dias. Para cada amostra, foram realizadas ao menos 3 placas. Os 

números de vermes mortos ou desaparecidos foram utilizados nas análises estatísticas 

(SANTOS et al. 2015). Paralelamente, foi verificada a capacidade da amostra de induzir o 

efeito bagging, isto é, a eclosão dos ovos no interior de vermes adultos mortos. 

Adicionalmente, a amostra foi testada quanto à indução do star quando é observado 

em meio líquido um aglomerado de nematódeos presos pelas próprias caudas. Para tanto, foi 

realizada a lavagem de uma placa de Petri contendo os nematódeos com 3ml de tampão M9. 

Após 30 segundos de homogeneização contínua da placa, todo o conteúdo foi retirado e 

dividido em tubos de 1,5 ml. Em seguida, o conteúdo da lavagem foi centrifugado 3 vezes  

por 30 segundos a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e distribuído em alíquotas de 100 µl 

nos poços de placas de 24 orifícios contendo previamente 500 µl de tampão M9. 

Posteriormente, foram adicionados aos poços os seguintes volumes da suspensão bacteriana 

em concentração equivalente à densidade ótica de 0.2 (λ=580 nm): 50 µl, 100 µl, 150 µl e 200 

µl. Poços contendo apenas tampão M9 e outros contendo a mesma solução e meio TSB foram 

utilizados como controle do experimento. Por fim, a placa foi incubada a 20ºC por 5 dias 

(ANTUNES et al. 2016). 

 

Avaliação da capacidade de formação de biofilme bacteriano em substratos abióticos 

diversos (vidro, poliestireno e catéteres de poliuretano, silicone e látex) 

 

Ensaios de produção de biofilme em superfície hidrofílica e de carga positiva (vidro) - Tubos 

de vidro 13x100mm contendo 3ml de TSB foram utilizados no estudo de aderência ao vidro, a 

qual é observada através da deposição de uma camada bacteriana na face interna dos tubos. 

Para tal, a cepa 2450 foi suspensa neste meio em concentração correspondente a 10
7
 UFC/ml 

e incubada por 48h a 37ºC. Posteriormente, o meio de cultura foi retirado sem agitação e uma 

nova partida de meio foi acrescentada. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e o 

experimento foi realizado em triplicata. Após a última incubação, os meios foram removidos, 

os tubos lavados por 3 vezes com solução salina tamponada fosfatada (PBS; 0,01M; pH 7,2) e 

corados com cristal violeta 2%. A produção de biofilme foi classificada de acordo com os 

seguintes padrões: l – bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre o 

meio de cultura e o ar; ll – bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro; lll – bactérias 

formando um anel na interface entre o meio de cultura e o ar; e IV – ausência de bactérias 

aderidas (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991; MOREIRA et al., 2003). 
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Ensaios de produção de biofilme em superfície hidrofóbica e de carga negativa (poliestireno) 

- A produção de biofilme da amostra 2450 foi avaliada nesta superfície através de 

microtécnica previamente descrita por Stepanovic (2000) e por Gomes e colaboradores 

(2009). Resumidamente, 200 µl da suspensão bacteriana (10
7
 bactérias/ml) em meio TSB 

foram inoculados em microplacas de 96 poços de fundo reto e incubados por 48h a 37ºC. Ao 

término da incubação, os poços foram lavados 3 vezes com PBS (0,01M; pH 7,2) e 

posteriormente, 200μL de metanol PA foram adicionados aos poços por 15 minutos. Em 

seguida, o metanol foi retirado e a placa deixada em temperatura ambiente para secagem. 

Duzentos microlitros de solução cristal violeta a 2% foram adicionados em cada poço e, após 

5 minutos, a placa foi lavada exaustivamente com água destilada. Cento e sessenta microlitros 

de ácido acético a 33% foram, então, adicionados aos poços para eluição do corante. O 

controle negativo continha apenas TSB estéril. A absorbância (DO) de cada poço foi aferida 

utilizando-se espectrofotômetro apropriado (leitor de ELISA; BioRad Labs, modelo 550), em 

comprimento de onda de 570nm. A amostra foi classificada em uma das quatro categorias 

com base na DO: não aderente – DO obtida menor ou igual a DO do controle negativo (DOc); 

fracamente aderente – DOC < DO ≤ (2× DOC); moderadamente (2×) DOC < DO ≤ (4× DOC) e 

fortemente aderente – DO > (4× DOC). 

 

Ensaios semi-quantitativos de viabilidade celular e de produção de biofilme na superfície de 

catéteres (poliuretano,silicone e látex) - Para avaliar a habilidade da amostra 2450  produzir 

biofilme nestes substratos, fragmentos de 4 cm de cateter de cada tipo, poliuretano (Intra 

Special Catheters GmbH, DE), silicone (Biosani, BR) e látex (Coloplast do Brasil, BR), foram 

utilizados em ensaios semi-quantitativos, segundo protocolo descrito por Maki e 

colaboradores (1977). Os fragmentos de cateteres foram incubados por 48 h a 37 ºC em tubos 

de ensaio 13x100 mm contendo 4 ml de suspensão bacteriana em TSB (concentração 

equivalente à DO 0.2 em 580 nm). Após esse período, houve a troca do meio de cultura. Esta 

etapa foi repetida por mais três vezes. Findo este processo, o meio da última incubação foi 

retirado e o fragmento foi lavado com PBS por três vezes. Em seguida, o fragmento do cateter 

foi rolado em placa de Petri contento meio Ágar Sangue de carneiro a 5%. A placa foi, então, 

incubada por 48 horas em estufa de aerobiose a 37 ºC. A formação de biofilme foi 

considerada positiva quando visualizado um tapete bacteriano na área de rolamento do 

fragmento  de cateter.  
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Ensaios de interação bacteriana com células de linhagem epitelial renal 

 

Para a realização destes ensaios foram utilizadas células Vero (ATCC® CCL-81™; 

linhagem epitelial de rim de macaco verde africano) cultivadas em meio essencial de Eagle 

(MEM, Sigma-Aldrich Co, US) suplementado com antimicrobianos (50 mg/ml de 

gentamicina e 2,5 mg/ml de fungizona) e 5% de soro fetal bovino.  A tripsinização dos tapetes 

celulares (solução de 0,2% tripsina e 0,02% EDTA em PBS, pH 7,4), foi realizada a cada 5-7 

dias.  

A capacidade de interação microbiana com esta células foi investigada através da 

contagem de bactérias viáveis durante a infecção de monocamadas celulares com 95% de 

confluência em placa de 96 poços. As monocamadas celulares foram infectadas com 10
6
 

UFC/ml e incubadas a 37 
o
C em atmosfera de 5% de CO2 por diferentes tempos de incubação: 

1, 2, 3, 4, 5 e 6 h. Após o período de infecção, foram retiradas alíquotas do sobrenadante (100 

µl), que foram diluídas e plaqueadas em meio Trypticase Soy Agar (TSA, em português, Ágar 

Tripticaseina de Soja; Difco™ & BBL™, US) para a determinação do número de UFC/ml. Os 

tapetes celulares foram então lavados três vezes com PBS (0,01 M; pH 7,4) e tratados com 

500 µl de PBS contendo 0,1% Triton X-100 (BioRad Labs, US) para que as células fossem 

lisadas. Em seguida, alíquotas de diluições do lisado celular (100 µl) foram plaqueadas em 

meio contendo TSA para a determinação de células bacterianas viáveis associadas a 

monocamada. Paralelamente, para verificar o número de micro-organismos internalizados, as 

células foram tratadas com solução de gentamicina a 150 µg/ml e incubadas a 37 
o
C por mais 

1 h. As células foram então lavadas com PBS e lisadas conforme descrito anteriormente. As 

contagens resultaram no número total de bactérias extracelulares, no número total de bactérias 

associadas ao tapete (intracelulares + extracelulares) e no total de bactérias ocupando 

localização intracelular (protegidas da ação do antimicrobiano) (HIRATA Jr et al., 2002). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Estudo dos casos de ITU relacionados com corinebactérias ocorridos em pacientes 

atendidos no HUPE/UERJ (2011-2013) 

 

No presente estudo foram identificadas pelo LDCIC/UERJ 69 amostras de 

corinebactérias isoladas de urinoculturas processadas no LABAC-HUPE/UERJ, oriundas de 

pacientes que apresentavam quadro clínico de ITU atendidos em diferentes setores do HUPE, 

durante o período de janeiro de 2011 a janeiro de 2013. Os aspectos epidemiológicos e 

microbiológicos relativos aos casos de corinebactérias isoladas de urinoculturas estão 

apresentados nas Tabelas 2 e 3 e nas Figuras 1 e 2.  Os dados indicaram que os casos de ITU 

relacionados com corinebactérias foram observados em pacientes atendidos em diferentes 

setores do HUPE, sendo a maior parte de origem ambulatorial (58; 82,61%) (Figura 1A). A 

maioria dos pacientes (73,91%) foi atendida nas Unidades de Transplantes (n=35; 50,72%) e 

Nefrologia (n=16; 23,19%) (Figura 1B). 

