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RESUMO 

 

Além dos quadros de difteria clássica, Corynebacterium diphtheriae tem sido isolado 

de diversos processos infecciosos invasivos. Escassos são os trabalhos que 

procuram investigar in vivo os fatores que influenciam o estabelecimento e/ou a 

disseminação de amostras potencialmente invasoras de C. diphtheriae. Além disso, 

na literatura encontramos a descrição de inúmeros casos de um patógeno 

potencialmente perigoso para a população o Corynebacterium ulcerans, que se 

apresenta como um desafio para os órgãos de Saúde Pública brasileiros que 

somente recentemente o incluíram na rotina dos esquemas de isolamento e 

identificação. O presente estudo teve como objetivos gerais investigar processos 

invasivos desencadeados por amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans 

potencialmente invasivas utilizando modelos experimentais em animais. Além de 

realizar a pesquisa de C. ulcerans em populações de caninos mantidos em 

instituição destinada ao abrigo de animais domésticos localizada na região 

metropolitana do Rio de Janeiro. Neste sentido foram desenvolvidos os seguintes 

objetivos específicos: (i) Avaliação do potencial artritogênico de cepas de origens 

diversas de C. diphtheriae e C. ulcerans através do modelo de artrite em murinos; (ii) 

Monitoramento em diferentes intervalos de tempo de microrganismos viáveis no  

sangue, pulmões, rins, fígado, baço, cérebro coração e articulações; (iii) 

Determinação dos níveis séricos de citocinas IL-6 e TNF-α decorrentes do processo 

infeccioso. Os resultados indicaram o modelo experimental de artrite em 

camundongos convencionais Swiss Webster infectados por via i.v. como mais 

adequado para a análise do potencial invasor das amostras. As 13 amostras de C. 

diphtheriae e C. ulcerans estudadas apresentaram potencial artritogênico em 

intensidades variadas, independente da capacidade de produção de DNAse, toxina 

diftérica e fosfolipase D (PLD). Dentre as amostras testadas, as de C. diphtheriae 

isoladas de casos de endocardite e C. ulcerans isoladas de processos infecciosos 

em humanos e animais apresentaram maior potencial artritogênico (> 50%) quando 

comparadas com aquelas de C. diphtheriae e de C. ulcerans isoladas de quadros de 

difteria clássica e de cão assintomático, respectivamente. A análise histopatológica 

demonstrou a presença de edema subcutâneo, infiltrado inflamatório, danos ao 

tecido ósseo e hipertrofia de sinoviócitos, compatível com quadro de artrite severa 

para as amostras consideradas mais artritogências. Bactérias viáveis foram 



 

  

recuperadas a partir do sangue, rins, fígado, baço e articulações. Ambas as espécies 

apresentaram quadros de poliartrite, sendo que os punhos e tornozelos foram as 

áreas mais frequentemente acometidas. As amostras de C. ulcerans 809 e CDC-

KC279 além dos quadros de poliartrite apresentaram lesões articulares ulceradas e 

nodose na cauda com extensa necrose no sítio da inculação (veia caudal). A 

correlação entre o índice da artrite e os níveis sistêmicos de citocinas IL-6 e TNF-α 

foi observada para as cepas de C. ulcerans, com exceção da cepa BR-AD22 incapaz 

de produzir artrite. Em conclusão, foi demonstrado potencial artritogênico cepa-

dependente para C. diphtheriae e C. ulcerans indicando diferenças na virulência e 

no potencial invasor destas espécies e independente da capacidade de produção de 

toxina diftérica e de PLD. 

 

Palavras-chave: Difteria, Corynebacterium ulcerans, artrite, modelo animal,infecção 
invasiva. 

 



 

  

ABSTRACT 

 

Corynebacterium diphtheriae has been isolated from several invasive infectious 

diseases besides diphtheria disease. Few reports attempt to explain in vivo the 

factors influencing the establishment and / or the spread of potentially invasive 

strains of C. diphtheriae. Moreover, a large number of cases of a potentially 

infectious pathogen, Corynebacterium ulcerans, have been described worldwide, 

which can be seen as a challenge for Brazilian public health agencies which only 

recently included the isolation and identification of this pathogen in routine 

microbiological analysis. Therefore, this study aims to investigate general processes 

caused by invasive strains of C. diphtheriae and C. ulcerans using experimental 

models in animals. An additional objective is to conduct a research on C. ulcerans in 

populations of dogs kept in domestic animal shelter located in the metropolitan region 

of Rio de Janeiro. Thus, we have proposed the following specific objectives: (i) 

assess the arthritogenic potential of various C. diphtheriae and C. ulcerans strains by 

arthritis model in mice, (ii) monitor, at different time intervals, the presence of viable 

microorganisms in the blood, lungs, kidneys, liver, spleen, brain, heart and joints, (iii) 

determine serum levels of IL-6 and TNF-α under infectious process. The results 

indicated that the model of experimental infection in conventional Swiss Webster 

mice infected by IV route is suitable for the analysis of potential invasive strains. The 

13 strains of C. diphtheriae and C. ulcerans showed arthritogenic potential on 

different levels, regardless of ability to produce DNase, diphtheria toxin and 

phospholipase D (PLD). Among the samples tested, C. diphtheriae isolated from 

cases of endocarditis and C. ulcerans isolated from infectious processes in humans 

and animals showed the greatest arthritogenic potential (> 50%) compared with the 

samples of C. diphtheriae isolated from classic diphtheria cases and C. ulcerans 

isolated from asymptomatic dogs. Histopathologic analysis showed the presence of 

subcutaneous edema, inflammatory reaction, damage to bone and synovial 

hypertrophy, consistent with a condition of severe arthritis for the samples considered 

more arthritogenic. Viable bacteria were recovered from the blood, kidneys, liver, 

spleen and joints. Both species caused polyarthritis, with wrists and ankles more 

often affected. The samples of C. ulcerans CDC-KC279 and 809 beside polyarthritis, 

preduced ulcerated lesions at the affected joints and nodose in the tail with extensive 



 

  

necrosis at the inoculation site (tail vein). The correlation between the arthritis and 

systemic levels of IL-6 and TNF-α was observed for the strains of C. ulcerans, with 

the exception of strain BR-AD22 that was unable to produce arthritis. In conclusion, 

our study showed a potential arthritogenic strain-dependent in C. diphtheriae and C. 

ulcerans indicating differences in virulence and invasive potential of these species 

independent of the production ability of diphtheria toxin and PLD. 

Key-words: Diphtheria, Corynebacterium ulcerans, arthrite, animal models, invasive 

infections.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. DIFTERIA CLÁSSICA – Corynebacterium diphtheriae 

 

 

A difteria é uma doença bacteriana toxêmica de evolução aguda, que 

permanece como uma importante causa de morbidade e letalidade em todo o 

mundo, inclusive em países em que foram implantados programas de imunização da 

população infantil contra o agravo da doença (PAPPENHEIMER, 1993, GALAZKA, 

2000, KHAN et al., 2007, WANG; LONDON, 2009, BITRAGUNTA et al., 2010, MAN 

et al., 2010, SAYKIA et al., 2010) 

A espécie Corynebacterium diphteriae foi caracterizada em quatro 

subespécies - gravis, mitis, intermedius e belfanti. Esta subdivisão foi baseada na 

morfologia colonial em meio de cultivo ágar-chocolate-telurito (ACT), no padrão 

bioquímico de fermentação de carboidratos e no potencial de hemólise das 

amostras. A subespécie gravis é capaz de fermentar o amido e o glicogênio, 

enquanto que a subespécie belfanti se diferencia pela incapacidade de redução do 

nitrato (CLARRIDGE; SPRIGEL, 1995, FUNKE et al., 1997, EFSTRATIOU, 1998, 

FUNKE; BERNARD, 2007). 

As pseudomembranas são frequentes nos sítios de infecção e são o resultado 

da combinação dos efeitos do crescimento bacteriano, produção de toxinas, necrose 

tecidual e resposta imune do hospedeiro. A descoberta desta ação sistêmica pela 

ação da toxina diftérica levou ao desenvolvimento da terapia baseada na antitoxina e 

toxóide diftérico como agente vacinal (PAPPENHEIMER, 1993, SALYERS; WHITT, 

1994). 

 

 

1.1.1. Toxina diftérica 

 

 

As manifestações locais e sistêmicas da difteria têm sido relacionadas à ação 

da toxina diftérica (TD), que é o fator de virulência mais bem estudado do C. 

diphtheriae (PAPPENHEIMER, 1993, EFSTRATIOU; GEORGE, 1999, EFSTRATIOU 
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et al., 2000, WANG; LONDON, 2009, MAN et al., 2010). A TD apresenta uma dose 

letal mínima menor que 0,1µgKg-1 de peso corporal, sendo extremamente potente 

(PAPPENHEIMER, 1993). Não existem diferenças na produção de TD entre as 

subespécies, porém só são toxinogênicos os microrganismos que foram infectados 

por um bacteriófago temperado, específico, portador do gene tox (FUNKE et al., 

1997).  

Ao multiplicar-se na mucosa do trato respiratório superior, sua porta de 

entrada, o microrganismo produz a exotoxina de natureza protéica que possui 

tropismo pelo miocárdio, sistema nervoso central, rins e glândulas supra-renais 

(MACAMBIRA et al., 1994, HADFIELD et al., 2000).  

 

 

1.1.2. Aspectos epidemiológicos da difteria 

 

 

A difteria é uma doença de notificação compulsória e que pode acometer 

todas as pessoas não imunizadas ou parcialmente imunizadas, de qualquer idade, 

raça ou sexo. A proteção contra o C. diphtheriae pode ser naturalmente obtida 

através da passagem de anticorpos maternos pela barreira transplacentária durante 

os primeiros meses de vida do feto ou através de infecções assintomáticas (GUIA 

BRASILEIRO DE VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA/MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998, 

DURBACĂ, 1999). Entretanto, a imunidade adquirida é obtida através da vacinação 

com o toxóide diftérico e não com antígenos somáticos (Ex. vacina tríplice bacteriana 

- DTP contra difteria, tétano e coqueluche) (BONNET; BEGG, 1999, GALAZKA, 

2000, SECRETARIA DE SAÚDE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO – SESRJ, 

2002). O nível de imunidade cai ao final da infância e adolescência, dependendo do 

calendário de vacinação e da reserva de C. diphtheriae na população (GALAZKA, 

2000). Deste modo, um eficaz programa de vacinação é capaz de conter o avanço 

de epidemias, porém não erradica o estado de portador assintomático na população. 

Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos em 

diferentes áreas (microbiologia, patologia, medicina interna e preventiva), as 

estratégias disponíveis para erradicá-la ainda são insuficientes. 

A imunidade gerada contra a difteria depende principalmente da presença de 

anticorpos da classe IgG, direcionados contra a TD, em níveis iguais ou superiores a 
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0,1UImL-1 (VON HUNOLSTEIN et al., 2003, DAMASCO et al., 2005, PIMENTA et al., 

2006).  

Um eficaz programa de vacinação é capaz de conter o avanço de epidemias, 

porem não erradica o estado de portador assintomático na população. Assim, temos 

tanto a circulação de cepas atoxinogênicas quanto toxinogênicas. Um declínio 

parcial na imunidade de adultos aliado à falta de reforços vacinais e uma menor 

exposição ao bacilo contribuem para a ocorrência esporádica de epidemias 

(FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993, GALAZKA; ROBERTSON,1995).  

O calendário de vacinação adotado no Brasil consiste em um esquema 

primário de três doses da vacina DTP a ser iniciado a partir de dois meses de vida, 

com intervalo de, pelo menos, 30 dias entre as doses (o ideal é o intervalo de dois 

meses) e com 1º reforço aplicado no prazo de 6 a 12 meses após a 3ª dose e o 2º 

reforço com 4-6 anos de idade. É recomendada, ainda, a administração de uma 

dose de reforço com a vacina dupla adulto (dT) a cada 10 anos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010). 

Na Era da Vacinação, têm sido observadas mudanças diversas na 

epidemiologia da difteria (GALAZKA, 2000, MATTOS-GUARALDI et al., 2003) que 

podem ser parcialmente justificadas pela prevalência de baixos níveis de IgG 

antitoxina diftérica na população de adolecentes e adultos (FARIZO et al., 1993, 

DAMASCO et al., 2005). Além das mudanças na faixa etária, têm sido observados 

casos de difteria sem a presença de pseudomembrana e casos de faringite e 

infecções invasivas de origens diversas em indivíduos previamente submetidos à 

vacinação, incluindo artrite, pneumonia, abcessos renais e endocardite (MATTOS-

GUARALDI; FORMIGA al., 1998a, DEWINTER et al., 2005). Casos de infecções 

invasivas têm sido predominantemente relacionados com amostras de bacilo 

diftérico atoxinogênicas (HONMA et al., 1989, MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 

1998a, MATTOS-GUARALDI et al., 2001, DZUPOVA et al., 2005, HIRATA Jr et al., 

2008). 

