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RESUMO

TORRES, Luciene de Fatima Costa. Estudo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
amostras de Corynebacterium pseudotuberculosis. 2011. 63f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Uma vez que C. pseudotuberculosis € o agente etioldgico de processos infecciosos em
animais caprinos e ovinos e que também pode ser isolado de processos infecciosos em seres
humanos as investigacdes direcionadas para a espécie em questdo sdo necessarias, visto que a
escassez de dados epidemioldgicos e de conhecimento relativo ao comportamento do
microrganismo em hospedeiros animais e humanos em nosso pais dificulta o diagndstico
laboratorial da espécie, a semelhanca do observado com outra espécie de transmissdo
zoonotica, o C. ulcerans. Uma preocupacao adicional é o fato da espécie em questdo também
ser capaz de albergar bacteriofagos codificadores da toxina diftérica, representando uma
ameaca a circulacdo dos bacteriofagos. Assim, o presente estudo tem como objetivo geral
analisar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de amostras de C. pseudotuberculosis.
Neste sentido, foram propostos 0s seguintes objetivos: Avaliar as caracteristicas bioquimicas
das amostras através de testes bioguimicos convencionais; avaliar as caracteristicas
bioquimicas das amostras utilizando o sistema semi-automatizado API Coryne; diferenciar
amostras de C. pseudotuberculosis de C. ulcerans utilizando a técnica de PCR multiplex;
pesquisar a presenca de gene tox. Os resultados demonstraram que amostras de C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis podem ser caracterizadas por métodos
bioguimicos convencionais e por taxonomia numérica (APl Coryne System). C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, com potencial de circulacdo zoonotica, da mesma forma que C.
diphtheriae sdo capazes de albergar o gene da toxina diftérica. A reacdo m-PCR foi capaz de
discernir as amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis e ainda definir o
potencial das amostras em produzir a toxina diftérica. Os dados enfatizam a necessidade da
técnica multiplex PCR para o diagnostico e para o controle de espécies associadas a quadros
de difteria em populagdes humana.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis. Corynebacterium diphtheriae. PCR

Multiplex. Corynebacterium ulcerans. Diagnostico.



ABSTRACT

TORRES, Luciene de Fatima Costa. Study of phenotypic and genotypic characteristics of
Corynebacterium pseudotuberculosis samples. 2011. 63f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiology agent of the caseous
lymphadenitis in sheep and goats animals; it also causes infections in humans, though rarely.
The investigations about C. pseudotuberculosis are necessary, since the scarcity of
epidemiologic data and knowledge relative to the microorganism behavior in animals and
human hospitable in our country makes the specie laboratory diagnosis difficult, to similarity
observed to Corynebacterium ulcerans, another specie of zoonotical transmission. An
additional concern is the fact of C. pseudotuberculosis be able to shelter diphtheric toxin’s
bacteriophage codifiers, representing a threat the circulation of the bacteriophages. In this
work, the phenotypic and genotypic characteristics of samples of C. pseudotuberculosis were
evaluated. In this way, were proposed the following specific objectives: to evaluate the
biochemical characteristics of the samples by using the API coryne semi-automatized system;
to differ samples C. pseudotuberculosis from C. ulcerans by using the multiplex PCR (m-
PCR) technique; to research the presence of tox gene and biological activity of diphtheria
toxin in this samples. The results showed that samples of Corynebacterium diphtheriae, C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis can be characterized by conventional biochemical methods
and numerical taxonomy (API Coryne System). As well as C. diphtheriae, the species C.
pseudotuberculosis and C. ulcerans, both with potential of zoonotic circulation, are capable of
sheltering the diphtheric toxin’s gene. The m-PCR reaction was able to discern the samples of
C. diphtheriae, C. ulcerans and C. pseudotuberculosis and also setting the potential of the
samples in producing the diphtheric toxin. The results suggest the possibility of using m-PCR
technique to the diagnosis and to the control of associated species to pictures of diphtheria in
human populations.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis. Corynebacterium ulcerans.
Corynebacterium diphtheriae. Multiplex PCR. Diagnostic.
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INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patdgeno intracelular facultativo que se
destaca na pecuaria mundial por ser o agente etiologico da linfadenite caseosa (LC) em
caprinos e ovinos. O C. pseudotuberculosis foi descrito pela primeira vez por NOCARD em
1885, a partir de um caso de linfangite em bovino, e posteriormente por PREISZ (1885 apud
DORELLA, 2006), que descreveu o isolamento da bactéria de abscesso renal de um ovino.

Além de causar a LC, o C. pseudotuberculosis também pode causar doenca em
eqliinos, camelos, mulas, cervideos e bovinos. Nos seres humanos os casos normalmente
ocorrem ap0s contato com ovinos e caprinos, onde a doenca assume importancia sanitaria e
econémica. A doenca acomete tanto machos como fémeas sendo mais acometidos os animais
com idades acima de dois anos. Os reservatdrios principais sdo os animais infectados e a
transmissdo se da pela ingestdo, inalacdo ou penetracdo percutdnea (PIONTKOWSKI &
SHIVVERS 1998). A LC foi descrita pela primeira vez em1934 na Austrélia , sendo hoje o
segundo pais, depois da China, com o maior rebanho ovino do mundo que vem sofrendo com
os efeitos da doenca (COLLETT et al, 1994).

Tem sido descrito que o C. pseudotuberculosis € resistente a dessecacdo durante
meses, permanecendo vivo em carne, congelada fezes, exudato purulento e no solo
(SOBRINHO, 2001), locais umidos e escuros (ANDERSON, RINGS, PUGH, 2005), pele,
visceras infectadas e intestinos (KIMBRRLING, 1988). O microorganismo pode sobreviver
no solo infectado com pus por até 8 meses e nas instalacGes por 4 meses (RADOSTITS et al.,
2002).

Aspectos clinicos e microbioldgicos

O quadro clinico é caracterizado pela presenca de abscesso dos linfonodos
apresentando material caseoso, purulento de cor branco-esverdeada, podendo apresentar

localizagdo superficial, interna ou visceral. As lesdes produzidas em todas as espécies
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envolvem supuracdo e necrose dos linfonodos, o que caracteriza a doenga superficialmente. A
forma mais freqliente da LC causa uma hipertrofia nos ganglios linfaticos por todo corpo do
animal caracterizando uma manifestacdo externa da doenca (MOURA COSTA, 2002;
AZEVEDO, 2006; DORELLA, 2009).

O mecanismo de infeccdo e o seu potencial de propagacdo ocorrem por meio de
drenagem de secrecdo purulenta dos linfonodos, apds formacgdo de fistulas ou por drenagem
cirurgica, acarretando a contaminacdo ambiental e dos instrumentos. O ingresso do agente
etioldgico nos animais ocorre por meio de feridas de pele e/ou mucosa bucal durante a
pastagem (BROWN et al. 1987, ROBLES & OLAECHEA 2001).

Insetos como Haematobia irritans, Musca domestica, Stomoxys calcitrans e
Culicoides spp tem sido incriminados na transmissdo da linfadenite caseosa, mas tal fato
ainda néo foi reproduzido experimentalmente (YERUHAM et al. 1996; ALEMAN & SPIER
2001,). O C. pseudotuberculosis pode permanecer no meio ambiente por um periodo de
quatro a oito meses, principalmente quando protegido do sol direto e inativado quando
exposto a 70°C e aos desinfetantes comuns (DOMINGUES, 2003). Sob baixas temperaturas e
condicdes de umidade, o tempo de sobrevivéncia pode ser prolongado. O microrganismo ja
foi isolado de alimentos, cercas, tesouras, canivetes além de terra ao redor das &reas de
manipulagédo dos animais (SMITH & SHERMAN 1994).

O C. pseudotuberculosis sobrevive um longo periodo tempo no meio ambiente,
podendo ocorrer transmissdo em locais infectados. Algumas vezes, 0 microrganismo penetra,
através da mucosa bucal ou é inalado, desenvolvendo abscesso pulmonar. O microrganismo é
considerado como parasito intracelular facultativo, ap6s a penetracdo no hospedeiro. Muitos
fatores contribuem com a sobrevivéncia ou na formacao de abscessos nos ovinos e caprinos; a
fosfolipase D aumenta a permeabilidade vascular; um fator piogénico estavel que atrai
leucdcitos e a presenca de lipidios na superficie que sdo tdxicos para os leucocitos. Os lipidios
permitem que o agente sobreviva ileso dentro das células fagociticas do hospedeiro,
produzindo abscessos nos linfonodos regionais ou carreados através dos ductos linfaticos para
outros sitios.

A metodologia de diagnostico padrdo ouro da LC ainda basea-se no isolamento e
caracterizacdo bioquimica do microrganismo. (BENHAM, SEAMAN, WOODBINE, 1962;
CAMERON, MINNAR, 1969; BATEY, 1986a).
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Aspectos epidemioldgicos e impactos econémicos no Brasil e no Mundo

A LC é prevalente em varios paises de todos o0s continentes, especialmente em regides
tropicais e subtropicais (PEKELDER, 2000).

C. pseudotuberculosis tem sido observado em paises onde existem grandes criagdes de
ovinos e caprinos como Africa do Sul, Argentina, Australia, Canada, Chile, Estados Unidos,
Franca, Grd Bretanha, Itdlia, Nova Zelandia, Suddo e Unido Soviética (MERCHANT e
PACKER, 1975; AYERS, 1977; ASHFAQ, CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981) além de
outros da Comunidade Européia (STING, STENG, SPENGLER 1998). E endémica no Brasil,
possuindo uma prevaléncia clinica média de aproximadamente 30% dos animais, sendo mais
comum em rebanhos deslanados (SOBRINHO, 2001; VESCHI, 2005).

No Brasil, a espécie tem sido isolada e caracterizada no interior da Bahia (MOURA
COSTA et al., 1973) e em outros Estados do Nordeste (UNANIAN, SILVA, PANT, 1985).
Estima-se que a maioria dos rebanhos nordestinos esteja infectada (COSTA et al. 1973, RIET
et al.2003). BENTO (1986) registrou a LC em um rebanho leiteiro e LANGENEGGER et al.
(1988) em 10 de 13 rebanhos na regido sudeste. KLUPPEL et al. (1988), assinalaram a
doenca pela primeira vez na regido sul do pais.

Ocorre em todas as ragas e sexos, e estacdes do ano, sendo os animais adultos 0s mais
comumente acometidos (KIMBERLING, 1988; MEYER et al., 2002; RADOSTITS et al.,
2002).

Nos rebanhos infectados, a morbidade pode estar acima de 15%, sendo os animais
entre 4 e 5 anos de idade os mais comumente afetados, mas pode ocorrer em animais com 6
meses de vida (KIMBERLING, 1988; PEKELDER, 2000). A prevaléncia com o passar dos
anos pode chegar a 50%. Nos rebanhos criados extensivamente a doenca ndo deve exceder
30%, mas a freqiiéncia de ovinos infectados aumenta com o passar dos anos (PEKELDER,
2000).

Os rebanhos mundiais de caprinos e ovinos sdo de aproximadamente 898.132 mil
cabecas. O Brasil detém 22.487 mil cabecas, sendo 37% de caprinos e 63% de ovinos. Em
1970, o rebanho de ovinos era da ordem de 18,3 mil animais, passando para 14,2 mil cabecas
em 2001. Em termos de distribuicdo por regido, o rebanho ovino se encontra dividido da
seguinte forma: 2,8% encontram-se na Regido norte, 49% no nordeste, 2,8% no sudeste, 40%
no sul e 4,9% no centro-oeste. A Regido nordeste, detentora do maior rebanho brasileiro de

ovinos, abrange uma area total de 166,2 milhGes de hectares, dos quais 95,2 milhdes (57%)
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estdo inseridos na zona semi-arida. A ovinocultura se apresenta mais importante nas
microrregifes do médio Jaquaribe (CE) e Serrinha (BA). Cerca de 50% do rebanho de
caprinos e ovinos do nordeste estdo localizados em propriedades com menos de 30 hectares
(VASCONCELOS 2004; VIEIRA, 2004).

