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RESUMO

SANT’ANNA, Lincoln de Oliveira. Caracterizacao de corinebactérias isoladas de infecgdes
urinarias e investigacdo de mecanismos de viruléncia de Corynebacterium mycetoides. 2016.
105 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Corynebacterium tém sido cada vez mais relacionadas a casos de infec¢des invasivas,
incluindo em individuos imunocomprometidos. No entanto, este grupo de micro-organismos
permanece frequentemente identificado erroneamente e/ou descartado como contaminantes,
principalmente devido as novas espéecies. Além disso, os limitados ensaios baseados em culturas e
métodos de identificagdo tipicamente utilizados em laboratdrios de microbiologia contribui para
este problema. A Infeccdo do trato urinario (ITU) é considerada a segunda infeccdo bacteriana
mais comum. Uma ampla gama de fatores pode aumentar a susceptibilidade a ITU, incluindo
idade, sexo e insuficiéncia renal. No presente estudo foram descritos aspectos microbioldgicos e
epidemioldgicos de 69 cepas de Corynebacterium spp. previamente isoladas a partir de
urinoculturas de pacientes com ITU atendidos em um hospital universitario brasileiro. Além disso,
pela primeira vez, verificou-se o potencial patogénico para o trato urinario humano de
Corynebacterium mycetoides. As estirpes foram identificadas pelos métodos fenotipicos
convencionais. A susceptibilidade bacteriana a 14 agentes antimicrobianos foi verificada pelo
método de difusdo 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 etdria entre 41-60 anos (55,07%).
Corynebacterium spp., correspondente a > 10° 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 frequéncia (41,46 %). A identificacéo
fenotipica convencional identificou o complexo C. xerosis/striatum/amycolatum/minutissimum na
maioria (n=40; 57,97%) das infeccdes, 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 a variabilidade de perfis fenotipicos, uma parte dos isolados ndo foi possivel
de serem identificados ao nivel de espécie, exigindo técnicas mais sofisticadas. A cepa 2450
isolada de uma paciente previamente submetida a transplante renal, com morfologia colonial
atipica (ndo-hemolitica, brilhante e colbnias amareladas), foi inicialmente identificada como
Corynebacterium sp.. A cepa também foi analisada pelos sistemas APl Coryne, RapID CB e BBL
Cristal, aléem da espectrometria de massa e ensaios de genotipagem. O MALDI-TOF e o
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpop foram os unicos eficazes na identificacdo,
identificando a cepa como C. mycetoides. O potencial de viruléncia de C. mycetoides foi
demonstrado pela expressdo do perfil MDR, a formacéo de biofilmes em superficies 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 incluida entre os uropatdégenos. Os recentes avancos tecnologicos
facilitam a identificacdo de novos agentes etioldgicos. A necessidade de dados precisos e
atualizados é evidente, particularmente a luz das preocupacdes em relacdo a resisténcia
antimicrobiana.

Palavras-chave: Infec¢des do trato urinario. Corynebacterium mycetoides. Ulcera tropicaldide 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 tothe 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° 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 APl Coryne, RaplD 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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INTRODUCAO

As infeccbes do trato urinario (ITU) sdo infeccdes comuns que acometem homens e
mulheres de todas as faixas etdrias e apresentam variabilidade quanto as formas de
apresentacdo e intensidade do quadro. A ITU é considerada a doenga infecciosa bacteriana
mais comum na populacdo geral, tanto em nivel comunitario quanto em nivel hospitalar,
representando uma das causas mais comuns de consultas médicas em todo o mundo (GUPTA
etal., 2011; RODRIGUES et al., 2010).

Apesar do introito vaginal e da porgéo distal da uretra abrigarem uma microbiota que
inclui na sua composicdo algumas espécies dos géneros estreptococos, estafilococos e
lactobacilos além de micro-organismos corineformes, sdo o0s bacilos Gram-negativos
entéricos, incontestavelmente, os mais frequentes agentes etioldgicos de ITU. Dentre estes, a
espécie Escherichia coli é a mais frequentemente isolada e que tem seus fatores de viruléncia
mais bem investigados. E.coli tem sido relacionada com 75% a 80% dos casos de ITU, tanto
em pacientes hospitalizados quanto em pacientes ndo 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 sdo
considerados agentes causadores de ITU (KONINGSTEIN et al., 2014).

O numero de casos de infeccbes humanas relacionadas com algumas espécies do
género Corynebacterium tem sido crescente tanto em paises industrializados quanto em
desenvolvimento, podendo levar a 6bito pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes.
O aparecimento de amostras multirresistentes e o aumento do nimero de casos de infecgdes
de origens diversas, algumas fatais, tém contribuido para aumentar o interesse por esse grupo
de bastonetes Gram-positivos irregulares (BGPI). As apresentacBes clinicas das infeccdes
dependem da espécie envolvida, tendo como principais sitios de infeccdo o trato urinario e
respiratorio inferior, sitios intravenosos (cateter e sangue), liquor, liquido peritoneal, feridas
cirurgicas, além de lesbes cutaneas, abscessos e secrecdo ocular (CAMELLO et al, 2002;
FUNKE; BERNARD, 2011; MARTINS et al, 2009,). Entretanto, o potencial patogénico dos
micro-organismos corineformes permanece subestimado pelos profissionais de salde. Na
maioria dos laboratorios esses patdogenos permanecem sendo descartados como meros
contaminantes.

Atualmente, entre os membros do género Corynebacterium, Coryenbacterium
urealyticum permanece descrito como o principal agente causador de ITU. Contudo, tem sido

observado um aumento no isolamento de outras espécies deste género em urinoculturas,
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sobretudo naquelas provenientes de pacientes imunocomprometidos, de individuos com longo
tempo de internagdo 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; LOPEZ et al., 2009; VEDEL et al., 2006; VERDAGUER et al., 2008;
VILLANUEVA et al., 2002; PRETE et al., 2008).

A identificagdo das corinebactérias é um dos grandes desafios que os laboratorios
clinicos enfrentam devido principalmente a enorme diversidade de espécies micro-
organismos. A reclassificacdo taxondmica das corinebactérias tem sido frequente conforme
aumenta o grau de conhecimento relativo as suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas.
Dificultando ainda mais a valorizagcdo microbioldgica e clinica do isolamento, a escolha do
esquema de identificacdo para o diagndéstico laboratorial, a identificacdo de género e espécies
além da antibioticoterapia.

Ao contrério do observado para E. coli, escassas sdo as pesquisas relacionadas as ITU
causadas por diferentes espécies de corinebactérias no ambiente hospitalar em paises
emergentes, aos procedimentos de diagnostico laboratorial que permitam a correta
identificacdo desses patdgenos além dos possiveis fatores de viruléncia envolvidos nesses

processos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Infec¢bes do trato urinario

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2004) até
2003 os sinais e sintomas relacionados a estas infec¢des foram responsaveis por cerca de 3 a
4% das consultas médicas anuais em mulheres no Brasil. Nos Estados Unidos da América, as
ITU resultam, em media, 3.600.000 consultas médicas anuais e mais de 100.000
hospitalizagcdes (GUPTA et al., 2011). No Reino Unido, elas chegam a representar 23% das
infecches e estdo associadas a aproximadamente 8% das bacteremias por uso de cateter
(SIGN, 2012). Pesquisas revelam que 50% das mulheres e 12% dos homens irdo vivenciar ao
menos um episodio de infeccdo urinéria durante sua vida. Mais do que isso, aproximadamente
25% destas mulheres apresentardo infeccdes recorrentes entre 6 e 12 meses (FOXMAN;
BROWN, 2003; FOXMAN, 2010; MAHESWARI et al., 2013).

As infecgbes urinarias resultam de uma série de complexas interacGes entre 0s
uropatogenos e o hospedeiro, o qual poderd manifesta-las de forma aguda ou crénica, ou
permanecer assintomatico (HORVATH JR et al. 2012; SMELTZER; BARE, 2005). Elas séo
classificadas em ITU inferior, quando acometem a uretra (uretrite), bexiga (cistite) e prdstata
(prostatite), e ITU superior, quando comprometem a pelve renal (pielonefrite), os rins (nefrite
intersticial) e causam abcessos renais (SMELTZER; BARE, 2005).

As ITU também sdo classificadas em complicadas e ndo complicadas. A ITU ¢é
classificada como ndo complicada quando ocorre em paciente com estrutura e funcdo do trato
urinario normal e é adquirida fora de ambiente hospitalar. As condi¢Bes que se associam a
ITU complicada incluem as de causa obstrutiva (hipertrofia benigna de prostata, tumores,
urolitiase, estenose de jungdo uretero-piélica, corpos estranhos, etc); anatomofuncionais
(bexiga neurogénica, refluxo vesico-ureteral, rim-espongiomedular, nefrocalcinose, cistos
renais, diverticulos vesicais); metabolicas (insuficiéncia renal, diabetes mellitus, transplante
renal); uso de catéter de demora ou qualquer tipo de instrumentacdo; derivacOesileais
(HEILBERG; SCHOR, 2003).

As ITU podem ocorrer em todas as idades, acometendo preferencialmente um dos
sexos em cada faixa etéaria, com exce¢do da terceira idade. Durante o primeiro ano de vida, 0
sexo masculino é o mais atingido em virtude da maior incidéncia de malformagdo uretral

nessa populacdo. Ja durante a infancia, as ITU acometem com maior incidéncia 0 sexo
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feminino devido ao menor comprimento da uretra neste grupo e ao refluxo de urina. Na fase
adulta, a ocorréncia de ITU aumenta, mas o0 panorama se mantém com o predominio do sexo
feminino em razéo do inicio das atividades sexuais. Em adultos do sexo masculino as ITU sdo
raras e comumente associadas a infeccdes prostaticas subjacentes. Nos idosos, episddios de
ITU sdo extremamente comuns, independentemente do sexo, seja de forma sintomatica ou
assintomatica, principalmente devido & mucosa vaginal atréfica nas mulheres e a hiperplasia
prostatica nos homens. Independentemente da faixa etéria, a gestacdo, o diabetes mellitus, a
imunossupressao e outras doencas de base sdo fatores que favorecem o aparecimento destas
infeccbes (FOXMAN, 2003; GONZALEZ-CHAMORRO et al., 2012; KONEMAN et al.,
2006; NICOLLE, 2001).

1.1.1 Fisiopatologia e etiologia das ITU

O trato urindrio conta com diversos mecanismos de defesa que dificultam o
estabelecimento dos micro-organismos e, assim, o progresso da infeccdo. O efeito mecanico
da micgdo, a concentragdo osmotica da urina, o baixo pH, a agdo bactericida dos fluidos
prostaticos, a camada de muco que recobre a mucosa vesical, a presenca de citocinas, células
fagocitarias e anticorpos, dentre outros, sdo alguns desses fatores (ALMEIDA et al., 2007;
ANVISA, 2004; PALLET; HAND, 2010; SHUMAM; CHENOWETH, 2010).

Para que a infec¢do aconteca € preciso que 0 micro-organismo uropatogénico supere
estas defesas do hospedeiro, ganhando acesso a bexiga, fixando-se no epitélio e colonizando-o
afim de que se consiga manter e iniciar o processo infeccioso. Trés vias de acesso ao trato
urinario sdo bem conhecidas: a via ascendente (ou transuretral), pela qual o micro-organismo
invade a bexiga através da uretra; a disseminacdo hematogénica, pela qual o micro-organismo
é oriundo da corrente sanguinea; e a extensdo direta, em que 0 micro-organismo tem acesso a
bexiga por uma fistula formada a partir do intestino. Dentre as trés vias de infec¢do, a mais
comum é a via transuretral. Neste contexto, a uretra feminina por ser mais curta (5 cm) é
menos eficaz em deter a infecgdo quando comparada com a uretra masculina (20 cm). Outro
fator que contribui para a incidéncia aumentada das ITU por esta via é o ato sexual, que
facilita o0 movimento ascendente do micro-organismo até a uretra, sobretudo em mulheres
(SMELTZER; BARE, 2005).

As internacOes hospitalares e a realizacdo de procedimentos que invadem o trato

urinario também contribuem para o aparecimento das ITU. Um dos procedimentos mais
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frequentes que envolvem a manipulagdo do trato urinario € o cateterismo vesical. Tal
procedimento favorece a penetra¢cdo do micro-organismo no trato urinario por trés distintas
formas: no momento da insercéo do cateter; através da luz do cateter; e por meio da interface
mucosa-cateter. Neste procedimento diversos mecanismos de defesa sdo comprometidos,
sendo um deles a interrupcdo do funcionamento das glandulas presentes na uretra que
secretam produtos com acéao bactericida (HOOTON, 2000; JOHANSEN, 2006; SIGN, 2012).

Os fatores que predispdem a colonizacdo dessas espécies entéricas ainda ndao foram
bem compreendidos, mas é sabido que as alteracdes na microbiota vaginal, a utilizacdo de
antibidticos, contraceptivos e as diversas infeccdes genitais desempenham um papel
importante (KONEMAN et al., 2006). Além disso, 0s préprios micro-organismos possuem
diversos mecanismos que lhes permitem aderir as células do trato urinario e também produzir
uma série de substancias que provocam agressdo ao epitélio e alteram sua fisiologia,
permitindo a ocorréncia da infeccdo. E. coli, por exemplo, é capaz de ascender o trato urinario
e se fixar atraves fatores de aderéncia como fimbria tipo | e fimbria P e adesinas ndo fimbriais
que permitem a adesdo e a resisténcia a eliminacdo pelo fluxo urinario (JORGENSEN; SEED,
2012).

Outro mecanismo que contribui para 0 avanco da infeccdo e que esta envolvido com as
ITU recorrentes é a formagio de biofilme por organismos uropatogénicos (GONZALEZ-
CHAMORRO et al., 2012; MAHESWARI et al., 2013).0s biofilmes vém sendo estudados
nos ultimos 30 anos e tém ganhado importancia nos meios cientifico e clinico em virtude do
seu papel em muitas doencas infecciosas, como endocardite, osteomielite, periodontite,
sinusite e otite média (DONLAN; COSTERTON, 2002; GOMES et al., 2009; SHARMA,;
YADAYV, 2008), além das ITU.

Os biofilmes sdo compreendidos como comunidades de organismos aderidos a
superficies bioticas ou abidticas, revestidos por uma matriz extracelular produzida pelos seus
proprios componentes. Estas estruturas complexas se desenvolvem dinamicamente através de
processos que envolvem aderéncia, crescimento, mobilidade e producdo de polissacarideo
extracelular. Os micro-organismos presentes no biofilme apresentam, em geral, caracteristicas
fenotipicas diferentes dos plancténicas, sendo altamente resistentes aos antibidticos e
desinfetantes (SHARMA,; YADAYV, 2008).

Ao serem formados em estruturas bidticas, como na superficie interna da bexiga, 0s
biofilmes funcionam como verdadeiros reservatorios de micro-organismos e contribuem para
a recorréncia das infecgdes, uma vez que dificultam o acesso dos antimicrobianos e

anticorpos. Além disso, as superficies de dispositivos médicos de longa permanéncia tornam-
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se uma excelente plataforma para a formagdo destas estruturas e, assim, para o0
desenvolvimento das infecgdes (CHRISTENSEN et al., 1982; MARRIE; COSTERTON,
1984).

1.1.2 Diagnéstico

1.1.2.1 Diagnéstico clinico

As ITU podem se manifestar por diversos sinais e sintomas, 0s quais podem ser
sistémicos ou locais, e variaveis de acordo com a idade do individuo. Em neonatos e criancas
até dois anos, elas podem ser totalmente assintomaticas ou desencadear sintomas
inespecificos como: irritabilidade, diminuicdo na amamentacdo, menor desenvolvimento
pondero-estatural, diarreia e vOmitos, dentre outros. Nas idades superiores a esta, os relatos de
sintomas como disuria, frequéncia e dor abdominal, podem ser descritos (ANVISA, 2004).

Nos adultos, os sintomas mais relacionados a ITU baixa sdo: disuria frequente,
urgéncia miccional e, ocasionalmente dor em regido pélvica, hematiria e/ou pilria. J& nas
ITU superior,os sintomas incluem febre, calafrios, dor em flancos ou lombar, nauseas e
vOmitos, cefaléia, indisposic¢do e distria (PALLET; HAND, 2010).

Em idosos, as ITU sdo de dificil diagnostico principalmente quando ocorre
desorientacdo ou doenca demencial, por ndo haver a possibilidade de identificar os sinais
especificos e, na maioria das vezes, por existir a associacdo com outros processos infecciosos.
Neste grupo, sinais e sintomas como delirio, incontinéncia ou retencdo urinaria, acidose
metabolica e/ou alcalose respiratdria, podem indicar presenca de infeccdes desta natureza
(PALLET; HAND, 2010)

Em pacientes cateterizados & comum observar febre, bacteridria e outras
manifestacdes clinicas associadas, o que dificulta o diagndstico de ITU. E importante
considerar que somente a febre ndo é suficiente para concluir o diagnostico destas infeccgdes.
Portanto, outros sinais e sintomas, quando presentes, devem ser considerados, como a
sensibilidade costovertebral e dores localizadas que podem irradiar ou ndo (PALLET; HAND,
2010; SIGN, 2012). Nos casos mais complicados, o choque séptico pode ocorrer devido a
sepse urinaria. Esses casos sdo majoritariamente observados em pacientes com longos

periodos de hospitalizacdo e/ou que se submeteram a instrumentagdo do trato urinario, como
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por exemplo, com uso prolongado do cateter vesical de demora ou procedimentos cirurgicos
(KONEMAN et al., 2006; SMELTZER; BARE, 2005).