Em 1990 uma epidemia de difteria emergiu na Federação Russa espalhando-

se rapidamente pelos Novos Estados Independentes (NIS) e países Bálticos. Foi a 

maior epidemia registrada após o início da vacinação em massa, com 157 mil casos, 

respondendo por aproximadamente 80% dos casos reportados no mundo inteiro. O 

decréscimo da cobertura vacinal em crianças, a desorganização dos serviços de 

saúde associada à revolta política, a grande migração de civis e militares e precárias 



 

 

16

 

condições higiênico-sanitárias ajudam a explicar tal ocorrência. Houve, ainda, uma 

clara predominância entre a população adulta com cinco mil óbitos registrados. A 

retomada das campanhas de vacinação controlou a situação voltando aos níveis 

anteriores à epidemia. A taxa de letalidade não apresentou alterações nas últimas 

décadas (5 a 10%), a maioria das mortes ocorreu 3 e 4 dias pósinfecção com a 

presença de membranas ou miocardite com predominância do biotipo gravis 

(GALAZKA; ROBERTSON, 1995, POPOVIC et al., 2000). O principal clone da 

epidemia do inicio dos anos 90 continua circulando na Russia, Letônia, Lituania e 

Bielorussia (WAGNER et al., 2010). 

Outras regiões foram acometidas por surtos epidêmicos na década de 90, tais 

como China (6.000 casos), Tajakistão (1.100 casos), Índia (56.000 casos) e Equador 

(centenas de casos) (GALAZKA; ROBERTSON, 1995, POPOVIC et al., 1996, 

MACQUEEN, 1997, VITEK; WHARTON, 1998, SINGH et al., 1999, DITTMAN et al., 

2000). 

SHARMA e colaboradores (2007) relataram a ocorrência de casos de difteria 

em Delhi (Índia) e arredores, entre 1998 e 2004, principalmente em crianças não 

vacinadas. Há urgência em se melhorar a cobertura vacinal, especialmente na 

comunidade mulçumana, tanto em crianças na idade pré-escolar quanto em 

adolescentes, uma vez que a difteria persiste nesta comunidade (BITRAGUNTA et 

al., 2010). 

Vale também ressaltar a atual epidemia na Índia, onde a cobertura vacinal é 

inferior a 80%, com apenas 56% das crianças encontrando-se protegidas (> 

0,1UI/mL) (BITRAGUNTA et al., 2010). Entre 1999 e 2004 ocorreram 400 casos 

suspeitos no Vietnam com 90 pacientes confirmados laboratorialmente. Neste 

episódio considerou-se prioridade imunizar crianças e ampliar campanhas de 

conscientização da população sobre a importância da higiene da pele (MURAKAMI 

et al., 2010). Alta taxa de letalidade, grande proporção de pacientes com 

complicações e ocorrência em jovens e adultos podem estar caracterizando estas 

epidemias (GALAZKA; ROBERTSON, 1995). 

Mudanças na epidemiologia de difteria ocorrem em todo o mundo. Uma 

grande proporção de adultos tanto em países industrializados quanto em países em 

desenvolvimento encontra-se susceptível à difteria. A imunidade induzida por 

vacinação diminui com o tempo, a menos que booster periódicos sejam aplicados ou 

que ocorra contato com C. diphtheriae. A contínua circulação de cepas de C. 
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diphtheriae toxinogênicas enfatiza a necessidade de estarmos alertas a fatores 

epidemiológicos, sinais clínicos e sintomas de difteria de modo que estes casos 

sejam rapidamente diagnosticados e tratados possibilitando a prevenção de 

epidemias pelos órgãos de Saúde Pública.  A disponibilidade de toxóide diftérico 

diminuiu a incidência de difteria e a circulação de C. diphtheriae resultando em 

umaqueda nos níveis de anticorpos por exposição natural. O nível de imunidade cai 

ao final da infância e adolescência, dependendo do calendário de vacinação e da 

reserva de C. diphtheriae na população. 

A Organização Mundial de Saúde criou um índice denominado DALY 

(Disability-Adjusted Life Year), onde cada unidade representa um ano de vida 

saudável perdido, seja por doença, internação ou mesmo óbito (levando em conta a 

expectativa de vida de cada país) a cada 100.000 habitantes. Dados da OMS de 

2002 sobre a letalidade e prevalência da doença relacionam as regiões do planeta 

com as maiores DALYs por difteria em todo mundo, como na América Central (Haiti 

(>50 DALYs) e República Dominicana (>15 DALYs)), África Sub-saariana (República 

Democrática do Congo e Serra Leoa (>15 DALYs), Sudão, Etiópia, Quênia, 

Zimbábue, Somália, Burkina Faso entre outros (>7 DALYs)), Ásia (Nepal e  Myanmar 

(>15 DALYs), Índia, Paquistão, Bangladesh, Thailandia, Camboja e Malásia (>7 

DALYs)) e na Europa (Letônia (>7 DALYs)).  O Brasil, bem como as Américas do Sul 

e do Norte, a Europa ocidental e Oceânia apresentaram índices inferiores a 1 

DALY(MAP, 2002). 

O reaparecimento da difteria em países europeus alerta para epidemias de 

doenças imunopreviníveis em todo o mundo. A circulação de cepas toxinogênicas é 

um desafio para os países desenvolvidos e em desenvolvimento requerendo a 

manutenção de altas taxas de cobertura vacinal em crianças e adultos. A pior 

epidemia por difteria das ultimas décadas forçou uma geração de clínicos, 

laboratórios e epidemiologistas em todo o mundo a relembrar velhas lições e 

desenvolver novos métodos de prevenção, controle e tratamento da difteria. Em 

países onde a incidência da doença permanece relativamente alta e a cobertura 

vacinal continua insuficiente, o suporte laboratorial deve ser implementado 

considerando-se as deficiências recorrentes neste segmento. Investimentos 

contínuos na melhoria das vacinas, estratégias de controle e novos métodos 

laboratoriais são fatores fundamentais para o controle da transmissão da doença. 
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Existe, na Europa, uma rede de vigilância em difteria a Diphteria Surveillance 

Network (DIPNET) formada principalmente pelos laboratórios dos centros de 

referência nacionais. Um dos principais objetivos da DIPNET é disseminar 

procedimentos microbiológicos para detecção da difteria com a meta de harmonizar 

metodologias e resultados laboratoriais. Estudos colaborativos promovidos 

recentemente pela DIPNET demonstraram resultados inferiores aos obtidos 

anteriormente apontando que a queda no número de casos levou a uma diminuição 

na capacidade de isolamento, identificação e detecção da toxinogenicidade nos 

últimos anos. Estes estudos auxiliam a DIPNET a monitorar a qualidade e segurança 

dos serviços prestados pelos laboratórios participantes da rede apontando 

problemas gerais e específicos de cada laboratório (WAGNER et al., 2010). 

O diagnóstico rápido e preciso é fundamental na orientação aos serviços de 

saúde a serem prestados ao portador bem como na contenção de um potencial 

clone epidêmico e toxinogênico (NEAL; EFSTRATIOU, 2009). 

Embora a difteria seja considerada em declínio no Brasil, a doença 

permanece endêmica na maioria dos estados nas duas ultimas décadas com taxa de 

letalidade entre 5% a 10%. Alta taxa de letalidade, grande proporção de pacientes 

com complicações e ocorrência em jovens e adultos têm caracterizado estas 

epidemias (GALAZKA; ROBERTSON, 1995, MATTOS-GUARALDI et al., 2003). 

No Brasil, o grupo etário que apresenta o maior coeficiente de incidência (IC) 

de difteria é o de crianças em idade pré-escolar não imunizadas previamente. De 

1980 a 1990, surtos esporádicos foram registrados nos estados de Piauí, Ceará, Rio 

Grande do Norte, Pernambuco, Amazonas e Santa Catarina. O Programa Nacional 

de Imunizações foi estabelecido no inicio da década de 1970 e o controle da difteria 

somente foi alcançado no final da década de 1990. Entretanto, em 2004, 19 casos 

de difteria foram reportados no país com IC de 0.01/100,000. Desde então, o 

Ministério da Saúde recomenda a vacinação de crianças aos 2, 4 e 6 meses de 

idade e aplicação de booster em adolescentes e adultos (FUNASA, 2002). Não há 

informação disponível quanto à cobertura vacinal de jovens e adultos no Brasil. 

Apesar da queda da incidência de difteria, o Brasil está muito distante de atingir o 

controle alcançado pelos países desenvolvidos. Nos Estados Unidos foram 

notificados quatro casos anuais entre 1993 e 1998, número quarenta vezes inferior 

ao notificado no Brasil (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 1999). 

1.1.3. Relação parasito-hospedeiro 
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O desenvolvimento de diversos processos infecciosos inicia-se com a 

instalação do microrganismo nas superfícies cutâneo-mucosas, sendo essa 

capacidade de colonizar as superfícies do hospedeiro consideradas como 

importante mecanismo de patogenicidade de várias bactérias (OFEK; DOYLE, 

1994). Para a implantação de um microrganismo, é de suma importância a presença 

de estruturas de superfície bacterianas envolvidas na captação de nutrientes nos 

tecidos, ativação dos sistemas de defesa, degradação de substratos e adaptação 

das bactérias ao ambiente (MATTOS-GUARALDI et al., 1998b, MATTOS-

GUARALDI; FORMIGA, 2001, OTT et al., 2010). 

As condições imunológicas gerais do hospedeiro, a dose infectante e a 

virulência da amostra bacteriana parecem ser fatores adicionais que influenciam na 

sensibilidade à difteria dos indivíduos vacinados (POPOVIC et al., 2000). 

A pior epidemia de difteria na era pós-vacinal requer atenção pelo incompleto 

entendimento da epidemiologia e fatores de virulência de C. diphtheriae. Fatores do 

hospedeiro como, imunidade antimicrobiana, podem contribuir para o potencial 

epidêmico de uma nova cepa introduzida no ambiente, porém fatores relacionados 

ao microrganismo tambem devem ser considerados. Entretanto fatores biológicos e 

genéticos que distinguem cepas endêmicas de cepas epidêmicas ainda não foram 

totalmente elucidados. O fato de clones epidêmicos serem responsáveis por uma 

série de epidemias com centenas de mortes em países industrializados reforça a 

idéia de que outros fatores, além da TD, desempenham papel importante neste 

processo. A ocorrência de difteria entre vacinados, o aumento dos casos de 

endocardite causada por clones invasivos atoxinogênicos associados à prevalência 

de um biotipo atípico de C. diphtheriae subsp. mitisfermentador de sacarose 

responsável por altas taxas de letalidade de difteria respiratória no Brasil, apontam 

para a necessidade de um maior conhecimento sobre estes fatores (MATTOS-

GUARALDI  et al., 2003). 

Os efeitos sistêmicos da toxina são evitados pela imunização antidiftérica, no 

entanto esta não exerce qualquer influência na colonização pelo bacilo. É 

preocupante a circulação do bacilo atoxinogênico entre a população, visto que ele 

apresenta potencial epidêmico e é capaz de causar um processo infeccioso invasivo 
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incluindo casos de difteria clássica (PAPPENHEIMER; MURPHY, 1983, FORMIGA, 

1985a). 

Diferentes estudos com células epiteliais demonstraram a capacidade de 

internalização e viabilidade intracelular do C. diphtheriae, incluindo a participação de 

estruturas de superfície neste processo (HIRATA Jr et al., 2002,VALE, 2003). Estes 

autores relataram uma maior capacidade de internalização por amostra isolada de 

sangue de paciente que desenvolveu quadro de endocardite fatal do que por 

amostras isoladas de trato respiratório. Presume-se que os mecanismos de 

internalização contribuam para o estabelecimento e manutenção dos processos 

infecciosos causados pelo bacilo diftérico ajudando a atenuar a resposta do sistema 

imune ao microrganismo. 

 

 

1.1.4. Lesões cutâneas e portadores assintomáticos 

 

 

O C. diphtheriae é capaz de causar difteria cutânea, que ocorre a partir de 

uma lesão na pele, onde o bacilo se multiplica (FORMIGA, 1985b, CLARIDGE; 

SPRIGEL, 1995). A difteria cutânea tem sido relacionada a taxas de isolamento que 

variam de 10% a 50%, dependendo da localização geográfica, sendo as amostras 

atoxinogênicas as principais responsáveis pelo aumento deste tipo de infecção 

(FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993). Em regiões endêmicas, as infecções de 

pele servem como reservatório do bacilo, particularmente quando não identificadas 

(BELSEY; Lê BLANC, 1969, BELSEY et al., 1975). 

 A maioria das lesões que contém o bacilo diftérico são indistinguíveis de 

outras lesões dermatológicas e são mais contagiosas que a infecção do trato 

respiratório (DIXON, 1984, MACGREGOR, 1990). Alguns grupos estão mais sujeitos 

às infecções invasivas a partir de lesões cutâneas que albergam os microrganismos, 

como pacientes portadores do vírus-HIV, imunocomprometidos, usuários de drogas, 

e portadores de câncer (HALIOUA et al., 1992, GRUNER et al, 1994, MATTOS-

GUARALDI et al., 2001). Além disso, amostras de Corynebacterium ulcerans que 

predominantemente causam lesões cutâneas em homens e animais, também 

mimetizam quadros de difteria clássica (KISELY et al., 1994, WAGNER et al., 2001, 

HATANAKA et al., 2003, VAN DAM et al., 2003). 
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Com o objetivo de verificar a prevalência do bacilo diftérico em lesões 

cutâneas, crianças em idade escolar do Rio de Janeiro foram examinadas. 

Observou-se que 15,09% possuíam o bacilo colonizando a pele, e que dentre este 

percentual 13,9% apresentaram o bacilo atoxinogênico. Diversos autores relataram o 

encontro de C. diphtheriae em úlceras leishmanióticas cutâneas (FORMIGA et al., 

1986, FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993, VERA et al., 2001, VERA et al., 

2002). 