A atividade de ovinocultura também oferece perspectivas de negocios aos criadores do
Distrito Federal. A atividade conta hoje com um plantel de mais de 7.000 mil cabecas,
contando com um mercado seguro para a sua producdo. Em 1998, o consumo de carne de
carneiro foi de 291,6 toneladas, equivalentes a 25.247 cabecas, representando um consumo
per capita anual em torno de 150g. Este mercado se apresenta como um centro consumidor
bastante atrativo uma vez que grande parte da populacdo se origina do nordeste, onde o
consumo de carnes ovinas e caprinas é uma tradicdo. Além disso, em Brasilia se concentra
uma das mais elevadas rendas per capita do Brasil. Esta demanda pode ser ainda
substancialmente aumentada: estima-se que pode chegar a 1.020,3 toneladas ou 88.337
cabecas/ano (AZEVEDO, 2006).

Os prejuizos nas regides centro-oeste e nordeste do pais, provocados pela LC, sdo
muito grandes, pois causa grandes perdas econdmicas, reduzindo o valor dos produtos
derivados tais como &, carne e leite. Uma vez estabelecida a doenga em um rebanho a
erradicacdo do C. pseudotuberculosis é necessaria através do abatimento dos animais ja que a
terapia antimicrobiana sozinha ndo é eficaz. A estratégia de prevencdo e controle mais
confiavel envolve a vacinacdo do rebanho, identificacdo e remoc¢do de animais infectados. O
diagnostico da doenca ainda é baseado em observacdes clinicas (RIBEIRO et al., 1988;
MOURA COSTA, 2002; AZEVEDO, 2006).

Propriedades bioquimicas do microrganismo

A nomenclatura adotada em 1948 na edicdo do Berge’s Manual foi C.
pseudotuberculosis (Corynebacterium ovis foi citado como sinonimia para a espécie). C.
pseudotuberculosis caracteriza-se como bacilo Gram-positivo curto, e pleomorfico (0,5 a 0,6
pm por 1 a 3um). Além de poder apresentar aspecto cocoide, pode ser observado em
grupamentos irregulares ou em palicada. Sdo anaerdbios facultativos, fermentativos que néo
formam esporos e ndo exibem mobilidade (BENHAM, SEAMAN, WOODBINE, 1962;
BATEY, 1986b; MERCHANT e PACKER, 1975; QUINN et al., 1994).
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Além das caracteristicas morfotintoriais, C. pseudotuberculosis é caracterizado pelo
seguinte comportamento: producdo de catalase, produgdo de urease e fermentacdo dos
seguintes carboidratos, sem producdo de gas (MERCHANT e PACKER, 1975): maltose,
manose, glicose, galactose (variavel); ndo sendo capaz de fermentar a lactose e 0 manitol. As
diferengas observadas entre os resultados de algumas provas bioquimicas, sobretudo
referentes a fermentacdo de carboidratos, decorrem das diferentes metodologias utilizadas
pelos autores diversos, além do fato da existéncia de biovariedades entre as cepas estudadas.
(MUCKLE, GYLES, 1982; SONGER et al, 1988; SUTHERLAND, HART, BULLER, 1996;
COSTA, SPIER, HIRSH, 1998). O microrganismo ndo exibe atividade proteolitica sobre a
gelatina e a caseina (MERCHANT e PACKER, 1975; QUINN et al., 1994).

C. pseudotuberculosis pode ser observado no pus obtido por punc¢éo da lesdo caseosa,
sendo frequentemente confundido com cocos. O microrganismo é um parasito intracelular
facultativo, cuja temperatura ideal de crescimento é a de 37°C (MOURA COSTA, 2002;
AZEVEDO, 2007). Quando cultivados em meio liquido, a formacdo de grumos é uma das
propriedades importantes na definicdo da espécie, gracas a hidrofobicidade das col6nias
(BATEY, 1986b). Além disso, o crescimento acompanhado da formacdo de pelicula na
superficie do meio de cultivo liquido foi observado (CARNE, 1939; MERCHANT e
PACKER, 1975; MUCKLE, GYLES, 1982). A formacao da pelicula sem turvacdo do meio
de cultivo é atribuida aos lipideos de superficie. A capacidade de formacdo de pelicula foi
correlacionada a viruléncia das cepas. A formacdo da pelicula e dos grumos foi reduzida
guando o organismo foi cultivado na presenca de tween 80 (JOLLY, 1966; SUTHERLAND,
SPEIJERS, ANDRES, 1989). Também tem sido observado por alguns autores um melhor
crescimento em atmosfera contendo 5% de CO, (BENHAM, SEAMAN, WOODBINE, 1962;
MUCKLE, GYLES, 1982).

C. pseudotuberculosis € exigente do ponto de vista nutricional, crescendo bem em
meios enriquecidos como agar sangue, Brain Heart Infusion Agar (agar BHI) ou caldo BHI
ou enriquecidos com soro animal. Seu rendimento aumenta quando ao BHI é acrescentado
extrato de levedura, triptona ou lactoalbumina (CAMERON, SWART, 1965). Quando
cultivados em &gar sangue sdo formadas colonias pequenas, de coloracdo branca -
acinzentada, opacas e friaveis. Apos varios dias de incubacdo, as colonias podem alcancar 3
mm de didmetro e sdo de coloracdo creme (QUINN et al., 1994). Produz hemdlise,
caracteristica que pode ndo aparecer até 48 a 72h de incubacdo (CARNE,1939; CAMERON,
SWART, 1965; QUINN et al., 1994). O pH ideal para o crescimento esta entre 7,0 e 7,2
(MERCHANT e PACKER, 1975). O C. pseudotuberculosis é capaz de crescer em pHs
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variaveis entre 7,0 a 8,0 (BATEY, 1986a). BATEY, 1986b admitiu a existéncia de dois
biotipos baseados na expressdo da enzima nitrato redutase.

Biotipos de C. pseudotuberculosis

Ha dois bidtipos distintos de C. pseudotuberculosis - biotipo 1, de origem ovina e 0
bidtipo 2, de origem bovina. O bidtipo 1, causa linfadenite caseosa em ovinos e caprinos e o
bidtipo 2, infecta eqiinos causando linfangite ulcerativa, mastite e aborto e em bovinos
provoca lesbes viscerais e mastite (BROWN et al. 1987). As cepas isoladas de pequenos
ruminantes sdo nitrato-negativas (freqlientemente descritas como biovar ovis); aquelas
oriundas de equinos, nitrato-positivas foram descritas como pertencentes ao biovar equi
(ALEMAN & SPIER 2001).

Segundo trabalho de SONGER et al. (1988), os bovinos podem ser infectados tanto
por cepas nitrato positivas quanto por cepas nitrato negativas. Os autores sugerem que 0
biotipo capaz de infectar equinos, sensivel a estreptomicina, seja denominado equi, enquanto
aquele capaz de infectar ovinos e caprinos, resistente a estreptomicina, seja denominado ovis.
A anadlise através de enzimas de restricdo confirma diferencas entre estes dois biotipos
(SONGER et al., 1988; SUTHERLAND, HART, BULLER, 1996; COSTA, SPIER, HIRSH,
1998) . As bases fenotipicas e genotipicas desta diferenca de hospedeiro preferencial ainda

ndo foram definidas.

Estrutura e viruléncia bacterianas

C. pseudotuberculosis apresenta lipidios associados a parede celular semelhantes ao
acido micélico de Mycobacterium tuberculosis, apesar da bactéria ndo apresentar alcool-acido
resisténcia. Estudos de microscopia eletronica mostraram a presenca de uma camada
eletrodensa externa a parede celular, atribuida a estes lipidios. A remocdo da camada lipidica
nédo interfere com a viabilidade bacteriana. Os repigques sucessivos em meios de cultivo sdo
capazes de atenuar as cepas. A atenuacdo gerada pelos repiques sucessivos esta relacionada a

um estreitamento da camada lipidica (HARD, 1975). De acordo com Jolly (1966), esta
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camada lipidica é capaz de dificultar a fagocitose da bactéria, aumentando sua viruléncia. Para
outros autores (BATEY, 1986b; SONGER et al., 1990), estes lipidios estdo relacionados a
citoxicidade. ZAKI (1976) demonstrou que bactérias submetidas a acdo de agentes fisicos e
quimicos perdem a capacidade de matar camundongos, mas mantém a propriedade de causar
lesbes piogénicas estéreis. O fator piogénico estaria relacionado a uma substancia termo
estavel da parede celular. CAMERON, MINNAR e PURDON (1969) demonstraram que a
extracdo por solventes deste componente lipidico ndo afetava a imunogenicidade da parede
celular.

O lipidio de parede de C. pseudotuberculosis foi caracterizado por cromatografia e
espectrofotometria de massa que demonstrou que o acido corinemicolico guarda semelhanca
com os lipidios de superficie de Rhodococcus, Nocardia e Mycobacterium (IONEDA, 1993).
A cadeia principal do acido corinemicoélico desta espécie é formada por 32 atomos de carbono

com anéis aromaticos (grupos benzoil) ligados a esta cadeia.

Fatores viruléncia

Producao de enzimas e toxinas

A producéo de fosfolipase D foi encontrada em todas as cepas estudadas (SONGER et
al., 1988). Foi atribuida a enzima uma importancia na viabilidade de C. pseudotuberculosis.
Mesmo as cepas mantidas em meios de cultura por mais de quarenta anos, continuavam
produzindo fosfolipase D, sendo esta caracterizada como uma exotoxina. Muitas de suas
propriedades biologicas ainda ndo estdo esclarecidas, sendo capaz de hidrolisar
lisofosfatidilcolina e esfingomielina. Apresenta um pl de 9,8 e necessita de ions Ca™ e Mg*™
para sua atividade, sendo toxica para roedores. E capaz de lisar eritrocitos de carneiro em
sinergismo com a colesterol oxidase e a fosfolipase C produzidas por Rhodococcus equi. A
fosfolipase D é capaz de proteger eritrocitos de carneiro da lise por hemolisina estafilococica
(esfingomielinase). Aparentemente, C. pseudotuberculosis ndo produz outra proteina
hemolitica ou que tenha acdo sinérgica com outras hemolisinas. Outras bactérias produzem
fosfolipases que estdo envolvidas na patogénese de doencas. E necessario um maior

conhecimento sobre sintese, regulacdo, secrecdo e mecanismo de acdo da fosfolipase D para
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entender o seu exato papel na doenga e no desenvolvimento de resisténcia ao patdgeno
(SONGER et al.,1990).

Em revisdo, SONGER (1997) relata que as atividades da fosfolipase D de C.
pseudotuberculosis podem ser originadas de sitios diferentes da molécula. Segundo este autor,
a atividade de hemolise sinérgica com o colesterol oxidase de Rhodoccocus equi, assim como
a atividade esfingomielinase s&o abolidas com a inativagdo pela formalina, enquanto a acdo de
inibicdo da hemolise por toxina estafilococica permanece. Uma bactéria modificada por uma
mutacdo no gene que codifica a fosfolipase D, quando inoculada em caprinos, mostrou
capacidade reduzida de estabelecer infeccdo local e foi incapaz de causar granulomas em
linfonodos regionais, confirmando que a fosfolipase D facilita a persisténcia e disseminagéo
de C. pseudotuberculosis no hospedeiro (McNAMARA, BRADLEY, SONGER, 1994). O
gene da fosfolipase D de C. pseudotuberculosis ja foi clonado e expresso em Escherichia coli,
codificando uma proteina de aproximadamente 31,5kDa (SONGER, et al., 1990; HODGSON,
BIRD, NISBET, 1990). Muitos estudos usando a exotoxina bruta ou parcialmente purificada
mostram que a atividade da fosfolipase D sobre a esfingomielina na membrana das células do
endotélio vascular parece ser importante na disseminacdo da bactéria do local da infeccdo
para os linfonodos. Anticorpos anti-fosfolipase D parecem limitar a disseminagdo no
hospedeiro infectado (ALVES, OLANDER, 1999).