Conforme demonstrado nas Tabelas 2 e 3, o maior número de casos de corinebactérias 

isoladas de urinoculturas foi observado em pacientes do sexo feminino (n=49; 71,04%). Os 

dados também indicaram que as 69 amostras de corinebactérias foram isoladas de 

urinoculturas de pacientes entre 16 e 79 anos de idade. Os  números de amostras de 

corinebactérias isoladas de urinoculturas distribuídos pelas  faixas etárias dos pacientes estão 

apresentados na Figura 2.  O maior número de casos foi observado em pacientes adultos na 

faixa etária entre 41 a 60 anos (n=38; 55,07%). Não foram detectadas corinebactérias isoladas 

de urinoculturas de crianças menores de 13 anos de idade e idosos com mais de 80 anos de 

idade. 

Conforme descrito na Tabela 2, 40,58% (n=28) das amostras de corinebactérias foram 

isoladas de urina em culturas puras. Os dados apresentados na Tabela 3 demonstraram que 

dentre as 69 as amostras identificadas como pertencentes ao gênero Corynebacterium a 

maioria (n=41; 59,42%) foi isolada em associação com uma (n=24; 58,54%) ou mais espécies 

bacterianas (n=15, 36,59%). Em seis oportunidades (2254a,b, 2257a,b, 2327a,b) foram 

isoladas duas espécies de corinebactérias de urinocultura de um mesmo paciente, quatro 

desses (2257a,b, 2327a,b) sem a presença de outros gêneros bacterianos. Na maioria dos casos 

de infecções mistas, ocorreu associação de uma espécie de corinebactéria com duas outras 

espécies bacterianas (n=22). Ocorreu apenas um caso de isolamento de corinebactéria em 
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associação com três outras espécies bacterianas (2254a,b) de urinocultura  de paciente 

transplantado. 

Da amostras isoladas de urinoculturas pertencentes ao gênero Corynebacterium neste 

estudo, 60 (86,96%) apresentaram contagem bacteriana igual ou superior a 10
3
 UFC/ml, 

independente de estarem em associação ou em culturas puras. Os registros de contagem de 

viáveis obtidos nas urinoculturas de nove amostras (13,04%) não foram fornecidos ao LDCIC 

(Tabelas 2 e 3). 

Os dados apresentados na Tabela 3 demontraram a presença de diversas espécies de 

micro-organismos isolados em associação com as corinebactérias nas urinoculturas 

pertencentes aos gêneros Staphylococcus (n=20; 48,78%), Streptococcus (n=6; 14,63%), 

Lactobacillus (n=6; 14,63%) e Escherichia (n=6; 14,63%). Amostras de Staphylococcus 

coagulase-negativos foram mais frequentemente observados (n=17; 41,46%), incluindo 4 

(23,53%) amostras multirresistentes aos agentes antimicrobianos.  

Procedimentos laboratorias utilizando testes fenotípicos clássicos indicaram o 

envolvimento de diferentes espécies de corinebactérias em quadros de ITU, incluindo C. 

afermentans, C. propinquun, C. jeikeium, C. coyleae, C. urealyticum e C. glucuronolyticum 

Conforme ilustrado na Figura 3, as amostras pertencentes ao Complexo XSMA foram as 

mais isoladas das urinoculturas (n=40; 57,14% ), tanto de culturas puras (n =19; 67,85%)  

quanto mistas (n=21; 51,22%). 

Na Tabela 4 estão representados os perfis de susceptibilidade aos 14 agentes 

antimicrobianos observados pelo método de difusão em disco expressos pelas amostras de 

corinebactérias isoladas de urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores 

hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013). As amostras de corinebactérias 

apresentaram perfis variados de susceptibilidade aos antimicrobianos, sendo a maioria 

classificado como MDR.  Amostras com perfis MDS foram observadas para micro-

organismos do complexo XSMA, C. afermentans, C. urealitycum, C. propinquum e 

pertencentes ao grupo classificado como Corynebacterium sp. Entretanto, foi demonstrada 

100% de sensibilidade para linezolida e vancomicina para todas as amostras de 

corinebactérias utilizadas no estudo. Não foi detectado 100% de resistência para nenhum dos 

antimicrobianos testados. 

Os dados indicaram que nessa etapa do estudo, a maioria das  amostras (n=55; 

78,26%) isoladas das urinoculturas não pode ser identificada a nível de espécie pela 

metodologia aplicada e foram  caracterizadas como pertencentes ao complexo XSMA (n=40; 

57,97%), CDC Grupo G (n=1; 1,45%)  e Corynebacterium sp. (n=14; 18,84%). Portanto, 
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confirmam a necessidade de avaliação adicional aplicando métodos moleculares para a 

identificação final dessas amostras. Ensaios utilizando as técnicas de MALDI-TOF e/ou o 

sequenciamento de genes conservados 16SrRNA e rpoB estão em andamento em nosso 

laboratório. 

Nas Tabelas 5A e 5B estão representados, respectivamente os perfis fenotípicos 

expressos pelas amostras de corinebactérias relacionadas e não relacionadas ao complexo 

XSMA isoladas de urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores 

hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013) que foram obtidos por testes bioquímicos 

convencionais. A amostra 2450 inicialmente identificada como Corynebacterium sp (Tabela  

5B) foi utilizada nos estudos descritos a seguir relativos a eficácia de diferentes métodos 

laboratoriais de identificação e do potencial de virulência da espécie C. mycetoides. 
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Figura 1 – Número de amostras de corinebactérias isoladas de urinoculturas de pacientes 

tratados em diferentes setores e sub-setores hospitalares (HUPE/UERJ) durante o 

período de janeiro de 2011 a janeiro de 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: DIP, Doenças Infecto-Parasitárias; NESA, Núcleo de Estudos da Saúde do Adolescente; AMB, 

ambulatório; ENF, enfermaria; NI, não informado.  
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Tabela 3 – Aspectos epidemiológicos e microbiológicos de 41 amostras de corinebactérias isoladas em associação com outros micro-

organismos oriundas de urinoculturas de pacientes com quadro de infecção urinária atendidos em diversos setores do 

HUPE/UERJ (Jan 2011-Jan 2013) 

N
o
/Amostra/Ano 

Dados dos 

pacientes 

Origem dos casos 

no HUPE 
Micro-organismos isolados nos plantios primários de amostras de urina 

Sexo/Idade Setor/Subsetor 
Corinebactéria 

isolada 

Contagem de 

bactérias viáveis 

(UFC/ml) 

Micro-organismos associados 

1/2206/2011 F/41 Nefrologia/AMB C. afermentans 6,0 x 10³ 
Staphylococcus aureus e Streptococcus 

spp. 