As amostras isoladas de lesões cutâneas, de acordo com Formiga (1986), 

Mattos-Guaraldi; Formiga (1991a) e Mattos-Guaraldi; Formiga (1991b), 

apresentaram diferenças nas propriedades adesivas quando comparadas às de trato 

respiratório. Amostras provenientes de ambos os sítios foram capazes de aglutinar 

hemácias de carneiro, sendo as amostras de trato respiratórios mais eficazes. 

Quando foi comparada a atividade hemaglutinante de amostras provenientes de 

lesões de pele com as do biotipo não fermentador de sacarose, observou-se que 

ambas reagiram fortemente com eritrócitos, sugerindo uma relação associativa entre 

o biotipo que não metaboliza sacarose e o sítio de infecção do C. diphtheriae. Tais 

ocorrências podem indicar a presença de um componente comum na superfície das 

amostras sitiadas em diferentes locais, que seria responsável pela aderência do 

microrganismo e explicaria a colonização de um sitio ou outro (MATTOS-

GUARALDI; FORMIGA, 1991a, MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991b).  

 

 

1.1.5. Infecções invasivas 

 

 

A capacidade de produzir doenças invasivas adiciona um novo aspecto 

atípico ao processo infeccioso causado por C. diphtheriae. O bacilo diftérico tem sido 

relacionado com quadros de sepse, endocardite, osteomielite, artrite e pneumonia 

(MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998a, MATTOS-GUARALDI et al., 2001, 

DZUPOVA et al., 2005, HIRATA Jr et al., 2008, HONMA et al., 2009). Quadros de 

infecções sistêmicas já foram relacionados com amostras do biotipo fermentador e 

não fermentador de sacarose (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998b). Além 

disso, amostras toxinogênicas e atoxinogênicas têm sido relacionadas em diversos 

casos de endocardite, entretanto, a toxinogenicidade não foi associada diretamente 
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ao poder invasor do microrganismo (BELKO et al., 2000). Segundo MISHRA e 

colaboradores (2005), a ocorrência de endocardite por C. diphtheriae talvez seja 

mais comum do que se supõe. A presença de fatores de risco não é necessária para 

o desenvolvimento do quadro (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998a). 

HIRATA Jr e colaboradores (2008) relataram que amostras isoladas de 

pacientes com endocardite, em diferentes períodos e em distintas unidades 

nosocomiais do Rio de Janeiro, apresentaram similaridade nos perfis de proteínas 

totais, sendo agrupadas em um mesmo padrão eletroforético. No entanto, os 

microrganismos exibiram características moleculares diferentes quando foram 

analisados através da técnica de amplificação randômica de DNA polimórfico 

(RAPD-PCR). A maioria das cepas invasivas foi classificada como toxinogênicas 

(Elek-positivas) e fermentadoras de sacarose. 

Além da difteria clássica, cepas de C. diphtheriae têm sido cada vez mais 

associadas a quadros de infecções invasivas como endocardites, e artrites sépticas, 

septicemia, pneumonias e abscessos esplênicos. Cepas toxinogênicas produzem 

manifestações sistêmicas tais como miocardite, polineurite e necrose focal de órgãos 

como fígado, baço, rins e glândulas adrenais. Entretanto, a patogenia destas 

doenças ainda não está totalmente esclarecida e vem sendo postulado que ocorre 

com maior freqüência em indivíduos previamente imunizados, particularmente em 

adultos (BELKO et al., 2000, KANUNGO et al., 2002). A endocardite infecciosa (EI) 

representa um desafio quanto ao diagnóstico com taxa de letalidade significativa 

(35%) ocorrendo em pacientes sem um histórico prévio de doença cardíaca. Maior 

conhecimento quanto a sua origem e evolução contribuiriam para a rapidez do 

diagnóstico e consequente aumento da taxa de recuperação (LEWENA, 2005). O C. 

diphtheriae aparenta ter predileção pelas válvulas do lado esquerdo do coração, 

especialmente pela válvula mitral, tendendo a produzir vasta vegetação valvular, 

embolia séptica e aneurismas frequentemente fatais (BELKO et al., 2000). 

A EI é uma infecção crônica severa não-contagiosa das válvulas do coração 

causadas principalmente por bactérias. Várias complicações podem ser associadas 

à EI como: coágulos, acidente cardiovascular, problemas no ritmo cardíaco, 

abscessos e outras infecções. A EI é associada a quadros clínicos severos e morte, 

e geralmente ocorre em pacientes com estrutura do coração anormal ou alterada 

que foram expostos à bactérias por meio de trauma ou outras atividades de alto 

risco. O risco de infecção das válvulas cardíacas em pessoas predispostas a EI 
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aumenta com as seguintes condições: doença congênita cardíaca, febre reumática, 

tratamento dentário prolongado, cirurgias cardíacas e procedimentos geniturinários. 

Novas evidências mostram que o uso de piercing, consumo excessivo de álcool e 

utilização de drogas ilícitas intravenosas auto-administradas predispõem à 

endocardite (MILLAR; MOORE, 2004). 

Em 1893 foi descrito o primeiro caso de endocardite causado pelo bacilo 

diftérico atoxinogênico. Na década de 70, foram relatados dois casos de endocardite 

causados por C. diphtheriae em crianças entre 4 a 5 anos de idade, sendo um deles 

fatal (DAVIDSON et al.,1976). Diversos estudos demonstram que tanto amostras de 

C. diphtheriae subsp. gravis quanto subsp. mitis foram capazes de causar 

endocardite (TILEYet al., 1993, MATTOS-GUARALDI et al., 2003). No Rio de 

Janeiro, amostras toxinogênicas de C. diphtheriae, têm sido isoladas de casos de 

endocardite em diferentes unidades nosocomiais (PEREIRA, 2001,VALE, 2003, 

SABBADINI, 2006). A despeito do poder destrutivo das infecções invasivas, vários 

aspectos dos mecanismos de patogenicidade de cepas invasivas de C. diphtheriae 

permanecem desconhecidos (BELKO et al., 2000, MATTOS-GUARALDI et al., 

2000). Em todo o mundo, cepas invasivas de C. diphtheriae vêm sendo reportadas 

como causadoras de um aumento do número de casos de endocardites bacterianas, 

pneumonias, bacteremias, osteomielites e abscessos esplênicos (TYLEI et al., 1993, 

BELKO et al., 2000, LEWENA, 2005, PULITI et al., 2006). 

 

 

1.1.6. Propriedades adesivas e invasivas do C. diphtheriae 

 

 

A capacidade de invasão das células eucarióticas e de sobrevivência em seu 

interior são compartilhadas por muito patógenos humanos. O processo de invasão 

pode ser um meio utilizado pelos microrganismos para violar as barreiras epiteliais 

do hospedeiro e assegurar sua replicação e persistência (FINLAY; FALKOW, 1997, 

NIEMANN et al., 2004). A penetração de microrganismos invasores no ambiente 

intracelular ocorre através da participação de uma classe especial de adesinas, 

denominadas de invasinas (FINLAY; FALKOW, 1997, CHHATWAL, 2002, NIEMANN 

et al., 2004). Há inúmeros relatos sobre a dependência de uma ação cooperativa de 

adesinas e invasinas presentes na superfície bacteriana no processo de 
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internalização de bactérias aderentes (JOUVE et al., 1997). É importante ressaltar 

que fatores como afinidade da interação ligante-receptor, densidade da molécula 

receptora (avidez) e associação desta ao citoesqueleto parecem ter grande 

importância na determinação do destino da bactéria aderida à superfície celular. 

Desta forma, a associação entre ligantes bacterianos e receptores da célula 

hospedeira nem sempre resulta na internalização do microrganismo (ISBERG, 

1991).  

A atividade da invasina não está restrita às moléculas presentes na superfície 

do microrganismo, visto que moléculas secretadas também podem possuir tal 

característica (CLERC; SANSONETTI, 1987). Proteínas efetoras podem ser 

liberadas dentro ou na superfície celular, auxiliando na penetração de 

microrganismos patogênicos (IRETON; COSSART, 1998). 

A expressão de certas proteínas de superfície por parte das bactérias e a 

ligação destas a determinados receptores da célula hospedeira são requeridas para 

que haja contato e adesão, visto que estes são passos iniciais para a ocorrência da 

internalização bacteriana (COSSART; SANSONETTI, 2004, NIEMANN et al., 2004). 

Um grande número de adesinas/invasinas teve sua estrutura tridimensional 

estudada, sendo demonstrado que são moléculas alongadas contendo domínios 

comumente encontrados em proteínas eucarióticas (NIEMANN et al., 2004). 

De um modo geral, as proteínas envolvidas na aderência e invasão estão 

ancoradas à superfície da bactéria, sendo o posicionamento diferente quando se 

compara microrganismos Gram positivos e Gram negativos (CHHATWAL, 2002, 

NIEMANN et al., 2004). 

Diferenças quanto à capacidade de adesão das diversas cepas de difteria 

pode estar relacionada à prevalência de cepas epidêmicas, invasoras e/ou alguns 

biotipos sobre os demais (MATTOS-GUARALDI et al., 2000). A adesão é atividade 

importante para colonização e patogenicidade da espécie bacteriana. Embora o 

bacilo diftérico seja geralmente considerado um colonizador extracelular, a 

capacidade de sobrevivência do C. diphtheriae no interior de células epiteliais 

poderia ajudar a explicar a permanência da infecção no trato respiratório, apesar da 

terapia antimicrobiana e administração de antitoxina diftérica (HIRATA Jr et al., 

2002). 

Tem sido postulado que a difteria é uma infecção superficial causada por 

microrganismo não invasor. Contudo, a incidência de infecções sistêmicas causadas 
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por C. diphtheriae enfatiza a possibilidade do microrganismo ser capaz não apenas 

de aderir à superfície de células epiteliais da mucosa respiratória, mas também de 

invadir e acessar tecidos mais profundos (MATTOS-GUARALDI et al., 2000, HIRATA 

Jr et al., 2002). 

A aderência do C. diphtheriae apresenta natureza multifatorial, uma vez que 

as amostras possuem tendência a aderir em intensidades variadas a diversos 

substratos. Aparentemente, as propriedades adesivas contribuem como fator de 

virulência no estabelecimento de infecções causadas por amostras invasoras, ou 

produtoras ou não de toxina. A expressão de diferentes adesinas pelo bacilo diftérico 

é sugerida, devido à diversidade da atividade hemaglutinante e as variações nos 

percentuais de aderência e internalização celular entre as amostras. Essas 

diferenças parecem influenciar na patogenicidade e no sítio de infecção das cepas 

(HIRATA Jr et al., 2008). 

A definição do papel específico de uma adesina em particular na doença tem 

sido dificultada, já que um único patógeno expressa vários fatores de aderência. 

Alguns dos primeiros enfoques e novos desenvolvimentos nos estudos de base 

molecular do processo de adesão do C. diphtheriae são enfocados pela discussão 

da importância das hemaglutininas, exposição a açúcares, hidrofobinas e enzimas 

trans-sialidase como adesinas de cepas fermentadoras ou não de sacarose. 

O papel de estruturas de superfície na aderência a células epiteliais, refletidos 

pela interação com eritrócitos, pode ser essencial ao progresso de uma infecção 

(KLEMM; SCHEMBRI, 2000). Estudos anteriores mostraram que adesinas e 

hemaglutininas foram expressas predominantemente no biotipo não fermentador da 

sacarose, isolado em maior freqüência em lesões de pele (MATTOS-GUARALDI et 

al., 2000). 

Dentre as estruturas de superfície de C. diphytheriae relacionadas à 

aderência e/ou invasão, destaca-se um complexo proteico de superfície, não fimbrial 

de aproximadamente 67 a 72 kDa, chamada PTN 67-72p. A PTN 67-72p foi 

caracterizada como uma adesina envolvida na interação do bacilo diftérico com 

eritrócitos humanos, induzindo a atividade hemaglutinante, influenciada pela 

presença de resíduos de açúcar expressos na superfície do C. diphtheriae 

(COLOMBO et al., 2001). Estudos realizados por SABBADINI e colaboradores em 

2006, e HIRATA Jr e colaboradores em 2002, em ensaios de interação com células 

epiteliais respiratórias HEp-2, sugerem a participação de domínios preferenciais de 
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interação dos polipeptídeos 67-72p com a superfície das células eucarióticas no 

processo de aderência do bacilo. 

O processo de internalização requer passos iniciais que incluem contato e 

adesão entre o microrganismo e a célula hospedeira. As estratégias para 

internalização desenvolvidas pelos patógenos permitem que atravessem barreiras 

teciduais e proliferem em locais protegidos, evitando a ação de antibióticos e 

escapando de defesas do hospedeiro, como anticorpos circulantes e complemento, 

e também possibilitam a ocorrência da doença (BIERNE; COSSART, 2002). 

Evidências que suportam o potencial invasivo de C. diphtheriae, por análises 

quantitativas e qualitativas, têm sido documentadas (HIRATA Jr et al., 2002). É 

provável que o processo de internalização também seja de importância na 

manutenção do patógeno nas vias aéreas superiores, até que o mesmo assuma 

uma posição majoritária dentro do ecossistema da microbiota, sendo pressuposta 

uma participação das invasinas. A elucidação dos aspectos moleculares dos 

processos pelos quais o bacilo diftérico adere e penetra em células epiteliais poderá 

levar ao desenvolvimento de estratégias efetivas para prevenir a emergência e 

recorrência de infecções. 