As proteinas resultantes do sequenciamento dos genes de C. pseudotuberculosis
biotipos ovis e equi, Corynebacterium ulcerans, assim como de Arcanobacterium
haemolyticum demostram ser homdélogas em percentual que variou de 64% a 97%, e 0s
anticorpos contra estas toxinas demonstraram grande reatividade cruzada (McNAMARA,
CUEVAS, SONGER, 1995).

Patogenia de C. pseudotuberculosis

A linfadenite caseosa é uma doenca que compromete a pele do animal, uma vez que 0s
abscessos podem drenar naturalmente, gerando solugbes de continuidade (AYERS, 1977).
Quando ocorrem lesdes internas, a doenca acarreta perda de peso, deficiéncia reprodutiva,
podendo levar & morte do animal (ASHFAQ, CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981). Pode
ocorrer ainda a diminuigéo da producgéo de 1& em ovinos, ou a condenacdo da carne (NAIRN,

ROBERTSON, 1974). Como abordado anteriormente, a forma de contagio ainda é
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controversa, ocorrendo com maior probabilidade de transmissdo através do contato entre o
fluido drenado do abscesso e a pele ou mucosas integras dos animais sadios, ou onde existam
solugdes de continuidade (BURREL, 1981; BATEY, 1986b) ou através de aspiracdo de
aerossois (CHAPLIN et al., 1999). O material fecal no campo também poderia funcionar
como fonte de infeccdo, uma vez que a bactéria pode permanecer viavel por meses no
ambiente (BURREL, 1981; BATEY, 1986b). Segundo PATON e colaboradores (1995), a
fonte de microrganismos em rebanhos ovinos poderiam ser lesdes pulmonares clinicamente
ndo diagnosticadas, responsaveis pela liberacdo das bactérias através de aerossois. A partir da
lesdo inicial ou da porta de entrada, a bactéria chega até os linfonodos regionais,
principalmente pré-crurais e pré-escapulares (em caprinos), onde produz a lesdo caseosa
caracteristica (JOLLY, 1966; BATEY, 1986b). A disseminacdo da bactéria no organismo
hospedeiro depende, principalmente, da exotoxina liberada com propriedade hemolitica e
vasodilatadora (BENHAM, SEAMAN, WOODBINE, 1962; JOLLY, 1966; BURREL, 1981)
com atividade fosfolipéasica (BATEY, 1986b; SONGER, 1997).

A doenca apresenta um periodo de incubacdo longo, o que torna dificil a separacédo
dos animais infectados dos ndo infectados (BATEY, 1986b). A introducdo de um animal
infectado em um rebanho leva ao aparecimento de abscessos nos animais no periodo de dois a
trés anos. Uma vez introduzida a infeccdo em um rebanho, torna-se muito dificil a sua
erradicacdo (AYERS, 1977; ALVES, OLANDER, 1999). Existem dlvidas quanto a porta de
entrada do C. pseudotuberculosis no organismo do animal e de como 0 microrganismo chega
até os linfonodos. A hipdtese mais aceita é a de que a infec¢do ocorra na pele ou mucosa
atingindo posteriormente os linfonodos ou outros érgdos (BURREL, 1981; BATEY, 1986b).

BATEY (1986b) relata estudos experimentais usando camundongos, que sugerem que
a disseminacdo da bactéria do local da inoculacdo, livre ou dentro de fagocitos, ocorre
rapidamente e é seguida de disseminacdo para 6rgdos como figado, baco e rim. NAIRN e
ROBERTSON (1974) observaram que as lesdes viscerais em ovinos sdo concomitantes as
lesbes em linfonodos. A enzima fosfolipase D parece ter grande importancia na disseminacéo
da bactéria, uma vez que as membranas das células de mamiferos tém uma quantidade grande
de fosfolipidios. Em ovinos infectados, foi demonstrada a presenga de uma grande quantidade
de prostaglandina, induzindo uma resposta inflamatdria local, que leva a um aumento da
permeabilidade e a um deslocamento de fagocitos, que migram para os linfonodos. O uso de
antitoxina diminui a permeabilidade vascular e reduz a transferéncia da bactéria para os

linfonodos regionais, protegendo do desenvolvimento da lesdo (BURREL, 1981).



22

A infeccdo, seja em linfonodos, seja em outros 6rgdos evolui com a fagocitose dos
microrganismos acompanhada da multiplicacdo intracelular de C. pseudotuberculosis e morte
das células hospedeiras. Na infeccdo experimental, a lesdo evolui com a segregacdo de
microrganismos e células degeneradas por camadas de macréfagos e tecido fibroso (BATEY,
1986b). O tamanho da lesdo parece ser determinado pelo nimero de microrganismos e pela
presenca de uma maior quantidade de lipidio citotdxico. Variagdes na evolucdo da doenca
ocorrem tanto em infeccdes experimentais quanto naturais e, em um rebanho infectado, um
animal pode ter anticorpos antitoxina sem apresentar lesées (NAIRN, ROBERTSON, 1974).
JOLLY (1966) observou a evolucdo das lesdes e notou que, quando havia uma predominancia
de macrdéfagos, elas se resolviam, e quando predominavam polimorfonucleares, as lesGes
cronificavam. Existe uma tendéncia para que a bactéria seja eliminada. Em camundongos, as
bactérias sdo eliminadas em 14 dias ou surge a lesdo caseosa (BATEY, 1986b). Esta lesdo é

uma forma de conter a bactéria e evitar que ela se dissemine no organismo hospedeiro.

Linfadenite caseosa em humanos e seu potencial zoondtico

Durante os ultimos anos tem se tornado mais freqlentes as infec¢cfes em humanos por
corinebactérias sendo, portanto, consideradas patdgenos oportunistas (COYLE &
LIPSKI11990).

Atualmente, a infec¢do por C. pseudotuberculosis tem sido reconhecida como uma
enfermidade zoonética emergente. A maioria dos casos relatados cientificamente ocorre em
paises de grandes criacdes de ovinos como Australia e Nova Zelandia e poucos casos se
manifestaram em outros paises como Estados Unidos, Franca, Panaméa e Espanha. Séo raras
as infecgbes em humanos causadas por C. pseudotuberculosis, a maioria dos casos tem sido
associada a exposicao ocupacional, sendo um caso foi diagnosticado em 1988, envolvendo a
ingestdo de carne caprina e leite bovino. Na literatura, foram relatados 25 casos de infeccgdes
em humanos por C. pseudotuberculosis. Um dos relatos envolveu um estudante de veterinéria
apos o contato com C pseudotuberculosis, em laboratorio (KESLIN et al.1979).

PEEL et al. (1997) relataram 10 casos de infecgdo em humanos. ROMERO PEREZ et
al. (2004) relataram na Espanha um caso de linfadenite caseosa por C. pseudotuberculosis em
uma jovem. Um relato na Franga descreveu quadro de linfadenite necrosante por C.

pseudotuberculosis envolvendo uma jovem de 12 anos de idade (JOIN-LAMBERT et al.
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2006). Uma cepa isolada na Franga de quadro em humano foi seqiienciada recentemente e
apenas um caso de infec¢do oftalmoldgica em humanos por C. pseudotuberculosis foi descrita
em Hong Kong (TROST et al., 2010).

Uso de Métodos Moleculares na caracterizacdo de C. pseudotuberculosis

A diferenciacdo de cepas de C. pseudotuberculosis através de técnicas de biologia
molecular permite que microrganismos pertencentes a uma mesma espécie, mas de cepas
diferentes permitem a observacao de padrBes baseados em pequenas diferencas na sequéncia
do DNA.

As técnicas de analise com enzima de restricio (REA) e de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) foram usadas por alguns autores, visando a
caracterizacdo de C. pseudotuberculosis. A REA foi feita por SONGER et al. (1988),
evidenciando diferencas no padrdo de restricdo, diferenciando as cepas nitrato redutase
positivas das cepas nitrato redutase negativas, usando as enzimas Eco RV e Pst I. O mesmo
autor, clonando e sequenciando o gene de fosfolipase D, em 1990, constatou a presenca de um
sitio de restricdo no biotipo equi para BamHI, flanqueando o gene da fosfolipase D, ausente
no biotipo ovis.

Um estudo comparativo de 13 cepas de C. pseudotuberculosis isoladas de origens
diversas, através de RFLP usando ribotipagem (onde a sonda usada é derivada de gene da
subunidade 16S do RNA ribossomal) mostrou diferenca de bandas entre cepas nitrato
negativas e nitrato positivas, usando Apa I, Pst | e Sst I, sendo que Pst | diferenciou uma cepa
nitrato positiva das demais (SUTHERLAND, HART, BULLER, 1996). Em outro trabalho,
COSTA, SPIER E HIRSH (1998), comparando 37 cepas de C. pseudotuberculosis de
diferentes locais do mundo, usando também a técnica de RFLP com ribotipagem, as enzimas
Apa I, Hind I, Pst | e Sst I, mostraram diferencas entre as cepas isoladas de grandes
ruminantes e cepas isoladas de pequenos ruminantes, sendo que Pst | mostrou diferenca em
uma das cepas de pequenos ruminantes.

LITERAK et al. (1998) estudando, através de REA, RFLP e ribotipagem, as cepas de
C. pseudotuberculosis isoladas de trés surtos em ovinos e dois surtos em caprinos na
Eslovaquia concluiram que os mesmos pertenciam ao biotipo ovis, mas ndo identificaram por

estas técnicas diferencas entre as cepas. Outra técnica, a andlise de restricdo de rDNA
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amplificado (ARDRA), que estuda o gene do fragmento 16S do RNAr bacteriano, foi usada
para 0 estudo de 50 cepas de bactérias corineformes. A técnica se mostrou util na
diferenciacéo entre géneros e capaz de distinguir, na espécie C. pseudotuberculosis, os dois
biotipos ovis e equi atraves da digestdo com as enzimas Cfol e Rsal (VANEECHOUTTE et
al., 1995).

A sequiéncia do fragmento 16S de RNA ribossdmico foi estudada por Takahashi et al.
(1997) usando ALFDNA Sequencer Il com o objetivo de localizar filogeneticamente as cepas
de C. pseudotuberculosis que infectam caprinos e ovinos e outras especies do género
Corynebacterium e géneros relacionados. De acordo com este estudo, C. pseudotuberculosis
esta filogeneticamente mais proximo de C. ulcerans (com similaridade acima de 98%) do que
as cepas de Corynebacterium diphtheriae.

A técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) foi usada para caracterizar
50 cepas de C. pseudotuberculosis isoladas de caprinos, ovinos e eqiinos no Reino Unido.
Neste trabalho, CONNOR et al (2000) caracterizaram as cepas em seis “pulsotipos”
conseguindo, através desse metodo, evidenciar a origem de um surto de linfadenite. Tal
técnica aparenta ser a mais eficaz na caracterizacdo de cepas bacterianas.