1.1.2.2 Diagnéstico laboratorial

Embora o diagnostico de ITU seja baseado primeiramente nos sinais e sintomas
apresentados pelo individuo, diversos exames laboratoriais corroboram o diagnostico 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 0 micro-organismo seja
identificado e tracado a conduta terapeutica (ANVISA, 2004; SIGN, 2012).

Nos individuos saudaveis, a urina é estéril, embora a regido periuretral seja colonizada
por micro-organismos comensais, incluindo os de origem fecal. Isto pode favorecer a
contaminacdo da urina durante a coleta do material biolégico para analise laboratorial na
investigacdo da ITU. Neste caso, a infeccdo é diferenciada da contaminacdo atraves de
métodos quantitativos de cultura (SMELTZER; BARE, 2005).

Segundo a ANVISA (2004), através do Manual de Microbiologia Médica, a ITU é
confirmada quando ha o isolamento do micro-organismo em cultura pura, com o crescimento
bacteriano igual ou maior que 10° Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por mililitro (ml)
de urina colhida em jato médio e de maneira asséptica. Em determinados casos, algumas
excecOes observadas: em idosos, pacientes com infecgdes cronicas e em uso de antibidticos, é
considerado o crescimento maior ou igual a 10* UFC/ml; em culturas realizadas através da
coleta por puncdo suprapubica, o crescimento maior ou igual a 10 UFC/mlI é suficiente, tanto
em mulheres quanto em homens de qualquer faixa etaria (NICOLLE et al., 2005); em homens
com sinais e sintomas de ITU, é considerado o crescimento maior ou igual a 10° UFC/ml.
Embora estas observacGes sejam suficientes para o diagndstico, outros dados laboratoriais e
clinicos devem ser avaliados juntamente com os resultados da cultura da urina para que seja
possivel o encerramento do diagnostico (BAYRAK et al., 2007). Para a realizacdo dessa
técnica, os métodos mais utilizados sdo: o lamino-cultivo, semeadura pelos métodos de pour-

plate e semeadura com alca calibrada (ANVISA, 2004).
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1.1.3 Tratamento e prevencao

As principais questdes a serem consideradas nos tratamentos das 1TU sdo a selecdo do
antimicrobiano a ser escolhido, a duracdo do tratamento e a presenca de critérios que
justifiquem a hospitalizagdo, quando aplicavel. Dentre os antimicrobianos preconizados estdo:
nitrofurantoina, sulfametoxazol/trimetropim, fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira
geracdo, betalactamicos e aminoglicosideos (GUPTA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2010).

E importante mencionar que ndo existe um agente antimicrobiano que seja
considerado o melhor para o tratamento destas infecgfes. Sua escolha deve ser
individualizada, avaliando-se a eficacia, os riscos de efeitos adversos e tendo com base o
conhecimento os perfis de resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos disponiveis.
Outros fatores também devem ser levados em consideracdo, tais como: o0 custo e a
disponibilidade do medicamento, e fatores especificos do paciente, como a idade, o histérico
de alergia medicamentosa, a existéncia de doencas de base e gravidez (COLGAN; GUPTA et
al., 1999; HEILBERG; SCHOR, 2003; RODRIGUES et al., 2010; WILLIAMS, 2011).

1.2 Género Corynebacterium

O género Corynebacterium compreende bacilos Gram-positivos pleomorficos, nao
formadores de esporos, imdveis, ndo alcool-acido resistentes, aerdbios ou anaerdbios
facultativos (FUNKE et al., 1997). Atualmente composto por 114 espécies, Corynebacterium
€ 0 maior género dentre o grupo dos corineformes (COLLINS et al., 2001; DSMZ, 2014).
Suas espécies sdo 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; FERNANDEZ-GARAYZABAL et
al., 2004; VELA et al., 2003).

Este género abriga patdgenos classicos como Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis, e uma grande variedade
de micro-organismos oportunistas, os quais estdo envolvidos com infeccOes urinarias,
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,
FERNANDEZ-NATAL et al., 2008; MARULL; CASARES, 2008; MANZELLA et al., 1995;
MORRIS; GUILD 1991; MUNIAN et al., 1997; ORDONEZ-PALAU et al., 2007; PRETE et
al., 2008; WANG et al., 2001).

E preciso ressaltar que as infecgdes humanas causadas por estas corinebactérias vém
adquirindo grande importancia em paises industrializados e em desenvolvimento, uma vez
que o numero de casos relatados, por vezes fatais, em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes tem aumentado, assim como o isolamento de amostras multirresistentes as

drogas comumente utilizadas na antibioticoterapia.

1.2.1 Patégenos potencialmente produtores de toxina diftérica - Corynebacterium diphtheriae,

Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis

C. diphtheriae é o patégeno humano mais bem caracterizado deste género. E o
principal agente etioldgico da difteria classica, uma doenca infecciosa aguda imunoprevenivel
que afeta principalmente o trato respiratério e é potencialmente fatal devido a acdo de uma
exotoxina, a toxina diftérica (TD), a qual apresenta tropismo para 0 miocardio, sistema
nervoso central, rins e supra-renais (GALAZKA et al., 1995).

Apesar da existéncia de um programa de vacinacao contra difteria desde a década de
40, esta doenca que foi uma das mais prevalentes e temidas antes da Era da vacina¢do, ainda
hoje representa um grave problema de Salde Publica em todo o mundo. Segundo os dados da
Organizacdo Mundial da Satude (OMS), permanecem ocorrendo surtos em diversos paises em
desenvolvimento e industrializados, além da difteria permanecer endémica em diversas partes
do mundo, particularmente em paises em desenvolvimento, como india, Vietnd, Caribe e
paises da América. No Brasil, a difteria incide de forma endémica, com o aparecimento de
surtos epidémicos nas diversas regides (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2014).

Além da preocupacdo com a difteria classica, a comunidade cientifica e os profissionais
de salde tém voltado sua atengdo para outros processos infecciosos causados principalmente
por amostras ndo produtoras de TD. Estas infecgdes variam de lesdes cutaneas e faringites a
doencas 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

esplénicos (ALEXANDER, 1984) e infeccdo relacionada ao uso de cateter de nefrostomia
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(GOMES et al., 2009). E preciso ressaltar que estes quadros ja foram descritos tanto em
pacientes imunizados como em ndo imunizados.

Outras espécies do género Corynebacterium também sdo capazes de produzir a TD e
tém sido alvo de estudos em diversos paises: C. ulcerans e C. pseudotuberculosis.
Classicamente, a espécie C. ulcerans tem sido descrita como agente etiolégico de quadros
diversos de infecgdes em animais, principalmente de mastites em gado bovino. Os primeiros
casos de infeccbes em humanos foram normalmente associados ao consumo de leite ndo
fervido/pasteurizado e derivados. A partir de meados da década de 1980, o nimero de casos
de difteria de natureza zoondtica causada pelo C. ulcerans aumentou em diferentes paises. Na
Inglaterra, por exemplo, o nimero de casos de difteria por esta espécie superou o relacionado
com o agente etioldgico classico, C. diphtheriae. De modo geral, estas infeccdes 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 doencas de cunho veterinario,
dentre as quais a linfadenite caseosa (LC) e a linfagite ulcerativa, tendo por isso grande
interesse veterinario e econémico (KURIA et al., 2001). Em humanos, C. pseudotuberculosis
pode causar infeccdo cujos sinais e sintomas sdo semelhantes ao da LC, e o modo de
transmissao mais aceito € por contato com animais doentes ou ingestdo de carne ou leite
contaminados (TROST et al., 2010). Com base na expressao da enzima nitrato redutase, que
permite a conversao de nitrato a nitrito em provas bioquimicas, esta espécie pode ser dividida
em dois biovares, denominados ovis e equi. O biovar equi (sorotipo Il) é capaz de reduzir o
nitrato, enquanto o biovar ovis (sorotipo I) ndo 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 bufalo pertencem ao
biovar equi e as de gado sdo variaveis (DORELLA et al., 2006; TEJEDOR-JUNCO et al.,
2008; WAGNER et al., 2011).

1.2.2 Pat6genos ndo produtores de toxina diftérica

Corynebacterium urealyticum, também conhecido como Corynebacterium grupo D2
faz parte da microbiota humana, podendo ser encontrado em 12% da populacdo saudavel e em
30% dos pacientes hospitalizados, principalmente naqueles que estejam em uso de

antibioticos 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 (GUIMARAES 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 ureésica. Esta atividade desempenha papel importante na patogénese da infeccao
urinéria por facilitar a formac&o das pedras de estruvita, estruturas ricas em fosfato de aménio
magnesiano. E preciso ressaltar que o dificil crescimento das amostras, aliado ao alto grau de
resisténcia aos antimicrobianos que elas apresentam, dificulta o diagndstico laboratorial e
compromete a eficacia do tratamento clinico (GUIMARAES et al., 2013; JOHNSON;
STROPE, 2012; SORIANO; TAUCH, 2008; SORIANO et al., 2009). Além da atividade
ureésica, outros fatores de viruléncia relatados incluem a capacidade de aderir e formar
biofilme em diferentes superficies, tanto bidticas quanto abidticas (SORIANO et al., 2009).

Corynebacterium glucuronolyticum foi primeiramente descrito em 1995 por Funke e
colaboradores em um paciente com infeccdo do trato genitourinario. E geralmente encontrado
no trato urogenital de humanos e de suinos (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 infecgdes em outras regides do trato urinario 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 regides axilares, retais e inguinais em
pacientes hospitalizados. E também relatado como causador de diversas infeccbes em
pacientes imunocomprometidos, como bacteremias, infeccbes 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 infeccGes de partes
moles (OLENDER; LETOWSKA, 2010), sobretudo em pacientes submetidos a
procedimentos invasivos, tais como cateterismo profundo e implantacdo de dispositivos
cardiovasculares (BECHARA et al., 2011; CHAO et al., 2013; SORIANO et al., 1988). E
preciso ressaltar que C. jeikeium é uma das espécies mais resistentes do género
Corynebacterium aos agentes antimicrobianos, sendo susceptiveis apenas aos glicopeptideos.
Por este motivo, a vancomicina € muitas vezes é o antimicrobiano utilizado em infec¢des 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 portugués, Centro de Controle e

Prevencdo de Doencas) como Corynebacterium do grupo absolute nonfermenter 1 (ANF-1,
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em portugués, N&o 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 hepatico (DYKHUIZEN, 1995; MINKIN; SHAPIRO, 2004) e
urinoculturas (CAMELLO et al., 2003). Algumas amostras isoladas desses estudos revelaram
multirresisténcia (CAMELLO et al., 2003).

O complexo XSMA engloba quatro espécies de importancia clinica, comumente
encontradas em ambientes nosocomiais e isoladas de diversos sitios anatomicos:
Corynebacterium xerosis, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium striatum e
Corynebacterium amycolatum. A diferenciagdo entre as espécies exige o emprego de técnicas
moleculares e testes fenotipicos adicionais ndo utilizados rotineiramente nos laboratorios
clinicos, uma vez que 0S micro-organismos apresentam caracteristicas fenotipicas pouco
distintas (RENAUD et al., 1998; WAUTERS et al., 1998).

C. amycolatum é uma das espécies do género Corynebacterium mais isoladas de
espécimes clinicos (CAMELLO et al., 2003; FUNKE et al., 1996; MARTINS et al., 2009;
RIEGEL et al., 1996). E também frequentemente resistente aos antimicrobianos, caracteristica
que contribui para a sua distingdo entre as outras espécies no diagnéstico microbioldgico
(ESTEBAN et al., 1999; OTEO et al.,2001). Amostras de C. amycolatum j& foram isoladas de
pacientes com quadros de infecgdes 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 individuos imunossuprimidos.

C. minutissimum, agente etiol6gico do eritrasma, faz também parte da microbiota
residente da pele e mucosas humanas. Desde a sua descricdo em 1961, € raramente associado
com infecgOes extracutaneas. 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), infec¢des
relacionadas a cateter (CAVENDISH et al.,, 1994; RUPP et al., 1998) e peritonite
(FERNANDEZ GIRON et al. 1998) podem ser encontrados na literatura.

C. striatum € um micro-organismo potencialmente patogénico para humanos,
frequentemente associado a surto nosocomiais (BAIO et al., 2013). Infec¢bes por C. striatum
ja foram descritas tanto em individuos imunocomprometidos quanto em individuos
imunocompetentes (SUPPERT et al., 2009). Dentre estas infec¢Oes, destacam-se: ITU
(LOPEZ et al., 2009), infecgdes pulmonares (RENOM et al., 2007; WONG et al., 2010),
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meningite (WEISS et al., 1996), endocardite (FERNANDEZ-GUERRERO et al., 2013;
OLIVA et al., 2010), osteomielite (FERNANDEZ-AYALA et al., 2001) e artrite séptica
(SCHOLLE, 2007). E importante ressaltar que muitos dos isolados nestas infeccoes
apresentavam alta taxa de resisténcia aos antimicrobianos (OTSUKA et al., 2006).

C. xerosis faz parte da microbiota residente do saco conjutival (PORSCHEN et al.,
1977). Seus relatos de infeccdo em humanos séo poucos e a maioria dos isolados quando
previamente identificados por C. xerosis sdo subsequentemente reconhecidos como
C.amycolatum devido a sua proximidade filogenética (FUNKE et al., 1996; WAUTERS et
al.,1998). Contudo, esta espécie ja foi relacionada a infeccéo de sitio cirargico (MARTI et al.,
2008), endocardite (PESSANHA et al.,, 2003), sepse (CATTANI et al., 2000) e
abcessocerebral (WOOSTER et al., 1999).

1.3 Fatores de viruléncia de corinebactérias

Os principais estudos que investigam fatores de viruléncia de corinebactérias foram
descritos para C. diphtheriae. Nesta espécie, 0 mais conhecido mecanismo de viruléncia é a
TD, um polipeptidio de aproximadamente 58 kDa com 535 residuos de aminoacidos. O efeito
elongamento EF-2 (HOLMES, 2000). E preciso ressaltar que a TD pode ser produzida apenas
por amostras que possuem o gene codificador (gene tox), carreado por fagos lisogénicos
(corinefagos) do tipo B ou B -relacionados, integrado ao seu cromossomo. O gene tox tem sua
transcricdo negativamente regulada por ions ferro e por uma proteina repressora, conhecida
como DtxR (“Diphtheria Toxin Repressor”), presente em todas as amostras de C. diphtheriae
(DE ZOYSA et al., 2005).

A ocorréncia de infecgdes causadas pelo C. diphtheriae em individuos imunizados e o
crescente numero de infeccBes invasivas causadas por amostras atoxinogénicas sugerem que
outros fatores aléem da TD sdo importantes para o aparecimento e manutencdo do processo
infeccioso. Neste sentido, estudos desenvolvidos nas Gltimas décadas tém demonstrado que as
amostras, independente da producdo de toxina, podem aderir com intensidades variadas a
diferentes substratos, incluindo células humanas e dispositivos médicos. Varias proteinas
fimbriais e ndo-fimbriais ja foram descritas como possiveis participantes destes processos.
Além delas, carboidratos de superficie, hidrofobinas e trans-sialidases também parecem estar
envolvidas (ANTUNES et al., 2015; BERTUCCINI et al., 2004; COLOMBO et al., 2001;
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GOMES et al.,, 2009; HIRATA JR et al., 2004; MATTOS-GUARALDI et al., 2000;
PEIXOTO et al., 2014).

A presenca de fimbrias na superficie do bacilo diftérico foi relatada pela primeira vez
por Yanagawa e Honda em 1976, quando foi sugerida a sua participacdo na aderéncia a
eritrécitos de carneiro (hemaglutinacdo). Desde entdo, muitos estudos buscaram a sua
caracterizacdo estrutural e funcional. Estes revelaram que C. diphtheriae pode apresentar trés
estruturas fimbriais distintas, identificadas com Spa (“sortase-mediated pilus assembly”):
pilus SpaA, pilus SpaD e pilus SpaH, sendo cada pilus formado por trés subunidades
menores: pilus SpaA (SpaABC), pilus SpaD (SpaDEF), pilus SpaH (SpaGHI). Ainda segundo
eles, estas estruturas sdo polimerizadas e conectadas a superficie celular com a participacdo de
diferentes sortases (BROADWAY et al., 2013; GASPAR; TON-THAT, 2006; MANDILIK et
al., 2007; 2008; TON-THAT; SCHNEEWIND, 2003).