É importante ressaltar que, além de permitir proteção temporária para os 

microrganismos infectantes contra os mecanismos de defesa, o compartimento 

intracelular pode funcionar também como via de dispersão para os tecidos mais 

profundos, através de transcitose (STINS et al., 2001). Segundo HIRATA Jr e 

colaboradores (2004), os fatores que conferem os diferentes padrões de aderência 

podem representar distintas adesinas expressas pelos isolados de C. diphtheriae. 

Diversos fatores como temperatura e concentração de nutrientes são capazes 

de influenciar não só nos processos de aderência e invasão, mas também na 

expressão de fenótipos de aderência e de moléculas de superfície de diferentes 

espécies (MOREIRA et al., 2003). Amostras de bacilo diftérico crescidas em 

condições de limitação do ferro apresentaram atividades hemaglutinantes e de 

aderência as células HEp-2 favorecidas, além de um aumento na hidrofobicidade. 

Tais resultados enfatizam a hipótese de que as estruturas de superfície poderiam 

estar induzindo o mascaramento das moléculas envolvidas nas propriedades 

adesivas e de autoagregação. 

A PTN 67-72p também foi capaz de induzir efeito citopático em células HEp-2, 

causando vacuolização citoplasmática, efeito que normalmente precede a 
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citotoxicidade induzida por bactérias. Estes efeitos, incluindo alterações no material 

nuclear, rompimento das junções intercelulares e morte celular, foram previamente 

observados em estudos com amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans, as quais 

exibiam o fenótipo AA (VALE, 2003). Aparentemente, a responsabilidade pela 

citotoxicidade, em particular pelo fenômeno de vacuolização, não está em total 

relação com a produção de toxina diftérica (HIRATA Jr et al., 2002). BERTUCCINI e 

colaboradores (2004) também observaram a indução do processo de vacuolização 

em células epiteliais por amostras de bacilos diftéricos não produtores de toxina. 

O esclarecimento dos mecanismos de interação deste microrganismo poderá, 

futuramente, contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de prevenção e 

tratamento das infecções causadas por esta espécie. Os ligantes expressos na 

superfície do C. diphtheriae podem representar alvos para o desenvolvimento de 

agentes terapêuticos, tais como vacinas ou bloqueadores de aderência e/ou 

invasão. Vacinas multivalentes que induzam resposta mediada por anticorpos 

direcionados contra a toxina e as proteínas poderão, concomitantemente, prevenir o 

estado toxêmico e interferir com a aderência do bacilo diftérico. A imunoproteção 

contra a aderência do bacilo diftérico poderia reduzir o índice de portadores 

assintomáticos e a circulação dos clones epidêmicos, permitindo, deste modo, o 

controle mais efetivo da doença, o que não se consegue com a atual estratégia de 

vacinação contra a difteria, direcionado ao estado toxêmico (SABBADINI, 2006). 

A permanente circulação mundial de amostras do bacilo diftérico 

apresentando potencial epidêmico e/ou invasor reforça a necessidade de estudos 

adicionais relativos aos mecanismos de aderência e invasão celular (VALE, 2003, 

FILARDY, 2005, HIRATA Jr et al., 2008). 

O crescente aumento no isolamento de microrganismos atoxinogênicos a 

partir de quadros invasivos, em pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes é 

relatado, sugerindo a necessidade do estudo de possíveis fatores de virulência 

diferentes da TD (REACHER et al., 2000, GOMES et al., 2009). Amostras de C. 

diphtheriae não produtoras de toxina também são capazes de ser internalizadas 

pelas células epiteliais in vitro (BERTUCCINI et al., 2004). 
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1.1.7. Situação atual no Brasil  

 

 

No Brasil, o Programa Nacional de Imunizações foi estabelecido no inicio da 

década de 70 (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 1999, FUNASA, 2002). Entretanto, 

ainda na última década, ocorreram casos de difteria nos seguintes estados do 

território brasileiro: Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceará, Espírito Santo, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Paraná, Pernambuco, Piauí, Rio 

de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondônia, Roraima, Santa Catarina, São Paulo e 

Sergipe (SISTEMA DE INFORMAÇÃO DE AGRAVOS DE 

NOTIFICAÇÃO/MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Atualmente a cobertura vacinal 

atinge 99% da população infantil, entretanto, no ano de 2008/09 foram confirmados 

89 casos de difteria.  No ano de 2010, ocorreu um surto epidêmico no Estado do 

Maranhão (SANTOS et al., 2010), os dados reafirmaram que a maior incidência de 

difteria aindo é observada no grupo de crianças em idade pré-escolar e não 

imunizadas. 

Alguns autores mostram a circulação de C. diphtheriae em nossa população 

(MATTOS-GUARALDI et al., 2003) com apenas 30% dos adultos completamente 

protegidos (DAMASCO et al., 2005).  

A Figura 1  apresenta um gráfico relacionando o coeficiente de incidência com 

a cobertura vacinal alcançada ao longo dos mais de 40 anos de campanha contra a 

difteria em território nacional. Observa-se que apesar de atingir uma cobertura em 

torno de 99% da população não se consegue erradicar a doença em nosso país 

devido à adaptabilidade do bacilo às novas condições que se apresentam em nosso 

cotidiano.  

O número de casos de difteria notificados no Brasil vem decrescendo 

progressivamente, provavelmente em decorrência do aumento da utilização da 

vacina DTP. Em 1990, foram notificados 640 casos, com coeficiente de incidência de 

0,45/100 mil habitantes, número que foi progressivamente decaindo até atingir 56 

casos em 1999 (coeficiente de incidência de 0,03/100 mil habitantes) e 58 casos em 

2000 (coeficiente de incidência de 0,03/100 mil habitantes). Nos anos subseqüentes, 

o número de casos não ultrapassou 50 por ano e o coeficiente de incidência por 100 

mil habitantes manteve-se em torno de 0,03. Em 2003, confirmaram-se 40 casos da 

doença, com coeficiente de incidência de 0,02/100 mil habitantes. A cobertura 
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vacinal com a DTP vem se elevando neste período, passando de 66%, em 1990, 

para 95%, em 2003. A letalidade esperada varia de 5% a 10%, atingindo 20% em 

certas situações. No Brasil, este indicador tem apresentado elevações e 

diminuições, sendo de 8,6%, 18,8% e 22%, em 2000, 2001 e 2002, respectivamente 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010).  

 

 

 
Figura 1. Coeficiente de incidência da difteria e cobertura vacinal pela vacina DTP no Brasil 

(1990-2008). 
 

 

Apesar da excelente taxa de cobertura, SIMONSEN e colaboradores (1986), 

afirmam que a concentração de anticorpos protetores em indivíduos adultos 

decresce 10% ao ano. A importância de programas de reforço vacinal na população 

adulta foi comprovada por ÖLANDER e colaboradores (2009) na Finlândia. Dados 

disponíveis na literatura relativos à cobertura vacinal de indivíduos jovens e adultos 

no Brasil são escassos. Investigações soro-epidemiológicas demonstraram 

diferenças nos níveis de proteção contra a doença entre indivíduos residentes nos 

diferentes estados brasileiros. Em estudo realizado em São Paulo foi demonstrado 

que todos os indivíduos entre 10 e 20 anos receberam o esquema vacinal infantil e 

apenas 23,1% deles não receberam doses de reforço nos últimos 10 anos. Além 

disso, 86% apresentaram-se imunes contra a difteria (DINELLI et al., 2007). Outro 
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estudo demonstrou que 84% da população analisada, de diversas faixas etárias, 

estava completamente protegida contra a difteria (DIVINO-GOES et al., 2007). Por 

outro lado, estudos realizados no Rio de Janeiro relataram a susceptibilidade à 

difteria da população de adultos sadios de diferentes faixas etárias (DAMASCO et 

al., 2005, PIMENTA et al., 2006, SPERANZA et al., 2010).  A susceptibilidade à 

difteria em adultos também tem sido observada em outros países como a Turquia 

(CAVUS et al., 2007). Estes dados enfatizaram a importância da aplicação de doses 

de reforço com o toxóide diftérico a fim de evitar decréscimos nos níveis de 

anticorpos da população (CAVUS et al., 2007, DINELLI et al., 2007). 

Embora a difteria esteja entre as doenças mais bem estudadas, a 

preocupação dos órgãos de saúde pública com a possibilidade de uma pandemia é 

constante, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos. 

Tal fato se deve a permanência do agente etiológico circulando na população 

(GUBLER et al., 1990, EFSTRATIOU; GEORGE, 1998, GOLAZ et al., 2000, 

DEWINTER et al., 2005, DE ZOYZA et al., 2005). Segundo GOLAZ e colaboradores 

(2000), o C. diphtheriae toxinogênico permaneceu na comunidade, apesar de 

decorridos 20 anos sem o relato de casos de difteria em Dakota do Sul, EUA. 

DEWINTER e colaboradores (2005) mencionaram o Canadá como um potencial 

reservatório de amostras de bacilo diftérico produtoras de toxina. Todos estes casos 

enfatizam, mais uma vez, a necessidade de novas estratégias de vacinação mais 

eficazes, direcionadas a indivíduos de todas as idades e de diferentes grupos 

étnicos, uma vez que a introdução de amostras toxinogênicas em uma população 

susceptível pode resultar em um surto de difteria (GOLAZ et al., 2000). 

Devido à severidade dos quadros clínicos causados pelas cepas de C. 

diphtheriae, torna-se importante a identificação cuidadosa das amostras de 

bastonetes Gram positivos nos laboratórios de microbiologia clínica, visto que as 

amostras fermentadoras de sacarose são passíveis de serem confundidas com 

difteróides e identificadas como Corynebacterium spp, principalmente quando 

provenientes de pacientes que não apresentam sinais e sintomas de difteria, mas 

que portam o bacilo atoxinogênico (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991b).  

PIMENTA e colaboradores (2008c) relataram a utilidade do teste de DNAse na 

diferenciação de C. diphtheriae de outros corineformes na rotina de laboratórios de 

microbiologia. A importância de ensaios de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

para a detecção do C. diphtheriae e diferenciação de amostras atoxinogênicas das 
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toxinogênicas também foi ressaltada (PIMENTA et al., 2008a, PIMENTA et al., 2008 

b). 

No Brasil, apesar do número decrescente, casos de difteria ocorrem em 

diversas regiões todos os anos (Tabela 1 ) muito embora não possamos contar com 

um sistema de vigilância apropriado e que minimize as subnotificações. Estes dados 

nos levam a crer na ocorrência desubnotificações, ainda mais se levarmos em conta 

as diferenças regionais tão marcantes em nosso país. 

 

Tabela 1. Casos confirmados no Brasil por região (1997-2006). 

 

 

 

No Brasil, a difteria ainda pode ocorrer em crianças com esquema de 

vacinação com DTP incompleto e na idade pré-escolar (GUIA BRASILEIRO DE 

VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA/MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998). Condições de 

higiene e saneamento precárias, assim como imunização incompleta da população 

ocasionaram, na década de 80, surtos isolados em algumas regiões do Brasil, como 

Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Amazonas e Santa Catarina 

(MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991b, FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993, 

MACAMBIRA et al., 1994). Entre 1969 e 1985, a difteria atingiu principalmente 
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crianças com idade igual ou inferior a 10 anos no Rio de Janeiro. No município de 

São Paulo, crianças com 7, 8 e 9 anos apresentaram susceptibilidade à doença de 

31%, 14% e 5%, respectivamente, enquanto que indivíduos de 10 anos mostraram-

se protegidos (KOOPMAN; CAMPBELL, 1975). Com a implantação da vacinação em 

massa pelo Programa Nacional de Imunização (PNI) e adequação do calendário de 

vacinação este cenário apresentou mudanças significativas (Tabela 1 e Figura 1 ). 

Os dados suprarreferidos indicam que se deve enfatizar a importância da 

aplicação de doses de reforço com o toxóide diftérico a fim de evitar decréscimos 

nos níveis de anticorpos da população (CAVUS et al., 2007, DINELLI et al., 2007).  

MATTOS-GUARALDI e colaboradores (2001) descreveram a ocorrência de 

um caso de difteria, no ano de 1999, em paciente que declarou ter sido submetido 

ao esquema completo de imunização infantil e às doses de reforço dois anos antes. 

O quadro toxêmico iniciou-se após a participação do mesmo, durante cinco dias 

consecutivos, de reuniões no Rio de Janeiro com profissionais europeus. 

Subsequentemente ao isolamento, a amostra foi caracterizada como pertencenteà 

subespécie gravis, toxinogênica e não fermentadora de sacarose, sendo esta a 

principal subespécie circulante na Europa e responsável pela maioria dos casos de 

difteria naquele mesmo período. Depois de implantado o programa de imunização 

na França, os casos clássicos de difteria praticamente desapareceram, passando a 

ser observados principalmente casos da doença em indivíduos que haviam 

retornado de viagens para países endêmicos, incluindo indivíduos vacinados e que 

receberam doses de reforço pouco tempo antes da doença (BONMARIN et al., 

2009). É importante ressaltar que as condições imunológicas gerais do hospedeiro, a 

dose infectante e a virulência do clone bacteriano parecem ser fatores adicionais 

que influenciam na vulnerabilidade à difteria dos indivíduos vacinados (HOGG et al., 

2009, POPOVIC et al., 2000).  
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1.2. Corynebacterium ulcerans 

 

 

1.2.1. Aspectos microbiológicos  

 

 

O gênero Corynebacterium pertence ao grupo de bastonetes Gram positivos 

irregulares, de crescimento aeróbico, imóveis, não esporulados e catalase positivos. 