O diagndstico da LC é baseado principalmente em observacdes clinicas (abscessos
externo) e da identificacdo de testes fenotipicos e bioquimicos de C. pseudotuberculosis, isto
é importante para diferenciar esta bactéria de outros agentes patogénicos que provocam
abscessos tais como Arcanobacterium pyogenes (AZEVEDO, 2006).

Da técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) baseado no gene 16S-rRNA
tem sido desenvolvido para identificar casos isolados de C. peseudotuberculosis. Embora este
teste seja util para o célculo da prevaléncia da LC em animais, ele apresenta algumas
limitacGes tais como a dependéncia de culturas bacterianas e ndo é especifico o suficiente para
diferenciar as espécies C. pseudotuberculosis e C. ulcerans (AZEVEDO, 2006). Contudo, foi
desenvolvida uma reacdo de PCR multiplex (mPCR) onde as espécies C. pseudotuberculosis
e C. ulcerans foram identificadas através da amplificagdo concomitante dos genes de 16S-
rRNA e fosfolipase D (sendo a amplificagdo da sequéncia pld especifica para a espécie C.
pseudotuberculosis) (PACHECO et al., 2007).
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Relacdo entre C. pseudotuberculosis e C. ulcerans e C. diphtheriae

Como abordado anteriormente, C. pseudotuberculosis apresenta maior relacdo
filogenética com C. ulcerans do que C. diphtheriae (TAKAHASHI et al., 1997). Sob este
aspecto, ambas as espécies C. pseudotuberculosis e C. ulcerans sdo capazes de produzir
uréase, atividade enzimatica capaz de diferenciar tais espéecies de C. diphtheriae (RIEGEL et
al., 1995) e catalase (expressa por todos os Corynebacterium sp.). C. pseudotuberculosis e C.
ulcerans sdo produtoras de fosfolipase D, com homologia na seqiiéncia de aminoécidos e na
fungdo. A diferenciacdo bioquimica entre as amostras incluidas nas taxa C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans exibe maior complexidade devido ao fato do
comportamento bioquimico apresentar grande similaridade.

Ao contrario do observado para o C. pseudotuberculosis, C. ulcerans é capaz de
infectar seres humanos e animais, atualmente predominando como microrganismo isolado de
quadros de difteria respiratéria nos paises onde a difteria foi controlada. Inicialmente, os
quadros de difteria causados por C. ulcerans predominavam em areas rurais e estavam
relacionados aos quadros de difteria apds contatos com animais bovinos apresentando mastite,
0 que confere relevancia ao potencial do C. ulcerans de causar quadros de difteria zoonética.
De fato, um numero crescente de relatos de difteria em humanos causados por C. ulcerans,
relacionados a animais de estimacdo, tém sido realizados por autores de diversos paises
Europeus e no Brasil (DEWINTER et al.,, 2005, DE ZOYSA et al., 2005, MATTOS-
GUARALDI et al.,, 2008, TIWARI et al., 2008, WAGNER et al., 2010). Entretanto, a
infeccdo em animais apresenta-se muito diferente do observado para C. pseudotuberculosis,
mesmo o C. ulcerans apresentando um fator de grande importancia no processo infeccioso em
animais (a fosfolipase D), ele ndo é associado aos quadros de LC.

Sob o ponto de vista filogenético, o taxon C. pseudotuberculosis é bastante distante de
C. diphtheriae. Sendo este ultimo mais proximo de C. ulcerans (RIEGEL al., 1995).
Entretanto, os padrdes de fermentacdo de carboidratos e hidrélise de uréia diferenciam com
certa facilidade as amostras de C. diphtheriae das outras duas espécies. Além disso, C.
diphtheriae produz uma DNAse, observada mais fracamente para C. ulcerans e que néo foi
observada entre cinco amostras de C. pseudotuberculosis isoladas de humanos e animais
(PIMENTA et al., 2008). No que tange ao diagndstico molecular, a amplificacdo da regido

dtxR foi importante na identificagcdo de C. diphtheriae isoladas de quadros de difteria ou de
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casos de endocardite infecciosa, ndo sendo capaz de ser amplificada por quaisquer das outras
espécies pertencentes ao género Corynebacterium testadas (PIMENTA et al., 2008

Um aspecto de relevancia, partilhado entre as amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans
e C. pseudotuberculosis, € a capacidade destas espécies de apresentar sitios para a integragdo
de bacteriéfagos carreadores de genes para a producdo de toxina diftérica (GROMAN et al.,
1984), apesar disto poucos estudos foram realizados visando a expressdo da toxina diftérica e
a relevancia epidemiolégica deste achado.

Apesar de as espécies de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans serem discriminadas por
reacdo de PCR multiplex (PACHECO et al., 2007), ndo ha relatos em literatura que tenham
feito abordagens de diagnodstico molecular entre as espécies C. pseudotuberculosis, C.

ulcerans e C. diphtheriae, além da capacidade das mesmas de produzir toxina diftérica.
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1 OBJETIVOS

Uma vez que o C. pseudotuberculosis € o agente etiologico de processos infecciosos
em animais caprinos e ovinos e que também pode ser isolada de processos infecciosos em
seres humanos as investigacOes relativas da espécie em questdo sdo necessarias, visto que a
escassez de dados epidemioldgicos e de conhecimento relativo ao comportamento do
microrganismo em hospedeiros animais e humanos em nosso pais dificulta o diagndstico
laboratorial da espécie, a semelhanca do observado com outra espécie de transmissdo
zoondtica, o C. ulcerans. Uma preocupacdo adicional é o fato da espécie em questdo também
ser capaz de albergar bacteriéfagos codificadores da toxina diftérica, representando uma
ameaca devido a manutencédo da circulacdo dos bacteriéfagos durante a infeccdo em animais.
Assim, o presente estudo tem como objetivo geral analisar aspectos fenotipicos e genotipicos
de amostras de C. pseudotuberculosis. Neste sentido, 0s seguintes objetivos especificos foram
desenvolvidos:

a) Avaliacdo das caracteristicas bioquimicas das amostras através de testes

bioquimicos convencionais e do sistema semi-automatizado API Coryne ;

b) Pesquisa para a presenca de gene tox pela técnica de PCR-DT;

c) Descricdo de técnica de PCR multiplex para diferenciar amostras de C.

pseudotuberculosis, de C. ulcerans e C. diphtheriae e o potencial de producéo e

determinacdo concomitante do gene tox.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras Bacterianas

Foram estudadas 93 amostras de C. pseudotuberculosis (73 atoxigénicas e 20
toxinogenicas (provenientes do Egito, cedidos por Mohamed Salah), 13 amostras de
Corynebacterim diphtheriae e 7 amostras de Corynebacterium ulcerans, previamente
isoladas e identificadas por métodos convencionais (Formiga, 1986; Claridge & Sprigel,
1995). Também foram incluidas amostras pertencentes ao género Corynebacterium sp (43
amostras): Corynebactyerim afermentans (02 amostras), Corynebacterium amycolatum (09
amostras), Corynebacterium minutissimum (05 amostras), Corynebacterium propinquum (04
amostras), Corynebacterium pseudodiphtheriticum (07 amostras), Corynebacterium striatum
(03 amostras), Corynebacterim xerosis (02 amostras), Complexo Corynebacterium.
amycolatum (C. amycolatum, C. xerosis e C. minutissimum (05 amostras), Corynebacterium
sp. (06 amostra), Corynebacterium Jeikeim (03), Corynebacterium accolens (02)
Microrganismos corineformes também foram incluidos: Nocardia sp (04 amostras),
Rhodococcus equi (27) e R. equi like (02) e Oerskovia sp (02).

Os microrganismos encontram-se estocados em meio GC-glicerol 20% (Medium Base,
Difco Labs, Detroit, MI, USA) em temperatura de —20°C na Bacterioteca do Laboratorio de
Difteria e Corineformes de Importancia Clinica da Disciplina de Microbiologia E
IMUNOLOGIA DM/FCM/UERJ. Os cultivos bacterianos foram feitos em meio liquido,
Trypiticase Soy Broth (TSB) ou sélido Trypticase Soy Agar (TSA, ambos fornecidos pela
Difco, EUA) e incubados por até 48h a 37°C para realizacdo dos experimentos.

Os dados referentes as principais amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis utilizadas como controle ou encaminhadas ao laboratério para a

identificacdo/confirmacao estéo expressos, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2.



Tabela 1 - Caracteristicas das amostras utilizadas como controles nos ensaios mPCR

Reducdo de
Amostras Espécies Origem Toxigenicidade  nitrato a
nitrito
ATCC 27010 C. diphtheriae mitis Faringe/EUA - +
ATCC 27012 C. diphtheriae mitis Faringe/EUA + +
CDC-KC279 C. ulcerans Faringe/EUA + +
1002 C. pseudotuberculosis Ovino/Brasil - -
ATCC 10700 C.diphiteriticum Faringe/Brasil - +

Tabela 2 - Caracteristicas das amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis envolvidas no estudo

Espécies/amostras Origem Tox*
C. diphtheriae

Biotipo mitis

HC-01, HC-02, HC-03, HC-04 e HC-06 Endocardite/Brasil -
241 Faringe/Brasil +
CDC-E8392 Faringe/EUA +
814 Pulméo -
Biotipo gravis

NCTC 13129 Faringe/Leste Europeu +
VAO1 Faringe/Brasil -
Biotipo belfanti

402 Pulmé&o —
C. ulcerans

131002, 210932, 210931 Faringe/Franga +
FRC 11 Faringe/Franga -
809 Pulmao/Brasil -
Dog22 Nasofaringe/ Cdo sadio/Brasil -
C. pseudotuberculosis

Biotipo ovis (nitrato negativas) Linfonodos/Ovinos ou Caprinos/ -
Cepas 01 a 047 Brasil

Cepas Caplw a Cap7w, Cap 1R, Cap AC e Coryne Abscessos e Carcacas/ -

Caprinos/Brasil

Cepas Ovi 1C, Ovi 3C, Ovil2C, Ovi 2PV, Ovi 4PV, Qvi 5PV Abscessos/Carcagas/Ovinos/ -
Petrolina (PE)

Cepas E50 a E59 Ulceras em Bovinos (pele)/Egito -

Biotipo equi (nitrato positivas) )
Cepas E30 a E49 Ulceras em Bovinos (pele)/Egito +

* Presencga do gene tox confirmada através de reacdo de PCR (realizado neste estudo)
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2.2 Avaliacdo das caracteristicas bioquimicas das amostras através de testes bioquimicos

convencionais

Os microrganismos utilizados foram identificados através de ensaios bioquimicos
conforme descrito previamente por CAMELLO (2003) e pelo sistema semi-automatizado API
Coryne (BioMérieux Inc., La Balme les Grottes, France), conforme instrucdes do fabricante
(BERNARD et al., 2002).

Apo0s o crescimento bacteriano positivo, as amostras foram testadas bioquimicamente
para confirmagdo de C. pseudotuberculosis. Foram realizados testes de: catalase, oxidase,
urease, maltose, manose, manitol, frutose, lactose, trealose, arginina, gelatina, glicose,
sacarose reducdo de nitrato, PYZ e DNAse. A reacdo de CAMP foi realizada utilizando-se
uma cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 (observacgéo da reacdo de CAMP reverso) e R.
equi ATCC 33701 (reacdo tipica de CAMP). Tais reacfes foram realizadas conforme descrito
previamente por CAMELLO et al. (2003).

2.3 Anélises das caracteristicas bioquimicas das amostras utilizando o sistema semi-

automatizado API Coryne

Os microrganismos também foram identificados através de metodologia pelo sistema
APl Coryne (BioMérieux Inc., La Balme les Grottes, France), conforme instrugdes do
fabricante (BERNARD et al., 2002; MATTOS- GUARALDI et al, 2008; CAMELLO et al ,
2008).