2/2209/2011 F/49 Transplante/AMB Complexo XSMA 1,0 x 10
5
 Streptococcus agalactiae e BGNF 

3/2213/2011 F/59 Transplante/AMB Complexo XSMA 2,0 x 10³ BGNF 

4/2214/2011 F/59 Transplante/AMB C. afermentans 3,0 x 10³ BGNNF 

5/2217/2011 F/NI NI/NI Complexo XSMA 8,0 x 10³ Escherichia coli 

6/2224/2011 F/50 Transplante/AMB Complexo XSMA 2,0 x 10³ Staphylococcus spp. e S. agalactiae 

7/2226/2011 F/64 Nefrologia/AMB Complexo XSMA 2,0 x 10
4
 S. agalactiae 

8/2227/2011 F/NI Transplante/AMB Complexo XSMA 3,0 x 10³ SCN 

9/2246/2011 F/58 Transplante/AMB Complexo XSMA 1,0 x 10³ Acinetobacter spp. e SCN 

10/2254a/2011 F/48 Transplante/AMB C. afermentans 5,0 x 10³ SCN MDR, E. coli e Complexo XSMA 

11/2254b/2011 F/48 Transplante/AMB Complexo XSMA 3,0 x 10³ SCN MDR, E. coli e C. afermentans 

12/2256/2011 M/62 Transplante/AMB C. propinquum 1,0 x 10³ SCN 

13/2257a/2011 F/57 Transplante/AMB Complexo XSMA NI C. propinquum 

14/2257b/2011 F/57 Transplante/AMB C. propinquum NI Complexo XSMA 

15/2258/2011 F/37 Transplante/AMB C. afermentans 7,0 x 10³ Staphylococcus spp. MDR e E. coli 

16/2265/2011 F/55 Transplante/AMB Complexo XSMA 1,5 x 10
4
 SCN MDR 

17/2266/2011 F/46 Transplante/AMB C. afermentans NI BGNF e SCN 

18/2267/2011 M/59 Transplante/AMB Complexo XSMA 1,0 x 10³ SCN 
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19/2270/2011 F/54 Transplante/AMB C. afermentans 5,0 x 10³ Lactobacilus spp.e SCN 

20/2271/2011 F/NI Nefrologia/AMB Complexo XSMA 7,0 x 10³ SCN e Lactobacilus spp. 

21/2274/2011 F/53 Transplante/AMB Complexo XSMA 5,0 x 10³ E. coli e SCN 

22/2278/2011 F/78 PPC/AMB Corynebacterium sp. 1,1 x 10
4
 E. coli e SCN 

23/2280/2011 F/59 Transplante/AMB Complexo XSMA NI Klebsiella pneumoniae e SCN 

24/2281/2011 F/48 Transplante/AMB Complexo XSMA 3,0 x 10³ K. pneumoniae e SCN 

25/2289/2011 F/49 Transplante/AMB Corynebacterium sp. 3,5 x 10
4
 Streptococcus spp. α hemolítico 

26/2293/2011 M/40 Transplante/AMB Complexo XSMA 4,0 x 10
4
 Lactobacilus spp. 

27/2299/2011 F/55 Transplante/AMB Complexo XSMA 5,0 x 10
4
 Lactobacilus spp. 

28/2300/2011 M/47 Transplante/AMB C. glucoronoliticum 1,5 x 10
4
 SCN 

29/2303/2011 F/25 Pré-Natal/AMB Corynebacterium sp. 7,0 x 10³ Streptococcus α-hemolítico e SCN MDR 

30/2307/2011 F/79 Ginecologia/ENF Complexo XSMA 1,0 x 10
5
 Proteus mirabilis 

31/2313/2011 F/50 Transplante/AMB Corynebacterium sp. 3,0 x 10
4
 Lactobacilus spp. 

32/2320/2011 F/55 Transplante/AMB Corynebacterium sp. 6,0 x10
4
 Lactobacilus spp. 

33/2326/2011 F/49 Reumatologia Corynebacterium sp. 1,0 x 10
5
 SCN 

34/2327a/2011 M/38 Transplante/AMB Complexo XSMA 2,3  x10
3
 Complexo XSMA 

35/2327b/2011 M/38 Transplante/AMB Complexo XSMA 4,0 x 10
4
 Complexo XSMA 

36/2328/2011 F/44 Nefrologia/ENF C. afermentans 4,5 x 10
3
 Arthrobacter spp. 

37/2330/2011 M/53 Nefrologia/AMB Corynebacterium sp. 1,0 x 10
4
 NI 

38/2344/2012 F/42 Nefrologia/AMB CDC Grupo G 1,0 x 10
4
 SCN MDR 

39/2348/2012 M/NI PPC/AMB Corynebacterium sp. 2,5 x 10
4
 P. mirabilis 

40/2386/2012 F/NI PPC/AMB Complexo XSMA 6,0 x 10
4
 NI 

41/2415/2012 F/72 PPC/AMB C. afermentans 2,5 x 10
3
 E. coli 

Legenda: F, feminino; M, masculino; AMB, ambulatório; ENF, enfermaria; NI, não informado; XSMA, xerosis, striatum, minutissimum, amycolatum; BGNF, bacilo 

Gram-negativo fermentador; BGNNF, bacilo Gram-negativo não fermentador; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, multirresistente; PPC, 

policlínica Piquet Carneiro. 
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Figura 2 – Números de amostras de corinebactérias isoladas de urinoculturas relacionados com as faixas etárias dos pacientes atendidos no 

HUPE/UERJ (Jan 2011-Jan 2013) 
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Figura 3 – Número (%) de amostras de corinebactérias  isoladas de urinoculturas de pacientes 

atendidos em diversos setores do HUPE/UERJ (Jan 2011-Jan 2013) 
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Tabela 4 – Perfis de susceptibilidade aos 14 agentes antimicrobianos testados pelo teste de difusão em disco de amostras de corinebactérias isoladas 

de urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013) 

Micro-organismo 

 Perfis e % de resistência aos agentes antimicrobianos 

Multirresistência Amp Pen Cef Gen Cip Lin Eri Lzd 
Sulf/ 

Trim 
Van Rif Tet Imi Nit 

Complexo XSMA 

 
 V V V V V V V S V S V V V V 

 56 56 15 43 33 52 56 0 67 0 15 19 43 71 

1/MDR/10 R R R R R R R S R S R S R R 

2/MDR/7 R R S S S R R S R S R R S R 

3/MDR/6 R R R S S S S S R S R S R R 

4/MDR/6 R R S R R S R S R S S R S NT 

5/MDR/5 R R R S S R R S R S S S S NT 

6/MDR/5 R R R S R S S S R S R S S NT 

7/MDR/5 R R S S R R R S S S S S S R 

8/MDR/5 R R S S R S R S R S S S R NT 

9/MDR/5 S S S S S R R S R S S R S R 

10/MDR/4 R R S S R S R S R S S S S NT 

11/MDR/4 R R S S S R S S S S S R S R 

12/MDR/4 R R S S S S S S R S S R S R 

13/MDR/4 R R S S S R R S R S S S S S 

14/MDR/4 R R S S R R R S S S S S S S 

15/MDR/4 S S S S R R R S S S S S S R 

16/MDR/4 S S S S R R S S R S S S S R 

17/MDR/4 S S S S S R R S R S S S S R 

18/MDR/3 R R S S S S S S R S S S S R 

19/MDR/3 S S S S S R S S R S S S S R 

20/MDR/3 S S S S S R R S R S S S S S 

21/MDR/3 S S S S S R R S S S S S S R 

22/MDS/2 R R S S S S S S R S S S S S 

23/MDS/2 S S S S S S S S R S S S S R 

24/MDS/1 S S S S S S R S S S S S S S 

25/MDS/1 S S S R S S S S S S S S S NT 

26/MDS/1 S S S S S S S S S S S S S R 

27/MDS/0 S S S S S S S S S S S S S S 

C. afermentans  V V S S V V V S V S S V V R 

  67 67 0 0 17 50 50 0 67 0 0 17 17 100 

 1/MDR/5 

2/MDR/4 

R R S S R R R S S S S R S NT 
 R R S S S R S S R S S S S R 

 3/MDR/5 R R S S S S R S R S S S R R 
 4/MDR/3 R R S S S S S S R S S S S R 
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 5/MDR/3 S S S S S R R S S S S S S R 
 6/MDS/2 S S S S S S S S R S S S S R 

C. coyleae  - - - - - - - - - - - - - - 

 MDR/5 R R S R S R S S R S S S S R 

C. jeikeium 
 

MDR/6 

- - - - - - - - - - - - - - 

 R R S S R S R S R S S S R R 

C. urealitycum  - - - - - - - - - - - - - - 

 MDS/0 S S S S S S S S S S S S S NT 

C. propinquun  V V S S V V V S S S S S S R 

  50 50 0 0 50 50 50 0 0 0 0 0 0 100 

 MDR/4 R R S S R R R S S S S S S NT 

 MDS/1 S S S S S S S S S S S S S R 

C. glucuronoliticum  - - - - - - - - - - - - - - 

 MDR/4 S S S R S S S S R S S R S R 

CDC grupo G 
 - - - - - - - - - - - - - - 

MDR/6 R R S S S R R S R S S R S R 

Corynebacterium sp.  V V V V V V V S V S V S V R 

  60 60 10 30 30 50 70 0 80 0 20 0 30 100 

. 