Anélises moleculares mostraram que os genes codificadores das pilinas e das sortases
estéo 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 0 mais
frequente entre as amostras estudadas e, por causa disto, tem sido o principal alvo de estudos
sobre a participacdo das pilinas na viruléncia de C. diphtheriae. At¢é o momento, ja foi
descrito o seu envolvimento na aderéncia as células epiteliais da faringe e no processo
patogénico desencadeado no nematddeo Caenorhabditis elegans, utilizado como modelo
experimental in vivo para estudos de viruléncia (BROADWAY et al., 2013; MANDILIK et
al., 2007). Zasada e colaboradores (2012) também sugeriram que a expressao destas estruturas
é indispensavel para a ocorréncia de infecces invasivas por amostras atoxinogénicas de C.
diphtheriae.

Dentre as proteinas de natureza ndo-fimbrial, destacam-se as proteinas DIP 1281
(OTT et al., 2010) e DIP 0733 (SABBADINI et al., 2012). A proteina DIP 1281, anotada
como invasina, tem sido estudada no processo de interagdo com células de linhagem epitelial
de faringe. Entretanto, os resultados obtidos até 0 momento sugerem que ela esteja envolvida
com a organizacdo geral da superficie do bacilo diftérico (OTT et al., 2010). A proteina
DIP0733, inicialmente descrita como proteina de superficie ndo-fimbrial 67-72p, participa na
aderéncia a hemacias humanas (COLOMBO et al.,, 2001) e a células da linhagem de
carcinoma de laringe humana HEp-2 (HIRATA et al.,, 2004). Alem disso, Sabbadini e
colaboradores (2012) demonstraram seu efeito na internalizagdo e indugdo da apoptose em
células HEp-2. Recentemente, Antunes e colaboradores (2015) relataram o papel desta

proteina na ligacdo ao colageno, fibronectina e fibrinogénio (Fg).
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Sabbadini e colaboradores (2010) ja haviam relatado que amostras de C. diphtheriae
sdo 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 hipotese de que o bacilo diftérico pode explorar a interagdo com o Fg humano no
processo de colonizacdo, manutencdo nas superficies do hospedeiro e/ou dispersdo para
outros sitios corpéreos.

Nas ultimas décadas também foi investigada a participacdo de carboidratos de
superficie e proteinas lectinicas nas interacdes de C. diphtheriae com células do hospedeiro.
Estudos realizados por Mattos-Guaraldi e colaboradores (1999; 2000) revelaram que a
superficie do bacilo diftérico apresenta diferentes moléculas contendo residuos de acido
sialico, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, galactose e manose com afinidade para
lectina. Apesar do papel dos carboidratos de superficie na viruléncia do bacilo diftérico ndo
ter sido bem caracterizado, os resultados obtidos sugerem que eles promovem alteracdes na
hidrofobicidade e na carga bacteriana, modulando a aderéncia a substratos inertes e a células
humanas, além de contribuir para a evasdo do sistema imune.

E sabido que a presenca de é&cido sialico na superficie bacteriana deve-se as atividades
realizadas pelas sialidases, também designadas neuraminidades. As sialidases sdo glicosil
hidrolases que catalisam a remocao de residuos de acido sialico terminais de glicoconjugados
presentes na superficie das células do hospedeiro. Através de suas atividades de trans-
sialidase, as sialidases permitem também a aquisi¢do do &cido sialico, permitindo ao micro-
organismo expo-lo na sua superficie externa. Além disso, elas ainda podem funcionar
diretamente como adesinas. Recentemente, uma provavel exosialidase, NanH (DIP 0543), foi
identificada em C. diphtheriae e revelou possuir uma atividade de trans-sialidase, mas seu
papel na exposicdo do &cido sialico ndo ficou clara (BURKOVSKI, 2013; KIM et al., 2010;
MATTOS-GUARALDI et al., 1998).

Além de aderir a superficies inertes, 0s micro-organismos podem formar estruturas
altamente complexas, os biofilmes, os quais possuem importancia clinica em virtude do seu
papel em muitas doencas infecciosas, incluindo endocardite, periodontite e otite média, e na
contaminacdo de dispositivos hospitalares, sobretudo devido & sua alta resisténcia a agentes
antimicrobianos (COSTERTON et al., 1999; DONLAN; COSTERTON, 2002;
SHARMA;YADAYV, 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 sitio de insercdo de cateter de nefrostomia. Nesse trabalho, foi verificada a
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capacidade da cepa de formar biofilme nas superficies do vidro, poliestireno e em cateter de
poliuretano.

Além da capacidade de aderir aos tecidos do hospedeiro, ja& foi demonstrado que o
bacilo diftérico é também capaz de penetrar e sobreviver no compartimento intracelular de
células respiratérias humanas HEp-2, indicando que este pode ser um dos fatores que
favorecem a manutencdo do patégeno nas vias aéreas superiores e inferiores, de modo a
permitir a permanéncia do estado de portador ap0s antibioticoterapia, soroterapia e cura da
difteria (HIRATA JR et al., 2002). Adicionalmente, foi demonstrado que amostras de C.
diphtheriae, independentemente da producdo de toxina, podem ser fagocitadas por
macréfagos humanos (linhagem U-937) na auséncia de opsoninas e permanecem Viaveis no
compartimento intracelular. A sobrevivéncia intracelular dentro de macréfagos humanos pode
contribuir, assim, para a disseminacdo bacteriana por via endovascular, além de conferir
protecdo contra atividades microbicidas mais eficientes de outras células de defesa e contra a
acao bactericida de agentes antimicrobianos (SANTOS et al., 2010).

O aumento na frequéncia e gravidade das infec¢bes humanas associadas a C.
ulcerans, tem feito desta espécie o objeto de pesquisa em alguns estudos sobre viruléncia
bacteriana. Além da capacidade de producdo de TD, C. ulcerans € capaz de produzir uma
outra exotoxina, a fosfolipase D (PLD), cuja atividade esfingomielinasica aumenta a
permeabilidade vascular e, assim, promove a disseminacdo 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 neutroéfilos e macréfagos (SCHMIEL; MILLER
1999).

Anélises moleculares recentes permitiram detectar genes de potenciais fatores de
viruléncia, como catalase, desoxirribonuclease (DNAse), neuraminidase (NanH),
endoglicosidade (EndoE) e proteases, além da adesina fimbrial do tipo SpaD (DEF) (TROST
et al., 2011). Estudo recente permitiu também observar que, assim como C. diphtheriae, C.
ulcerans é capaz de se ligar a fibronectina, colageno e fibrinogénio (SIMPSON-LOUREDO et
al., 2013).

A semelhanca do observado em C. ulcerans, C. pseudotuberculosis é capaz de
produzir a TD e a PLD, sendo esta Gltima considerada o principal fator de viruléncia desta
especie. Além da toxigenicidade, amostras de C. pseudotuberculosis apresentam a habilidade
de resistir a diferentes agentes estressores, 0 que lhes permite sobreviver no ambiente por
meses antes de infectar o hospedeiro animal, e no interior de células eucarioticas, sobretudo

de linhagem fagocitica, nas quais também sdo capazes de se multiplicar (BAIRD;



32

FONTAINE, 2007; STEFANSKA et al., 2010). Pesquisas recentes tém relacionado a estes
processos alguns reguladores transcricionais, como fatores sigma (8) alternativos da RNA
polimerase, e os lipidios toxicos de parede celular (MORAES et al., 2012; PACHECO et al.,
2012). Dentre os fatores 8, o 8- tem sido o mais estudado. Os resultados indicam que este
regulador é importante para a resisténcia da espécie ao estresse oxidativo induzido por 6xido
nitrico e perdxido, o que é determinante para a sobrevivéncia no interior de fagocitos
(PACHECO et al., 2012). Os lipideos associados a parede celular de C. pseudotuberculosis
sdo semelhantes ao acido micélico de Mycobacterium tuberculosis e foram descritos hd muito
tempo como importantes fatores para a patogénese da doenca (HARD, 1972). Esta camada
atua conferindo protecdo contra a acdo degradativa das enzimas presentes em fagolisossomos
além de conferir baixa permeabilidade ao envelope celular, 0 que consiste uma barreira
natural contra antibioticos (PORTEVIN et al., 2004).

Outro importante mecanismo de viruléncia 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 patogénico de micro-organismos do género Corynebacterium com
excecdo do agente etiologico da difteria classica, C. diphtheriae permanece subestimado.
Entretantro, nas Ultimas décadas, ocorreu um aumento consideravel de relatos de casos de
infecGes humanas relacionadas com algumas espécies de corinebactérias potencialmente ndo
produtoras de TD em infec¢Ges humanas, particularmente devido ao fato que profissionais de
salude diretamente envolvidos no atendimento dos pacientes na identificacdo clinica e
laboratorial encontram-se mais conscientes quanto ao potencial patogénico desse grupo de
micro-organismos.

Atualmente, entre os membros do género Corynebacterium, somente C. urealyticum é
descrito como agente causador de ITU. Contudo, tem sido observado um crescente aumento
no isolamento de outras espécies deste género em urinoculturas, sobretudo naquelas
provenientes de pacientes imunocomprometidos, de individuos com longo tempo de
internacdo ou de transplantados. Nota-se também que algumas destas espécies foram
originalmente descritas como agentes de infec¢do em outros sitios que ndo o sistema urinario
(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; LOPEZ 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 necessarios trabalhos que caracterizem os isolados de
Corynebacterium spp de urinocultura, a fim de se identificar a predominéncia das espécies
envolvidas nas ITU. Além disso, a pesquisa pelos mecanismos de patogenicidade destas
amostras e 0 conhecimento dos seus perfis de sensibilidade aos antimicrobianos tornam-se
imprescindiveis para planejar as acdes terapéuticas das infeccGes desencadeadas por estes

micro-organismos.

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar aspectos microbiologicos e
epidemiolégicos de espécies de Corynebacterium spp. isoladas de urina de pacientes com
guadros de ITU atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (HUPE/UERJ), durante o periodo 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 investigacGes relativas a eficAcia de diferentes métodos laboratoriais de

identificacdo e ao potencial de viruléncia dessa espécie.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

Identificagdo fenotipica por métodos convencionais de amostras de corinebactérias
isoladas de urina de pacientes atendidos no HUPE/UERJ;

Analise dos dados clinico-epidemiolégicos de quadros de infeccdo por corinebactérias
no trato urinario relativos ao periodo 2011-2013;

Determinacédo dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos pelo método
de difusédo em disco;

Analise da morfologia colonial e celular e do perfil fenotipico de C. mycetoides;
Analise da eficacia de diferentes métodos semi-automatizados de diagnostico
microbioldgico na identificacdo de C. mycetoides;

Identificagdo de C. mycetoides pelas técnicas moleculares: Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight (MALDI-TOF, em portugués, lonizacdo e
Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz — Tempo de V60) e sequenciamento dos genes
conservados 16S rRNA e rpoB;

Avaliacdo do potencial de viruléncia de C. mycetoides utilizando o modelo
experimental in vivo com o nematddeo C. elegans;

Investigacao da capacidade de formacdo de biofilme em superficies abioticas diversas;
Pesquisa da capacidade de interacdo e de sobrevivéncia intracitoplasmética de C.
mycetoides em células epiteliais renais (linhagem VERO, oriundas de macaco verde

africano).
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3 MATERIAL E METODOS

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

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

As amostras de BGPI isoladas de urinoculturas durante o periodo de janeiro de 2011 e
janeiro de 2013 no Laboratorio de Bacteriologia (LABAC) do HUPE e enviadas ao
Laboratorio de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica (LDCIC) da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (FCM/UERJ), Centro
Colaborador para Difteria da Coordenadoria Geral de Laboratorios da Secretaria de Vigilancia
em Salde do Ministério da Saude (CGLAB/SVS/MS), para identificacdo das espécies de
corinebactérias foram analisadas no presente estudo.

As urinoculturas foram realizadas inicialmente em Cystine Lactose Eletrolyte
Deficient (CLED, em portugués, Agar de Cistina Lactose Deficiente em Electrolitos) e
incubados a 37°C durante 24-48h e considerados positivos nos casos de cultura-pura (>10*
UFC/ml) ou de crescimento de até dois tipos de colénias (10° 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 estdo mantidas
estocadas em Skim-Milk acrescido de 1% de glicerol na bacterioteca do LDCIC.

O levantamento epidemioldgico foi realizado com base nos dados destas urinoculturas.
Os dados foram analisados com relacdo as seguintes variaveis: sexo, idade, setor, sub-setor,
espécie encontrada, contagem de bactérias vidveis, co-infec¢do por outros patégenos e perfil
de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica utilizando o software estatistico Epi-Info v.3.5.1 (2008).

Uma vez que as amostras deste estudo foram provenientes da bacterioteca do LDCIC e
as suas informacdes constam no banco de dados do laboratério, ndo foi necessaria a

submisséo desta pesquisa ao comité de ética.

Aspectos clinico-epidemioldgicos 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 virus da
hepatite C, fazendo uso continuo de ciclosporina. A paciente, em acompanhamento pelo

ambulatorio da nefrologia do HUPE/UERJ, foi submetida a transplante renal em 1999 e
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apresentava histérico de infec¢bes urinarias recorrentes desde 2002 por diversos micro-
organismos (Enterococcus faecalis, E. coli, Enterobacter aerogenes, Corynebacterium
afermentans e outros bastonetes Gram-positivos ndo identificados isolados em culturas

puras).
Identificagdo laboratorial das cepas de corinebactérias isoladas de urinoculturas

Ap0s o isolamento primario em CLED, as amostras de BGPI recebidas no LDCIC
foram cultivadas em meio Columbia Agar Base (CAB, em portugués, Base de Agar Sangue)
(CAB-Difco) adicionado de sangue de carneiro 5%, incubadas a 37°C por até 48h e avaliadas
guanto a morfologia celular (coloracdo de Gram) e colonial (tamanho, cor, forma, elevacéo,
superficie, densidade, consisténcia e hemolise). Posteriormente foram submetidas aos
seguintes testes fenotipicos 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): producdo de catalase e porfirina,
hidrolise de esculina, uréia e gelatina, reducdo de nitrato, producdo das enzimas
pirazinamidase (PYZ), fosfatase alcalina (PAL), desoxirribonuclease (DNAse) e
metabolizacdo (fermentacdo/oxidacdo) de carboidratos (glicose, maltose, sacarose, ribose,
trealose, manose, manitol, frutose, arabinose, galactose e xilose, na concentragédo final de 1%
em meio Cystine Tryptic Agar (CTA, em portugés: Agar Cistina Tripticaseina) semi-sélido.
Adicionalmente, foi realizada a pesquisa do fator CAMP em Agar-Sangue de carneiro 5%

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

Determinacdo do perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos através do

método de difusdo em disco

Para determinacgédo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados, foi
preparada uma suspensao bacteriana em turvacdo correspondente & do tubo 0,5 da escala de
McFarland. Em seguida, a amostra foi semeada em meio Agar Miller-Hinton com 5% de
sangue de carneiro (Plast Labor®, BR) visando a obtencdo de uma camada confluente de
células bacterianas. A superficie da placa foram adsorvidos discos contendo os seguintes
antimicrobianos: Penicilina G (10 U), Ampicilina (10 pg), Cefotaxima (30 pg), Gentamicina
(10 pg), Sulfametoxazol/Trimetoprima (25 pg), Nitrofurantoina (300 ug), Eritromicina (15
Kg), Imipenem (10 pg), Clindamicina (2 ug), Linezolid (30 pg), Ciprofloxacina (5 ug),
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Tetraciclina (30 pg), Rifampicina (5 pg), Vancomicina (30 pg). Apds 24/48 horas de
incubacédo a 37°C em aerobiose foi realizada a leitura dos didmetros dos halos de acordo com
os critérios preconizados pelo Clinical and Laboratories Standarts Institute (CLSI, em
portugués, Instituto de Padronizacdo Clinica e Laboratorial) (CLSI, 2010) para outros micro-
organismos que nédo sejam Haemophilus spp.e Neisseria gonorrhoeae. Para a leitura dos halos
de penicilina G e ampicilina, foram utilizados os didmetros estabelecidos para Staphylococcus
aureus (JANDA, 1999; MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1995; PEREIRA et al., 2008;). As
amostras que apresentaram niveis intermediarios de resisténcia foram consideradas como
resistentes. Amostras que nao apresentavam susceptibilidade para pelo menos um antibiotico
pertencentes a trés ou mais categorias de antimicrobianos foram definidas como multidroga-
resistente (MDR) (MAGIORAKOS et al. 2012).

Anélise comparativa de métodos semi-automatizados de diagndstico microbiol6gico

Para a amostra 2450 foi realizada a analise comparativa entre os resultados obtidos
pelos sistemas comerciais semi-automatizados APl Coryne (BioMérieux Inc., FR), RapID™
CB Plus System (Oxoid Inc., UK) e BBL Crystal™ GP (Becton Dickinson and Company,
US) realizados conforme as instrugdes dos fabricantes (BURKOVSKI, 2014).

As amostras clinicas foram avaliadas pelo método comercializado semi-automatizado
API Coryne System 4.0 (BioMeérieux Inc., FR), seguindo a plataforma de consulta APl Web

decoding system (www.apiweb.biomerieux.com), que inclui 0s seguintes testes: reducdo de

nitrato, atividade pirazinamidasica, fosfatase alcalina, producdo de urease, gelatinase e
fermetacéo de carboidratos, dentre outros.