Foram descritas mais de sessenta espécies, sendo a maioria isolada de humanos e 

animais (KHAMIS et al., 2004).  

A espécie Corynebacterium ulcerans foi descrita por Gilbert & Stewart em 

1926 como não pertencente aos biotipos de C. diphtheriae após a caracterização de 

31 amostras obtidas a partir de 1920. Os microrganismos, gelatinase-positivos e 

nitrato-positivos, incluídos nesta espécie foram capazes de causar lesões 

dermonecróticas em decorrência da produção de toxina solúvel diferente da toxina 

diftérica.  

Além dos quadros de difteria clássica (respiratória e cutânea), C. ulcerans tem 

sido relacionado com quadros pulmonares diversos (SIEGEL et al., 1985, DESSAU 

et al., 1995, HOMMEZ et al., 1999, HATANAKA et al., 2003, NUREKI et al., 2007, 

MATTOS-GUARALDI et al., 2008), sinusite necrotizante (WELLINGHAUSEN et al., 

2002), além de outros (SING et al., 2003).  

A análise filogenética de seqüências do gene 16S rRNA permitiu identificar C. 

diphtheriae, C. ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis como espécies  

distintas potencialmente produtoras de toxina diftérica (RIEGEL et al., 1995). C. 

ulcerans e C. pseudotuberculosis são microrganismos capazes de hidrolisar a uréia, 

o que os diferencia presuntivamente da espécie tipo do gênero, o C. diphtheriae. 

 

 

1.2.2. Aspectos epidemiológicos  

 

 

Inicialmente, os casos de faringite diftérica causada por C. ulcerans em 

humanos estavam geralmente relacionados a áreas rurais. C. ulcerans tem sido 
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isolado de gado bovino com quadros clínicos de mastite e de produtos lácteos, 

sugerindo que o consumo de leite e derivados poderia estar envolvido na 

transmissão do microrganismo. A descrição de um caso de infecção em indivíduo 

que relatou o hábito de consumir leite não fervido/pasteurizado e de um fazendeiro 

portador nasal assintomático do microrganismo revelou o potencial do C. ulcerans de 

circular entre hospedeiros humanos e animais, e de causar difteria de natureza 

zoonótica (HIGGS et al., 1967, BOSTOCK et al., 1984, HART, 1984, BARRETT, 

1986, HOMMEZ et al., 1999). 

Relatos de casos clínicos vêm apontando outros animais domésticos, além 

dos bovinos e caprinos, como sendo capazes de transmitir o microrganismo a 

hospedeiros humanos, inclusive cães e gatos. No Reino Unido, foram analisadas 81 

amostras toxinogênicas de C. ulcerans de origens diversas.  No período de 1986 a 

2003, foram isoladas 50 amostras de humanos e sete amostras oriundas de gatos 

domésticos que apresentavam corrimento nasal bilateral. Os microrganismos 

isolados dos gatos eram pertencentes aos mesmos ribotipos de C. ulcerans isolados 

de humanos infectados, sugerindo a possibilidade de gatos serem capazes de atuar 

como reservatório de C. ulcerans (TAYLOR et al., 2002, DE ZOYSA et al., 2005). 

Recentemente, houve casos relatados de pacientes humanos que não 

apresentavam fatores de risco associados às infecções por C. ulcerans, tais como 

consumo de leite crú ou ter contato com animais de fazenda provocando um 

aumento da preocupação sobre a transmissão de C. ulcerans entre pequenos 

animais e entre seres humanos (DEWINTER et al., 2005, DE ZOYZA et al., 2005, 

LARTIGUE et al., 2005, AARON et al., 2006, MATTOS-GUARALDI et al., 2008, 

SETO et al., 2008, TIWARI et al., 2008, KATSUKAWA et al., 2009). 

Nos últimos anos a maior parte dos casos de difteria notificados na Europa 

(BONMARIN et al., 2009, HOGG et al., 2009, SCHUHEGGER et al., 2009, 

LEGGEETT et al., 2010), Japão (KATSUKAWA et al., 2009) e EUA (HALL et al., 

2010) tem C. ulcerans como agente apresentando como reservatório inicial animais 

sejam eles domésticos ou não. 

Em 2005 e 2006, dois casos de difteria causados por C. ulcerans foram 

descritos na França (LARTIGUE et al., 2005, AARON et al., 2006).  Em ambos os 

casos, a principal característica foi que a fonte de infecção era o cão de estimação, 

enfatizando a natureza zoonótica de transmissão do microrganismo (AARON et al., 

2006).  Foi realizada a pesquisa de portadores/contactantes, não sendo isolado o 
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microrganismo. Mesmo assim, os contactantes foram tratados com administração de 

amoxicilina ou eritromicina, no caso de alergia ao primeiro antibiótico (LARTIGUE et 

al., 2005). A transmissão do microrganismo homem a homem, no entanto, ainda não 

foi bem documentada (BOSTOCK et al., 1984, HART, 1984, BARRET, 1986, 

MATTOS-GUARALDI et al., 2008, TIWARI et al., 2008). 

O crescente número de casos de infecções por C. ulcerans em cães e 

gatosocorridos nos últimos cinco anos ressalta a importância de se ampliar o 

conhecimento relativo aos aspectos epidemiológicos desta zoonose emergente (DE 

WINTER et al., 2005, DE ZOYSA et al. 2005, LARTIGUE et al., 2005, AARON et al. 

2006, SETO et al., 2008, KATSUKAWA et al., 2009, SYKES et al., 2010). 

Conforme apresentado na Tabela 2 , além dos quadros de difteria clássica 

(respiratória e cutânea), amostras de C. ulcerans também têm sido relacionadas com 

outros quadros de infecção em humanos, tais como sinusite, tonsilite, faringite, 

pneumonia e peritonite. Um número crescente de casos de infecções pelo C. 

ulcerans ocorridos em diversas espécies de animais tem sido descrito na literatura 

internacional e está apresentado na Tabela 3 . 

Nos países em desenvolvimento o número de casos reportados é bastante 

reduzido, na América Latina temos casos descritos em humanos apenas no Brasil 

(MATTOS-GUARALDI et al., 2008) e em animais na Argentina (MORRIS et al., 

2005). Além destes raros casos descritos na America Latina, não há registros na 

literatura disponível de isolamento de amostras de C. ulcerans na Índia, China, 

Oceania e todo o continente africano. Não podemos deixar de aventar a hipótese de 

ocorrer a circulação do patógeno pelos diferentes continentes e de que possa haver 

sub-notificação de casos, principalmente em países em desenvolvimento, pelo fato 

de não existir disponibilidade de redes de laboratórios habilitados para o isolamento 

e identificação da espécie. Além do Reino Unido, poucos são os países que 

apresentam rotinas laboratoriais estabelecidas e que exijam a notificação 

compulsória de infecções humanas pelo C. ulcerans e que contemple, também, o 

isolamento de amostras atoxinogênicas.  
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TABELA 2. Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.  

 

País/Ano/ 
Referencia 

 
N°. 

Casos 
/Sexo 

 

Idade/ 
Vacinação 

infantil 
Quadro Clínico 

Exame de 
Material Clínico 

Produção 
de toxina Desfecho/Observações 

Inglaterra/1984/ 
Bostock 1984 01/ M Adulto/ND  

 
Assintomático 
 

Swab nasal ND 
Recuperado/ Vacas e amostras de 
leite positivas para C. ulcerans 

 
Inglaterra/1984/ 
Hart 1984 
 

01/ F Adulto/ND Faringite Swab orofaringe Positiva 

 
Inglaterra/1984/ 
Hart 1984 
 

01/M 
Criança (12 anos)/ 
Sim 

Assintomático Swab orofaringe Positiva 

Recuperado/ Vacas e amostras de 
leite positivas para C. ulcerans 

 
Dinamarca/1987/ 
Pers 1987 
 

01/ M 
Criança (9 anos)/ 
Sim 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva ND 

 
Dinamarca/1956-
1989/Nielsen 1991 
 

02/ND  ND ND ND Positiva ND/ Clone idêntico ao da Suécia 

 
Suíça/1990/ 
Gubler 1990 
 

01/M 
Adulto (63 anos) 
/ND 

Difteria clássica com 
miocardite 

Pseudomembrana Negativa ND 

 
Inglaterra/1990/ 
Leek 1990 
 

01/F 
Adulto (73 anos) 
/ND 

Difteria clássica Pseudomembrana Positiva Óbito 

ND – não determinado
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TABELA 2 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.  

 

 
Inglaterra/1992/ 
Carpentier 1992 
 

01/F 
Adulto (44 anos)/ 
Sim 

Faringite, disfagia e 
hemorragia 

Biopsia tecido nasal 
necrosado  

Positiva Recuperado 

 
Inglaterra/1994/ 
Kisely 1994 
 

01/ F 
Criança (9 anos)/ 
Sim 

Faringite macular e rash 
cutâneo 

Swab orofaringe Positiva 
Recuperado/ Visitou a fazenda duas 
semanas antes 

 
Alemanha/1994/ 
Hust 1994 
 

01/F 
Adulto (42 
anos)/Sim 

Difteria clássica 
Fragmento de 
pseudomembrana 

Positiva Recuperado/ Contactantes negativos 

 
Dinamarca/1995/ 
Dessau 1995 
 

01/M 
Adulto (56 anos) 
/ND 

Tosse e vários nódulos 
pulmonares 

Histopatologia dos 
nódulos Negativa Recuperado 

 
USA/1997/ 
CDC 1997 
 

01/F 
Adulto (54 anos) 
/ND 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva Recuperado 

Inglaterra/2000/ 
CDC 2000 03/F  ND 

1 Difteria clássica; 2 
infecções de garganta  Swab orofaringe 

Todas 
Positivas 

Óbito; recuperados/ Soroterapia; 
pesquisa de contactantes negativa; 
habitantes de área rural 

 
Alemanha/2001/ 
Wagner 2001 
 

01/F 
Adulto (71anos)/ 
Sim 

Lesões cutâneas na tíbia 
(10 meses) 

Swab orofaringe e 
cutâneo 

Positiva 
fraca 

Recuperado  

 
Alemanha/2002/ 
Wellinghausen 
2002 
 

01/M 
Adulto (77 anos) 
/ND 

Sinusite necrótica, febre, 
tosse e rinorréia 

Secreção nasal Positiva 
Óbito/ Habitante de área rural; óbito de 
vaca com descarga nasal na semana 
anterior 

ND – não determinado
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TABELA 2 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional. 
 
 

 
Suíça/2002/ 
Kaufmann 2002 
 

01/F 
Adulto (71 anos) / 
Sim e reforço na 
idade adulta 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva Recuperado 

 
Alemanha/2003/ 
Sing 2003 
 

01/ M 
Adulto (40 anos) 
/ND 

Lesão cutânea Swab cutâneo Positiva Recuperado 

 
Holanda/2003/ 
Van Dam 2003 
 

01/F 
Adulto (58 anos) 
/ND 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva Recuperado 

 
Japão/2003/ 
Hatanaka 2003 
 

01/F 
Adulto (52 anos) 
/ND 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva 
Recuperado/ Óbito de gato com 
descarga nasal anterior a internação 

 
Italia/2003/ 
Von Hunolstein 
2003 
 

01/F 
Adulto (75 anos) 
/ND 

Difteria clássica ND Positiva Recuperado 

França/2005/ 
Lartigue 2005 

01/F 
Adulto (47 anos) 
/Sim 

Difteria clássica  Swab orofaringe  Positiva 
Recuperado/ Cão com lesão labial 
crônica positiva para C. ulcerans; 
pesquisa negativa de 88 contactantes 

 
Canada/1999-2003/ 
Dewinter 2005 
 

03/ND ND 
Lesões cutâneas e 
portador de cateter renal  Swab cutâneo e cateter Positiva ND 

ND – não determinado
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TABELA 2 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.  
 
 

 
França/2006/ 
Aaron 2006 
 

01/F 
Adulto (70 
anos)/durante o 
tratamento 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva 
Recuperado/ Pesquisa negativa de 56 
contactantes; cão portador 
assintomático (swab nasal ) 

 
Japão/2007/ 
Nureki 2007 
 

01/M 
Adulto (55 anos) 
/ND 

Quadro pulmonar, tosse, 
febre e perda de peso 

Biopsia tecido pulmonar Positiva Recuperado 

 
Inglaterra/2007/ 
Elden 2007 
 

01/M 
Adulto (50 anos) 
/ Sim 

Faringite, laringite edor 
abdominal 

Swab orofaringe Positiva 
Recuperado/ Pesquisa negativa de 
contactante  

Brasil/2008/ 
Mattos-Guaraldi 
2008 

01/F 
Adulto (80 anos) 
/ND 

Lesão cutanea com 
pseudomembrana e 
pneumonia 

Aspirado traqueal Positiva 
Óbito/ Habitante de região 
metropolitana 

USA/2008/ 
 Tiwari 2008 01/M 

Adulto (77 anos) 
/ND 

Difteria clássica com 
pseudomembranaem 
todo o trato respiratório 

Swab orofaringe Positiva Óbito/ Habitante de área rural  

 
USA/2008/ 
Tiwari 2008 
 

01/F 
Adulto (66 anos) 
/ND 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva Recuperado/ Habitante de área rural 

 
Japão/2001/ 
Seto 2008 
 

01/F 
Adulto (52 anos) 
/ND 

Faringite Swab orofaringe Positiva Recuperado 

 
Japão/2005/ 
Seto 2008 
 

01/M 
Adulto (57 anos) 
/ND 

Febre e parotidite 
epidêmica – Caxumba 

Swab orofaringe Positiva Recuperado 

ND – não determinado
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TABELA 2 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.  