 

1/MDR/6 R R R S S R R S R S S S S R 

2/MDR/6 R R S R S R R S R S S S S R 

3/MDR/6 R R S S R R R S R S S S S R 

4/MDR/6 R R S S R S R S R S R S R NT 

5/MDR/4 R R S R S S S S R S S S R NT 

6/MDR/4 S S S S S R R S R S S S S R 

7/MDR/4 S S S S S S R S R S R S S R 

8/MDR/4 S S S R R S R S S S S S R NT 

 9/MDS/2 R R S S S S S S S S S S S R 

 10/MDS/2 S S S S S R S S R S S S S NT 

Legenda: R, resistente; S, sensível, V, variável; NT, não testado; MDR, multirresistente; MDS, multissensível; Amp, ampicilina; Pen, penicilina; Cef, cefotaxima; Gen, 

gentamicina; Cip, ciprofloxacina; Lin, lincomicina; Eri, eritromicina; Lzd, linezolida; Sulf/Trim, sulfametoxazol com trimetroprima; Van, vancomicina; Rif, 

rifampicina; Tet, tetraciclina; Imi, imipenem; Nit, nitrofurantoína. 
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Tabela 5 – Características fenotípicas de amostras relacionadas ao Complexo XSMA isoladas de urinoculturas obtidas de pacientes tratados 

em diferentes setores hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013) 

Amostra/Ano de isolamento 

   Produção de ácido  

N
it

ra
to

 

U
re

as
e 

E
sc

u
li

n
a 

G
li

co
se

 

M
al

to
se

 

S
ac

ar
o
se

 

M
an

it
o
l 

C
A

M
P

 

T
ir

o
si

n
a 

2209/2011 - - - + - + - + NT 

2213/2011 - - - + + + - - NT 

2215/2011 - - - + + - - - NT 

2217/2011 - - - + (+) + - - NT 

2218/2011 - - - + + + - + NT 

2220/2011 - - - + + + - - NT 

2224/2011 - - - + (+) + - - NT 

2226/2011 - - - (+) (+) (+) - - NT 

2227/2011 - - - (+) (+) (+) - - NT 

2246/2011 + - - (+) (+) (+) - + NT 

2254b/2011 - - - + + - - - NT 

2257a/2011 - - - (+) (+) - - - NT 

2265/2011 - - - (+) (+) (+) - - NT 

2267/2011 - - - (+) - - - - NT 

2271/2011 - - - + (+) - - - NT 

2274/2011 - - - + + + - - NT 

2280/2011 + - - + + + + - NT 

2281/2011 - - - + + - - - NT 
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2293/2011 + - - (+) (+) (+) - - NT 

2299/2011 - - - + + + - - + 

2307/2011 + - - + - - - - + 

2327a/2011 - - - + - + - - - 

2327b/2011 - - - + - (+) - + - 

2342/2012 - - - + - - - - - 

2349/2012 - - - + + - - - NT 

2352/2012 + - - + + + - - + 

2356/2012 + - - + + + - - NT 

2361/2012 - - - + - - - - NT 

2362/2012 - - - + - + - - NT 

2367/2012 - - - + + + - + - 

2368/2012 - - - + + - - - - 

2374/2012 + - - + + + - - - 

2380/2012 - - - + + - - - - 

2386/2012 - - - + - + - - (+) 

2388/2012 - - - + + + - - + 

2393/2012 + - - + - - - - - 

2400/2012 - - - + - - - - - 

2416/2012 - - - + + + - - + 

2417/2012 + - - + + - - - - 

2426/2012 - - - + + + - - + 

Legenda: -, Negativo; +, Positivo; (+), Reação positiva fraca; NT, Não testado. 
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Tabela 6 – Perfis fenotípicos de amostras não relacionadas ao complexo XSMA isoladas de 

urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores hospitalares 

(HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013) 

Perfil fenotípico 

Amostra/ 

Ano 

isolamento 

N
it

ra
to

 

U
re

as
e 

E
sc

u
li

n
a 

Produção de ácido 

para: 

C
A

M
P

 

T
ir

o
si

n
a 

G
li

co
se

 

M
al

to
se

 

S
ac

ar
o
se

 

M
an

it
o
l 

C. afermentans 2206/2011 - - - - - - - - NT 

 2214/2011 - - - - - - - - NT 

 2231/2011 - - - - - - - + NT 

 2254a/2011 - - - (+) - - - + NT 

 2258/2011 - - - - - - - + NT 

 2266/2011 - - - - - - - + NT 

 2270/2011 - - - - - - - - NT 

 2328/2011 - - - - - - - + - 

 2415/2012 - - - - - - - - NT 

           

C. coyleae 2216/2011 - - - - - - - + NT 

           

C. jeikeium 2329/2011 - - - + + - - - - 

           

C. urealitycum 2340/2011 - + - - - - - - NT 

           

C. propinquum 2256/2011 + - - - - - - - NT 

 2257b/2011 + - - - - - - - NT 

           

C. glucoronoliticum 2300/2011 - - - + - (+) - + - 

           

CDC group G 2344/2012 - - - + + + - - + 

           

Corynebacterium 

sp. 

2278/2011 - - - - - - - - NT 

 2289/2011 - - - - - - - + NT 

 2303/2011 + - - + + - - - - 

 2313/2011 - (+) - - - - - + - 

 2320/2011 - - - - - - - + - 

 2326/2011 - + - + + + - - - 

 2330/2011 - - - + - - - - - 

 2232/2011 - (+) - - - - - - NT 

 2335/2011 - - - - - - - - NT 

 2337/2011 - - - - - - - - NT 

 2342/2012 - - - + - - - - - 

 2348/2012 - - - - - - - - NT 

 2412/2012 - - - - - - - - NT 

 2450/2013
*
 - - - + - - - - NT 

Legenda: -, Negativo; +, Positivo; (+), Fracamente positivo; NT, Não testado; *, Amostra empregada nos 

estudos adicionais relativos da eficácia de diferentes métodos laboratoriais de identificação e do 

potencial de virulência da espécie C. mycetoides. 
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4.2 Identificação e determinação do potencial patogênico de espécie rara de 

corinebactéria a partir de urinocultura de  paciente com ITU atendido no 

HUPE/UERJ 

 

4.2.1 Identificação bacteriana 

 

4.2.1.1 Análise empregando testes fenotípicos convencionais  

 

Conforme apresentado na Figura 4, após incubação por 24/48h à 37ºC em aerobiose 

em Ágar Sangue de carneiro a 5%, a amostra 2450, isolada de paciente submetido a 

transplante renal, apresentou crescimento abundante, com aspecto brilhante, pigmento 

amarelo forte, aspecto mucóide, não hemolítica, medindo cerca de 1mm (Figura 4A). Apesar 

de exibir morfologia colonial incomum às espécies de corinebactérias relacionadas com 

processos infecciosos em humanos, a análise microscópica pelo método de Gram demonstrou 

que a cepa isolada em cultura pura apresentava-se morfologia celular compatível com BGPIs 

com formas cocobacilares e claviformes de tamanhos variados (Figura 4B). Apesar de ter 

sido utilizado um conjunto de 13 testes fenotípicos convencionais (Figura 4C) os resultados 

não permitiram a identificação da amostra a nível de espécie utilizando tabelas de 

identificação de bacilos Gram-positivos disponíveis na literatura. Com base nos resultados, o 

isolado foi agrupado no gênero Corynebacterium. 

 

 

4.2.1.2 Análise fenotípica por sistemas semi-automatizados 

 

Conforme demonstrado na Tabela 6, os três testes semi-automatizados utilizados no 

presente estudo forneceram resultados diferentes entre si e mostraram-se incapazes de 

identificar corretamente a amostra 2450 como C. mycetoides. O sistema Api Coryne 

identificou a amostra como Corynebacterium argentoratense, enquanto o sistema de 

identificação rápida RapID CB Plus, chegou a dois resultados distintos e apontou como 

questionável a sua conclusão, orientando que fosse verificada a pureza da amostra e repetido o 

teste, identificando a amostra como Brevibacterium spp. O código 1544051001 não  

apresentou correlação com as espécie incluídas no programa de identificação utilizado no 

sistema BBL Crystal. 
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A B 

Figura 4 – Características morfológicas e bioquimicas de Corynebacterium mycetoides 2450 

isolada de urinocultura de um paciente transplantado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Crescimento da amostra C. mycetoides 2450 e meio Agar Sangue. (B) Cooloração de Gram da 

amostra C. mycetoides 2450. (C) Características fenotípicas da amostra C. mycetoides 2450. 
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Tabela 7 – Resultados das análises fenotípicas convencional e semi-automatizadas e moleculares de Corynebacterium mycetoides 2450 

isolada de urinocultura de um paciente transplantado renal. 