O Sistema RaplD CB Plus System (Oxoid Inc., GB) é um sistema de identificacdo
rapida, com leitura dos resultados proposta em 4 horas. Similar ao APl Coryne System, ele
também é composto por testes enzimaticos e de fermentacdo de carboidratos, sendo alguns
desses testes: fermentacdo de glicose, sacarose, ribose, maltose, atividades enzimaticas para
uréia e nitrato.

O BBL Crystal Gram Positive Identification (Becton Dickinson and Company, US),
assim como o0s anteriores € um Sistema commercial que também contempla testes
bioquimicos diversos semelhantes aos dois sistemas anteriores. Posteriormente a interpretacao
do teste, o biocddigo 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 excessdo do sistema RaplD CB Plus, os demais sistemas sdo de incubagao
padrdo de 24 horas. Todos os trés requerem a temperatura de 37°C em aerobiose. Para a
leitura dos resultados, somente o sistema Api Coryne utiliza uma solucdo ndo fornecida no

Kit, peréxido de hidrogénio.

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

A caracterizacdo molecular da amostra 2450 foi realizada pelo MALDI-TOF
utilizando o método direto de anélise previamente descrito (THEEL et al., 2012). Aliquota da
amostra em cultura fresca foi inoculada com o auxilio de uma haste na placa de analise dentro
espaco delimitado. Em seguida, foi adicionado 1ul de acido férmico 70%  (Sigma-Aldrich
Co, US) e a placa deixada em temperatura ambiente para secagem. Depois de seco, 1ul da
matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) 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 padrdo de teste bacteriano (BTS, Bruker, US) foi
utilizado para calibracao de instrumentos. Os espectros de massa foram analisados em um m/z
gama de 2.000 a 20.000. A biblioteca de MALDI Biotyper versao 3.0 e software de verséo 3.1
de MALDI Biotyper foram usados para identificagdo 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 analise do gene 16S rRNA foram utilizados os iniciadores PA/PH, 1831/1832
e 519R e 1242F e para 0 gene rpoB os iniciadores 2700 e 3130 apresentados na Tabela 1.

Extracdo 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. Aliquotas 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 ul de dgua ultrapura isenta de
RNase e DNase estéril (Promega, US) e submetida a banho-maria fervente (100°C) por 10
min. Apos esta etapa, a suspensdo 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

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

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) - Para a amplificagdo dos genes 16S rRNA e rpoB, a
PCR foi realizada em um volume final de 50 ul. As reacdes individuais foram compostas de
agua ultra pura isenta de DNase e RNase estéril, tampao de reacdo 1X, 3 mM de MgCl,, 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 ul do DNA obtido pela extracao
por choque térmico, como descrito anteriormente. As reacdes foram realizadas nas seguintes
condicdes: pre-desnaturacao a 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1 min, 55 °C
por 1 min e 72°C por 2 min e uma etapa final de extenséo a 72°C 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 tampédo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (BioRad
Labs, US). Foram aplicados 7 ul do produto da PCR e 1 ul de marcador de peso molecular
(Invitrogen™) nos pocos do gel. A eletroforese foi realizada em tampéo de corrida TAE 1X
sob uma corrente de 55 V por 60 min. Apds a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio
(10 mg/ml) e observado sob luz ultravioleta e registrado em foto com o equipamento
ImageQuant 300™ (GE Healthcare Life Science, GB).

Purificacdo dos produtos de PCR - Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit
PureLink PCR (Invitrogen™). A purificagdo foi realizada conforme as instru¢cdes do
fabricante, com excecdo da utilizacdo do isopropanol, o qual foi substituido por etanol
absoluto (Merck, BR). Para purificacdo dos produtos de PCR com bandas inespecificas, foi
empregado o sistema E-gel (Invitrogen™), utilizando o gele de agarose CloneWell 0,8%,

seguindo as instrucdes do fabricante.

Sequenciamento e analise das sequéncias nucleotidicas - Os produtos purificados foram
utilizados como molde de DNA para a reacdo de sequenciamento de suas duas fitas com o
sistema comercial (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Applied
Biosystems™, US) conforme as recomendagdes dos fabricantes. Posteriormente, os produtos

desta reacdo foram precipitados com 80 ul de uma solugdo com 75% de isopropanol, centri-
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fugados por 45 min a 4000 rpm a 21°C e o sobrenadante desprezado pela inversdo 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 21°C. A placa foi levada ao termociclador para secagem a
75°C por 5 min. Os sedimentos foram ressuspensos em 10 ul de formamida, centrifugados por
1 min a 900 rpm a 21°C, incubados por 5 min a 95°C e resfriados imediatamente em banho de
gelo. Apb6s a corrida no sequenciador (ABI PRISM 3100 Applied Biosystems DNA
Sequencer), as sequéncias nucleotidicas foram analisadas e editadas utilizando o programa
SeqMan versdo 7.0 (DNASTAR Lasergene) e comparadas aquelas depositadas no banco de

sequéncias GeneBank e Ribosomal Database Project 11 (RDP-II)

Tabela 1 - Iniciadores utilizados nas reacdes de amplificacdo e sequenciamento dos genes
conservados 16S rRNA e rpoB para a identificagdo da amostra 2450 isolada de
urinocultura de paciente submetido a transplante renal atendido no HUPE/UERJ

Gene Fragmento Iniciador Sequéncia do iniciador Referéncia
(pb) 5’-3’
16SrRNA 1500 PA & AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Watts et al.,
PH &° AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 2000
519R ° GTATTACCGCGGCGGCTG Jonhson, 1994
1242F ° CACACGTGCTACAATGG
1831° GAGGAACACCGATGGCGAAGG Watts et al.,
1832° GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT 2000
rpoB 400 2700F *°  CGWATGAACATYGGBCAGGT Khamis et al.,
3130R ?* TCCATYTCRCCRAARCGCTG 2004

a, amplificagdo; s, sequenciamento.

Investigacdo do potencial de viruléncia bacteriana utilizando o modelo experimental

com nematodeo C. elegans

A patogenicidade da amostra 2450 foi investigada utilizando o0 modelo experimental in
vivo com o0 nematddeo C. elegans N2 por meio de 3 diferentes ensaios. Para todos, 0s
nematodeos foram mantidos em placas contendo meio de crescimento para nematodeos
(NGM), utilizando a cepa Escherichia coli OP50 como fonte de alimento, por
aproximadamente 4 dias a 20 °C. Para o ensaio de infeccdo, através do qual é verificada a
letalidade da amostra, placas de NGM foram preparadas com 20 pl de suspenséo bacteriana a
partir de uma cultura de 24 h em Trypticase Soy Broth (TSB, em portugués, Caldo
Tripticaseina de Soja; Difco™ & BBL™, US) sob agitacdo. Apo6s 24-48h, 20 vermes em
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estagio 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
nimeros de vermes mortos ou desaparecidos foram utilizados nas analises estatisticas
(SANTOS et al. 2015). Paralelamente, foi verificada a capacidade da amostra de induzir o
efeito bagging, isto é, a eclosdo dos ovos no interior de vermes adultos mortos.

Adicionalmente, a amostra foi testada quanto & inducéo do star quando é observado
em meio liquido um aglomerado de nematddeos presos pelas proprias caudas. Para tanto, foi
realizada a lavagem de uma placa de Petri contendo os nematddeos com 3ml de tampédo MO.
Apo6s 30 segundos de homogeneizacdo continua da placa, todo o contetudo foi retirado e
dividido em tubos de 1,5 ml. Em seguida, o conteldo da lavagem foi centrifugado 3 vezes
por 30 segundos a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e distribuido em aliquotas de 100 pl
nos pocos de placas de 24 orificios contendo previamente 500 ul de tampdo MO.
Posteriormente, foram adicionados aos pogos 0s seguintes volumes da suspensdo bacteriana
em concentragdo equivalente a densidade otica de 0.2 (A=580 nm): 50 pl, 100 pl, 150 pl e 200
ul. Pocos contendo apenas tampao M9 e outros contendo a mesma solucdo e meio TSB foram
utilizados como controle do experimento. Por fim, a placa foi incubada a 20°C por 5 dias
(ANTUNES et al. 2016).

Avaliacdo da capacidade de formacgdo de biofilme bacteriano em substratos abidticos

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

Ensaios de producéo de biofilme em superficie hidrofilica e de carga positiva (vidro) - Tubos
de vidro 13x100mm contendo 3ml de TSB foram utilizados no estudo de aderéncia ao vidro, a
qual é observada através da deposicdo de uma camada bacteriana na face interna dos tubos.
Para tal, a cepa 2450 foi suspensa neste meio em concentracdo correspondente a 10” UFC/mll
e incubada por 48h a 37°C. Posteriormente, o0 meio de cultura foi retirado sem agitacdo e uma
nova partida de meio foi acrescentada. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e 0
experimento foi realizado em triplicata. Apos a ultima incubag&o, os meios foram removidos,
0s tubos lavados por 3 vezes com solucédo salina tamponada fosfatada (PBS; 0,01M; pH 7,2) e
corados com cristal violeta 2%. A producdo de biofilme foi classificada de acordo com os
seguintes padrdes: | — bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre o
meio de cultura e o ar; Il — bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro; Ill — bactérias
formando um anel na interface entre o meio de cultura e o ar; e IV — auséncia de bactérias
aderidas (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991; MOREIRA et al., 2003).
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Ensaios de producdo de biofilme em superficie hidrofébica e de carga negativa (poliestireno)
- A producdo de biofilme da amostra 2450 foi avaliada nesta superficie através de
microtécnica previamente descrita por Stepanovic (2000) e por Gomes e colaboradores
(2009). Resumidamente, 200 pl da suspensdo bacteriana (10’ bactérias/ml) em meio TSB
foram inoculados em microplacas de 96 pocos de fundo reto e incubados por 48h a 37°C. Ao
término da incubacdo, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS (0,01M; pH 7,2) e
posteriormente, 200uL de metanol PA foram adicionados aos pogos por 15 minutos. Em
seguida, o metanol foi retirado e a placa deixada em temperatura ambiente para secagem.
Duzentos microlitros de solucdo cristal violeta a 2% foram adicionados em cada poco e, apds
5 minutos, a placa foi lavada exaustivamente com agua destilada. Cento e sessenta microlitros
de acido acético a 33% foram, entdo, adicionados aos pogos para eluicdo do corante. O
controle negativo continha apenas TSB estéril. A absorbancia (DO) de cada pogo foi aferida
utilizando-se espectrofotometro 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: ndo aderente — DO obtida menor ou igual a DO do controle negativo (DOc);
fracamente aderente — DO¢ < DO < (2x DOc); moderadamente (2x) DO¢c < DO < (4x DOc¢) e
fortemente aderente — DO > (4% DOg).

Ensaios semi-quantitativos de viabilidade celular e de producéo de biofilme na superficie de
catéteres (poliuretano,silicone e latex) - 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 latex (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 °C em tubos
de ensaio 13x100 mm contendo 4 ml de suspensdo bacteriana em TSB (concentragédo
equivalente a DO 0.2 em 580 nm). Ap0s esse periodo, houve a troca do meio de cultura. Esta
etapa foi repetida por mais trés vezes. Findo este processo, 0 meio da ultima incubacéo foi
retirado e o fragmento foi lavado com PBS por trés vezes. Em seguida, o fragmento do cateter
foi rolado em placa de Petri contento meio Agar Sangue de carneiro a 5%. A placa foi, entdo,
incubada por 48 horas em estufa de aerobiose a 37 °C. A formagdo de biofilme foi
considerada positiva quando visualizado um tapete bacteriano na area de rolamento do

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

Para a realizacdo 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 tripsinizacdo dos tapetes
celulares (solucéo de 0,2% tripsina e 0,02% EDTA em PBS, pH 7,4), foi realizada a cada 5-7
dias.

A capacidade de interacdo microbiana com esta celulas foi investigada através da
contagem de bactérias viaveis durante a infeccdo de monocamadas celulares com 95% de
confluéncia em placa de 96 pogos. As monocamadas celulares foram infectadas com 10°
UFC/ml e incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, por diferentes tempos de incubacéo:
1,2,3,4,5¢e6h. Apos o periodo de infeccdo, foram retiradas aliquotas do sobrenadante (100
ul), que foram diluidas e plaqueadas em meio Trypticase Soy Agar (TSA, em portugués, Agar
Tripticaseina de Soja; Difco™ & BBL™, US) para a determinacdo do numero de UFC/ml. Os
tapetes celulares foram entdo lavados trés vezes com PBS (0,01 M; pH 7,4) e tratados com
500 pl de PBS contendo 0,1% Triton X-100 (BioRad Labs, US) para que as células fossem
lisadas. Em seguida, aliquotas de dilui¢fes do lisado celular (100 ul) foram plaqueadas em
meio contendo TSA para a determinagdo de células bacterianas vidveis associadas a
monocamada. Paralelamente, para verificar o nUmero de micro-organismos internalizados, as
células foram tratadas com solucéo de gentamicina a 150 pg/ml e incubadas a 37 °C por mais
1 h. As células foram entdo lavadas com PBS e lisadas conforme descrito anteriormente. As
contagens resultaram no numero total de bactérias extracelulares, no numero total de bactérias
associadas ao tapete (intracelulares + extracelulares) e no total de bactérias ocupando

localizacdo intracelular (protegidas da acdo 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 clinico de ITU atendidos em diferentes setores do HUPE,
durante o periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2013. Os aspectos epidemioldgicos e
microbioldgicos relativos aos casos de corinebactérias isoladas de urinoculturas estdo
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, 0 maior nimero 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 nudmeros de amostras de
corinebactérias isoladas de urinoculturas distribuidos pelas faixas etarias dos pacientes estdo
apresentados na Figura 2. O maior numero de casos foi observado em pacientes adultos na
faixa etéria entre 41 a 60 anos (n=38; 55,07%). N&o foram detectadas corinebactérias isoladas
de urinoculturas de criancas 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 género Corynebacterium a
maioria (n=41; 59,42%) foi isolada em associa¢do 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 presenca de outros géneros bacterianos. Na maioria dos casos
de infeccbes mistas, ocorreu associacdo 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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associacdo com trés outras espécies bacterianas (2254a,b) de urinocultura de paciente
transplantado.

Da amostras isoladas de urinoculturas pertencentes ao género Corynebacterium neste
estudo, 60 (86,96%) apresentaram contagem bacteriana igual ou superior a 10° UFC/ml,
independente de estarem em associa¢do ou em culturas puras. Os registros de contagem de
viaveis obtidos nas urinoculturas de nove amostras (13,04%) nao foram fornecidos ao LDCIC
(Tabelas 2 e 3).

Os dados apresentados na Tabela 3 demontraram a presenca de diversas espécies de
micro-organismos isolados em associagdo com as corinebactérias nas urinoculturas
pertencentes aos géneros 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 fenotipicos classicos 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 estdo representados os perfis de susceptibilidade aos 14 agentes
antimicrobianos observados pelo método de difusdo 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. Néo foi detectado 100% de resisténcia para nenhum dos
antimicrobianos testados.

Os dados indicaram que nessa etapa do estudo, a maioria das amostras (n=55;
78,26%) isoladas das urinoculturas ndo pode ser identificada a nivel 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 avaliagdo adicional aplicando métodos moleculares para a
identificacdo final dessas amostras. Ensaios utilizando as técnicas de MALDI-TOF e/ou o
sequenciamento de genes conservados 16SrRNA e rpoB estdo em andamento em nosso
laboratorio.

Nas Tabelas 5A e 5B estdo representados, respectivamente os perfis fenotipicos
expressos pelas amostras de corinebactérias relacionadas e ndo 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 bioquimicos
convencionais. A amostra 2450 inicialmente identificada como Corynebacterium sp (Tabela
5B) foi utilizada nos estudos descritos a seguir relativos a eficacia de diferentes métodos

laboratoriais de identificacdo e do potencial de viruléncia da espécie C. mycetoides.
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Figura 1 — Numero de amostras de corinebactérias isoladas de urinoculturas de pacientes
tratados em diferentes setores e sub-setores hospitalares (HUPE/UERJ) durante o
periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2013
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Legenda: DIP, Doengas Infecto-Parasitarias; NESA, Nucleo de Estudos da Saude do Adolescente; AMB,
ambulatério; ENF, enfermaria; NI, ndo informado.