 

 
Japão/2005/ 
Seto 2008 
 

01/M 
Adulto (51 anos) 
/ND 

Lesão pulmonar Lesão Pulmonar Positiva Recuperado 

 
Japão/2005/ 
Seto 2008 
 

01/F 
Adulto (58 anos) 
/ND 

Difteria clássica Swab orofaringe Positiva Recuperado 

Alemanha/2009/ 
Schuhegger 2009 

01/F 
Adulto (56 anos) / 
Vacinada em 1960 
e em 1998 

Difteria clássica e 
disfagia 

Swab orofaringe Positiva Recuperado  

 
Inglaterra/2009/ 
Hogg 2009 
 

01/F Adulto (idoso) /ND Sinais de difteria Swab orofaringe e nasal  Positiva Óbito/ Habitante de área rural 

 
Inglaterra/2006/ 
Hart 2010 
 

01/F Adulto (idoso) /ND Amigdalite Swab orofaringe Positiva 
Óbito/ Dois cães positivos para C. 
ulcerans 

 
Inglaterra/2010/ 
Taylor 2010 
 

01/M 
Adulto (20 anos) 
/ND 

Tonsilite e dor de 
garganta 

Swab orofaringe Positiva Recuperado 

 
Japão/2010/ 
Komiya 2010 
 

02/ND ND ND Swab orofaringe Positiva ND 

 
Japão/2010/ 
Kimura 2010 
 

01/F 
Adulto (55 anos) 
/ND 

Dor abdominal e fluido 
abdominal turvo 

Cultura do liquido 
peritonial 

Negativa Recuperado 

ND – não determinado
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 TABELA 3. Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais relatados na literatura internacional. 
 

Hospedeiro País/Ano/ 
Referência 

Produção 
de Toxina 

Quadro Clínico Observações 

 
CASOS POR C. ULCERANS 
 
 
Gato 

 
Usa/2010/ 
Hall 2010 

 
Negativa 

 
Otite severa 

 
Pesquisa de contactantes: 3 Gatos positivos e 1  
humano negativo / Corynebacterium belfanti 

 
Cavalo 

 
Irlanda/2010/ 
Leggett 2010 

 
Positiva 

 
Lesão cutanea (8 meses) 

 
Swab de pus positivo; Animal se recuperou 
Pesquisa negativa de contactante  

 
Macaco 
 

 
Usa/1972/ 
May  1972 

 
ND 

 
ND 

 

 
Macaco 
 

 
Usa/1974/ 
Fox 1974 

 
ND 

 
Mastite 

 

 
Macaco 

 
Romênia/1977/ 
Panaitescu 1977 

 
ND 

 
Dermatite granulosa 

 
Total de 272 macacos examinados 

 
Vacas 
 

 
Inglaterra/1984/ 
 Bostock 1984 

 
ND 

 
Portadores assintomáticos 

 
Proprietário recuperado; animais pesquisados como contactantes 

 
Vacas 
 

 
Inglaterra/1984/ 
Hart 1984 

 
Positiva 

 
Portadores assintomáticos 

 
Proprietário recuperado; animais pesquisados como contactantes 

 
63 Esquilos 
 

 
Canadá/1988/ 
Olson 1988 

 
Positiva 

 
Portadores assintomáticos 

 
Do total de 350 esquilos pesquisados, 6 vieram a óbito  e os  57 
sobreviventes receberam antibioticoterapia 

 
26 Macacos Rhesus 
 

 
Usa/2000/ 
Bergin 2000 

 
Negativa 
 

 
Submetidos a implantes de 
pele cefálica 

 
56% positivos em swabs cutaneos e 3% em swabs orofaringeos 

ND – não determinado
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TABELA 3 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais relatados na literatura internacional. 

 
 
Camelo 
 

 
Espanha/ 2000/ 
Tejedor 2000 

 
ND 

 
Linfadenite caseosa  

 
ND 

 
2 Gatos 
 

 
Escócia/ 2002/ 
Taylor 2002 

 
Positiva 

 
Descarga nasal 

 
Swab nasal positivo; Pesquisa negativa de contactante 

 
2 Lontras 
 

 
Inglaterra/2002/ 
 Foster 2002 

 
Positivas 

 
1 Achada morta  

 
Isolados em tecido pulmonar; Amostras Idênticas 

 
7 Gatos 

 
Inglaterra (Entre 1986 e 
2003)/De Zoysa 2005 

 
Todas 
Positivas 

 
Descarga nasal bilateral 

 
Os animais se recuperaram; comparou os 7 isolados de gatos com 50 
isolados humanos  

 
Cão 
 

 
França/2005/  
Lartigue 2005 

 
Positiva 

 
Lesão labial crônica 
 

 
Animal eutanasiado; swabs de lesão cutânea, tonsilas e nariz positivos 

 
Cabra 
 

 
Argentina/2005/  
Morris 2005 

 
ND 

 
Andando em círculos e 
tique nervoso 

 
Animal eutanasiado; colheita do abcesso cerebral e líquor 

 
Cão 
 

 
França/2006/ 
Aaron 2006 

 
Positiva 

 
Portador assintomático 

 
Proprietário recuperado; cão pesquisado como contactante 

 
2 Orcas 

 
Japão/ 2004/ 
Seto 2008 

 
Positivas 

Pneumonia purulenta 
 Fêmea apresentou perda 
de peso e febre  

 
Óbito da fêmea; isolado em sangue e pulmão (em ambas); Macho dividia 
a piscina 

 
Leoa 
 

 
Japão/ 2008/ 
Seto 2008 

 
Negativa 

 
Sepse 

 
Colhida no sangue junto com Streptococcus e Staphylococcus 

ND – não determinado
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TABELA 3 (CONT.). Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais relatados na literatura internacional. 
 

 
Cão 
 

 
Japão/ 2009/  
Katsukawa 2009 

 
Positiva 

 
Portador assintomático 

 
Colheita de swab orofaríngeo de 65 cães saudáveis  

 
2 Cães 
 

 
Inglaterra/2006/ 
 Hart 2010 

 
Positiva 

 
Portadores assintomáticos 

 
Óbito de proprietário; cães pesquisados como contactantes 

 
Cão 
 

 
Usa/ 2010/ 
Sykes 2010 

 
Negativa 

 
Broncopneumonia 

 
Sem pesquisa de contactantes; 2 cepas diferentes 

 
CASOS POR C. DIPHTHERIAE 
 
 
Gato 
 

 
Usa/2010/ 
Hall 2010 

 
Negativa 

 
Otite severa 

 
Pesquisa de contactantes: 3 Gatos positivos e 1  
humano negativo / Corynebacterium belfanti 

 
Cavalo 
 

 
Irlanda/2010/ 
Leggett 2010 

 
Positiva 

 
Lesão cutanea (8 meses) 

 
Swab de pus positivo; Animal se recuperou 
Pesquisa negativa de contactante  

ND – não determinado
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Ensaios de ribotipagem também têm sido realizados para determinar a 

relação genética (ribotipos) entre os microrganismos isolados desses animais e os 

relacionados com processos infecciosos em humanos. A análise molecular dos 

microrganismos através da técnica de ribotipagem também permitiu demonstrar que 

a amostra de C. ulcerans isolada de humanos na Itália era pertencente a um mesmo 

ribotipo encontrado em amostras isoladas na Inglaterra naquele mesmo período 

(VON HUNOLSTEIN et al., 2003). 

Ainda não foram totalmente esclarecidas as causas que vêm contribuindo 

para o aumento do número de casos de infecção pelo C. ulcerans em humanos e 

animais domésticos (Tabelas 2 e 3 ). Uma vez que foram observados ribotipos 

predominantes relacionados com processos infecciosos em humanos e animais, é 

possível que algumas amostras de C. ulcerans estejam apresentando fatores de 

virulência adicionais decorrente de pressão seletiva, associado às condições socio-

econômicas desfavoráveis, incluindo áreas de superpopulação predominada por 

condições higiênico-sanitárias inadequadas.  

Adicionalmente, em alguns países, tais como os Estados Unidos, o número 

de animais domésticos que vivem no interior dos lares, circulando em áreas tais 

como cozinhas e quartos de dormir tem sido bastante significativo (MARQUEZI, 

2007), favorecendo o processo de transmissão de diversos agentes e zoonoses para 

os seres humanos, possivelmente também o C. ulcerans (LARTIGUE et al., 2005, 

AARON et al., 2006). 

 

 

1.2.3. Fatores de virulência 

 

 

Algumas amostras possuem a capacidade de produzir toxinas 

dermonecróticas e formação de pseudomembranas nas superfícies cutâneo-

mucosas, o que lhes confere a capacidade de mimetizar quadros clássicos de 

difteria respiratória e cutânea (WAGNER et al., 2001, DEWINTER et al., 2005), além 

de quadros invasivos tais como síndromes clínicas no trato respiratório inferior, como 

pneumonia (SIEGEL; HAILE, 1985, HOMMEZ et al., 1999, HATANAKA et al., 2003) 

e nódulos pulmonares granulomatosas (DESSAU et al., 1995). 
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Segundo CARPENTIER e colaboradores (1992) o microrganismo pode 

produzir quadros clínicos diversos dependendo do tipo e quantidade de toxina 

secretada. 

Diversos estudos têm investigado os mecanismos de patogenicidade, além da 

produção de toxina diftérica em amostras de C. diphtheriae (MATTOS-GUARALDI et 

al., 2000, COLOMBO et al., 2001, HIRATA Jr et al., 2002, MOREIRA et al., 2003, 

SOUZA et al., 2003, HIRATA Jr et al., 2004), entretanto, pouco tem sido 

documentado sobre os fatores de virulência de C. ulcerans. 

Dentre alguns dos mecanismos de virulência descritos podemos destacar os 

lipídios tóxicos associados à parede celular que podem mediar à resistência 

bacteriana ao ataque dos fagócitos (HARD, 1975). À semelhança do 

Corynebacterium pseudotuberculosis, C. ulcerans é capaz de produzir uma 

exotoxina do tipo fosfolipase D (PLD), que atua como uma esfingomielinase, sendo 

capaz de aumentar localmente a permeabilidade vascular contribuindo para 

disseminação do patógeno nos tecidos do hospedeiro (HODGSON et al., 1992).  

Atualmente a PLD é o fator de virulência mais importante observado durante 

infecção por C. pseudotuberculosis (MCNAMARA et al., 1995, BERGIN et al., 2000, 

MATTOS-GUARALDI et al., 2008). 

A frequente ocorrência de sangramento nasal durante infecções por C. 

ulcerans em seres humanos já foi explicada pelos efeitos da toxina 

(WELLINGHAUSEN et al., 2002). 

A ocorrência de necrose e ulceração da mucosa foi atribuída também à 

produção de TD e PLD. As lesões de pele que mimetizam a difteria cutânea tipica 

(WAGNER et al., 2001) ou da árvore traqueobrônquica coberta por uma 

pseudomembrana (VAN DAM et al., 2003), hemorragia (CARPENTIER et al., 1992, 

WELLINGHAUSEN et al., 2002) e linfonodos cervicais com a morte celular por 

apoptose foram também explicados como efeitos da TD produzida pelo C. ulcerans 

(LEEK et al., 1990). Infecções por C. ulcerans podem produzir graves síndromes 

clínicas no trato respiratório inferior (NUREKI, 2007), ocasionalmente associados 

com sinais de síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS) com coagulação 

intravascular disseminada (DEWINTER et al., 2005).  

Sinais de faringeotraqueobronquite pseudomembranosa e miocardite também 

foram observadas em casos de difteria nos pacientes idosos causada por cepas 
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produtoras de toxina específica do C. ulcerans não produtoras de TD (GUBLER et 

al., 1990)  

A preocupação de que o C. ulcerans poderia apresentar o potencial de 

emergir como patógeno capaz de albergar o bacteriófago codificador da toxina 

diftérica e, portanto, causar quadros de difteria clássica não é recente. Estudos 

demonstraram que alguns bacteriófagos teriam seletividade sobre C. ulcerans não 

induzindo a produção de TD (HENRIKSEN, 1955). Contudo, também foi constatada 

a capacidade do bacteriófago β infectar amostras de C. diphtheriae, C. 

pseudotuberculosis e C. ulcerans, constituindo risco para o surgimento de quadros 

de difteria causados por tais espécies (SING et al., 2003; AARON et al., 2006; 

SCHUHEGGER et al., 2009). A variabilidade na capacidade de produção de toxina 

diftérica entre as amostras de C. ulcerans já foi constatada(WONG; GROOMAN, 

1984, GROMAN et al., 1984), apesar da maioria das amostras isoladas de quadros 

clínicos em humanos ser capaz de produzir a toxina diftérica (CDC, 1997, 

KAUFMANN, 2002, DEWINTER et al., 2005, LARTIGUE et al., 2005). 

Tanto nos países industrializados, quanto nos países em desenvolvimento, 

têm sido observadas amostras de C. ulcerans capazes de produzir exotoxina 

apresentando características genotípicas diferentes da toxina produzida pelo C. 

diphtheriae (VERTIEV et al., 1981, SING et al., 2005, CASSIDAY et al., 2008, 

MATTOS-GUARALDI et al., 2008). 