Amostra 

Fenotípico 

Convencional API Coryne RapID CB Plus BBL Crystal 

Espécie Espécie 
Score

% 
Código Espécie 

Score

% 
Código Espécie 

Score

% 
Código 

2450 
Corynebacterium 

sp. 

C. 

argentoratense 
79.2 2100104 

Brevibacterium 

sp. 
93.7 0006013 NI NI 1544051001 

Legenda: NI, não informado. 
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4.2.1.3 Identificação molecular por MALDI-TOF e sequenciamento de genes conservados  

16S rRNA e rpoB 

 

 O método MALDI-TOF baseia-se na combinação da aplicação da espectrometria de 

massa, que analisa o componente proteico dos micro-organismos, com dados de 

bioinformática. Apenas o método molecular MALDI-TOF permitiu a especiação correta  da 

amostra 2450 como C. mycetoides em concordância com os resultados do sequenciamento de 

genes conservados 16S rRNA e rpoB (Tabela 7). A análise por MALDI-TOF identificou a 

amostra tanto a nível de gênero quanto a nível de espécie. O isolado apresentou semelhança 

(score de 2,214) com a cepa C. mycetoides DSM 20632T DSM, sob o número de 

identificação no NCBI (National Center for Biotechnology Information) de 38302. 

 

 

4.2.2 Avaliação da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos através do método de difusão 

em ágar 

 

A amostra 2450 expressou o perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos 

apresentado na Tabela 8 e foi definida como MDR por exibir resistência aos antimicrobianos 

eritromicina, clindamicina e nitrofurantoína. 

 

 

4.2.3 Análise do potencial patogênico da amostra C. mycetoides 2450 

 

4.2.3.1 Aderência e produção de biofilme em superfícies abióticas diversas  

 

Produção de biofilme em superfície (hidrofílica e de carga positiva) de vidro - Os resultados 

ilustrados na Figura 5A demonstraram que a amostra 2450 de C. mycetoides (Tubo I) foi 

incapaz de aderir e de produzir biofilme na superfície do vidro, a semelhança da amostra C. 

diphtheriae CDC-E8392 utilizada como controle-negativo (Tubo II; padrão IV).  
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Tabela 8 – Resultados das análises moleculares de Corynebacterium mycetoides 2450 isolada de urinocultura de um 

paciente transplantado renal 

  Genotípico 

  Sequenciamento 

Amostra 
MALDI-TOF 16S rRNA rpoβ 

Espécie Score Espécie Espécie 

2450 
Corynebacterium 

mycetoides 
2.214 Corynebacterium mycetoides Corynebacterium mycetoides 
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Tabela 9 – Perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos determinada pelo 

método disco difusão de Corynebacterium mycetoides 2450 isolada de 

urinocultura de um paciente transplantado renal 

Antimicrobianos C. mycetoides 2459 

Penicilina G
*
  S 

Ampicilina
*
 S 

Cefotaxima
**

 S 

Gentamicina
**

 S 

Sulfametoxazol/Trimetroprima
#
 S 

Nitrofurantoina
#
 R 

Eritromicina
*
 R 

Imipenem
**

 S 

Clindamicina
**

 R 

Linezolida
*
 S 

Ciprofloxacina**
,#
 S 

Tetraciclina
**

 S 

Rifampicina
**

 S 

Vancomicina
**

 S 

 MDR 
Legenda: 

#
, usualmente utilizados tratramento de ITU. 

*
, pontos de corte sugeridos pelo CLSI 

M100/2016; 
**

, pontos de corte sugeridos pelo BrCAST/2016. S, suscetível; R, resistente; 

MDR, multirresistente. 
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Produção de biofilme em superfície de poliestireno (hidrofílico e de carga negativa) - A 

análise pelo método semi-quantitativo em microplacas de poliestireno demonstrou que a 

amostra C. mycetoides 2450 strain expressou capacidade de produção de biofilme (48h 

incubação) (fraca+: ODc < OD ≤ 2 x ODc), porém em níveis inferiores ao observado para a 

amostra  C. diphtheriae CDC-E8392 utilizada como controle  positivo (Figura 5B). 

  

Aderência e viabilidade bacteriana em superfícies de diferentes tipos de catéteres 

(poliuretano, silicone e látex) - Micrografias apresentadas na Figura 6 demonstraram que C. 

mycetoides é capaz de expressar formas celulares sésseis capazes de aderirem e 

permanecerem viáveis em superfícies de diferentes tipos de catéteres.  A amostra 2450 

apresentou crescimento confluente no meio de cultura em toda extensão do rolamento de 

segmentos de catéteres de poliuretano (Figura 6A), silicone (Figura 6B) e látex (Figura 6C). 

 

 

4.2.3.2 Infecção de nematódeos C. elegans por C. mycetoides 

 

Letalidade em C. elegans – Na Figura 7A encontram-se as curvas de sobrevivência de C. 

elegans obtidas nos ensaios de infecção com o isolado clínico de C. mycetoides e a cepa E. 

coli OP50, comumente utilizada para manutenção destes animais em laboratório. É possível 

observar que 50% dos nematódeos foram mortos por C. mycetoides em apenas 3 dias de 

infecção, enquanto que a cepa E. coli OP50 foi capaz de causar redução de apenas 10 % no 

número de animais durante este período. Após 5 dias de interação, 90 % dos nematódeos 

ainda permaneciam viáveis na presença da cepa E. coli OP50. Contudo, apenas 40 % dos 

animais sobreviveram à infecção pelo isolado clínico.  

 

Indução do efeito bagging em C. elegans - Além de analisar a sobrevivência dos nematódeos 

durante a realização dos ensaios de infecção, foi investigada a indução do efeito 

bagging pelo isolado clínico. A partir do segundo dia de experimento, foi observada 

a eclosão de ovos no interior de um dos vermes adultos mortos (Figura 7B). 

Contudo, não foi possível realizar a contagem das larvas viáveis devido a grande 

quantidade das mesmas no interior deste nematódeo. 
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Figura 5 - Aderência e produção de biofilme pela amostra C. mycetoides 2450 nas superfícies 

do vidro e poliestireno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Análise qualitativa da formação de biofilme na superfície do vidro. (B) Análise quantitativa da 

formação de biofilme na superfície do poliestireno. I, Formação de biofilme pela amostra C. 

diphtheriae CDC-E8392 (controle-negativo). II, Formação de biofilme pela amostra C. mycetoides 

2450. III, Formação de biofilme pela amostra C. diphtheriae TR 241 (controle-positivo). 
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Figura 6 - Micrografias dos tapetes bacterianos formados após o rolamento de diferentes tipos 

de catéteres contendo o biofilme da amostra C. mycetoides 2450 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Rolamento do cateter de poliuretano. (B) Rolamento do cateter de silicone. (C) Rolamento do 

cateter de látex. 
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Formação de star em C. elegans – Dois agregados de vermes em foma de estrela (star) foram 

visualizados entre o segundo e o terceiro dias de experimento nos poços contendo 150 µl da 

suspensão de C. mycetoides. As formações de star foram observadas tanto em nematódeos 

adultos quanto em larvas (Figura 7C). Após o terceiro dia, as formações não puderam mais 

ser observadas devido a decomposição dos vermes mortos por C. mycetoides.  Como 

esperado, não foram observadas formação de star durante todo o período nos poços contendo 

E. coli OP50. 

 

 

4.2.3.3 Interação de C. mycetoides com células de linhagem contínua Vero.  

 

Os ensaios realizados com células eucarióticas revelaram que o isolado clínico C. 

mycetoides 2450 é capaz de aderir às células renais em intensidades que variam de acordo 

com o tempo de interação, sendo o pico de aderência observado 3 h após a infecção (Figura 

8A), quando cerca de 59 ± 3 % das bactérias estavam associadas. Além disso, micro-

organismos foram encontrados viáveis no interior das células renais em todo o tempo de 

infecção, sobretudo após 1 e 6 h de infecção (Figura 8B), quando aproximadamente 0,57 ± 