Tabela 3 — Aspectos epidemioldgicos e microbioldgicos de 41 amostras de corinebactérias isoladas em associagdo com outros micro-
organismos oriundas de urinoculturas de pacientes com quadro de infeccdo urinaria atendidos em diversos setores do
HUPE/UERJ (Jan 2011-Jan 2013)

Dadosdos  Origem dos casos . . . . L .
pacientes no HUPE Micro-organismos isolados nos plantios primarios de amostras de urina
N°/Amostra/Ano Corinebactéria Co/nt_agem,de_ _ _ _
Sexo/ldade Setor/Subsetor . bacterias viaveis Micro-organismos associados
isolada (UFC/ml)

1/2206/2011 F/a1 Nefrologi/AMB ~ C. afermentans 6,0 X 10° Staphylococcus a‘;;”s e Streptococcus

2/2209/2011 F/49 Transplante/AMB Complexo XSMA 1,0 x 10° 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 3,0x 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 S. agalactiae

8/2227/2011 F/NI Transplante/AMB Complexo XSMA 3,0x 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 108 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 1,5x 10* 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 5,0x103 Lactobacilus spp.e SCN
20/2271/2011 F/NI Nefrologia/ AMB Complexo XSMA 7,0x 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. 1,1x 10 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 3,0x 103 K. pneumoniae e SCN
25/2289/2011 F/49 Transplante/AMB  Corynebacterium sp. 3,5 x 10* Streptococcus spp. o hemolitico
26/2293/2011 M/40 Transplante/AMB Complexo XSMA 4,0 x 10* Lactobacilus spp.
27/2299/2011 F/55 Transplante/ AMB Complexo XSMA 5,0 x 10* Lactobacilus spp.
28/2300/2011 M/47 Transplante/AMB  C. glucoronoliticum 1,5 x 10* SCN
29/2303/2011 F/25 Pré-Natal/AMB  Corynebacterium sp. 7,0 x 103 Streptococcus a-hemolitico e SCN MDR
30/2307/2011 F/79 Ginecologia/ENF Complexo XSMA 1,0 x 10° Proteus mirabilis
31/2313/2011 F/50 Transplante/AMB  Corynebacterium sp. 3,0 x 10 Lactobacilus spp.
32/2320/2011 F/55 Transplante/AMB  Corynebacterium sp. 6,0 x10" Lactobacilus spp.
33/2326/2011 F/49 Reumatologia Corynebacterium sp. 1,0 x 10° SCN
34/2327a/2011 M/38 Transplante/AMB Complexo XSMA 2,3 x10° Complexo XSMA
35/2327b/2011 M/38 Transplante/AMB  Complexo XSMA 4,0 x 10* Complexo XSMA
36/2328/2011 F/44 Nefrologia/ENF C. afermentans 45 x 10° Arthrobacter spp.
37/2330/2011 M/53 NefrologiayAMB  Corynebacterium sp. 1,0 x 10* NI
38/2344/2012 F/42 Nefrologia/ AMB CDC Grupo G 1,0 x 10* SCN MDR
39/2348/2012 M/NI PPC/AMB Corynebacterium sp. 2,5x 10* P. mirabilis
40/2386/2012 F/NI PPC/AMB Complexo XSMA 6,0 x 10* NI
41/2415/2012 F/72 PPC/AMB C. afermentans 2,5 x 10° E. coli
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Legenda: F, feminino; M, masculino; AMB, ambulatdrio; ENF, enfermaria; NI, ndo informado; XSMA, xerosis, striatum, minutissimum, amycolatum; BGNF, bacilo
Gram-negativo fermentador; BGNNF, bacilo Gram-negativo ndo fermentador; SCN, Staphylococcus coagulase negativa; MDR, multirresistente; PPC,
policlinica Piquet Carneiro.
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Figura 2 — Nameros de amostras de corinebactérias isoladas de urinoculturas relacionados com as faixas etarias dos pacientes atendidos no
HUPE/UERJ (Jan 2011-Jan 2013)
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Figura 3 — Numero (%) 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 difusdo em disco de amostras de corinebactérias isoladas
de urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013)

Perfis e % de resisténcia aos agentes antimicrobianos

Micro-organismo . ) ) - Sulf/ )
Multirresisténcia ~ Amp Pen Cef Gen Cip Lin Eri Lzd Trim Van Rif Tet Imi Nit
Complexo XSMA \Y \V \Y/ V V \Y/ \Y/ S \% S \Y \Y \Y \Y%
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 \Y \Y S S \Y \Y \Y S \Y S S Vv Vv R
67 67 0 0 17 50 50 0 67 0 0 17 17 100
1/MDR/5 R R S S R R R S S S S R S NT
2/MDR/4 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 - - - R - - - - - - - - - -
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 Y% Y% s S Y% Y% Y% S S S S S S R
50 50 0 0 50 50 50 0 0 0 0 0 0 100
MDR/4 S S 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
Corynebacterium sp. \Y S S \Y S \Y 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/IMDR/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, sensivel, V, varidvel; NT, ndo testado; MDR, multirresistente; MDS, multissensivel; 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, nitrofurantoina.



Tabela 5 — Caracteristicas fenotipicas de amostras relacionadas ao Complexo XSMA isoladas de urinoculturas obtidas de pacientes tratados

em diferentes setores hospitalares (HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013)

Producdo de &cido

Amostra/Ano de isolamento o @ = @ A § = a S
g g 3 8 = 5 £ = =
= ) i O = & > S =

2209/2011 - - - + - + j + NT
2213/2011 - - + + + ) NT
2215/2011 - - - + + . ) ) NT
2217/2011 - - ; + +) ) ) NT
2218/2011 - - ; + + N ) N 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 - - ; + + N . ) NT
2280/2011 + - . 4 + . N . NT
2281/2011 - - - + + . ) ) NT
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2293/2011
2299/2011
2307/2011
2327a/2011
2327b/2011
2342/2012
2349/2012
2352/2012
2356/2012
2361/2012
2362/2012
2367/2012
2368/2012
2374/2012
2380/2012
2386/2012
2388/2012
2393/2012
2400/2012
2416/2012
2417/2012
2426/2012

+

+ + + + + + + + + + + 4+ 4+ + + + + + o+

+

+

(+)

NT

NT

NT
NT
NT

Legenda: -, Negativo; +, Positivo; (+), Reacdo positiva fraca; NT, Néo testado.
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Tabela 6 — Perfis fenotipicos de amostras nao relacionadas ao complexo XSMA isoladas de
urinoculturas obtidas de pacientes tratados em diferentes setores hospitalares
(HUPE/UERJ) (Jan 2011-Jan 2013)

Producdo de &cido

para:
Amostra/
Perfil fenotipico Ano - o -
isolamento & & £ & 2 8 2 2 =
i s = o = [+ c = 3
= £ g = < S < < £
Z O w O =2 un =2 O F
C. afermentans 2206/2011 - - - - - - - - NT
2214/2011 - - - - - - - - NT
2231/2011 - - - - - - - + NT
2254a/2011 - - - - - i + NT
2258/2011 - - - - - - - + NT
2266/2011 - - - - - - i + 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 + - - - - i - - NT
C. glucoronoliticum  2300/2011 - - - + - (+) - + -
CDC group G 2344/2012 - - - + + + - - +
Corynebacterium 2278/2011 - - - - - - - - NT
sp.
2289/2011 - - - - - - i + NT
2303/2011  + - - + - - - -
2313/2011 - (+) - - - - - + i
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° - - - 4+ - - - - NT

Legenda: -, Negativo; +, Positivo; (+), Fracamente positivo; NT,

N&o testado; *, Amostra empregada nos

estudos adicionais relativos da eficacia de diferentes métodos laboratoriais de identificacdo e do

potencial de viruléncia da espécie C. mycetoides.
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4.2 ldentificacdo e determinacdo do potencial patogénico de espécie rara de
corinebactéria a partir de urinocultura de paciente com ITU atendido no
HUPE/UERJ

4.2.1 ldentificacdo bacteriana

4.2.1.1 Anéalise empregando testes fenotipicos convencionais

Conforme apresentado na Figura 4, apds incubacao por 24/48h a 37°C em aerobiose
em Agar 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 mucoide, ndo hemolitica, medindo cerca de 1mm (Figura 4A). Apesar
de exibir morfologia colonial incomum as espécies de corinebactérias relacionadas com
processos infecciosos em humanos, a analise microscopica pelo método de Gram demonstrou
que a cepa isolada em cultura pura apresentava-se morfologia celular compativel com BGPIs
com formas cocobacilares e claviformes de tamanhos variados (Figura 4B). Apesar de ter
sido utilizado um conjunto de 13 testes fenotipicos convencionais (Figura 4C) os resultados
ndo permitiram a identificacdo da amostra a nivel de espéecie utilizando tabelas de
identificacdo de bacilos Gram-positivos disponiveis na literatura. Com base nos resultados, o
isolado foi agrupado no género Corynebacterium.

4.2.1.2 Anélise fenotipica por sistemas semi-automatizados

Conforme demonstrado na Tabela 6, os trés 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 0 sistema de
identificacdo rapida RapID CB Plus, chegou a dois resultados distintos e apontou como
guestionavel a sua conclusdo, orientando que fosse verificada a pureza da amostra e repetido o
teste, identificando a amostra como Brevibacterium spp. O cddigo 1544051001 néo
apresentou correlagdo com as espécie incluidas no programa de identificacdo utilizado no

sistema BBL Crystal.
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Figura 4 — Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de Corynebacterium mycetoides 2450
isolada de urinocultura de um paciente transplantado
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Legenda: (A) Crescimento da amostra C. mycetoides 2450 e meio Agar Sangue. (B) Cooloracdo de Gram da
amostra C. mycetoides 2450. (C) Caracteristicas fenotipicas da amostra C. mycetoides 2450.
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Tabela 7 — Resultados das analises fenotipicas convencional e semi-automatizadas e moleculares de Corynebacterium mycetoides 2450
isolada de urinocultura de um paciente transplantado renal.

Fenotipico
Convencional API Coryne RaplID CB Plus BBL Crystal
Amostra Score Score Score
Espécie Espécie % Caodigo Espécie % Codigo  Espécie % Caodigo
o450 ~ Corynebacterium c 79.2 2100104 Drevibacterium - gs. go06013 NI NI 1544051001
sp. argentoratense sp.

Legenda: NI, ndo informado.
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4.2.1.3 Identificacdo molecular por MALDI-TOF e sequenciamento de genes conservados
16S rRNA e rpoB

O método MALDI-TOF baseia-se na combinagdo da aplicacdo da espectrometria de
massa, que analisa 0 componente proteico dos micro-organismos, com dados de
bioinformética. Apenas o método molecular MALDI-TOF permitiu a especiacdo correta da
amostra 2450 como C. mycetoides em concordancia com os resultados do sequenciamento de
genes conservados 16S rRNA e rpoB (Tabela 7). A anélise por MALDI-TOF identificou a
amostra tanto a nivel de género quanto a nivel de espécie. O isolado apresentou semelhanca
(score de 2,214) com a cepa C. mycetoides DSM 20632T DSM, sob o nUmero de
identificacdo no NCBI (National Center for Biotechnology Information) de 38302.

4.2.2 Avaliacdo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos através do método de difusdo

em agar

A amostra 2450 expressou o perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos
apresentado na Tabela 8 e foi definida como MDR por exibir resisténcia aos antimicrobianos

eritromicina, clindamicina e nitrofurantoina.

4.2.3 Anélise do potencial patogénico da amostra C. mycetoides 2450

4.2.3.1 Aderéncia e producdo de biofilme em superficies abioticas diversas

Producéo de biofilme em superficie (hidrofilica e de carga positiva) de vidro - Os resultados
ilustrados na Figura 5A demonstraram que a amostra 2450 de C. mycetoides (Tubo 1) foi
incapaz de aderir e de produzir biofilme na superficie do vidro, a semelhanc¢a da amostra C.

diphtheriae CDC-E8392 utilizada como controle-negativo (Tubo II; padréo V).



Tabela 8 — Resultados das analises moleculares de Corynebacterium mycetoides 2450 isolada de urinocultura de um
paciente transplantado renal

Genotipico
Sequenciamento
MALDI-TOF 16S rRNA rpop
Amostra - = -
Especie Score Especie Especie
2450 Corynebacterium 2.214 Corynebacterium mycetoides Corynebacterium mycetoides

mycetoides
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Tabela 9 — Perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos determinada pelo
método disco difusdo de Corynebacterium mycetoides 2450 isolada de
urinocultura de um paciente transplantado renal

Antimicrobianos C. mycetoides 2459

Penicilina G~
Ampicilina”
Cefotaxima™~
Gentamicina”™
Sulfametoxazol/Trimetroprima®
Nitrofurantoina®
Eritromicina”
Imipenem™
Clindamicina™
Linezolida”
Ciprofloxacina***
Tetraciclina
Rifampicina™
Vancomicina

VO OVLOLLmLAIOINVIOIOTOLOm OO,
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* usualmente utilizados tratramento de ITU. ~, pontos de corte sugeridos pelo CLSI

M100/2016; ~*, pontos de corte sugeridos pelo BrCAST/2016. S, suscetivel; R, resistente;
MDR, multirresistente.

Legenda:
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Producdo de biofilme em superficie de poliestireno (hidrofilico e de carga negativa) - A
anélise pelo método semi-quantitativo em microplacas de poliestireno demonstrou que a
amostra C. mycetoides 2450 strain expressou capacidade de producdo de biofilme (48h
incubacdo) (fracat: ODc < OD < 2 x ODc), porém em niveis inferiores ao observado para a

amostra C. diphtheriae CDC-E8392 utilizada como controle positivo (Figura 5B).

Aderéncia e viabilidade bacteriana em superficies de diferentes tipos de catéteres
(poliuretano, silicone e latex) - Micrografias apresentadas na Figura 6 demonstraram que C.
mycetoides é capaz de expressar formas celulares sésseis capazes de aderirem e
permanecerem viaveis em superficies de diferentes tipos de catéteres. A amostra 2450
apresentou crescimento confluente no meio de cultura em toda extensdo do rolamento de

segmentos de catéteres de poliuretano (Figura 6A), silicone (Figura 6B) e latex (Figura 6C).

4.2.3.2 Infeccdo de nematddeos C. elegans por C. mycetoides

Letalidade em C. elegans — Na Figura 7A encontram-se as curvas de sobrevivéncia de C.
elegans obtidas nos ensaios de infeccdo com o isolado clinico de C. mycetoides e a cepa E.
coli OP50, comumente utilizada para manutencio destes animais em laboratorio. E possivel
observar que 50% dos nematddeos foram mortos por C. mycetoides em apenas 3 dias de
infeccdo, enquanto que a cepa E. coli OP50 foi capaz de causar reducdo de apenas 10 % no
namero de animais durante este periodo. Apos 5 dias de interacdo, 90 % dos nematodeos
ainda permaneciam viaveis na presenca da cepa E. coli OP50. Contudo, apenas 40 % dos

animais sobreviveram a infeccdo pelo isolado clinico.

Inducéo do efeito bagging em C. elegans - Além de analisar a sobrevivéncia dos nematddeos
durante a realizacdo dos ensaios de infec¢éo, foi investigada a inducgéo do efeito
bagging pelo isolado clinico. A partir do segundo dia de experimento, foi observada
a eclosdo de ovos no interior de um dos vermes adultos mortos (Figura 7B).
Contudo, néo foi possivel realizar a contagem das larvas viaveis devido a grande

quantidade das mesmas no interior deste nematddeo.
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Figura 5 - Aderéncia e producgdo de biofilme pela amostra C. mycetoides 2450 nas superficies

do vidro e poliestireno
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Legenda: (A) Analise qualitativa da formacéo de biofilme na superficie do vidro. (B) Andlise quantitativa da
formagdo de biofilme na superficie do poliestireno. |, Formagdo de biofilme pela amostra C.
diphtheriae CDC-E8392 (controle-negativo). Il, Formacdo de biofilme pela amostra C. mycetoides
2450. 111, Formacdo de biofilme pela amostra C. diphtheriae TR 241 (controle-positivo).



65

Figura 6 - Micrografias dos tapetes bacterianos formados ap6s 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 latex.
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Formacéo 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 pogos contendo 150 pl da
suspensdo de C. mycetoides. As formacbes de star foram observadas tanto em nematddeos
adultos quanto em larvas (Figura 7C). Apos o terceiro dia, as formac6es ndo puderam mais
ser observadas devido a decomposicdo dos vermes mortos por C. mycetoides. Como
esperado, ndo foram observadas formacdo de star durante todo o periodo nos pogos contendo
E. coli OP50.

4.2.3.3 Interacdo de C. mycetoides com células de linhagem continua Vero.

Os ensaios realizados com células eucaritticas revelaram que o isolado clinico C.
mycetoides 2450 é capaz de aderir as células renais em intensidades que variam de acordo
com o tempo de interacdo, sendo o pico de aderéncia observado 3 h apés a infeccdo (Figura
8A), quando cerca de 59 = 3 % das bactérias estavam associadas. Além disso, micro-
organismos foram encontrados viaveis no interior das células renais em todo o tempo de
infeccdo, sobretudo apds 1 e 6 h de infecgdo (Figura 8B), quando aproximadamente 0,57 +
0,05 % e 0,68 + 0,02 % das bactérias estavam associadas, respectivamente. O numero de
micro-organismos viaveis ndo 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 avaliagdo do potencial
patogénico de C. mycetoides
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Legenda: (A) Curvas de sobrevivéncia de C. elegans na presenca de C. mycetoides 2450 e E. coli OP50 (controle
do experimento). (B) Formacdo de star observada apds 2 dias de incubagcdo com 150 pL de C.
mycetoides 2450. (C) Eclosdo de ovos no interior de um nematédeo morto (efeito bagging) induzida
pela amostra C. mycetoides 2450.
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Figura 8 — Interacéo de C. mycetoides 2450 com células epiteliais renais (Vero) por diferentes

periodos de incubagéo
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Legenda: UFC, Unidade Formadora de Coldnia. (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 DISCUSSAO

As ITU sdo consideradas um grave problema de saude publica em todo mundo. Podem
ser causadas por uma variedade de patdgenos, 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 sdo importantes agentes
etiologicos de ITU, particularmente em idosos, gestantes e pacientes oncoldgicos ou que
apresentem com outros fatores de risco para estas infecgdes. Outras espécies bacterianas
Gram-positivas, sobretudo dos géneros Aerococcus, Actinobaculum, Gardnerella e
Corynebacterium vém emergindo como agentes causadores destas infec¢Ges. Contudo,
dificuldades no isolamento e identificacdo laboratorial, em parte devido a caréncia de testes e
procedimentos padronizados para caracterizagdo destes géneros em laboratérios
microbioldgicos de rotina, levam a perda dos isolados e, assim, a subnotificacdo dos casos.
Mais do que isso, estas espécies tém seu potencial como uropatdgenos subestimado (KLINE;
LEWIS, 2016).