Amostras de C. ulcerans já foram isoladas de quadros toxêmicos, apesar da 

produção de toxina não ter sido comprovada através dos ensaios específicos e 

rápidos (PCR) para a produção de toxina diftérica, sugerindo variabilidade na toxina 

produzida por C. ulcerans. Foram observadas variações na sequência nucleotídica 

entre o gene tox do C. diphtheriae e de algumas amostras de C. ulcerans (SING et 

al., 2003). Resultados atípicos também foram evidenciados após o desenvolvimento 

de reações de amplificação pela PCR em tempo real (CASSIDAY et al., 2008). Estes 

fatos podem contribuir para que os indivíduos vacinados com toxóide diftérico ou 

submetidos à soroterapia não apresentem proteção total contra as infecções 

causadas pelo C. ulcerans. 

Algumas amostras isoladas de pacientes apresentando quadro de infecção 

extrafaringeal apresentaram diferenças nas sequências da toxina diftérica, 

predominantemente nos domínios de translocação e de aderência. Os 

sobrenadantes de culturas dessas amostras apresentaram potencial toxinogênico 
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muito menor do que os sobrenadantes de culturas de C. diphtheriae. Estes achados 

estimularam o desenvolvimento de um ensaio de PCR específico para a toxina 

diftérica produzida por este grupo de amostras de C. ulcerans (SING et al., 2003) 

diferente do utilizado para C. diphtheriae (PALLEN et al., 1994).  

 

 

1.2.4. Aspectos clínicos 

 

 

De modo geral, as infecções diftéricas causadas pelo C. ulcerans têm sido 

relacionadas com pacientes que não receberam dose-reforço de toxóide diftérico, 

resultados negativos na pesquisa de portadores/contactantes e fonte de 

contaminação indeterminada (VAN DAM et al., 2003). 

Microrganismos pertencentes à espécie C. ulcerans vem sendo motivo 

crescente de preocupação das autoridades em Saúde Pública em diversos países 

industrializados, incluindo a Inglaterra (ELDEN et al., 2007), França (AARON et al., 

2006), Alemanha (SING et al., 2005), Holanda (VAN DAM et al., 2003), Itália (VON 

HUNOLSTEIN et al., 2003), Suíça (GUBLER et al., 1990; KAUFMANN et al., 2002), 

Dinamarca (NIELSEN et al., 1991), Japão (HATANAKA et al., 2003), Canadá 

(DEWINTER et al., 2005) e Estados Unidos (CDC, 1997, CDC, 2000, TIWARI et al., 

2008). 

Além dos quadros de difteria clássica (respiratória e cutânea) o C. ulcerans 

também tem sido relacionado com diversos quadros de infecção em humanos, 

conforme apresentado na Tabela 2 . Dentre os casos relatados na literatura onde foi 

possível determinar o sexo dos pacientes, foi observada uma predominância em 

indivíduos do sexo feminino (n=24; 65%). Vale destacar que a maioria das infecções 

animais pelo C. ulcerans foi observada em fêmeas e relacionada com quadros de 

mastites (Tabela 3 ). 

Casos clínicos relacionados ao C. ulcerans ocorridos em outras espécies de 

animais têm sido descritos na literatura: macacos (MAY, 1972, FOX; FROST, 1974, 

PANAITESCU et al., 1977, BERGIN et al., 2000), esquilos (OLSON et al., 1988), 

camelos (TEJEDOR et al., 2000), lontras (FOSTER et al., 2002) e caprinos 

(MORRIS et al., 2005) (Tabela 3 ). 
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A transmissão homem-a-homem do C. ulcerans ainda não foi concretamente 

reportada, mas vários pesquisadores recomendam o isolamento de pacientes 

infectados (KISELY et al., 1994, CDC, 1997). A rápida identificação dos portadores 

poderia ser otimizada com o uso de um novo meio de cultura contendo fosfomicina, 

que poderia ser preparado em qualquer laboratório de rotina (LARTIGUE et al., 

2005). 

No primeiro e único caso clínico de infecção humana por C. Ulcerans 

reportado no Brasil (MATTOS-GUARALDI et al., 2008), o histórico de vacinação da 

paciente era desconhecido bem como a fonte de infecção. Foi observado que alguns 

dias após a morte da paciente e consequentemente após a exposição ao patógeno, 

um dos profissionais de saúde envolvido no caso apresentou um quadro de faringite 

e iniciou imediatamente antibioticoterapia com eritromicina antes da coleta de 

material para cultura e identificação. Muito embora a cultura tenha apresentado 

resultado negativo, o paciente apresentou sinais de miocardite detectados após 

exames cardiológicos clínicos incluindo ecocardiografias e repetidos 

eletrocardiogramas. 

 

 

1.2.5. Situação atual no Brasil 

 

 

Em Agosto de 2010 o Ministério da Saúde emitiu através de Nota Técnica 

(BRASIL, 2010) um alerta sobre a situação da difteria no Brasil. Este documento 

informa que foram observadas mudanças no perfil clínico-epidemiológico da doença, 

tais como ausência de pseudomembranas e desvio de faixa etária, e que também 

têm sido descritos casos de difteria causados por cepas de C. ulcerans produtoras 

de toxina. Outros pontos a serem destacados são a recomendação de que em caso 

de difteria confirmada por infecção pela espécie C. ulcerans devem ser adotadas as 

mesmas medidas de controle preconizadas para a espécie C. diphtheriae; 

profissionais da área de saúde devem notificar, tratar e monitorar todos os casos 

suspeitos de difteria com isolamento de cepas não produtoras de toxina.  

Informações atuais indicam a circulação de C. diphtheriae e de C. ulcerans em 

nosso ambiente e que em algumas regiões do país somente 30% dos adultos estão 

completamente protegidos contra a ação da toxina diftérica (DAMASCO et al., 2005). 
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A semelhança do ocorrido com o C. diphtheriae na última década, a possibilidade de 

surtos de difteria ocasionados pela dispersão de clones de C. ulcerans capazes de 

infectar humanos e serem produtoras de toxina diftérica, diferente daquela utilizada 

nas preparações vacinais utilizada nos programas mundiais de imunização contra a 

difteria, não deve ser negligenciada. 

Segundo Pesavento (2007) vivemos uma era de reemergência de várias 

doenças onde algumas hipóteses buscam explicar esta ocorrência: status sanitário 

da população, migrações, ambientação dos patógenos às novas condições, fatores 

ambientais entre outros. Segundo o autor, abrigos animais apresentariam várias 

condições predisponentes para este fenômeno: stress, imunossupressão, 

superpopulação, alta exposição, alta rotatividade animal, nutrição e uso 

indiscriminado de antibióticos tornando-se um fator de risco para população humana 

e animal. 

No Brasil foi descrito recentemente um único caso de infecção fatal em 

humanos causada por C. ulcerans (MATTOS-GUARALDI et al., 2008). A paciente, 

idosa, que morava em um bairro de classe-média alta (Laranjeiras) na região 

metropolitana do Rio de Janeiro, apresentou diversas lesões cutâneas recobertas 

por pseudomembranas em ambos os membros inferiores e morreu em decorrência 

de complicação cardio-respiratória, mesmo após antibioticoterapia e soroterapia. O 

microrganismo, produtor de exotoxina que apresentava diferenças na subunidade A 

da molécula, foi isolado do trato respiratório inferior do paciente e mostrou-se 

resistente aos antimicrobianos penicilina G (MIC 0,19 mg/l) e clindamicina (MIC 1,5 

mg/l). Variações nos perfis de sensibilidade já haviam sido anteriormente 

observadas por outros autores (COYLE et al., 1979, GLADIN et al., 1999). Do 

mesmo modo que ocorrido nos Estados Unidos (TIWARI et al., 2008), a origem da 

infecção não foi esclarecida. A apresentação de tais casos destaca a importância do 

diagnóstico e pronto-tratamento da difteria e de medidas de prevenção, sobretudo 

em indivíduos que não foram submetidos às doses de reforço com a vacina 

contendo o toxóide diftérico. A escassez de dados epidemiológicos provavelmente 

deve estar relacionada ao fato de os clínicos e os microbiologistas não estarem 

atentos para a possibilidade de infecção por estes microrganismos nessas regiões, 

aliado ao desconhecimento de aspectos clínicos e microbiológicos de processos 

infecciosos causados pelo C. ulcerans e ausência de procedimentos de rotina que 

permitam o isolamento e identificação do patógeno nos laboratórios clínicos. 
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Em países em desenvolvimento onde a incidência de difteria permanece 

relativamente alta e a cobertura vacinal continua insuficiente, o suporte laboratorial 

deve ser implementado visto as deficiências recorrentes neste segmento. Na Figura 

2 temos a diagramação de um de esquema de triagem acurado, rápido, econômico e 

de fácil execução, capaz de permitir a realização do diagnóstico presuntivo de casos 

de difteria causados tanto pelo C. ulcerans quanto pelo C. diphtheriae na maioria 

dos laboratórios brasileiros. 



 

 

51

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
FIGURA 2. Esquema de triagem para amostras de bastonetes Gram positivos irregulares (MATTOS-
GUARALDI et al., 2010). 

SWAB 

AGAR-SANGUE  
+  
AGAR CHOCOLATE TELURITO 
OU 
MEIO DE TINSDALE  

SEMEAR COLÔNIAS 
SUSPEITAS DE BASTONETES 
OU COCOBACILOS GRAM-
POSITIVOS (BGPI)  

TESTES DE  
DNASE,  
UREASE, 
REAÇÃO DE 
CAMP 
 

BGPI 
DNASE-POSITIVO  
UREASE-NEGATIVO 
CAMP-NEGATIVO 

PESQUISA DE 
Toxinogenicidade 

COLORAÇÃO 
DE GRAM  

TESTES 
BIOQUÍMICOS 
CONVENCIONAIS  

OUTRAS 
CORINEBACTÉRIAS  

BGPI 
DNASE-POSITIVO  
UREASE-POSITIVO 
CAMP-REVERSO 

BGPI 
DNASE-NEGATIVO  
UREASE-NEGATIVO 
CAMP -NEGATIVO 

C. DIPHTHERIAE 

RESULTADO  
NEGATIVO 

BGPI 
DNASE-NEGATIVO  
UREASE-POSITIVO 
CAMP -REVERSO 

C. PSEUDOTUBERCULOSIS C. ULCERANS 

C. ULCERANS, 
C. PSEUDOTUBERCULOSIS 
OU 
C. DIPHTHERIAE  

 

TESTES 
MOLECULARES  
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A já comprovada circulação de C. ulcerans em vários países seja ela em 

animais ou em humanos (Figura 3 ), somada ao recente caso descrito no Brasil, nos 

leva a considerar a hipótese de sua livre circulação também no território nacional. 

A aderência bacteriana e invasão das células hospedeiras foram 

demonstradas como passos significativos na patogênese da difteria e casos de 

infecção por C. diphtheriae sistêmica (HIRATA Jr et al., 2002). Como as interações 

entre bactérias e células hospedeiras determinam o desfecho da maioria das 

doenças infecciosas quaisquer informações que contribuam aumentando o 

conhecimento deste assunto serão de grande importância na patogenia deste bacilo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.  Distribuição mundial de casos notificados de infecções pelo Corynebacterium 
ulcerans.Incidência em humanos (estrelas) e em animais (triângulos). 
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1.3. RELAÇÃO COM A VIGILÂNCIA SANITÁRIA 

 

 

Mudanças na epidemiologia de difteria ocorrem em todo o mundo. Apesar da 

vacinação em massa, a difteria continua endêmica em várias partes do mundo, 

incluindo África, Índia, trópicos e a América Latina, incluindo Brasil. Embora a difteria 

seja considerada em declínio no Brasil, a doença permanece endêmica na maioria 

dos estados nas duas últimas décadas com taxa de letalidade entre 5% a 10%. Alta 

taxa de letalidade, grande proporção de pacientes com complicações e ocorrência 

em jovens e adultos tem caracterizado estas epidemias.  

A ocorrência de difteria entre vacinados, o aumento dos casos de artrite e 

endocardite causados por clones invasivos atoxinogênicos (não produtores de 

toxina) responsáveis por alta letalidade de difteria respiratória no Brasil apontam 

para necessidade de um maior conhecimento sobre estes fatores microbianos.  

Não há informação disponível quanto à cobertura vacinal de jovens e adultos 

no Brasil (FUNASA, 2002). Dados atuais indicam a circulação de C. diphtheriae em 

nossa população e mostram que somente 30% dos adultos estão completamente 

protegidos.  

A vacinação com o toxóide diftérico protege apenas contra os efeitos da 

toxina e não contra a infecção propriamente dita tornando necessários novos 

estudos sobre as características destes clones epidêmicos atoxinogênicos e a real 

proteção conferida pela vacina disponível atualmente corroborando ou não com a 

aplicação em massa desta vacina.  

Neste contexto, o INCQS, com sua missão de contribuir para a promoção da 

saúde, prevenção de doenças além de atuar como referência nacional no controle 

da qualidade de produtos (vacinas), ambientes (cepas circulantes na população) e 

serviços vinculados à vigilância sanitária (Programa Nacional de 

Imunizações/controle da qualidade de produção e controle da vacina contra difteria), 

desempenha importante papel em todo este processo irreversível em todo o mundo 

e com praticamente todas as doenças imunopreviníveis. 
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2. OBJETIVOS GERAIS 
 

 

Além dos quadros de difteria clássica, C. diphtheriae toxinogênico ou 

atoxinogênico tem sido isolado de diversos processos infecciosos invasivos. Aliado a 

este fato, há a escassez de trabalhos na literatura que procuram investigar in vivo os 

fatores que influenciam o estabelecimento e/ou a disseminação de amostras 

potencialmente invasoras de C. diphtheriae. Associado a estes fatos encontramos na 

literatura a descrição de inúmeros casos de um patógeno potencialmente perigoso 

para a população o C. ulcerans, que se apresenta como um desafio para os órgãos 

de Saúde Pública brasileiros que somente o incluíram na rotina dos esquemas de 

isolamento e identificação recentemente. Portanto o presente estudo tem como 

objetivos gerais investigar processos invasivos desencadeados por amostras de C. 

diphtheriae e C. ulcerans potencialmente invasivas utilizando modelos experimentais 

em animais. Além de realizar a pesquisa de C. ulceransem populações de caninos e 

felinos mantidos em instituição destinada ao abrigo de animais domésticos 

localizada na região metropolitana do Rio de Janeiro.  