0,05 %  e 0,68 ± 0,02 % das bactérias estavam associadas, respectivamente. O número de 

micro-organismos viáveis não aderidos ou internalizados, presentes no sobrenadante, 

permaneceu constante ao longo do teste (Figura 8C). 
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Figura 7 – C. elegans como modelo experimental in vivo para avaliação do potencial 

patogênico de C. mycetoides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Curvas de sobrevivência de C. elegans na presença de C. mycetoides 2450 e E. coli OP50 (controle 

do experimento). (B) Formação de star observada após 2 dias de incubação com 150 µL de C. 

mycetoides 2450. (C) Eclosão de ovos no interior de um nematódeo morto (efeito bagging) induzida 

pela amostra C. mycetoides 2450. 
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Figura 8 – Interação de C. mycetoides 2450 com células epiteliais renais (Vero) por diferentes 

períodos de incubação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: UFC, Unidade Formadora de Colônia. (A) Contagem de bactérias associadas ao tapete celular 

(aderidas e internalizadas). (B) Contagem de bactérias internalizadas. (C) Contagem de bactérias 

presentes no sobrenadante. 
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5 DISCUSSÃO 

 

As ITU são consideradas um grave problema de saúde pública em todo mundo. Podem 

ser causadas por uma variedade de patógenos, sendo as bactérias Gram-negativas entéricas, 

como E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis, as mais frequentemente associadas (FLORES-

MIRELES et al., 2015). Micro-organismos Gram-positivos, como Staphylococcus 

saprophyticus, E. faecalis e Streptococcus agalactiae, também são importantes agentes 

etiológicos de ITU, particularmente em idosos, gestantes e pacientes oncológicos ou que 

apresentem com outros fatores de risco para estas infecções. Outras espécies bacterianas 

Gram-positivas, sobretudo dos gêneros Aerococcus, Actinobaculum, Gardnerella e 

Corynebacterium vêm emergindo como agentes causadores destas infecções. Contudo, 

dificuldades no isolamento e identificação laboratorial, em parte devido à carência de testes e 

procedimentos padronizados para caracterização destes gêneros em laboratórios 

microbiológicos de rotina, levam a perda dos isolados e, assim, à subnotificação dos casos. 

Mais do que isso, estas espécies têm seu potencial como uropatógenos subestimado (KLINE; 

LEWIS, 2016). 

Corynebacterium é um gênero amplamente difundido no ambiente e que faz parte da 

microbiota de pele e mucosa em humanos. Casos de infecções por diversas espécies de 

corinebactérias, sobretudo por amostras multirresistentes (MDR), têm sido cada vez mais 

frequentes, principalmente em pacientes imunocomprometidos com internações recentes e em 

pacientes imunocompetentes com histórico de cirurgias de implantes de dispositivos médicos, 

levando diversos autores a considerar estas espécies como oportunistas, principalmente em 

ambientes nosocomiais (PACHECO et al., 2015; HONG et al., 2016).  

Na literatura são comuns relatos da dificuldade de identificação destas corinebactérias 

patogênicas emergentes, o que contribui para a desvalorização microbiológica e clínica dos 

isolados, e dificulta a escolha do esquema de identificação para o diagnóstico laboratorial e a 

antibioticoterapia. A identificação das corinebactérias, de fato, permanece um desafio devido 

à diversidade de espécies envolvidas em processos infecciosos em humanos e animais, à 

frequente reclassificação taxonômica e o requerimento de procedimentos fastidiosos e 

técnicas moleculares (BERNARD, 2012; COYLE; LIPSK, 1990; KHAMIS et al., 2004; 

2005; PACHECO et al., 2015; SAVINI et al., 2013 YOON et al., 2011). Atualmente, dentre 

as técnicas reconhecidamente mais confiáveis utilizadas nos últimos anos estão o 

sequenciamento dos genes rpoB e 16S rRNA (KHAMIS et al., 2004)  e a espectometria de 

massa (MALDI-TOF) (ALATOOM et al., 2012; KONRAD et al., 2010; VILA et al., 2012).  
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Na pesquisa previamente realizada por Camello e colaboradores (2003), diversas 

amostras de corinebactérias foram isoladas de pacientes atendidos no HUPE-UERJ, no 

período de setembro de 1993 a dezembro de 1998. A maior parte destas foi oriunda de 

quadros de ITU (20,24%). Nesta oportunidade, a espécie C. pseudodiphtheriticum e aquelas 

que compõem o Complexo XSMA foram as mais prevalentes. No presente trabalho, realizado 

com urinoculturas de pacientes atendidos no mesmo hospital, foram isoladas 69 amostras de 

corinebactérias, sendo as espécies pertencentes ao Complexo XSMA as predominantes. 

Diferentemente dos resultados obtidos por Camello e colaboradores (2003), amostras de C. 

pseudodiphtheriticum não foram isoladas. Além disso, foi detectada a presença de outras 

espécies de corinebactérias, tais como, C. coyleae e C. mycetoides entre os isolados, 

indicando uma mudança no panorama epidemiológico. 

 As amostras de corinebactérias obtidas neste estudo foram majoritariamente isoladas de 

pacientes assistidos pelo setor de Transplante do HUPE-UERJ e que realizavam 

acompanhamento em ambulatório. Além disso, foram em sua maior parte oriundas de 

pacientes adultos do sexo feminino, com idades que variavam entre 41 e 60 anos. Estes 

achados corroboram pesquisas realizadas previamente. Segundo Kline e Lewis (2016), 

bactérias Gram-positivas são mais frequentemente relatadas como agentes etiológicos das 

ITU não complicadas em gestantes e idosos. Mais do que isso, os mesmos autores sugerem 

que indivíduos portadores de alterações estruturais ou funcionais no trato urinário, desordens 

metabólicas ou imunológicas, e cateterizados compõem um grupo de risco para ITU 

complicada por estes mesmos micro-organismos. Em particular, o isolamento de 

corinebactérias em ITU está diretamente relacionado ao comprometimento do sistema 

imunológico dos pacientes, sobretudo daqueles com longo tempo de internação ou de 

transplantados (CAMELLO et al., 2009; CHOE et al., 2012; DIAS et al., 2010; FERRER et 

al., 2001; FUNKE et al., 1998; HERTIG et al., 2000; LÓPEZ et al., 2009; PRETE et al., 

2008; VEDEL et al., 2006; VERDAGUER et al., 2008; VILLANUEVA et al., 2002)  

No presente estudo, foi também possível isolar amostras de corinebactérias em 

associação com outros micro-organismos. Atualmente, a natureza polimicrobiana de algumas 

ITU, envolvendo frequentemente uma ou mais espécies de bactérias Gram-positivas, tem sido 

considerada, sobretudo em pacientes idosos, imunocomprometidos, cateterizados e portadores 

de HIV, neoplasias e diabetes (KLINE; LEWIS, 2016). O desenvolvimento de modelos 

experimentais para o estudo do sinergismo entre micro-oganismos isolados nestas culturas 

tem contribuído para este reconhecimento. Resultados obtidos até o momento demonstram 

que, apesar de serem rapidamente eliminadas da bexiga, algumas bactérias Gram-positivas 
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podem impactar a patogênese dos micro-organismos associados, contribuindo para a 

progressão do processo infeccioso (ALTERI et al., 2015; ARMBRUSTER et al., 2014; 

HJELM et al., 1987; KLINE et al., 2012; 2014; MOBLEY; WARREN, 1987; TSUCHIMORI 

et al., 1994). Casos de bacteremia, nos quais foram isoladas as mesmas espécies de micro-

organismos na urina e no sangue, corroboram estes achados (BISHARA et al., 1997; 

SIEGMAN-IGRA et al., 1993; WOODS; WATANAKUNAKORN, 1996). Contudo, segundo 

Kline e Lewis (2016), o crescimento polimicrobiano precisa ser analisado cuidadosamente, 

levando em consideração fatores como a contagem bacteriana, espécies encontradas e as 

condições clínicas de cada paciente. Diante do exposto, é possível especular que alguns dos 

casos analisados no presente trabalho tenham de fato uma natureza polimicrobiana, mas 

estudos acerca da existência do sinergismo entre as espécies encontradas são necessários para 

confirmar esta hipótese. 

A emergência da resistência antimicrobiana de espécies de Corynebacterium tem sido 

descrita principalmente em pacientes com longos períodos de internação (QIN et al., 2016). 