2.4 Pesquisa da presenca de gene tox

A presenca do gene tox nas amostras bacterianas foi detectada através de PCR
previamente descrita (PALLEN et al, 1994; NAKAO et al., 1996). Foram utilizados dois

pares de iniciadores (Gibco BRL) direcionados a amplificagdo da porcdo ribosilasica da
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toxina diftérica. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estdo apresentadas na

Tabela 3, juntamente com o tamanho do amplicon.

2.4.1 Obtencdo do DNA molde

O DNA bacteriano foi extraido pela fervura, durante 10 minutos em banho-maria, da
suspensdo formada pela dissolugéo de uma al¢ada de cultura bacteriana fresca em 500ul de
agua Mili-Q estéril. Esta suspensdo, apés fervida, foi para o gelo por 10 minutos e
centrifugada a 11000 x g e utilizou-se 1ul do seu sobrenadante nas reacGes de amplificacédo
(PIMENTA et al., 2008; PACHECO et al, 2008).

2.4.2 Execucdo da reacdo PCR (DT)

As reagOes de amplificagdo foram desenvolvidas seguindo as condi¢des descritas por
PIMENTA et al (2008). A cada tubo de reagéo, foram adicionados 2,5 ul de tampéo PCR 10X
(200 mM Tris- HCL pH 8,4 e 500mM KCL) (Gibco BRL), 075 ul de MgCl2 (50 mM) (Gibco
BRL), 1 ul dos oligonucleotideos iniciadores (25 pmol para os iniciadores DT) (Gibco BRL),
0,5 ul de dNTP (2,5 mM de cada nucleotideo) (Gibco BRL), 1,25 Ul de tag- polimerase
(Gibco BRL), 2 ul da preparacdo de DNA molde e dgua Mili-Q para um volme final de 25ul.

A etapa de amplificacdo génomica foi realizada em termociclador modelo PTC- 100
(MJ Researrch, Watertown, MA, USA) utilizando as seguintes fases de amplificacdo: i- uma
etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 2min; ii- seguidos de 35 ciclos das etapas de
desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento a 55°C por 1min, e extensdo a 72°C por 1 min e

30s. iii- ao final, foi programada uma etapa de extensao a 72°C por 10 min.
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2.4.3 Andlise dos produtos amplificados

O produto amplificado nas reacfes de PCR foi analisado através de eletroforese em
gel de agarose o qual foi posteriormente corado com SYBER (1,2%) (Gibco BRL) em tampé&o
Tris- Borato- EDTA (TBE) pH 8,0 (90 mM Tris- borato, 10mM EDTA). A cada tubo de
reacdo foram adicionados 5 ul de tampédo de amostra (10% v/v de TBE [ 10X], 50% de
glicerol, 0,1% p/v de azul de brofenol) e a solucdo imediatamente aplicada no gel de agarose.
O sistema foi submetido a corrente de 100 V durante 1h, em cuba de eletroforese horizontal
Modelo 11.14 (Gibco BRL). Os tamanhos dos amplicons foram definidos com o auxilio do
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Gibco BRL). Os géis foram em seguida,
corados com Sybrgreen (0,5 mg/ml) e visualizados em Transiluminador Modelo TFX20M
Vilber Lourmat. A positividade do teste foi constatada pelo aparecimento da banda com peso

molecular esperado.

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores usados para reacdo de amplificacdo* do gene tox.

Primer Posicédo Seqliéncia Nucleotidica (5°-3") Amplicon
(PB)

PrimerF  43-71 ATCCACTTTTAGTGCGAGAACCTTCGTCA
PrimerR 362 - 391 GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAA

249

* Reacdo de Amplificacdo: etapa inicial de desnaturacdo a 94°C/2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por mais 1,5 minutos. A etapa de
extensdo final ocorreu a 72°C por 10 minutos

2.5 Desenvolvimento da reacdo de mPCR para C. diphtheriae, C. ulcerans e C.

pseudotuberculosis

Tendo em vista a necessidade de se obter um diagndstico rapido das amostras e
anélise concomitante da amplificacdo da sequéncia correspondente a toxina diftérica, a reacdo
de multiplex foi desenvolvida através de metodologia adaptada por PIMENTA e

colaboradores (2008) e PACHECO colaboradores (2007). Para a determinacdo da sequiéncia
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correspondente a toxina diftérica foi utilizada a amplificacdo entre as regifes A e B da
mesma. Utilizou-se amostras portadoras e ndo portadoras do gene da toxina diftérica.

2.5.1 Obtencdo do DNA molde

O DNA bacteriano foi extraido por lise térmica (fervura da suspensdo bacteriana em
agua mili-Q estéril durante 10 minutos) em banho-maria. Apds o tratamento térmico, a
suspensdo foi imersa em banho de gelo e centrifugada a 17000 x g e 2ul do seu sobrenadante

utilizado nas reagdes de amplificacdo para uma volume total de 25ul.

2.5.2 Reacdo de polimerizacdo em cadeia

As reacdes de amplificagcdo foram realizadas em tubos de reacdo com volume final de
25uL. Os volumes dos DNA molde, iniciadores, tampdo ¢ enzimas encontram-se destacados
na Tabela 4, assim como as condi¢fes de amplificacdo realizadas em termociclador MyCicler

(BioRad). As sequiéncias dos iniciadores encontram-se destacados na Tabela 5.

2.5.3 Andlises dos produtos amplificados

A presenca dos produtos de amplificacdo das reacfes foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose (Invitrogen) a 1,2% em tampédo Tris- Borato- EDTA (TBE), pH 8,0. A cada
tubo de reacdo foram adicionados 2uL de tampdo de amostra [ 10% v/v de TBE (10X), 50%
de glicerol, 0,1% p/v de azul de brofenol] e a solugdo imediatamente aplicada ao gel de
agarose. O sistema foi submetido a corrente de 100 V durante uma hora em cuba de
eletroforese horizontal modelo 11.14 (Gibco-brl). Para determinar o tamanho dos produtos
amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder (Gibco-BRL).
Os géis foram corados com Sybrgreen (0,5 mg/ml) e em seguida, visualizados em

transiluminador modelo TFX 20 M Vilber Laurmat. A positividade do teste foi confirmada
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através da analise das amostras incluidas como controle da reacéo. As fungdes dos amplicons

esperados apo6s a reacdo de mPCR estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 4 - Componentes do Mastermix para a rea¢do de multiplex PCR

Componentes* Volumes Reacdo de amplificacdo
Tampédo Accuprime (Invitrogen) 1uL

Iniciador 16sF 0,3 uL

Iniciador 16sR 0,3 uL

Iniciador C2700 F (rpoB) 0,2 uL

Iniciador C3130 R (rpoB) 0,2 pL 1- Desnaturagdo- 95°C por 3 minutos
Iniciador pld F 02uL  2-35ciclos:

Iniciador pld R 0,2 uL - Desnaturagdo: 95°C por 1 minuto
Iniciador ditxR 1F 0,2 UL - Anelamento: 55° C por 40 seg
Iniciador dtxR 1R 0,2 uL - Extensdo: 68° C por 1min e 30 seg
Iniciador dipht 4F 0,2 L 3- Extensdo: 68°C por 5 minutos.
Iniciador dipht 4R 0,2 uL

Enzima Taqg Accuprime 0,5 uL

H,0 miliQ 53 L

DNA molde 1uL

Volume total 10 uL

* Qs produtos de amplificacdo esperados e as seqiiéncias dos iniciadores utilizados encontram-se na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Multiplex PCR para detec¢édo simultanea de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.

pseudotuberculosis e a producdo de toxina

Iniciadores Tamanho Funcdo na Reacdo de PCR
molecular
16SrRNA: regido do RNA ribossomal
16S-F Confirma o isolado clinico ou
ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 816 pb a cepa referéncia como C.
16S-R ulcerans ou C.
TCTCTACGCCGATCTTGTAT pseudotuberculosis. Ambas
apresentam o amplicon.
(PACHECO et al., 2007)
rpoB Confirma a identidade do
C2700F isolado ou cepa de referéncia
CGTATGAACATCGGCCAGGT 446 pb como Corynebacterium sp.
C3130R Todas as espécies apresentam
TCCATTTCGCCGAAGCGCTG o amplicon.
(KHAMIS et al, 2004).
Dipth 4:
Dipht 4F Confirma a presenca do gen
GAACAGGCGAAAGCGTTAAGC 303 pb tox entre as regides
Dipht 4R correspondentes aos
TGCCGTTTGATGAAATTCTTC fragmentos A e B da toxina
diftérica.
(NAKADO et al, 1996)
dtxR
dtxR 1F Confirma o isolado clinico ou
GGGACTACAACGCAACAAGAA 258 pb cepa de referéncia como C.
dtxR 1R diphtheriae.
CAACGGTTTGGCTAACTGTA (PIMENTA et al, 2008)
pld: fosfolipase D
pldF: Discrimina C.
ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 203 pb pseudotuberculosis (+) de C.
pldR: ulcerans (-).
ATCAGCGGTGATTGTCTTCC (PACHECO et al, 2007)
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo das caracteristicas bioquimicas das amostras através de testes bioquimicos

convencionais

Das 79 amostras estudadas, aquelas confirmadas como C. pseudotuberculosis
apresentaram-se como produtoras de catalase, urease positivas, fermentadoras de glicose,
sacarose, ribose e frutose. Foi visualizada pouca varia¢do na fermentagdo dos outros agutcares,
observando-se maior variabilidade para a xilose e arabinose. As amostras de C. diphtheriae,
C. ulcerans e C. pseudotuberculosis foram negativas para a producdo da enzima
pirazinamidacarboxilamidase (PYZ). Os resultados dos testes bioquimicos relativos as
amostras de C. pseudotuberculosis isoladas de caprinos/ovinos do estado de Séo Paulo e de
Petrolina — PE, estdo representados nas (Tabelas 6 e 7).

As cepas C. pseudotuberculosis isoladas tanto no territério nacional, como as
estrangeiras foram incapazes de produzir DNAse (Tabelas 6 e 7), diferente das amostras de
C. diphtheriae e C. ulcerans, que se apresentaram como fortes produtoras e fracamente

produtoras, respectivamente.

3.2 Variedades de C. pseudotuberculosis

Das amostras isoladas no territério nacional, de casos suspeitos de LC, todas se
comportaram como cepas pertencentes a variedade ovis (Nitrato negativas), ndo produtoras de
toxina diftérica. As amostras provenientes do Egito, isoladas de Ulceras de pele de bovinos
(E30 a E49), comportaram-se como cepas do biotipo equi produtoras de toxina diftérica,
conforme previamente relatado pelo pesquisador que enviou as amostras (Mohamed Sallah) e
confirmado no presente estudo. As outras amostras egipcias, isoladas de LC (E50 a E59) e
provenientes de ovinos, comportaram-se como variedade ovis e ndo produtoras de toxina

diftérica.
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3.3 Perfil de Identificacéo utilizando taxonomia numérica: APl Coryne System

As amostras de C. pseudotuberculosis envolvidas no estudo apresentaram perfis
numericos bastante similares entre as variedades. As amostras pertencentes a variedade ovis
apresentaram um perfil numérico similar (0011306), com percentual de concordéncia de
99,9% (excelente identificacdo) para a espécie C. pseudotuberculosis. Tal valor numérico
significou positividade para: a-glucosidase, urease, glucose, ribose, glicogénio e catalase,
sendo negativo para: NOgs, pyrazinamidacarboxilamidase (PYZ), fosfatase alcalina (PAL), -
glicuronidase (B-GUR), B-galactosidase (B-GAL), B-acetilglicosaminidase (B-NAG), esculina
(ESC), gelatina (GEL), xilose (XYL), manose (MAN), maltose (MAL), lactose (LAC) e
sacarose (SAC).