Corynebacterium é um género amplamente difundido no ambiente e que faz parte da
microbiota de pele e mucosa em humanos. Casos de infec¢bes por diversas espécies de
corinebactérias, sobretudo por amostras multirresistentes (MDR), tém sido cada vez mais
frequentes, principalmente em pacientes imunocomprometidos com internagdes recentes e em
pacientes imunocompetentes com historico 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 sdo comuns relatos da dificuldade de identificacdo destas corinebactérias
patogénicas emergentes, 0 que contribui para a desvalorizacdo microbioldgica e clinica dos
isolados, e dificulta a escolha do esquema de identificacdo para o diagndstico laboratorial e a
antibioticoterapia. A identificagdo das corinebactérias, de fato, permanece um desafio devido
a diversidade de espécies envolvidas em processos infecciosos em humanos e animais, a
frequente reclassificagdo taxondmica e o0 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 confidveis utilizadas nos ultimos anos estdo 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
periodo 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 compdem 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 ndo foram isoladas. Além disso, foi detectada a presenca de outras
espécies de corinebactérias, tais como, C. coyleae e C. mycetoides entre os isolados,
indicando uma mudanca no panorama epidemiolégico.

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 ambulatério. 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 sdao mais frequentemente relatadas como agentes etiolégicos das
ITU ndo complicadas em gestantes e idosos. Mais do que isso, 0S mesmos autores sugerem
que individuos portadores de alteracdes estruturais ou funcionais no trato urinario, desordens
metabolicas ou imunoldgicas, e cateterizados compdem um grupo de risco para ITU
complicada por estes mesmos micro-organismos. Em particular, o isolamento de
corinebactérias em ITU esta diretamente relacionado ao comprometimento do sistema
imunolégico dos pacientes, sobretudo daqueles com longo tempo de internacdo 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; LOPEZ et al., 2009; PRETE et al.,
2008; VEDEL et al., 2006; VERDAGUER et al., 2008; VILLANUEVA et al., 2002)

No presente estudo, foi também possivel isolar amostras de corinebactérias em
associagdo 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 0 estudo do sinergismo entre micro-oganismos isolados nestas culturas
tem contribuido para este reconhecimento. Resultados obtidos até 0 momento demonstram

que, apesar de serem rapidamente eliminadas da bexiga, algumas bactérias Gram-positivas
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podem impactar a patogénese dos micro-organismos associados, contribuindo para a
progressdo 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 consideracdo fatores como a contagem bacteriana, espécies encontradas e as
condic@es clinicas de cada paciente. Diante do exposto, é possivel especular que alguns dos
casos analisados no presente trabalho tenham de fato uma natureza polimicrobiana, mas
estudos acerca da existéncia do sinergismo entre as espécies encontradas sdo necessarios para
confirmar esta hipotese.

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana de espécies de Corynebacterium tem sido
descrita principalmente em pacientes com longos periodos de internacdo (QIN et al., 2016).
Neste contexto, € comum o aparecimento de surtos epidémicos importantes por estas espécies
(VERROKEN et al., 2014). A multirresisténcia ja 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 infeccdo de cateter de hemodidlise (SCHIFFL et al., 2004),
bacteremias (QIN et al., 2016), abscessos de mama (FERNANDEZ-NATAL et al., 2015),
cistite encrustativa (GUIMARAES et al., 2015) e infeccdo respiratoria (MOLLMANN et al.,
2014), respectivamente. A resisténcia aos agentes antimicrobianos expressa por essas espécies
de  corinebactérias tem sido observada com mais frequéncia para 0s seguintes
antimicrobianos: sulfametoxazol com trimetroprima, penicilina e outros beta- lactamicos,
ciprofloxacino, azitromicina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, canamicina e
estreptomicina. Ja foram relatados casos de isolamento de C. jeikeium apresentando
sensibilidade apenas para vancomicina (MARTINS et al.,, 2009). A resisténcia a tais
antimicrobianos foi identificada ndo apenas mediante a analise laboratorial, através dos testes
de susceptibilidade, mas também as analises moleculares com a identificacdo dos genes de
resisténcia. No presente estudo, amostras de corinebactérias com perfis MDR foram também
encontradas. Foi observada resisténcia a lincomicina, eritromicina, sulfametoxazol com
trimetroprima e nitrofurantoina. A resisténcia para sulfametoxazol com trimetroprima e
nitrofurantoina destaca-se, uma vez que ambos antimicrobianos sdo comumente utilizados
como tratamento empirico de primeira escolha para o tratamento de ITU (ANVISA, 2008;

WARREN et al., 1999). Até o presente momento ndo foram encontrados registros literarios de
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espécies de corinebactérias resistentes a linezolida e vancomicina, 0 que corrobora 0s
resultados encontrados neste trabalho (CARVALHO, 2015).

As corinebactérias estdo tdo disseminadas no ambiente e nos animais que € comum a
descricdo de novas espécies a cada ano. Somente em 2016 trés 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 virus da
hepatite C e com histdrico de ITU recorrentes.

A espécie identificada atualmente como C. mycetoides foi isolada pela primeira vez em
1942 por Castellani de culturas de Ulcera tropicaldide que acometiam soldados em regides
desérticas da Africa. Nesta oportunidade, o isolado foi classificado como Micrococcus
mycetoides e descrito como coco Gram-negativo fastidioso, que ap0s sucessivas semeaduras
assumia forma cocobacilar ou bacilar em cadeias e tornava-se Gram-positivo ou Gram-labil.
Vale ressaltar que Castellani ja& mencionava a presenca de células claviformes. No ano
seguinte, Negro, considerando a semelhanca morfoldgica com os micro-organismos do género
Streptococcus, modificou a classificacdo deste isolado e passou a identificA-lo como
Streptococcus mycetoides. Alguns anos depois, em 1949, Castellani sugeriu outra mudanca
taxonémica, chamando-o de Coccobacillus mycetoides. Contudo, 0 mesmo autor solicitou que
essa classificagdo fosse considerada temporéria.

Ao longo dos anos, nos casos de Ulcera tropicaldide estudadas em diferentes locais do
mundo, como na América Central, Africa, Espanha, Portugal, Italia e no Extremo Oriente,
foram encontradas cepas com caracteristicas semelhantes as do micro-organismo isolado em
1942, indicando que esta espécie é de fato o agente etioldgico desta infeccdo. Nestes estudos,
os isolados foram descritos por varios autores como pleomdrficos e que assumiam forma
cocodide ou bacilar claviforme de acordo com o meio de cultura e a fase de crescimento
(CASTELLANI, 1943; 1955; CAO PINNA; CAPOCCACCIA, 1954). Em relacdo a sua
coloracédo, foram encontrados relatos controversos. Diferentemente de Castellani (1943),
diversos autores apontaram a coloragdo Gram-positiva (CAO PINNA; CAPOCCACCIA,
1954; CAPOCCACCIA; CAO PINNA, 1953; CASTELLANI et al., 1949; URSO; TRIPODI,
1949). Capocaccia e Cao Pinna (1953) ressaltaram a prevaléncia da forma bacilar claviforme
e Gram-positiva quando o micro-organismo fora cultivado em meio de cultura rico, como
Loeffler e agar caseina. Devido a estes relatos, Pergola (1954) renomeou taxonomicamente a

espécie, incluindo-o no género Corynebacterium.
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Mungelluzzi e Caprilli (1965) descrevem os micro-organismos da espécie C. mycetoides
como cocodides, portadores de grénulos metacrométicos em suas extremidades, ndo
esporulados e imdveis. Quando cultivados em meio sélido, tendem a apresentar coldnias
pequenas, com tendéncia a confluéncia, e apresentam um pigmento amarelado.
Metabolicamente sdo capazes de fermentar somente a glicose, mas podem utilizar glicose,
frutose e trealose. Quando submetidos a testes enzimaticos, somente produzem fosfatase. A
amostra de C. mycetoides isolada no presente estudo apresentou basicamente as mesmas
caracteristicas fenotipicas descritas por este autor. Contudo, utilizando os esquemas de
identificacdo fenotipicos tradicionais, ndo foi possivel chegar a identificacdo do isolado no
nivel de espécie. Esta foi somente possivel apos a realizacdo do sequenciamento génico e da
espectrometria de massa. Estas duas técnicas tém se mostrado determinantes quando ha
caréncia de informac6es a respeito de espécies raras e/ou novas gque eventualmente aparecem
nos laboratérios de rotina. Em particular, a utilizacdo das mesmas para identificacdo de
Corynebacterium spp. tem sido considerada promissora e confiavel frente a identificacéo
fenotipica nas rotinas laboratoriais (ALATOOM et al., 2012; BARBERIS et al., 2014).

Os sistemas de identificacdo semi-automatizados apresentaram resultados divergentes
entre si e em relacdo as técnicas moleculares. Uma explicacdo para este fato seria a auséncia
dessa espécie no banco de dados destes testes, 0 que € comum quando a espécie é raramente
isolada ou foi recentemente descrita. Nestes casos, o sistema informa falha na identificagéo ou
fornece identificacdo erronea, resultante da semelhanca dos resultados obtidos com o padrédo
fenotipico de outra espécie contida no seu banco de dados (ADDERSON et al., 2008). Outro
problema comum com estes sistemas é a dificuldade de identificacdo de micro-organismos
pigmentados, em particular, portadores do pigmento amarelo (FUNKE et al., 1998), como o
da amostra de C. mycetoides.

Na analise da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, Mungelluzzi e Caprilli
(1965) observaram sensibilidade de C. mycetoides para a estreptomicina e bacitracina, e
resisténcia intermediaria ao cloranfenicol, penicilina e terramicina. No presente trabalho, a
amostra de C. mycetoides apresentou resisténcia a eritromicina, clindamicina e
nitrofurantoina. Apesar de até o0 momento ndo ter sido encontrado na literatura relato de
infeccdo em outros sitios por esta espécie, a resisténcia a nitrofurantoina, primeira droga de
escolha para o tratamento de ITU, sugere que C. mycetoides pode se comportar como
uropatégeno oportunista. A fim de testar esta hipotese, foi investigada a patogenicidade da
amostra 2450 através de diferentes modelos experimentais ja padronizados para o estudo de

viruléncia de C. diphtheriae, patdgeno reconhecido do género Corynebacterium.
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Primeiramente, o potencial patogénico deste isolado clinico foi investigado através do
modelo experimental in vivo utilizando C. elegans. Este € um nematddeo de vida livre,
encontrado no solo em diversas partes do mundo. Alguns fatores o tornam um préatico 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 laboratdrio, utilizando a cepa E. coli OP50 como alimento, além de possuir um
sistema imune cuja resposta € muito semelhante a resposta imune inata humana (RIDDLE,
1997; SIFRI et al., 2005). Muitos fatores de viruléncia de S. aureus, P. aeruginosa e E.
faecalis, importantes para a infeccdo no nematddeo tém se mostrado determinantes também
para o desenvolvimento do processo infeccioso no hospedeiro mamifero (SIFRI et al., 2005).
Diversos outros modelos experimentais in vivo utilizando invertebrados tém sido
desenvolvidos na ultima década e testados para analise da patogenicidade de corinebactérias.
Contudo, o modelo com C. elegans é ainda considerado o mais util 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 interacdo de C. mycetoides com os nematddeos foi capaz de alterar significativamente a
sobrevivéncia destes. Além disso, foi possivel observar a inducdo do efeito bagging por C.
mycetoides. Este fenbmeno, observado previamente na presenca 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 nematodeo, realizada pelo verme adulto com
a finalidade de oferecer protecdo fisica e nutri¢do para as larvas (CHEN; CASWELL-CHEN,
2003). Um terceiro indicio de patogenicidade de C. mycetoides foi a visualiza¢do da formacéo
de star pelos nematddeos durante a infeccdo pelo isolado clinico. Estes agregados sdo
formados durante a colonizacdo da superficie dos vermes por algumas amostras patogénicas,
como C. diphtheriae, C. uclerans e Leucobacter sp (ANTUNES et al., 2015b; HODGKIN et
al., 2013). Acredita-se que estes agregados impecam o escape dos nematddeos, levando-os a
morte dentro de 24 h. As suas carcagas serviriam, entdo, como fonte de nutrientes para o
crescimento bacteriano (ANTUNES et al., 2015b).

E sabido que o processo infeccioso no trato urinario depende da capacidade de
aderéncia e multiplicacdo bacteriana no epitélio desta regido. Além disso, a formacdo de
biofilme desempenha um papel importante no desenvolvimento destas infec¢cdes. Com base

neste processo e a fim de investigar o potencial de C. mycetoides desencadear 1TU, algumas
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analises mais especificas foram realizadas. O isolado clinico foi testado quanto a sua
capacidade de formac&o de biofilme e de interacdo com células eucaridticas renais.

A capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme a diferentes superficies tem sido
estudada para algumas espécies de corinebactérias nos ultimos anos. Para C. diphtheriae, a
aderéncia a substratos, como vidro, poliestireno e poliuretano, parece estar envolvida no
desenvolvimento do processo infeccioso desta espécie no hospedeiro humano, bem como na
sua perpetuacdo 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 patogénese de
infeccBes humanas, associadas ou ndo ao uso de dispositivos médicos, por micro-organismos
oportunistas, ja que atributos que lhes permitam resistir a mecanismos de defesa do
hospedeiro e a antimicrobianos sdo igualmente necessarios (BONIFAIT et al., 2008; SOUZA
et al., 2015a). Neste contexto, alguns estudos ja foram realizados e a formacdo 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 clinica de C. mycetoides isolada neste trabalho néo foi capaz de aderir a superficie do
vidro. Foi capaz de formar biofilme com fraca intensidade na superficie de poliestireno. Por
outro lado, foi capaz de formar biofilme nas superficies de dispositivos médicos utilizados
rotineiramente no ambiente hospitalar, os cateteres de poliuretano, silicone e latex, o que
evidencia o potencial patogénico desta espécie. Uma atencdo deveria ser dada para esses
ultimos dados, uma vez que o silicone e o latex sdo materiais utilizados para a fabricacdo do
cateter vesical, cujo procedimento é amplamente praticado na préatica hospitalar para auxiliar
no diagnostico e no tratamento de diversos processos patoldgicos (LENZ, 2006).

As células Vero s@o consideradas uma boa representacdo do trato urinario, tendo sido
utilizadas em estudos de viruléncia com cepas causadoras de infec¢des neste sitio (ANANIA;
YANO, 2008; CORDEIRO et al., 2016; PEERBOOMS et al., 1984). Os ensaios de interacdo
realizados no presente trabalho revelaram que C. mycetoides é capaz de aderir a este tipo
celular. Além disso, bactérias foram encontradas viaveis no compartimento intracelular
durante todo o ensaio. Estes resultados podem ser considerados mais um indicio da
patogenicidade desta espécie.

E preciso considerar infecgdes causadas por corinebactérias, principalmente quando as

especies isoladas forem incomuns e/ou raras de serem encontradas em determinados sitios,
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devendo ser investigada a sua viruléncia e patogenicidade. Por Gltimo e ndo menos
importante, com base em todo o0 exposto, ndo deveria ser pré-conceituado como contaminante
isolados de corinebactérias ainda ndo reconhecidas como patégenos humanos, tanto de
infeccOes urinarias quanto de outras infeccdes, principalmente em pacientes com multiplas
comorbidades. E preciso lembrar, por exemplo, que Staphylococcus saprophyticus que hoje
estd bem estabelecido como um predominante uropatégeno Gram-positivo, hd tampos atrds

foi originalmente considerado um contaminante do sitio urinario (KLINE et al., 2012).