Neste contexto, é comum o aparecimento de surtos epidêmicos importantes por estas espécies 

(VERROKEN et al., 2014). A multirresistência já foi descrita para algumas espécies deste 

grupo, dentre as quais: C. jeikeium, C. striatum, C. kroppenstedtii, C. urealyticum e C. 

imitans, isolados de casos de infecção de cateter de hemodiálise (SCHIFFL et al., 2004), 

bacteremias (QIN et al., 2016), abscessos de mama (FERNÁNDEZ-NATAL et al., 2015), 

cistite encrustativa (GUIMARÃES et al., 2015) e infecção respiratória (MÖLLMANN et al., 

2014), respectivamente. A resistência aos agentes antimicrobianos expressa por essas espécies 

de  corinebactérias tem sido observada com mais frequência para os seguintes 

antimicrobianos: sulfametoxazol com trimetroprima, penicilina e outros beta- lactâmicos, 

ciprofloxacino, azitromicina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, canamicina e 

estreptomicina. Já foram relatados casos de isolamento de C. jeikeium apresentando 

sensibilidade apenas para vancomicina (MARTINS et al., 2009). A resistência a tais 

antimicrobianos foi identificada não apenas mediante a análise laboratorial, através dos testes 

de susceptibilidade, mas também às análises moleculares com a identificação dos genes de 

resistência. No presente estudo, amostras de corinebactérias com perfis MDR foram também 

encontradas. Foi observada resistência a lincomicina, eritromicina, sulfametoxazol com 

trimetroprima e nitrofurantoína. A resistência para sulfametoxazol com trimetroprima e 

nitrofurantoína destaca-se, uma vez que ambos antimicrobianos são comumente utilizados 

como tratamento empírico de primeira escolha para o tratamento de ITU (ANVISA, 2008; 

WARREN et al., 1999). Até o presente momento não foram encontrados registros literários de 
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espécies de corinebactérias resistentes a linezolida e vancomicina, o que corrobora os 

resultados encontrados neste trabalho (CARVALHO, 2015). 

As corinebactérias estão tão disseminadas no ambiente e nos animais que é comum a 

descrição de novas espécies a cada ano. Somente em 2016 três novas espécies foram isoladas 

de animais (BRAUN et al., 2016; CHEN et al., 2016; ZIMMERMANN et al., 2016). No 

presente estudo, houve o isolamento de uma amostra da espécie C. mycetoides a partir da 

cultura de urina de uma paciente do sexo feminino, transplantada, portadora do vírus da 

hepatite C e com histórico de ITU recorrentes.  

A espécie identificada atualmente como C. mycetoides foi isolada pela primeira vez em 

1942 por Castellani de culturas de úlcera tropicalóide que acometiam soldados em regiões 

desérticas da África. Nesta oportunidade, o isolado foi classificado como Micrococcus 

mycetoides e descrito como coco Gram-negativo fastidioso, que após sucessivas semeaduras 

assumia forma cocobacilar ou bacilar em cadeias e tornava-se Gram-positivo ou Gram-lábil. 

Vale ressaltar que Castellani já mencionava a presença de células claviformes. No ano 

seguinte, Negro, considerando a semelhança morfológica com os micro-organismos do gênero 

Streptococcus, modificou a classificação deste isolado e passou a identificá-lo como 

Streptococcus mycetoides. Alguns anos depois, em 1949, Castellani sugeriu outra mudança 

taxonômica, chamando-o de Coccobacillus mycetoides. Contudo, o mesmo autor solicitou que 

essa classificação fosse considerada temporária.  

Ao longo dos anos, nos casos de úlcera tropicalóide estudadas em diferentes locais do 

mundo, como na América Central, África, Espanha, Portugal, Itália e no Extremo Oriente, 

foram encontradas cepas com características semelhantes às do micro-organismo isolado em 

1942, indicando que esta espécie é de fato o agente etiológico desta infecção. Nestes estudos, 

os isolados foram descritos por vários autores como pleomórficos e que assumiam forma 

cocóide ou bacilar claviforme de acordo com o meio de cultura e a fase de crescimento 

(CASTELLANI, 1943; 1955; CAO PINNA; CAPOCCACCIA, 1954). Em relação à sua 

coloração, foram encontrados relatos controversos. Diferentemente de Castellani (1943), 

diversos autores apontaram a coloração Gram-positiva (CAO PINNA; CAPOCCACCIA, 

1954; CAPOCCACCIA; CAO PINNA, 1953; CASTELLANI et al., 1949; URSO; TRIPODI, 

1949). Capocaccia e Cao Pinna (1953) ressaltaram a prevalência da forma bacilar claviforme 

e Gram-positiva quando o micro-organismo fora cultivado em meio de cultura rico, como 

Loeffler e ágar caseína. Devido a estes relatos, Pergola (1954) renomeou taxonomicamente a 

espécie, incluindo-o no gênero Corynebacterium.  
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Mungelluzzi e Caprilli (1965) descrevem os micro-organismos da espécie C. mycetoides 

como cocóides, portadores de grânulos metacromáticos em suas extremidades, não 

esporulados e imóveis. Quando cultivados em meio sólido, tendem a apresentar colônias 

pequenas, com tendência à confluência, e apresentam um pigmento amarelado. 

Metabolicamente são capazes de fermentar somente a glicose, mas podem utilizar glicose, 

frutose e trealose. Quando submetidos a testes enzimáticos, somente produzem fosfatase. A 

amostra de C. mycetoides isolada no presente estudo apresentou basicamente as mesmas 

características fenotípicas descritas por este autor. Contudo, utilizando os esquemas de 

identificação fenotípicos tradicionais, não foi possível chegar à identificação do isolado no 

nível de espécie. Esta foi somente possível após a realização do sequenciamento gênico e da 

espectrometria de massa. Estas duas técnicas têm se mostrado determinantes quando há 

carência de informações a respeito de espécies raras e/ou novas que eventualmente aparecem 

nos laboratórios de rotina. Em particular, a utilização das mesmas para identificação de 

Corynebacterium spp. tem sido considerada promissora e confiável frente à identificação 

fenotípica nas rotinas laboratoriais (ALATOOM et al., 2012; BARBERIS et al., 2014). 

Os sistemas de identificação semi-automatizados apresentaram resultados divergentes 

entre si e em relação às técnicas moleculares. Uma explicação para este fato seria a ausência 

dessa espécie no banco de dados destes testes, o que é comum quando a espécie é raramente 

isolada ou foi recentemente descrita. Nestes casos, o sistema informa falha na identificação ou 

fornece identificação errónea, resultante da semelhança dos resultados obtidos com o padrão 

fenotípico de outra espécie contida no seu banco de dados (ADDERSON et al., 2008). Outro 

problema comum com estes sistemas é a dificuldade de identificação de micro-organismos 

pigmentados, em particular, portadores do pigmento amarelo (FUNKE et al., 1998), como o 

da amostra de C. mycetoides. 

Na análise da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, Mungelluzzi e Caprilli 

(1965) observaram sensibilidade de C. mycetoides para a estreptomicina e bacitracina, e 

resistência intermediária ao cloranfenicol, penicilina e terramicina. No presente trabalho, a 

amostra de C. mycetoides apresentou resistência a eritromicina, clindamicina e 

nitrofurantoína. Apesar de até o momento não ter sido encontrado na literatura relato de 

infecção em outros sítios por esta espécie, a resistência a nitrofurantoína, primeira droga de 

escolha para o tratamento de ITU, sugere que C. mycetoides pode se comportar como 

uropatógeno oportunista. A fim de testar esta hipótese, foi investigada a patogenicidade da 

amostra 2450 através de diferentes modelos experimentais já padronizados para o estudo de 

virulência de C. diphtheriae, patógeno reconhecido do gênero Corynebacterium. 
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Primeiramente, o potencial patogênico deste isolado clínico foi investigado através do 

modelo experimental in vivo utilizando C. elegans. Este é um nematódeo de vida livre, 

encontrado no solo em diversas partes do mundo. Alguns fatores o tornam um prático e 

eficiente modelo in vivo para experimentos de patogenicidade bacteriana: apresenta cerca de 1 

mm de comprimento, é transparente, pode ser facilmente manipulado geneticamente e 

mantido em laboratório, utilizando a cepa E. coli OP50 como alimento, além de possuir um 

sistema imune cuja resposta é muito semelhante à resposta imune inata humana (RIDDLE, 

1997; SIFRI et al., 2005). Muitos fatores de virulência de S. aureus, P. aeruginosa e E. 

faecalis, importantes para a infecção no nematódeo têm se mostrado determinantes também 

para o desenvolvimento do processo infeccioso no hospedeiro mamífero (SIFRI et al., 2005). 