As amostras pertencentes a variedade equi (E30 a E49) apresentaram um mesmo perfil
numeérico (1011304) apresentando positividade para 0 NO3 e valor negativo para glicogénio,
mantendo 0s outros resultados mencionados para a variedade ovis. Nesta situacdo, o

percentual de concordancia para as amostras foi de 99,5% (excelente identificacao).

3.4 Pesquisa da presenca de gene tox através da reacdo PCR (DT)

Os resultados do teste de PCR-DT estdo apresentados na Figura 1. Das 29 amostras
de C. psedotuberculosis isolados do Egito, 19 amostras apresentaram o aparecimento de
bandas de produto de amplificacdo similares a amostra-controle ATCC 27012. A figura 1
apresenta o perfil de amplificacdo do PCR DT para as amostras de C. diphtheriae ATCC
27012 (tox") e C. pseudotuberculosis E30 e E40. A amostra controle negativo C. diphtheriae
ATCC 27010 é desprovida do bacteriéfago que possui 0 gene da toxina diftérica. As outras
amostras de C. pseudotuberculosis testadas ndo apresentaram amplificacdo para o gene da
toxina apods a reacdo de PCR, sugerindo que as amostras comumente isoladas de casos de
linfadenite caseosa no Brasil e as 10 do Egito isoladas dos quadros de LC, ndo albergam o
bacteriofago que contem o gene da toxina diftérica.

Dentre as amostras de C. ulcerans, apenas a cepa CDC-KC279 foi capaz de sofrer
amplificagdo apos a reacdo de PCR (DT). As outras amostras de C. ulcerans 809, dog 22 e

FRC11 apresentaram perfil de amplificacdo similar a cepa C. diphtheriae ATCC 27010 (tox").



Tabela 6 - Perfis fenotipicos das 50 amostras de C.pseudotuberculosis isoladas de animais no Brasil
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Amostras

NUmero Origem

N

Uréia

Gli

Sac

Mnl

Fru

Xil

Ara

Rib

Tre DNAse CAMP

caprinos e ovinos

caprinos/ovinos

caprinos/ovinos

01a17

19

21423 sp
26430

32-33

37

40247

CaplWa
Cap 2w
Cap7W PE
CaplR
Capac
Corine
OvilC
Ovil2C
Ovi2PV
Ovi4PV
Ovi5PV

Cap5W
Ovi3C

35

12

3

+

+

+

+

+

+

+

+

- - Reverso

Reverso

- - Reverso

Provas bioguimicas: Esculina (Esc), Enzima pirazinamidacarboxilamidase (PYZ), reducéo do Nitrato (NO3), Glicose (Gli), Maltose (Mal), Sacarose (Sac), Manitol (Mnl), Frutose (Fru) Arabinose (Ara),

Galactose (Gal), Manose (Man), Ribose (Rib), Trealose (Ter), Dnase (produgdo de DNase), CAMP (reagdo de CAMP reverso).

Obs: todas as cepas apresentarem reag¢do de CAMP positiva quando a prova foi realizada com R. equi.

Todas as amostras foram negativas para a gelatinase e apenas a cepa 23 foi fracamente produtoras de DNAse (sugerindo pertencerem a espécie C. ulcerans)

As amostras Cap5W, Ovi3C e Cap6W apresentam varia¢Oes na fermentacéo de carboidratos.
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Tabela 7 - Perfis fenotipicos das 29 amostras de C.pseudotuberculosis isoladas de animais no Egito através de testes
bioquimicos

Amostras Nimeros Origem N Esc PYZ NO; Uréia Gli Mal Sac Mnl Fru Xil Ara Gal Man Rib Tre DNAse CAMP

C. pseudotuberculosis 30E a Egito 20

( _ — + + + — + + + - - — - + - Reverso
isoladas de Ulceras de 50E

bovinos

C. pseudotuberculosis,

oriundas do Egito, 51Ea Egito 8 _ _ _ + + - + + + - - - - + - Reverso
isoladas linfadenite 59E

caseosa em ovinos:

" Provas bioquimicas: Esculina (Esc), Enzima pirazinamidacarboxilamidase (PYZ), reducéo do Nitrato (NOs), Glicose (Gli), Maltose (Mal), Sacarose (Sac), Manitol (Mnl), Frutose (Fru), Arabinose
actose (Gal), Manose (Man), Ribose (Rib), Trealose (Ter), DNAse (producdo de DNase), CAMP (reacdo de CAMP reverso).
Obs: todas as cepas apresentaram reagdo de CAMP positiva quando a prova foi realizada com R. equi.
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Figura 1- Eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) do produto de PCR do gen tox em
amostras de C. diphiteriae.

249 pb

Legenda: PM- marcador de peso molecular; 1- ATCC 27010 ; 2 — ATCC
27012 ; 3—-E31;4-E40.

3.5 Multiplex PCR (m-PCR)

A padronizagdo da técnica m-PCR, envolvendo amostras de Corinebactérias e
microrganismos corineformes, permitiu a identificacdo bacteriana e a diferenciacdo das
espécies C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis. O perfil de amplificacdo
esta representado na Figura 2.

A amplificacdo da regido rpoB, permitiu a inclusdo em género para a maioria
das amostras testadas. Todas as outras espécies de Corynebacterium testadas foram
capazes de amplificar a regido do gene rpoB (Figura 4). Somente as amostras
pertencentes as espécies C. diphtheriae apresentaram amplicons para a regido dtxR.

A utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores direcionados ao diagnostico
molecular de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans identificaram de forma especifica as
amostras testadas. A amplificacdo da regido 16S foi observada para C.
pseudotuberculosis e para C. ulcerans, apresentando-se positivas para todas as amostras
testadas. A amplificacdo da regido do gene pld foi observada apenas para C.

pseudotuberculosis, o que conferiu especificidade ao diagndstico molecular a esta
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espécie). A inclusdo dos iniciadores para a toxina diftérica (oligonoucleotideos
iniciadores para a regido dipht 4) permitiu a amplificacdo das amostras de C.
diphtheriae reconhecidamente produtoras da toxina diftérica. As amostras néo
toxigénicas amplificaram apenas para rpoB e dtxR.

As amostras de C. pseudotuberculosis produtoras de toxina diftérica
provenientes do Egito, isoladas de quadros de pele em bovinos e previamente relatadas
como produtoras de toxina diftérica demonstraram amplicons na regido de peso
molecular ao da toxina diftérica (dipht 4 - 303pb) (Figura 5, linhas (2, 3, 5, 7, 10 e 11).
As cepas egipcias isoladas de quadros de LC (51E a 59E) em ovinos (tox) ndo
amplificaram a regido da toxina diftérica (Figura 5, linha 6).

Os resultados finais sobre as caracteristicas bioquimicas principais e 0s
resultados da amplificacdo através da reacdo de m-PCR para as amostras de C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis estdo sumarizados na Tabela 8, 9, 10
ell.

A Tabela 10, apresenta os principais resultados das reacGes bioquimicas
envolvendo os microrganismos do género Corynebacterium, Rhodococcus equi e
Nocardia sp, acompanhado dos perfis de amplificacdo da reacdo de m-PCR, conforme
proposto na presente investigagdo. Amostras ndo pertencentes ao género
Corynebacterium ndo amplificaram regiGes rpoB. Ndo foram evidenciados quaisquer
tipos de amplicons inespecificos quando da realizacdo da reacdo de m-PCR para as
outras amostras realizadas neste estudo, ndo pertencentes as espécies C. diphtheriae, C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% do perfil de amplificacdo de m-PCR
de amostras. Legenda: PM- marcador de peso molecular

<«— 816 pb-16S rRNA

T

446 pb- rpoB

T

303 pb- dipht 4
258 pb- dxR  _y

<« 203 pb-pld

Legenda: (1) C. diphtheriae ATCC 27010 , (2) C. diphtheriae ATCC 27012 , (3) C.

pseudotuberculosis, (4) C. ulcerans 809 , (5) C. ulcerans CDC KC279 , (6) C. ulcerans
dog22 e (7) C. ulcerans FRC 11.

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos perfis de amplificacdo das
amostras

o
<

<«— 816 pb-16S rRNA

< 446 pb- rpoB
<«— 303 pb-dipht 4

<— 203 pb- pld

s

4_
.- D
258 pb-dtxR  _, <«

I Il

»

Legenda: PM- marcador de peso molecular (1) C. diphtheriae ATCC 27012 ; C ulcerans (2)
809 e (3) dog 22, C. pseudotuberculosis (4) E 40 e (5 Caplw. C.
pseudodiphtheriticum (6) 610; (7) 1503; (8) 1507; (9) 2101; (10) 5065; (11) 2166.
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% do perfil de amplificacdo através da
reacdo de m-PCR das amostras C. diphtheriae.

<+— 816 pb-16S rRNA
<+— 446 pb- rpoB

258 pb-dxR —» <«— 203 pb- pld

R B L

Legenda: PM- marcador de pseso molecular, ATCC 27010 (1), ATCC 27012 (2), C. ulcerans
809 (3), dog 22 (4), FR 41(5), C. pseudotuberculosis 1002 (6). Os amplicons
relativos a amplificacdo da regido rpoB foram observados para C. amycolatum (7 e
8), C. minutissimum (9), C. xerosis (10 e 11) e C. accolens (12)

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% do perfil de amplificacdo das amostras
por m-PCR

<«— 816 pb-16S rRNA

_—
i
—
o
—
-

<«— 446 pb-rpoB

303 pb- dipht —p —
258 pb- diXR —p &

<« 203 pb-pld

Legenda: PM- marcador de peso molecular, (1) C. diphtheriae ATCC 27012 (tox+) e C. pseudotuberculosis
(2) 30E (tox+), (3) 40E(tox+), (4) 1002(tox"), (5) 42E(tox+), (6) 51E (tox"), (7) 44E, (8) Caplw,
(9) Cap2PV, (10) 47E e (11) 48E



Tabela 8 - Perfis fenotipicos através de testes bioquimicos de amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis

Espécies Reducdo Hidrolise DNase Reacdo de  Produgdo de acidos
P deNO;  de Uréia CAMP G M S

C. diphtheriae — tox™

241 (mitis) + — + _ + + +

27012, CDC-E8392 (mitis) + - + - + + _

NCTC 13129 (gravis) + - + - + + -

C. diphtheriae - tox”

HCO01, HC02, HCO03, HCO06, 27010 (mitis) + - + — + + +

402 (belfanti) - + + _ + + +

HCO04 (gravis) + - + _ + + _

C. pseudotuberculosis

(biovar ovis) tox”

1B a 47B, Cap 1R, Cap 1W a Cap 7W,

OvilC, Ovi3C, Ovil2C, Ovi2PV,0vi4PV, - + - + + - -
Ovi5PV. Cepas 51E a 59E

C. pseudotuberculosis
(biovar equi)
Cepas 30E a 50E

C. ulcerans - tox™
CDC KC279 — + + + + - -
C. ulcerans - tox™
Dog 22, 809, FRC41 — + + + + - -
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Tabela 9 - Perfil da ampliacdo pela PCR multiplex utilizando cinco pares de oligonucleotideos iniciadores em amostras de C. diphtheriae, C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis.