77

CONCLUSOES

a)

b)

f)

9)

h)

)

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,

Os individuos 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;

As amostras isoladas apresentaram perfis de sensibilidade aos antimicrobianos
variados, sendo a maioria classificada como MDR. Foi observada maior resisténcia a
nitrofurantoina e ao sulfametoxazol com trimetroprima;

Esta é a primeira vez que foi relatada ITU por C. mycetoides;

As anélises da morfologia colonial e celular e do perfil fenotipico de C. mycetoides
corroboraram as descritas previamente por outros autores que também isolaram esta
espécie. Contudo, 0s esquemas utilizados para BGPI ndo permitiram a sua
identificacdo no nivel de espécie;

Os diferentes métodos semi-automatizados utilizados para o diagnéstico da amostra de
C. mycetoides também ndo foram capazes de identificar o micro-organismo no nivel
de espécie, apresentando resultados divergentes entre si;

A identificacdo por MALDI-TOF e o sequenciamento dos genes conservados, 16S
rRNA e rpoB, permitiram a identificagdo da amostra como C. mycetoides;

C. mycetoides foi capaz de afetar a sobrevivéncia do nematddeo C. elegans, além de
induzir o efeito bagging e a formacéo de star por estes animais, indicios do potencial
patogénico deste micro-organismo;

C. mycetoides foi incapaz de aderir a superficie de vidro. Entretanto, demonstrou a
habilidade de formar biofilme nas superficies de cateteres de poliuretano, silicone e
latex, bem como na superficie de poliestireno;

C. mycetoides revelou a capacidade de aderir e sobreviver no interior de células

epiteliais renais.
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Trimethoprim-sulfamethoxazole and fluoroquinolones Resistant
Escherichia Coli in Community-Acquired and Nosocomial Urinary Tract
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Abstract

To investigate the multidrug resistance (MDR) patterns of Escherichia coli causative of urinary tract infections
(UTI) in patients attending a tertiary university hospital of Rio de Janeiro, Brazil. Antibiotic susceptibility testing was
performed by the disk diffusion method. MDR, extensively-resistance (XDR) and pan-resistance (PDR) were defined
by using recently described criteria. Retrospective analyses of clinical, microbiological and demographic features of
outpatients and inpatients with UTI {n=416) were also performed. High antibiotic resistance rates for trimethoprim-
sulfamethoxazole - SXT-TMP (n=177; 46.7%) and flucroquinolones - FQ [n=117; norfloxacin (27%) and ciprofloxacin
(26.8%) — (FQ) were demonstrated for E. coli strains isolated from community and healthcare-onsets. Risk faciors
associated with UTIs due to MDR E. coli isolates included prior three-month hospitalization (OR: 2.4; Cl1 95%: 1.3-4.4;
p=0.005), presence of neurogenic bladder (OR: 3.7; Cl 95% :1.7-8.3; p=0.01 ) and kidney transplantation (OR: 3.1; CI
95%:1-0.5; p=0.04). A high prevalence of community-acquired and nosccomial urinary tract infections due SXT-TMP/
FQ resistant E. coli strains was observed in Rio de Janeiro metropolitan area, Brazil. According to IDSA Guidelines,
initial empirical therapy for community-associated UTI with SXT-TMP and FQ should be avoided in Rio de Janeiro.
Nitrofurantoin, amoxicillin/clavulanic, piperacillinftazobactam or gentamicin associations were effective for the empiric

Keywords: Escherichia  coli; Healthcare-associated  infections;
Kidney transplantation trimethoprim-sulfamethoxazole resistance;
Fluoroquinolones resistance; Urinary tract infection

Introduction

Urinary tract infection (UTI) is one of the most important causes
of healthcare-associated infections in many clinical onsets worldwide,
including Brazil [1,2]. UTI brings considerable risk on morbidity
and mortality to patients, especially in catheter associated urinary
tract infections (CAUTI) which prolonged the length of stay in
intensive care units (ICU) and increased the risk of death [3]. Several
epidemiological studies have shown increasing trends on multidrug
resistant (MDR) Escherichia coli in UTI and bloodstream infections
within the community as well as in hospitals and long-term care
facilities [4-10]. Nowadays, the emergence of antimicrobial resistance
among uropathogenic E.coli is one of the most impacting factors in
UTT management. Recent published guidelines for the management
of uncomplicated UTI [11] and CAUTI [12] have several limitations
on antibiotic choices related to the regional epidemiologic variations of
E. coli drug resistance. Therefore, periodically surveillance of antibiotic
resistance patterns is a strategic tool to guide empiric antibiotic
therapy in UTI, especially of patients presenting structural disturbs
of urinary tract and/or submitted to prior hospitalization or kidney

transplantation.

The aims of this study were to characterize the antibiotic
susceptibility profiles of E. coli isolates recovered from community and
healthcare-associated UTIs and to correlate these findings with risk
factors and clinical features of patients attending a tertiary teaching
600-beds hospital in Rio de Janeiro metropolitan area, Brazil.

therapy for community-acquired and healthcare-associated UTls, respectively.

Methodology

Microbiological, clinical and demographic characteristics of
patients with UTI

Urine cultures records from outpatients and inpatients (n=419)
with E. coli growth in a recount higher than 10° colony-forming unit
(CFU) (n=437) were retrospectively analyzed. Bacterial isolation and
identification procedures were performed following institutional
protocols and using biochemical tests described elsewhere [13].
Definition of community and healthcare-associated E. coli infection
was based on the classification of the Centers for Disease Control and
Prevention-CDC (USA) [14]. Community-associated E. coli isolates
were considered when recovered from patients with 48 hours or less
of hospitalization. Only one positive-culture by patient during a three-
month period was selected for this survey. Urine samples presenting
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Corynebacterium striatum is a potentially pathogenic microorganism with the ability to produce outbreaks of
nosocomial infections. Here, we document a nosocomial outbreak caused by multidrug-resistant (MDR) C. striatum
in Rio de Janeiro, Brazil. C._ striatum identificarion was confirmed by 16S rfRNA and rpoB gene sequencing. Fifieen
C. striatum strains were isolated from adults (half of whom were 50 years of age and older). C. striatum was mostly
isolated in pure culture from tracheal aspirates of patients undergoing endotracheal intubation procedures. The
analysis by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) indicated the presence of four PFGE profiles, including two
related clones of MDR strains (PFGE I and II). The data demonstrated the predominance of PFGE type I, compris-
ing 11 MDR isolates that were mostly isolated from intensive care units and surgical wards. A potential causal link
berween death and MDR C. striatum (PFGE types I and II) infection was observed in five cases.
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Like several other multidrug-resistant (MDR) non-
diphtherial Corynebacterium species, Corynebacterium
striatum has been cited with increased frequency as a
pathogen of nosocomial infections (Lee et al. 2005), in-
cluding septicaemias (Martin et al. 2003), pulmonary in-
fection (Renom et al. 2007, Wong et al. 2010), meningitis
(Weiss et al. 1996), endocarditis (Oliva et al. 2010), os-
teomyelitis (Fernindez-Ayala et al. 2001), septic arthritis
(Scholle 2007), keratitis (Heidemann et al 1991), skin
wounds (Moore et al. 2010) and intrauterine infections
(Boltin et al. 2009). The first case of C. strigtum 1n an
uncomplicated urinary tract mfection in an ambulatory
patient without any other predisposing factors was re-
cently reported (Lopez et al. 2009).

Outbreaks caused by C. striatum have been reported
in long-term hospitalised patients with prolonged expo-
sure to broad-spectrum antibiotics and in intensive care
vnits (ICU) (Leonard et al. 1994, Otsuka et al. 2006).
The presence of multiple medical devices may facilitate
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colonisation by C. striatum of the upper respiratory tract
with subsequent invasive infection. Therefore, C. stria-
tum should not be simply disregarded as a contaminant,
especially when isolated as a pure growth in chronically
debilitated patients with multiple medical devices in situ
(Brandenburg et al. 1996, Renom et al. 2007).

An increase in the number of cases in which C. st7i-
atum has been i1solated from clinical specimens from
patients with varying degrees of immunocompromisa-
tion and severe infections has been observed in indus-
trialised countries that can afford these types of stud-
1es. With the aid of molecular-biology-based techniques,
the clonal nature of the 1solates i nosocomial outbreaks
has been unequivocally established (Brandenburg et al.
1996, Martin et al. 2003, Otsuka et al. 2006, Renom et
al. 2007, Adderson et al. 2008, Campanile et al. 2009,
Martins et al. 2009, Wong et al. 2010).

In South America, only reports from Brazil indicate
the sporadic isolation of C. striatum from representa-
tive clinical sites of hospitalised patients with signs and
symptoms of infection (Camello et al. 2003, Martins
et al. 2009, Supert: et al. 2009). In contrast to previ-
ous data observed by our research group (Camello et al.
2003), an unusual clustering of 14 patients in our teach-
ing hospital within a period of nine months produced
a sentinel signal that justified the study of a possible
outbreak. Therefore, the microbiologic characteristics,
resistance profiles and similarities among the genomes
of 15 C. striatum strains isolated from these patients
were investigated.
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SUMMARY

We describe microbiological, clinical and epidemiological aspects of a diphtheria outbreak

that occurred in Maranhfo, Brazil. The majority of the 27 confirmed cases occurred in partially
(n=16) or completely (n=10) immunized children (n =26). Clinical signs and characteristic
symptoms of diphtheria such as cervical lymphadenopathy and pseudomembrane formation were
absent in 48% and 7% of the cases, respectively. Complications such as paralysis of lower limbs
were observed. Three cases resulted in death, two of them in completely immunized children.
Microbiological analysis identified the isolates as Corynebacterivm diphtheriae biovar intermedius
with a predominant PFGE type. Most of them were toxigenic and some showed a decrease in
penicillin G susceptibility. In conclusion, diphtheria remains endemic in Brazl. Health
professionals need to be aware of the possibility of atypical cases of C. diphtheriae infection,
including pharyngitis without pseudomembrane formation.

Key words: Brazil, Corynebacterium diphtheriae biovar intermedius, diphtheria outbreak.

INTRODUCTION prevention depends on the implementation of effec-

Corynebacterium diphtheriae 1s the main causative tive immunization programmes by using diphtheria
agent of diphtheria, a toxemic disease whose toxoid (dT) vaccines [1]. Toxigenic C. diphtheriae
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may circulate in a community for 20 years after
a reported case of diphtheria, even in countries
where iImmunization programmes are followed with
great efficiency [2, 3]. The introduction of toxigenic
strains in a susceptible population may result in diph-
theria outbreaks. All these aspects emphasize the need
of vaccination strategies directed at persons of all ages
and different ethnic groups and continuous surveil-
lance of a population’s immunity and new diphtheria
cases [4]. Despite all relevant knowledge acquired in
different areas (microbiology, pathology, internal
and preventive medicine) during the vears, eradication
of C. diphtheriae has not yet been achieved [5].

Diphtheria causes significant illness and death in
developing countries where vaccdnation coverage is
low. Higher nsk of acquiring the disease and poten-
tially life-threatening complications are possible in
madequately immunized or unimmunized travellers
to countries with endemic diphtheria [6, 7).

More recently in the Americas, diphtheria out-
breaks have occurred in Haiti and the Dominican
Republic. Diphtheria is rare in the USA; the last
case occurred in an elderly traveller returning from
Haiti in 2003. Although diphtheria is uncommon
in industrialized countries because of longstanding
routine use of vaccines containing dT [8], a changing
epidemiology has been observed: Corynebacterivum
ulcerans has emerged as an important diphtheria
toxin-producing pathogen and in some couniries the
number of diphtheria cases due to this species exceed
the number reported with the classical aetiological
agent, C. diphtheriae. Despite this, 1ts capacity to
cause disease in humans, including the inhabitants
of urban centres, is still often neglected [9].

In Brazl, a developing country presenting a very
large territory ( 85474035 km?) with vared geo-
graphical, social and economic conditions unfavour-
able for prevention of nfectious diseases, during the
last decades cases of diphtheria have been notified in
many states, including in Maranhio, a northem
state [6, 9-11]. Recently, one case of co-infection by
C. diphtherige and the infectious mononucleosis virus
was also reported in a Braalian 1l-year-old child
whose vacanation against diphtheria was incomplete
[12]. Tt is important to mention that accurate data
have not been available, particularly from the north,
northem and central-west states, because reporting is
infrequent, laboratory confirmation is not available,

and the extent of carriers is not clearly known [6].
In view of these facts and considering that the vac-
cine does not affect the infection/colonization by

C. diphtheriae, since it is only directed against the
toxin, not the whole bacterium, the endemicity of
the disease in Brazil motivates diagnostic procedures
approprate to the environment, i.e. epidemiological
and molecular investigations of the microorganism.
The aim of the present investigation was to describe
microbiological, clinical and epidemiological aspects
of a diphthera outbreak that recently occurred in
Maranhio, Brazil.

METHODS
Clinical and epidemiological features
Data provided by the Public Health Secretary of
the state of Maranhio showed that from January to
June 2010, suspect diphtheria cases (n=57) and con-
tacts of diphtheria patients (n=117) were notified
in  different villages of three municipalities of
Maranhio: Jatobd (n=95), Colinas (n=46) and Sio
Domingos (n=33).

Diphtheria cases were confirmed by laboratory,
clhinical or clinical-epidemiological criteria, accord-
mngly to the recommendations laid out in the

Epidemiological Surveillance Guide of the Brazlian
Health Ministry [13].

Origin of diphtheria bacilli strains, culture conditions
and phenotypic analysis

Microorganisms were isolated from clinical samples
collected with swabs from the nasopharynx and throat
of the individuals at the Central Laboratory of Public
Health from the state of Maranhio (LACEN-MA) by
methods described previously [14]. Gram-positive
Corynebacteritm-like colonies obtained from cultures
of clinical specimens collected from six patients (case
nos. 10-15) were sent to the Collaborating Centre
for Reference and Research on Diphtheria/National
Health Foundaton/Ministry of Health— FNS/MS,
Brazl (LDCIC/FCM/UERJ) for further phenotypic
and genotypic analysis.

Positive bacterial cultures for irregular Gram-
positive rods (IGPR) were preliminanly characterized
by colonial morphology, pigmentation, haemolysis,
and DNase activity. Phenotypic characterization of
Coryvnebacteriiom-like colonies was performed by
conventional biochemical assays and the semi-
automatized API-Coryne System v. 3.0 (bioMéneux,
France) with the API web decoding system
(www.apiweb.biomerieux.com) [14-16]. Toxigenicity
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was evaluated by Vero cell cytotoxicity assays as de-
scribed previously [17].

C. diphtherige biovar mitis non-toxigenic ATCC
27010 [CTs(—) tox™ (NCTC 11397)] type strain and
the homologous toxigenic ATCC 27012 (tox™) strain
from the Amercan Type Culture Collection (USA),
TR241 (sucrose fermenting strain) and the strain
Park—-Williams no. & (PW8), used for toxoid vaccine
preparation were used as controls of experiments in
addition to the C. diphtheriae biovar gravis VAOI
strain and C. ulcerans 809 human isolate.

Stock cultures in 10% skim milk with 25% added
glycerol were maintained at —70°C and recovered
as required by cultivation in trypticase soy broth
(TSB; Difco Laboratories, USA) [18].

Antimicrobial susceptibility testing

The sensitivity to antimicrobial agents (Oxoid, UK),
penicillin G (10 U), erythromycin (15 pg), clindamycin
(2 pug), rifampicin (5 pg), tetracycline (30 xg), linezolid
(30 pg) and vancomycin (30 pg) was determined by the
disk diffusion method using inoculum equivalent to
a 0-5 McFarland standard, according to Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines
[19]. Plates were incubated at 37°C for 24h and
reconfirmed at 48 h using a cation-adjusted Mueller—
Hinton agar with 5% sheep’s blood. Breakpoints for
the susceptible strains were used as suggested by
CLSL The breakpoints for Staphviococcus aureus es-
tablished by CLSIwere considered in cases of penicillin.

Genotypic identification and toxigenicity evaluation
using the multiplex polymerase chain reaction (mP CR)
technigque

A mPCR using three different primer pairs developed
for detection of C. diphtheriae and differentiation
between toxigenic and non-toxigenic strains was per-
formed based on protocols described elsewhere
[20, 21]: two primer pairs targeted to domains A
and B of the rox gene (Dipht 2F and Dipht 4R,
719bp) and a third primer pair targeted to a region
of the drxR gene (DtxRIF and DtxRIR, 258 bp)
[22, 23].

DNA fingerprinting by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE)

Genomic DNA was prepared lollowing a method de-
scribed previously [24]. The DNA was cleaved with
Sfil (New England BioLabs, USA) according to the
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manufacturer’s instructions. PFGE was performed in
0-5 % Trs-borate-EDTA 1-2% agarose gels at 13°C
with a CHEF DRII system (Bio-Rad, USA). The
pulse times were 3-18 s over 20h. A concatenated
lambda DNA (New England BioLabs) was used as
a molecular size marker. PFGE banding profiles
were analysed using wvisual comparison among the
strains and with the aid of automated analysis using
the BioNumerics Fingerprinting software v. 4.0
(Applied Math, Belgum). PFGE types were identified
by roman numerals and subtypes were identified by
roman numerals followed by a letter. The similarity
index of the strains was calculated using the Dice cor-
relation coefficient with a band position tolerance of
1% and the unweighted pair-group method using aver-
age linkages (UPGMA) was used to construct a den-
drogram. Strains were considered to belong to the
same PFGE group il the similarity index was = 85%
band-based similarity coeflicients as the cut-ofl values.