Diversos outros modelos experimentais in vivo utilizando invertebrados têm sido 

desenvolvidos na última década e testados para análise da patogenicidade de corinebactérias. 

Contudo, o modelo com C. elegans é ainda considerado o mais útil para avaliar a 

patogenicidade deste grupo bacteriano (BROADWAY et al., 2013; OTT et al., 2012).  

Assim como observado previamente com amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. 

pseudotuberculosis (ANTUNES et al., 2015a, 2015b; SANTOS et al, 2015; OTT e al., 2012) 

a interação de C. mycetoides com os nematódeos foi capaz de alterar significativamente a 

sobrevivência destes. Além disso, foi possível observar a indução do efeito bagging por C. 

mycetoides. Este fenômeno, observado previamente na presença de C. diphtheriae, C. 

ulcerans, E. faecalis e cepas virulentas de E. coli (ANTUNES et al., 2015; MOSSER et al., 

2011), é considerado uma resposta adaptativa do nematódeo, realizada pelo verme adulto com 

a finalidade de oferecer proteção física e nutrição para as larvas (CHEN; CASWELL-CHEN, 

2003). Um terceiro indício de patogenicidade de C. mycetoides foi a visualização da formação 

de star pelos nematódeos durante a infecção pelo isolado clínico. Estes agregados são 

formados durante a colonização da superfície dos vermes por algumas amostras patogênicas, 

como C. diphtheriae, C. uclerans e Leucobacter sp (ANTUNES et al., 2015b; HODGKIN et 

al., 2013). Acredita-se que estes agregados impeçam o escape dos nematódeos, levando-os à 

morte dentro de 24 h. As suas carcaças serviriam, então, como fonte de nutrientes para o 

crescimento bacteriano (ANTUNES et al., 2015b). 

É sabido que o processo infeccioso no trato urinário depende da capacidade de 

aderência e multiplicação bacteriana no epitélio desta região. Além disso, a formação de 

biofilme desempenha um papel importante no desenvolvimento destas infecções. Com base 

neste processo e a fim de investigar o potencial de C. mycetoides desencadear ITU, algumas 
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análises mais específicas foram realizadas. O isolado clínico foi testado quanto a sua 

capacidade de formação de biofilme e de interação com células eucarióticas renais.  

A capacidade de aderência e formação de biofilme a diferentes superfícies tem sido 

estudada para algumas espécies de corinebactérias nos últimos anos. Para C. diphtheriae, a 

aderência a substratos, como vidro, poliestireno e poliuretano, parece estar envolvida no 

desenvolvimento do processo infeccioso desta espécie no hospedeiro humano, bem como na 

sua perpetuação no ambiente (GOMES et al., 2009; MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 

1991; MATTOS-GUARALDI et al., 1999, 2000; MOREIRA et al., 2003;  SANTOS et al., 

2015). Acredita-se que esta habilidade seja também um pré-requisito a patogênese de 

infecções humanas, associadas ou não ao uso de dispositivos médicos, por micro-organismos 

oportunistas, já que atributos que lhes permitam resistir a mecanismos de defesa do 

hospedeiro e a antimicrobianos são igualmente necessários (BONIFAIT et al., 2008; SOUZA 

et al., 2015a). Neste contexto, alguns estudos já foram realizados e a formação de biofilme 

descrita para as espécies: C. pseudotuberculosis, C. renale, C. urealyticum C. jeikeium, C. 

pseudodiphtheriticum e C. striatum (KWASZEWSKA et al. 2006; OLSON et al. 2002; 

SORIANO et al. 1993; 2009; SOUZA et al., 2015a,b).  

Diferentemente do observado para a maior parte das corinebactérias estudadas, a 

amostra clínica de C. mycetoides isolada neste trabalho não foi capaz de aderir à superfície do 

vidro. Foi capaz de formar biofilme com fraca intensidade na superfície de poliestireno. Por 

outro lado, foi capaz de formar biofilme nas superfícies de dispositivos médicos utilizados 

rotineiramente no ambiente hospitalar, os cateteres de poliuretano, silicone e látex, o que 

evidencia o potencial patogênico desta espécie. Uma atenção deveria ser dada para esses 

últimos dados, uma vez que o silicone e o látex são materiais utilizados para a fabricação do 

cateter vesical, cujo procedimento é amplamente praticado na prática hospitalar para auxiliar 

no diagnóstico e no tratamento de diversos processos patológicos (LENZ, 2006). 

As células Vero são consideradas uma boa representação do trato urinário, tendo sido 

utilizadas em estudos de virulência com cepas causadoras de infecções neste sítio (ANANIA; 

YANO, 2008; CORDEIRO et al., 2016; PEERBOOMS et al., 1984). Os ensaios de interação 

realizados no presente trabalho revelaram que C. mycetoides é capaz de aderir a este tipo 

celular. Além disso, bactérias foram encontradas viáveis no compartimento intracelular 

durante todo o ensaio. Estes resultados podem ser considerados mais um indício da 

patogenicidade desta espécie. 

É preciso considerar infecções causadas por corinebactérias, principalmente quando as 

espécies isoladas forem incomuns e/ou raras de serem encontradas em determinados sítios, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4489456/#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4489456/#B27
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devendo ser investigada a sua virulência e patogenicidade. Por último e não menos 

importante, com base em todo o exposto, não deveria ser pré-conceituado como contaminante 

isolados de corinebactérias ainda não reconhecidas como patógenos humanos, tanto de 

infecções urinárias quanto de outras infecções, principalmente em pacientes com múltiplas 

comorbidades. É preciso lembrar, por exemplo, que Staphylococcus saprophyticus que hoje 

está bem estabelecido como um predominante uropatógeno Gram-positivo, há tampos atrás 

foi originalmente considerado um contaminante do sítio urinário (KLINE et al., 2012). 
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CONCLUSÕES 

 

a) Ao todo 69 amostras de corinebactérias foram identificadas em urinoculturas de 

pacientes atendidos no HUPE/UERJ entre janeiro de 2011 e janeiro de 2013. Foram 

encontradas as espécies: C. afermentans, C. propinquun, C. jeikeium, C. coyleae, C. 

urealyticum, C. glucuronolyticum e aquelas pertencentes ao Complexo XSMA; 

b) Os indivíduos mais acometidos pelas ITU foram do sexo feminino, acompanhados 

ambulatorialmente pelos setores de Transplante e Nefrologia, e que tinham idade entre 

40 e 61 anos; 

c) As amostras isoladas apresentaram perfis de sensibilidade aos antimicrobianos 

variados, sendo a maioria classificada como MDR. Foi observada maior resistência a 

nitrofurantoína e ao sulfametoxazol com trimetroprima; 

d) Esta é a primeira vez que foi relatada ITU por C. mycetoides; 

e) As análises da morfologia colonial e celular e do perfil fenotípico de C. mycetoides 

corroboraram às descritas previamente por outros autores que também isolaram esta 

espécie. Contudo, os esquemas utilizados para BGPI não permitiram a sua 

identificação no nível de espécie; 

f) Os diferentes métodos semi-automatizados utilizados para o diagnóstico da amostra de 

C. mycetoides também não foram capazes de identificar o micro-organismo no nível 

de espécie, apresentando resultados divergentes entre si; 

g) A identificação por MALDI-TOF e o sequenciamento dos genes conservados, 16S 

rRNA e rpoB, permitiram a identificação da amostra como C. mycetoides;  

h) C. mycetoides foi capaz de afetar a sobrevivência do nematódeo C. elegans, além de 

induzir o efeito bagging e a formação de star por estes animais, indícios do potencial 

patogênico deste micro-organismo; 

i) C. mycetoides foi incapaz de aderir à superfície de vidro. Entretanto, demonstrou a 

habilidade de formar biofilme nas superfícies de cateteres de poliuretano, silicone e 

látex, bem como na superfície de poliestireno;  

j) C. mycetoides revelou a capacidade de aderir e sobreviver no interior de células 

epiteliais renais. 
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