Reacdo Multiplex PCR

Especies rpoB dixR Dipht 4 16S pld
C. diphtheriae - tox+

241 (mitis) + + + _ _
27012*,CDC-E8392 (mitis) + + + — _
NCTC 13129 (gravis) + + + _ _
C. diphtheriae - tox

HCO01, HC02, HCO03, HC06, 27010 (mitis) + + - — _
402 (belfanti) + + — — _
HCO04 (gravis) + + - _ _
C. pseudotuberculosis

(biovar ovis) tox

1B a 47B, Cap 1R, Cap 1W a Cap 7W, Ovi 1C, Ovi 3C, Ovi + B B N .
12C, Ovi 2PV, Ovi 4PV, Ovi 5PV, Cepas 51E a 59E

C. pseudotuberculosis

(biovar equi)

Cepas 30E a 50E + - + + +
C. ulcerans - tox+

CDC KC279 + - — + _

C. ulcerans - tox-
Dog 22, 809, FRC40 + — + + _
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Tabela 10 - Perfil de identificacdo através de testes bioquimicos em amostras de bastonetes Gram-positivos irregulares: Corynebacterium sp.,
Rhodococcus equi e Nocardia sp.

Bastonetes G+ (73 cepas) Reduco de Hidrélli_se de Reacéo de Producdo de &cidos
NO; Ureéia CAMP G M S
Corynebacterium
C. accolens (2) + - - + _ +
C. amycolatum (9) \ \Y - + Vv \%
C. jeikeium (3) \V - _ + + +
C. minutissimum (5) - - _ + + Vv
C. propinquum (3) + - - _ — _
C. pseudodiphtheriticum (5) + + - - _ _
C. urealyticum (1) - + _ — _ _
C. striatum (4) + - \Y/ + - \Y/
C. xerosis (4) \Y - - + _ +
Corynebacterium sp. (6) \ \ - \ \Y \Y
Rhodococcus equi (27) - - +2 — _ _
Nocardia sp. (4) NT? NT NT - - -

12 Reacéio de CAMP positiva tipica quando da utilizac&o de cepas de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans.
% NT- Néo testado.
Glicose ( Gli ), Maltose ( Mal ) e Sacarose (Sac )
1 Reacdo de CAMP reverso utilizando S. aureus e reacdo positiva tipica quando da utilizacdo de R. equi.
Glicose ( Gli ), Maltose ( Mal ) e Sacarose (Sac )




Tabela 11 — Perfil da amplificacdo pela PCR multiplex utilizando cinco pares de oligonucleotideos iniciadores em amostras de
bastonetes Gram-positivos irregulares: Corynebacterium sp., Rhodococcus equi e Nocardia sp.

Bastonetes G+ (73 cepas) Reacdo Multiplex PCR

rpoB  dtxR dipht 4 16S pld

Corynebacterium

C. accolens (2)

C. amycolatum (9)

C. jeikeium (3)

. minutissimum (5)

. propinquum (3)

. pseudodiphtheriticum (5)
. urealyticum (1)

. striatum (4)

. Xerosis (4)
Corynebacterium sp. (06)

O0O00O000
+ + + + I+ + + + o+
|
|
|
|

Rhodococcus equi (27) - - — - _

Nocardia sp. (4) - - - - -

1 Reagdo negativa com os primers rpoB utilizados no estudo. Entretanto, a reacéo foi positiva apds o uso de primers rpoB com maior especificidade para a regido constante rpoB
de C. pseudodiphtheriticum.
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4 DISCUSSAO

O C. pseudotuberculosis é o agente etiologico da linfadenite caseosa, enfermidade
crénica contagiosa que acomete preponderantemente ovinos e caprinos, caracterizada por
lesbes purulentas e caseosas nos ganglios linfaticos, e ocasionalmente pulmdes, baco, rins e
figado (KIMBERLING, 1988; PEKELDER, 2000; SMITH e SHERMAN, 1994;
SOBRINHO, 2001). Atualmente, o microrganismo vem sendo isolado tanto de quadros de
seres humanos que entram em contato com animais infectados, em especial quando
envolvidos com o0 manejo de animais (TROST et al., 2011 como de paciente com endocardite
usudrio de drogas injetaveis, sem historico de contato com animais e onde fonte de infeccdo
animal por C. pseudotuberculosis foi monitorada (WAGNER et al., 2010). No Brasil, como
em diversos locais do mundo, a maior parte dos casos de infecgdo por C. pseudotuberculosis
tanto de natureza veterinaria quanto de natureza humana, sdo subnotificados (DORELLA et
al., 2006).

Como observado para o C. pseudotuberculosis, pouco se sabe sobre a circulacdo de C.
ulcerans em populacbes humanas. Este patdgeno vem sendo isolado de seres humanos
causando quadros de difteria de comportamento zoonético (WAGNER et al., 2010). No
Brasil, infec¢cdes causadas por C. ulcerans ja foram descritas, tendo o microrganismo sido
isolado de seres humanos (MATTOS-GUARALDI et al., 2008) e de microbiota anfibidntica
de cdes (DIAS et al., 2010). Com os programas de vacinacao para a difteria, o C. diphtheriae
passou a ser isolado com maior prevaléncia de quadros outros além da difteria cléssica,
incluindo em pacientes portadores de cancer, endocardites, entre outros (MATTOS-
GUARALDI et al., 2001; MATTOS-GUARALDI et al., 2003; HIRATA JR et al., 2008).
Além disso, foi descrito anteriormente que essas sdo as Unicas espécies do género
Corynebacterium capazes de albergar o bacteriofago codificador da toxina diftérica
(GROMAN, SCHILLER E RUSSEL, 1984). Portanto, devido ao risco de circulacdo dessas
espécies entre animais e seres humanos, métodos de diagndstico voltados a identificacdo
bioquimica e molecular continuam importantes para a vigilancia de novos casos das doencas
em humanos e animais, além do rastreamento de amostras potencialmente produtoras de
toxina diftérica em populacdes suscetiveis.

As amostras pertencentes as espécies C. pseudotuberculosis e C. ulcerans foram
identificadas com certa facilidade das amostras pertencentes a espécie C. diphtheriae,

diferenciados por métodos bioguimicos convencionais. Tais testes basearam-se na utilizagdo
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de meio duplo acucar (glicose e maltose) e uréia sendo a hidrdlise da uréia positiva para C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans e negativa para C. diphtheriae (exce¢do as amostras da
variedade belfanti). Producédo de porfirina em King B (positivo para C. diphtheriae e variavel
para as outras especies), producdo de DNAse (PIMENTA et al., 2008) e reducédo de Nitrato
(positivo para C. ulcerans e C. diphtheriae e negativo para as cepas da variedade ovis de C.
pseudotuberculosis). Partindo dos principais métodos bioquimicos para o diagndstico é
possivel ocorrer resultados contraditorios no processo de identificacdo entre as espécies
arroladas nesta investigacdo, especialmente devido ao fato de outros membros do género
produzir urease e reduzir o nitrato (BERNARD, 2002; FUNKE, 2007).

Através dos resultados dos testes de urease e DNAse, é possivel caracterizar as
espécies tendo em vista que apenas C. diphtheriae e C. ulcerans sdo posivitos para esta
atividade enzimatica. A producdo de DNAse passou a ser relevante mais recentemente como
metodologia importante no diagndstico de amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans, tendo em
vista que ambas as espécies sdo capazes de expressar esta atividade enzimatica, enquanto a
maioria das outras espécies do género Corynebacterium ndo a expressaram. A incapacidade
de producdo de DNAse por amostras de C. pseudotuberculosis foi relatada por PIMENTA et
al., (2008). Entretanto, naquele momento apenas cinco amostras identificadas como C.
pseudotuberculosis, a partir de material clinico provenientes de seres humanos, foram
analisadas quanto a producdo de DNAse. No presente estudo, todas as amostras identificadas
como C. pseudotuberculosis apresentaram-se negativas para a producdo de DNAse, tornando
0 teste mais robusto. Da mesma forma, todas as amostras de C. ulcerans testadas
apresentaram reacdo fraca para DNAse. Tal aspecto é de grande no processo de identificacao
dos microrganismos e diferenciagédo entre as amostras de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans,
devido a similaridade nos perfis bioquimicos convencionais, especialmente em se tratando de
amostras de C. pseudotuberculosis positivas para a reducdo de nitrato. A auséncia de
producdo de DNAse pode ser um fator pelo qual o microrganismo esteja mais associado aos
quadros de LC. Os polimorfonucleares neutrofilos sdo capazes de produzir redes de DNA
eucaridtico capazes tanto de limitar a viabilidade bacteriana, quanto reter os microrganismos
em determinados sitios inflamatérios (BRINKMANN et al., 2005). Com relagdo a expressdo
de DNAse, foi observado que as redes de DNA produzidas por neutrofilos sdo sensiveis a
atividade de DNAse microbiana. Portanto, os microrganismos que expressam DNAse teriam
um mecanismo de escape da atividade antimicrobiana relacionada as redes de DNA
(BORREGAARD, 2010). Além disso, é possivel que a auséncia de degradacdo de DNA seja
importante para a formagdo da capsula do abscesso e/ou da lesdo caseosa tipicamente
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observada na patologia do processo infeccioso causado por C. pseudotuberculosis. Tais
aspectos merecem maior atencdo em investigacOes futuras, tendo em vista que o C. ulcerans
possui praticamente os mesmos fatores de viruléncia descritos para o C. pseudotuberculosis,
além de expressar a atividade de DNAse.

Quanto as variedades de C. pseudotuberculosis (ovis/equi), esta divisdo tem sido
baseada principalmente com respeito a redugdo do nitrato. Apenas uma amostra Ovil2PV de
Petrolina apresentou um resultado duvidoso para a reducdo do nitrato, nos primeiros testes
realizados. Com as repeticdes, foi demonstrado que todas as amostras do territorio nacional
utilizadas neste estudo pertenceram a variedade ovis. Na presente investigacdo as amostras da
variedade equi foram positivas para o nitrato, sem qualquer resultado duvidoso. A
possibilidade de reduzir nitrato a nitrito e a resisténcia das amostras ao nitrito tem sido
apontada como fator importante quanto a sensibilidade microbiana as espécies reativas do
nitrogénio. Tendo em vista que a espécie € capaz de permanecer viavel no interior de
macrofagos, é possivel que tal mecanismo seja muito importante para que as amostras possam
causar quadros de LC ou as Ulceras em bovinos (observada nas amostras provenientes do
Egito). Para Moraxella catarrhalis ocorre uma via de desnitrificacao intracelular (protegendo
0s microrganismos das espécies reativas do nitrogénio) envolvendo dois genes principais aniA
(que codifica uma nitrito redutase) e norB (que codifica uma redutase de 6xido nitrico), sendo
ambos reprimidos por um gene regulador nsrR. Foi observado que mutantes nos genes nsrR
eram menos tolerantes a nitrosilacdo mediada por NorB, e que a producdo de 6xido nitrico por
AniA é capaz de tornar o microrganismo sensivel quando da mutacdo em norB (WANG et al.,
2011). Pouco se conhece sobre os mecanismos de geracao de espécies reativas do nitrogénio
em Corynebacterium sp, incluindo C. pseudotuberculosis. Apenas amostras de C.
pseudotuberculosis da variedade ovis foram seqilenciadas até o momento. E possivel que
dados de sequienciamento de amostras de C. pseudotuberculosis sejam importantes na
determinacéo da resisténcia a nitrosilacdo mediada pelas espécies reativas do nitrogénio.