RESULTS
Epidemiological features

Data provided by the Public Health Secretary of the
state of Maranhio showed that from January to
June of 2010, suspect diphtheria cases (n=157) and
contacts of diphtheria patients (n=117) were notified
m  different wvillages of three municipalities of
Maranhio: Jatoba (n=95), Colinas (n=46) and Sio
Domingos (n=33). A total of 27 diphtheria cases
[(females (n=18), males (n=9)] was confirmed by
laboratory  (n=9), clinical (n=7) or clinical-
epidemiological (n=11) criteria (Table 1). Data dis-
plaved in Figure 1 showed that the majority of the
confirmed cases occurred in Jatoba (n=20). The high-
est number of diphtheria cases was observed from
January to February. Most (n=26) of the confirmed
cases occurred in children and adolescents of vared
ages [<7 years (n=13), 7-15 years (n=13)] that were
partially (n=16) or completely (n=10) immunized.
Only one case occurred in a 31-year-old and partially
immunized female patient. Three cases ended up in
death: one child was partially immunized, ie. did
not receive all doses of DTP wvaccine provided in the
Brazlian immunization schedule [13], and the other
two were completely immunized.

Clinical signs and symptoms

Clinical signs and symptoms included fever, weak-
ness, cervical lymphadenopathy (n=14) and
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= z pseudomembrane formation in the tonsils (n=25),
2| = _ E palate (n=2), pharynx (n=8), larynx (n=3) but
. . —é not in the nasal cavity, lungs or skin; complications
= 5 g such as paralysis of lower limbs were also observed
= § . L
= 2 é (n=4). Most of the patients exhibited pseudomem-
- = E . .
% ‘; = branes (92:59%4). Several patients (51-85%) also exhib-
T = s s = j ited enlarged lymph nodes of the neck giving a “bull
3‘;? g 2 neck’ appearance. The patients were treated with anti-
g = 5 2 -4 biotics but were not submitted to anti-diphtheria
=] £l
- 42 E = serotherapy (Table 1).
— A== ™ —_ - i
L3
S 5 s
) ?;-;; é‘ %.E _g C. diphtheriae phenotypic properties
= g = . 3 3 . L.
g Z35324 = = = 4 All six strains presented phenotypic characterstics
§ z 5 of C. diphtheriae biovar intermedius including
- 3‘? 'g non-haemolytic and lipophilic colonies <I mm.
= — (o] [=1 & . : L
2 = Microorganisms were positive for catalase, DNAse,
§ 73‘: _EP' nitrate reductase and a-glucosidase. Pyrazinamidase,
g ;5 S urease, gelatinase, alkaline phosphatase, esculin hy-
5o Bl o i g drolysis and CAMP tests gave negative results.
£ g = Fermentation tests were positive for glucose, maltose,
E £l -~ = = % ribose and mannose; negative for glycogen, sucrose,
(_{:q"_‘. ﬁ E xylose, mannitol, galactose, trehalose, arabinose
E a B E and lactose. The API Coryne System confirmed the re-
o = . . .
= || & Ele~ = = = sult, in which the samples showed a numerical profile
s |2 - p p
2|g 2 4 1010324,
o @ P =
|2 S 5 5 .
S E EE £z
= | z 3 2 273
: 5 A ~ @ B = § Genotypic identification and toxigenicity evaluation
AE 2 sfg  ymPCR
= s =2 . .
= ‘CE % g E s 'E Results of analysis by mPCR confirmed that all six
: 73 . . .
E S h £ 2 g strains tested corresponded to the species C. diphther-
g E“%u.z iae (drxR gene positive). Similar to the (tox™) control
iy £ 27.. C. diphtheriae ATCC 27012 strain, five strains exhib-
= = o = P
s g QJ _ = % § ited the presence of the rox gene. An MA136 strain
= 2 Té—E Eg2 isolated from the throat with pseudomembrane of a
§_ E3 i = 2 _%_i 'E child living in Colinas, gave negative results by
3 2 g g mPCR for the rox gene analogous to the (tox™) con-
s e 7 873 3 trol C. diphtheriae ATCC 27010 strain. Complete
S = o 2
= i"‘ 3 = _E W agreement between the results of mPCR and the
= LB = o
E g R 2 = 2 Z= % gold standard Vero cell cytotoxicity assays was
Z <L AlF @ ¥ B3 =2 observed for gene rox-positive C. diphtheriae strains
; g o
= =32 tested.
§ 3 g i53
E G255 # 5 (823
-g ol Antimicrobial susceptibility profiles
= (==
LS - 2w B .. . . .
"*-' P = B E é fj All clinical 1solates tested showed resistance to clinda-
— Z . e Eo 2 _ Z oy 2 mycin and susceptibility to erythromycin, rifampicin,
b Sl — e SN . . . . .
3: Sﬂﬁ - = z I z n E;‘:]E E g linezolid and vancomycin. Resistance to tetracycline
= AE|C=CH=3=||0 &4 was observed in three (MA23, MAI131, MAI150)
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Fig. 1. Diphtheria outbreak in the state of Maranhdo, Brazil. From January to June 2010. Confirmed (n=27) and suspect
(n=157) cases and contacts (n=117) of diphtheria cases were notified in municipalities, located 400km from the
metropolitan area of Sdo Luis (@), the capital of Maranhio State: (i) Jatoba with a surface area of 406 km” and a
population of §526 inhabitants (95 diphtheria cases); (ii) Colinas with a surface area of 2034 km? and a population of
39167 inhabitants (46 diphtheria cases); and Sao Domingos with a surface area of 1303 km® and a population of 33630

inhabitants (33 diphtheria cases). 1 Fatal cases (n=3).

Diom (Tl 100105 (Ha0.00% Sa0.0%) J0.0%100 %]
PFGE Maranhao PFGE Maranhao

MA136
|11 Pwa

Fig. 2. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) types of Corynebacterium diphtheriae strains isolated from children with
diphtheria living in the state of Maranhdo, Brazil. Lane 1, A DNA ladder PFGE marker; lanes 2-5, PFGE type la
(MA19, MA23, MAS2, MAI131 strains, respectively); lane 6, PFGE type II (MA136 strain); lane 7, PFGE type Ib
(MA150 strain); lane 8, profile IIT (TR241 strain); lane 9, profile IV (VAO1 strain); lane 10, profile V (PWS strain).

strains. Two strains (MA23 and MAS2) showed inter-
mediate susceptibility to penicillin G.

PFGE analysis

Three distinct PFGE types (Ia, Ib, II) were found in
the C. diphtheriae isolates from Maranhio (Fig. 2).
The PFGE subtypes Ia and Ib showed a similarity
coefficient =95% and were considered genetically

00124
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related. PFGE type Ia was the most frequently ob-
served in the five strains evaluated in this study.
Only the non-toxigenic MAI36/13 strain exhibited
PFGE type II. Three other PFGE types (III, IV, V)
different from those presented by the strains from
Maranhio were exhibited by the PW8 strain, which is
the only major strain used in toxoid vaccine produc-
tion and by TR241 and VAO! strains 1solated from
patients with diphtheria in Rio de Janeiro city [10].
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DISCUSSION

It is well known that the effectiveness of the vacci-
nation using the dT against diphtheria caused by
C. diphtheriae varies from 45% to 90% [25]. In the re-
cent diphtheria outbreak in Maranhio the majority of
Brazilian patients were children and many of them
had been covered by a complete course of immuniza-
tion. Cervical lymphadenopathy (70-37%) and neck
oedema (51-85%) were observed in our study, indicat-
ing the occurrence of a severe form of the disease
in Maranhio. The presence of pseudomembrane, a
pathognomonic sign of the disease [1], was found in
92-59% of the patients despite immunization; mostly
children (aged 1-12 years) and females; 11-12%
cases were [atal, possibly due to the lack of diphtheria
treatment, as previously
observed at the beginning of epidemic diphtheria
i the states of the Former Union of Soviet
Socialist Republics [4]. In Dhule, India, there was a
shift in the median age of disease to adolescents
(10-15 years) without gender differences; only 18%
reported disease despite immunization. About 64%
of the confirmed cases presented with a well-defined
pseudomembrane [25]. In the newly independent
states of the Former Soviet Union, a high proportion
of cases of pharyngeal or tonsillar diphthenia with-
out pseudomembrane formation
observed [26].

A case of diphtheria with pseudomembrane forma-

antitoxin  and delayed

in adults were

tion in a Brazilian 32-year-old woman has previously
been reported. Her history included complete
paediatric immumzation (DTP) and three doses of
adult formulation tetanus and dT 2 years earlier.
Clinical diagnosis of diphtheria was not made until
microbiological examination of specimens confirmed
C. diphtherige biovar gravis (VAOL strain) [10].
Multilocus sequence typing (MLST) to study genetic
relationships in C. diphtheriae strains isolated in the
urban area of Rio de Janeiro showed that the VAOIL
strain was assigned to an already known sequence
type (ST), indicating that it was part of a clonal com-
plex that comprises strains isolated in Canada (ST80)
[27]. These cases reinforced the potential susceptibility
of Brazilian children and adults to diphtheria that may
be caused by both endemic and imported clones.
Although in Brazl and Eastem Europe outbreaks
mainly occur due to the dissemination of C. diphther-
ige biovars mitis and gravis, respectively [4, 5],
in Maranhio the diphthera outbreak was caused
by C. diphtherige biovar intermedius. Interestingly,

100124

diphtheria cases and deaths also caused by C
diphtheriae biovar intermedius have been docu-
mented in previously immunized individuals in India
[25, 28]. By using PFGE it was possible to conclude
that five toxigenic strains isolated in the state of
Maranhdo in 2010 were classified within the same
clone or PFGE group. However, MA136 strain, the
only one without the rox gene, was classified in a dif-
ferent PFGE type unrelated to toxigenic strains from
Maranhio, indicating the crculation of more than
one PFGE type of C. diphtheriae biovar intermedius
during the outbreak which had taken place in this
northern state of Brazil.

The presence of diphtheria bacilli resistant to drugs,
frequently used in the treatment of infections from dif-
ferent sources (e.g. penicillin and erythromycin) has
been noticed in some countries, including Brazl [21].
Penicillin tolerance has been hypothesized to be
a cause of treatment failure of C. diphtheriae infec-
tions [29, 30]. Presently, even considering the break-
points for S awreus,
susceptibility to penicillin in C. diphtheriae strains iso-
lated from the patients of municipalities of the state of
Maranhio. Microorganisms also showed resistance to
tetracycline, as previously observed in Rio de Janeiro
[21]. C. diphtheriae strains of PFGE types Ia and Ib
and II showed 100% susceptibility to erythromycin,
linezolid and vancomycin. The representative strain
of PFGE type IT (MA 136 strain) showed susceptibility
to most of the antimicrobial agents tested, except clin-
damycin. Continuous surveys of antibiotic suscepti-
bility of C. diphtherige, especially in developing
countries where diphtheria is endemic and invasive
infections may occur remain necessary.

we observed a decreased

In conclusion, diphtheria remains endemic in
Brazl, including the northem state of Maranhio.
Unvaceinated or inadeguately vaccinated people
who travel to countries where diphtheria is endemic
may be at increased risk. Our review of diphtheria
patients hospitalized in Maranhio suggests that the
clinical features of the disease in partially vaccinated
patients may still be similar to those that were
observed in the pre-vaccine era. However, we cannot
exclude the possibility of some cases of diphtheria
being misdiagnosed or not notified to the public
health authorities due to the lack of knowledge by
physicians regarding the clinical and laboratory diag-
nosis of diphtheria, particularly when patients are not
fully protected against diphtheria toxin. The scarcity
of epidemiological data concerning diphtheria in de-
veloping countries may be due to the fact that doctors
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and microbiologists are not aware of the possibility of
atypical cases of C. diphtherige infection, including
pharyngitis without pseudomembrane [25] as well as
invasive infections such as pneumonia [31, 32], ar-
thritis and endocarditis [21, 33-36] and catheter-
related infections [16].
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Abstract Corynebacterium diphtheriae strains con-
tinue to circulate worldwide causing diphtheria and
invasive diseases, such as endocarditis, osteomyelitis,
pneumonia and catheter-related infections. Presump-
tive C. diphtheriae infections diagnosis in a clinical
microbiology laboratory requires a primary isolation
consisting of a bacterial culture on blood agar and agar
containing tellurite (Te(}g_). In this study, nine

genome sequenced and four unsequenced strains of

C. diphtheriae from ditferent sources, including three
samples from a recent outbreak in Brazil, were
characterized with respect to their growth properties
on tellurite-containing agar. Levels of tellurte-resis-
tance (TcR) were evaluated by determining the
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minimum inhibitory concentrations of potassium
tellurite (K;TeO;) and by a viability reduction test
in solid culture medium with K;TeO;. Significant
differences in Te® levels of C. diphtheriae strains
were observed independent of origin, biovar or
presence of the tfoxr gene. Data indicated that the
standard initial screening with Te{}g_—selective med-
um for diphtheria bacilli identification may lead to
false-negative results in C. diphtheriae diagnosis
laboratories.
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Biofilm production by multiresistant Corynebacterium striatum
associated with nosocomial outbreak

Cassius de Souza', Yuri Vieira Faria', Lincoln de Oliveira Sant’Anna’, Vanilda Gongalves Viana',
Sérgio Henrique Seabra?, Ménica Cristina de Souza', Verénica Viana Vieira®,
Raphael Hirata Junior!, Lilian de Oliveira Moreira*/*, Ana Luiza de Mattos-Guaraldi’
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Corynebacterium striatum is a potentially pathogenic microorganism that causes nosocomial outbreaks. How-
ever, little is known about its virulence factors that may contribute to healthcare-associated infections (HAIs). We
investigated the biofilm production on abiotic surfaces of multidrug-resistant (MDR) and multidrug-susceptible
(MDS) strains of C. striatum of puised-field gel electrophoresis types I-MDR, II-MDR, III-MDS and IV-MDS iso-
lated during a nosocomial outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. The results showed that C. striatum was able to adhere
to hydrophilic and hydrophobic abiotic surfaces. The C. striatum 1987/ I-MDR strain, predominantly isolated from
patients undergoing endorracheal intubation procedures, showed the greatest ability to adhere to all surfaces. C.
striatum bound fibrinogen fo its surface, which contributed to biofilm formation. Scanning electron microscopy
showed the production of mature biofilms on polyurethane catheters by all pulsotfypes. In conclusion, biofilm pro-
duction may contribute to the establishment of HAIs caused by C. striatum.

Key words: biofilm - Corynebacterium striatum - epidemic clone - fibrinogen - multi-resistance - nosocomial outbreak

Corynebacterium striatum is an emerging multidrug-
resistant (MDR) potentially pathogenic microorganism
that causes nosocomial infection in patients who have
experienced long hospital admissions, those who have
received several courses of antibiotics (Camello et al
2003, Otsuka et al. 2006, Renom et al. 2007, Baio et al.
2013), those with acquired immune deficiency syndrome
(ATDS) or cancer and those who have received a trans-
plant (Tarr et al. 2003, Martins et al. 2009). Cases of se-
vere infections in both immunocompromised and immu-
nocompetent indrviduals and nosocomial outbreaks due
to MDR C. striatum are increasing in both industrialised
and developing countries. C. striatum has been associ-
ated with cases of pulmonary infections, sepsis, endo-
carditis, meningitis, osteomyelitis, arthritis, sinusitis,
skin wounds and intrauterine infections (Rufael & Cohn
1994, Weiss et al. 1996, Fernandez-Ayala et al. 2001, Ca-
mello et al. 2003, Renom et al. 2007, Scholle 2007, Boltin
et al. 2009, Campanile et al. 2009, Martins et al. 2009,
Moore et al. 2010, Oliva et al. 2010, Baio et al. 2013).
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Genotyping analysis by pulsed-field gel electropho-
resis (PFGE) has identified PFGE types associated with
nosocomial outbreaks of respiratory origin and with
resistance to a broad range of antibiotics (MDR. pheno-
type). In Italy, MDR C. striatum isolates have been re-
covered from hospitalised patients who have undergone
surgery or have been admifted to intensive care units
(ICUs). These isolates have been responsible for cases of
ventilator-associated pneumonia and tracheobronchitis,
catheter-related sepsis and wound infections. Infections
caused by this species have been strongly associated with
devices, including not only tubes and catheters, but also
sternal surgical wound wires (Campanile et al. 2009).
C. striatum has also been isolated from other materials
for hospital use, such as endotracheal tubes (Martinez-
Martinez et al. 1995). Earlier genotype studies have con-
firmed that C. srriafum may be transmitted between pa-
tients, from person to person and via caretakers (Leonard
et al. 1994). Recently, a nosocomial outbreak caused by
C. striatum was documented in Rio de Janeiro (RJ), Bra-
zil. PFGE analysis indicated the presence of four PFGE
profiles, mcluding two related clones of MDR. strains
(PFGE I and IT). The results of these studies demonstrate
the predominance of PFGE-type I MDR isolates that are
mainly isolated from ICUs and surgical wards. C. stri-
afum strains have largely been isolated in pure culture
from tracheal aspirates of patients undergoing endotra-
cheal intubation procedures (Baio et al. 2013).

Currently, more than half of the infections diseases that
affect mildly immunocompromised patients involve bacte-
rial species that are commonly encountered in the envi-
ronment or constitute the body’s normal flora, including
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