Quanto a expressdo da toxina diftérica, foi observado que as amostras de C. ulcerans
CDC KC279 e as amostras toxigénicas de C. diphtheriae reconhecidamente produtoras de
toxina diftérica amplificaram a regido correspondente & por¢do da toxina capaz de ribosilar o
fator de alongamento da sintese de proteinas celulares, causando a morte celular por necrose e
apoptose (SALYERS & WHITT, 2009). Além dessas amostras, foi observado que as
amostras de C. pseudotuberculosis do Egito da variedade equi (E30 a E50), amplificaram o
fragmento de 249pb apds a reacdo de PCR para a toxina diftérica. Segundo comunicacao

pessoal do pesquisador Egipcio (Mohamed Sallah) que forneceu as amostras, ndo séo
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notificados casos de difteria por C. pseudotuberculosis tox™ naquele pais. Entretanto, a
circulacdo de bacteridéfagos capazes de albergar o gene da toxina diftérica em animais (no
caso em bovinos), apresenta um grande risco a transferéncia dos genes codificadores da
toxina para outras espécies capazes de causar infeccbes em seres humanos tais como C.
ulcerans e C. diphtheriae.

A circulagdo de C. ulcerans em animais domesticos foi recentemente descrita em caes
na regido metropolitana do Rio de Janeiro (DIAS et al., 2010), entretanto a amostra isolada
ndo foi capaz de produzir toxina diftérica e apresentou menor viruléncia quando inoculada em
modelos animais, mesmo a cepa (dog22) tendo apresentado um dos principais fatores de
viruléncia (a expressdo de fosfolipase D) descritos para amostras de C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis (DORELLA et al., 2006). C. pseudotuberculosis produz varios fatores de
viruléncia (ALEMAN & SPIER 2001), sendo dois mais importantes no desenvolvimento da
patogenia da doenca, os &cidos micolicos e a exotoxina fosfolipase D (PLD), uma
glicoproteina que possui acdo nas células endoteliais, causando hemolise, aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineos e linfaticos facilitando desta maneira a invasao
bacteriana (COLLETT, BATH, CAMERON, 1994; VESCHI, 2005; WILLIAMSON, 2001).
Esta exotoxina é também denominada hemolisina, que possui agdo necrosante, a qual
apresenta importancia na patogenia da infeccdo. (PEKELDER, 2000). Com relacdo a
expressdo de fosfolipase D, é possivel que outros fatores, além da expressdo do principal fator
de viruléncia descrito entre as espécies C. ulcerans e C. pseudotuberculosis pela maioria dos
autores seja determinativo na viruléncia das amostras de ambas as espécies.

Os aspectos relacionados a transferéncia de bacteriéfagos de amostras de circulacao
animal para C. diphtheriae séo agravados uma vez que mesmo as amostras de C. diphtheriae,
gue raramente eram descritas em animais, recentemente foram isoladas de gatos (MAYR, A
1989; HALL et al,2010). Assim, existe um grande risco de exposicdo das populacbes
humanas a re-emergéncia de surtos de difteria quando ocorre a circulagdo de bacteriofagos
contendo o gene tox+ em amostras bacterianas que circulam tipicamente em animais. N&o foi
observada a amplificagdo do gene da toxina entre as amostras pertencentes a variedade ovis,
mesmo entre aquelas oriundas do Egito. E possivel que as amostras da variedade ovis néo
apresentem as regides de integracdo do fago em nivel cromossomial, observado entre as
amostras de C. diphtheriae (ORAM et al., 2002). Caso isso ocorra, é provavel que nem todos
0s paises que possuam o C. pseudotuberculosis circulante entre as popula¢des animais sejam

capazes de albergar o bacteriéfago indutor da toxina. Assim, a determinacdo das regides de
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integracdo do bacteri6fago em nivel cromossomial, entre as amostras das variedades ovis e
equi de C. pseudotuberculosis, constituem aspecto a ser investigado com maior atencao.

Na presente investigacdo, as amostras oriundas do territorio nacional (todas da
variedade ovis), ndo apresentaram amplificacdo para os genes da toxina diftérica, sugerindo
que as amostras circulantes no pais ainda ndo carreiem o bacteriéfago capaz de codificar o
gene da toxina. Entretanto, trabalhos mais direcionados na tentativa de isolar cepas da
variedade equi necessite ser realizados para um melhor entendimento da capacidade de
expressao da toxina diftérica por amostras de C. pseudotuberculosis.

A reacdo de PCR multiplex permitiu a diferenciagdo molecular das amostras C.
pseudotuberculosis, C. ulcerans e C. diphtheriae. Durante a realizagdo dos ensaios, foi
recebida no Laboratdrio de Corinebactérias de interesse humano uma cepa clinica enviada de
Florianopolis-SC, de criangca com suspeita de difteria. Cerca de 3 horas apds a semeadura no
meio duplo aglcar e uréia, a amostra apresentou positividade para a urease, sugerindo a
presenca de C. ulcerans. No mesmo dia foi realizada a extragdo do DNA bacteriano seguido
da reacdo mPCR, onde foi evidenciada apenas a amplificacdo da regido rpoB. Posteriormente,
a amostra, DNAse negativa e CAMP reverso negativo com S. aureus foi identificada como C.
accolens pelo sistema API. Esta situacdo ilustra com clareza a importancia da realizacdo da
reacdo de m-PCR no diagnostico rapido, especialmente nos casos onde o clinico necessita da
informacdo para a administracdo da soroterapia visando um tratamento mais adequado da
difteria.

A inclusdo dos iniciadores para amplificacdo de seqiéncia rpoB na m-PCR foi
importante para a definicdo das amostras bacterianas no género Corynebacterium. Além
disso, a amplificacdo da regido rpoB também funcionou como controle positivo, acusando a
presenca de DNA cromossomial bacteriano nas reacGes de amplificacdo pelo PCR.
Entretanto, apenas para uma espécie, C. pseudiphtheriticum, ndo ocorreu amplificacdo,
requerendo a utilizacdo de um dos iniciadores com uma modificacdo em apenas uma base.
Apobs a alteracdo do iniciador, ocorreu amplificacdo da regido com o PM esperado.

Para que a reacdo de m-PCR fosse capaz de realizar o diagndstico molecular de C.
diphtheriae, foi introduzido & mistura de reacdo de m-PCR iniciadores para a regido dtxR.
Conforme esperado, a amplificacdo para a regido dtxR ocorreu somente para amostras
pertencentes a C. diphtheriae, de acordo com o observado anteriormente por PIMENTA et al
(2008), onde a amplificacdo da regido dtxR demonstrou extrema especificidade para a

identificacdo de C. diphtheriae, ndo sendo observada para 79 amostras testadas, pertencentes
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a outras espécies do género Corynebacterium. Destarte, a amplificacdo da regido dtxR
conferiu especificidade da reacdo de PCR na deteccdo de amostras de C. diphtheriae.

A utilizacdo dos oligonucleotideos iniciadores direcionados ao diagnostico molecular
de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans identificaram de forma especifica as amostras
testadas. A amplificacdo da regido 16S foi observada para C. pseudotuberculosis e para C.
ulcerans, apresentando-se positivas para todas as amostras testadas, ndo importando a origem
de isolamento nem a variedade (ovis ou equi). Em experimentos realizados anteriormente, foi
observada grande similaridade na regido amplificada do 16S rRNA entre as espécies C.
pseudodiphtheriticum e C. ulcerans (PACHECO et al, 2007). Quando analisadas as
seqliéncias de toda a regido do 16SrRNA para as corinebactérias, € observada grande
homologia entre ambas as espécies, de modo que o seqlienciamento desta regido nao confere
seguranca para a discriminacdo entre as espécies C. ulcerans e C. pseudotuberculosis
(KHAMIS et al., 2004). No mesmo trabalho, foi escolhida uma regido do gene rpoB cujo
seqlienciamento é capaz de permitir a identificacdo de grande parte das espécies do género
Corynebacterium, discriminando as amostras clinicas de Corynebacterium sp, incluindo C.
pseudotuberculosis e C. ulcerans. Posteriormente, KHAMIS et al., (2005) observaram que
para efeito de identificacdo por sequenciamento, o gene rpoB é mais seguro do que 0 gene
16S rRNA.

Apesar de ambas as espécies apresentarem homologia nas regides pld expressando a
atividade enzimatica com grandes similaridades na seqiiéncia de aminoacidos, a insercdo de
uma base no iniciador tornou a reacdo de PCR especifica para C. pseudotuberculosis,
conforme observado previamente por PACHECO et al., (2007). Da mesma forma como
observado para a regido 16S rRNA, na presente investigacdo apenas as amostras de C.
pseudotuberculosis, independente da variedade e origem do isolamento, amplificaram a
regido pld, sendo especifica para este taxon. Desta forma, a inclusdo da detec¢do do gene pld
na reagdo m-PCR conferiu especificidade para C. pseudotuberculosis, permitindo a
diferenciacéo desta espécie de C. ulcerans.

A m-PCR proposta também analisou uma regido da toxina entre os fragmentos A e B,
utilizando os iniciadores da regido dipht 4 (NAKAO et al., 1996). A amplificacdo deste
fragmento (de 303pb) permitiu a analise da amplificacdo em regido mais proxima ao amplicon
dtxR, facilitando a visualizacdo na reacdo m-PCR. Todas as amostras reconhecidamente
produtoras de toxina diftérica, pertencentes as espécies C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, apresentaram amplificagdo para a regido dipht 4. Todos os controles

negativos, incluindo a amostra ATCC 27010 ndo geraram amplicons de peso molecular de
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303pb. A capacidade de C. pseudotuberculosis de albergar o bacteri6fago com habilidade de
codificar a toxina diftérica é extremamente preocupante, tendo em vista que este
microrganismo € passivel de permanecer viavel em vetores artropodes tais como Haematobia
irritans, Musca domestica, Stomoxys calcitrans e Culicoides spp (ALEMAN & SPIER 2001,
YERUHAM et al. 1996).

A amplificacdo com geracdo de amplicons inespecificos ndo foi observada para as
outras espécies analisadas neste estudo. Quando a reacdo foi realizada por dois técnicos
diferentes, ocorreu um mesmo padrdo de amplificacdo, assegurando a reprodutibilidade dos
resultados (dados ndo mostrados).

Devido ao fato de ocorrer a formacdo de amplicons diversos, é de bom alvitre a
inclusdo de amostras controle durante a realizacdo das diversas reacdes de m-PCR visando o
diagnostico molecular das diferentes amostras clinicas. Sendo assim, recomenda-se que sejam
incluidas as amostras produtoras de toxina diftérica: C. diphtheriae ATCC 27012, C. ulcerans
CDC-KC279 e a cepa C. pseudotuberculosis proveniente do Egito 41E. Tal medida assegura
a evidenciacgdo de todas as bandas esperadas da reacdo m-PCR proposta neste estudo.

Destacamos que existe um grande potencial de disseminacdo epidémica de C.
diphtheriae e que a circulagdo zoonoética dos bacteriéfagos que carreiam o gene tox colocaria
as populacgdes diversas em risco de epidemia, em especial durante os periodos de controle da
doenca em humanos. A caracterizacdo das espécies e a analise da capacidade das amostras
bacterianas em albergar genes da toxina diftérica, proposta na presente técnica de multiplex
PCR, facilitaria ndo apenas o diagnostico como também a vigilancia de microrganismos com
0 potencial de transferir 0s genes da toxina para amostras ndo toxigénicas de C. ulcerans e C.
diphtheriae, espécies mais associadas aos quadros de difteria em popula¢fes humanas.
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CONCLUSOES

De acordo com o observado nesta investigagdo é licito concluir:

As amostras de C.diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis podem ser
caracterizadas por métodos bioquimicos convencionais e por taxonomia numérica (API
Coryne System).

Amostras de C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, com potencial de circulacdo
zoonotica, da mesma forma que C. diphtheriae sdo capazes de albergar o gene da toxina
diftérica.

A reacdo m-PCR foi capaz de discernir as amostras de C. diphtheriae, C. ulcerans e C.

pseudotuberculosis e ainda definir o potencial das amostras em produzir a toxina diftérica.
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