 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS RELACIONADOS A Corynebacterium 

diphtheriae 

 

 

- Padronizar modelo experimental de infecção utilizando cobaias infectadas 

pela via intracardíaca para observação do desenvolvimento de endocardite 

bacteriana; 

- Padronizar modelo experimental de infecção utilizando camundongos 

infectados por via endovenosa para observação do desenvolvimento de artrite 

séptica; 

- Padronizar modelo experimental de infecção utilizando camundongos 

infectados por via intranasal para observação do desenvolvimento de pneumonias; 

- Investigar o potencial artritogênico de diversas cepas de C. diphtheriae 

através do modelo de artrite em camundongos; 
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- Monitorar a viabilidade bacteriana na corrente sanguínea, pulmões, 

articulações, rins, baço e tecido cardíaco em diferentes intervalos de tempo em 

animais imunizados ou não pelo toxóide diftérico; 

- Avaliar a produção sérica de citocinas incluindo TNF-α e IL-6 decorrentes do 

processo infeccioso; 

- Avaliar a participação do complexo proteico de superfície 67-72p no 

estabelecimento de processos invasivos. 

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS RELACIONADOS A Corynebacterium 

ulcerans 

 

 

 - Analisar as condições clínicas da população de animais integrantes do 

estudo; 

 - Pesquisar a presença do patógeno em sítios anatômicos diversos; 

 - Caracterizar fenotipicamente os microrganismos isolados dos animais 

através de testes bioquímicos convencionais e de sistema semi-automatizado; 

 - Pesquisar o perfil de resistência aos agentes antimicrobianos utilizados na 

clínica;  

- Avaliar a capacidade de produção de enzimas (DNase), fosfolipase D (PLD 

D) e TD dos isolados clínicos; 

- Caracterizar os genes (rpoB) e espécie-específicos (16S rRNA) e de 

virulência (PLD) através da técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR);  

- Tratar os animais infectados e pesquisar os contactantes animais e equipe 

técnica do abrigo. 

- Padronizar modelo experimental de infecção utilizando camundongos 

infectados por via endovenosa para observação do desenvolvimento de artrite 

séptica; 

-Investigar o potencial artritogênico de diversas cepas de C. ulcerans através 

do modelo de artrite em camundongos; 

- Monitorar a viabilidade bacteriana na corrente sanguínea, pulmões, 

articulações, rins, baço e tecido cardíaco em diferentes intervalos de tempo em 

animais; 
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- Avaliar a produção sérica de citocinas incluindo TNF-α e IL-6 decorrentes do 

processo infeccioso; 

-Avaliar a virulencia de cada uma das cepas atraves da determinação da 

Dose Letal 50% em camundongos;  

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1. EXPERIMENTOS ENVOLVENDO C. diphtheriae 

 

 

3.1.1. Considerações éticas 

 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Fundação Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) sob nº L-034/07. 

 

 

3.1.2. Origem, estocagem e cultivo das amostras bacterianas 

 

 

Os microrganismos estudados, apresentados na Tabela 4  abaixo, foram 

previamente identificados por testes bioquímicos convencionais e submetidos a 

testes de produção de toxina utilizando metodologias descritas anteriormente 

(CLARIDGE; SPRIEGEL, 1995, NAKAO et al., 1996, FUNKE et al., 1997, NAKAO; 

POPOVIC, 1997). Encontram-se estocadas em meio GC-glicerol 20% à temperatura 

de–20 oC no Laboratório de Difteria e Corinebacterioses, Disciplina de Microbiologia 

e Imunologia, FCM/UERJ. Foram utilizados em diversas etapas do estudo a toxina 

diftérica purificada e soro antidiftérico (Instituto Butantan/Serum Institute of 

Copenhagen), além do toxóide diftérico produzido pelo Instituto Butantan e 

disponibilizado pelo PNI (Programa Nacional de Imunização) à população. Para a 

realização dos experimentos as amostras bacterianas foram inicialmente cultivadas 

em meio Trypticase Soy Broth (TSB, Difco Labs.) suplementado com 5% de Soro 
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Fetal Bovino (SFB, Difco), a 37 ºC por 48 horas (HIRATA Jr et al., 2002). A amostra 

da cepa vacinal Park-Williams 8 é a utilizada pelo produtor nacional, Instituto 

Butantan, para fabricação do toxóide diftérico. 

 

 

Tabela 4.  Origem e características biológicas de todas as amostras de Corynebacterium diphtheriae 

estudadas. 

 

Presença toxina 
diftérica Número da 

Amostra/País  Subespécie Sítiode 
Isolamento 

Quadro 

Clínico 
Metabolismo 
de Sacarose 

Gene
tox1 IDR2 

Células 
Vero3 

C. diphtheriae 

ATCC27010/EUA  mitis Orofaringe Difteria - - - - 

ATCC27012/EUA  mitis Orofaringe Difteria - + + + 

PW-8 mitis Orofaringe Cepa 
vacinal 

- + + + 

CDC-E8392/EUA mitis 
Orofaringe Difteria  - + + + 

241/Brasil mitis 
Orofaringe Difteria  + + + + 

402/Brasil belfanti Pulmão Pneumonia - - - - 

HCO1/Brasil mitis Sangue Endocardite + -* + - 

HCO2/1999/Brasil mitis Sangue Endocardite + -* + - 

HCO3 
mitis Sangue Endocardite 

+ Artrite 
  + -* 

+ - 

HCO4 gravis Sangue Sepse + 
Endocardite 

- -* + - 

ATCC, American Type Cell Culture; HC, hemocultura; Instituto Nacional do Câncer, Rio de Janeiro, RJ; 
1 Técnica de PCR utilizando os iniciadores  preconizados por Nakao; Popovic1997; * Resultados 
positivos apenas quando utilizados os iniciadores 5 e/ou 7 preconizados por Nakao et al., 1996; IDR2  -
ensaio de imunodifusão radial; 3 Ensaio padrão-ouro de toxicidade em monocamadas de células Vero. 

 

 

3.1.3. Origem dos animais e modelos experimentais 

 

 

Foram utilizados cobaias (Cavea porcellus), machos e fêmeas, com 500 g +/- 

10%, nos ensaios de endocardite experimental e camundongos da linhagem Swiss 
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Webster, machos e fêmeas, com 20 g +/- 10%, nos ensaios de artrite experimental e 

modelo intranasal, provenientes do Centro de Criação Animal (CECAL/Fiocruz). 

Foram realizados experimentos envolvendo animais imunizados e não imunizados 

pelo toxóide diftérico do Instituto Butantan com metade da dose total humana (0,75 

mL) conforme descrito em BRASIL (1996). 

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com tampa de aço 

inoxidável (30 cm x 19 cm x 12 cm) e cama de maravalha de pinus e aclimatados por 

24 horas antes do início do experimento. 

Todos os animais receberam água e ração comercial para ratos (Nuvilab-

Nuvital Ltda., Curitiba, Paraná) ad libitum.  Todos os animais foram mantidos no 

Setor de Animais de Laboratório (SAL)/INCQS com os seguintes controles 

ambientais: temperatura (20 +/- 2 ºC), umidade relativa do ar em aproximadamente 

70% e ciclo claro-escuro constante de 7 às 19 horas. As trocas de cama e água 

foram realizadas três vezes por semana e a ração substituída semanalmente. 

Todos os procedimentos envolvendo animais de laboratório seguiram o 

Procedimento Operacional Padronizado “Boas Práticas de Experimentação Animal” 

nº 65.3340.022 (MANUAL DA QUALIDADE, 2010). 

 

 

3.1.4. Modelo intranasal 

 

 

Os experimentos foram adaptados de metodologia previamente descrita por 

GUISO e colaboradores (1999). Camundongos, imunizados ou não pelo toxóide 

diftérico, foram levemente anestesiados pelo éter e com o auxílio de uma pipeta 

eppendorf foram instilados 30 µL de uma suspensão contendo 108bactérias por mL. 

A partir desta infecção (desafio) grupos de três animais foram sacrificados em 

diferentes períodos (1 dia, 7 dias e 15 dias), foi realizada a ablação do pulmão 

direito, maceração e diluição deste material para posterior plaqueamento e 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) para observarmos uma 

cinética bacteriana e possíveis fatores que interfiram no processo. 

Outros órgãos também foram investigados para observarmos se a infecção se 

restringiria apenas ao tecido respiratório. 
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3.1.5. Endocardite experimental em cobaias 

 

 

Os experimentos foram adaptados de metodologia previamente descrita por 

QUÉ e colaboradores (2005). Vegetações aórticas estéreis foram produzidas 

conforme descrito por HERAIEF e colaboradores (1982), através da cateterização de 

grupos de 5 cobaias, 24 a 48 horas antes do desafio pela via intracardíaca ou 

endovenosa com a amostras de suspensão de C. diphtheriae na concentração de 

108 bactérias por animal. Grupos de animais foram sacrificados em diferentes 

intervalos de tempo pósinfecção (0, 7 e 15 dias) de acordo com PULITI e 

colaboradores (2006). O número de viáveis (UFC/mL) foi estabelecido a partir dos 

cultivos em meio Trypticase Soy Agar (TSA) de material diluído proveniente de 

válvulas cardíacas, baço, sangue, rins e articulações. 

 

 

3.1.6. Artrite experimental em camundongos 

 

 

Grupos de camundongos foram infectados por via endovenosa pela veia da 

cauda com suspensão bacteriana de 4 x 108bactérias por mL. O número de viáveis 

(UFC/mL) foi estabelecido a partir dos cultivos em meio TSA de material diluído 

proveniente do líquido sinovial de articulação escolhida através de sinais clínicos 

(inchaço, dor, edema etc) (PULITI et al., 2006).  

 

 

3.1.7. Avaliação da participação do complexo proteicode superfície 67-72p no 

estabelecimento de processos invasivos 

 

 

Nesta etapa, foi utilizado um complexo proteico da parede de C. diphtheriae 

67-72p, previamente purificado. Grupos de camundongos foram inoculados via 

subcutânea com diferentes concentrações do complexo proteico purificado e após 

28 dias foi efetuado um desafio com suspensão bacteriana e toxina diftérica de 
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referência no intuito de avaliar a capacidade desta estrutura de parede de proteger 

os animais contra a infecção e contra os sintomas desencadeados pela toxina 

diftérica através deste modelo (PULITI et al., 2006). 

 

 

3.1.8. Dosagem de citocinas 

 

 

Para verificar o envolvimento de C. diphtheriae no modelo murino de artrite a 

produção sistêmica de IL-6 e TNF-α foi investigada em diferentes intervalos de 

tempo após a infecção com as diferentes cepas estudadas. 

Os níveis de concentração de Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose 

Tumoral (TNF-α) foram medidos em amostras de soros de grupos de 5 

camundongos através do kit comercial de ELISA adquirido junto a R&D Systems e 

utilizado conforme recomendações do fabricante.  

Os resultados são expressos em picogramas por mililitro de soro. Os níveis 

de detecção dos ensaios realizados são de 0,975 pgmL–1 a 500 pgmL–1 para IL-6 e  

de 7,8125 pgmL–1 a 4000 pgmL–1 para TNF-α.  

 

 

3.1.9. Análise estatística 

 

 

A avaliação dos dados obtidos entre animais de um mesmo experimento e 

entre experimentos em datas diferentes foi trabalhada pela análise de Variância e de 

Covariância onde P> 0,05; teste t de Student para variáveis independentes, P < 

0,05. 
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3.2. EXPERIMENTOS ENVOLVENDO Corynebacterium ulcerans 

 

 

Parte da metodologia e dos resultados referentes a essa etapa do trabalho 

estão presentes em um artigo científico recentemente publicado, que se encontra 

anexado como parte integrante da Tese (Vide ítem 4.2.1.1.). 

 

 

3.2.1. Considerações éticas 

 

 

Na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA)/FIOCRUZ, este projeto 

encontra-se protocolado sob nº P-0462/08. 

 

 

3.2.2. Origem, estocagem e cultivo das amostras bacterianas 

 

 

Os microrganismos estudados, apresentados na Tabela 5  abaixo, foram 

previamente identificados por testes bioquímicos convencionais e submetidos a 

testes de produção de toxina utilizando metodologias descritas anteriormente 

(CLARIDGE; SPRIEGEL, 1995, NAKAO et al., 1996, FUNKE et al., 1997, NAKAO; 

POPOVIC, 1997). Encontram-se estocadas em meio GC-glicerol 20% à temperatura 

de –20 oC no Laboratório de Difteria e Corinebacterioses, Disciplina de Microbiologia 

e Imunologia, FCM/UERJ. Para a realização dos experimentos as amostras 

bacterianas foram inicialmente cultivadas em meio Trypticase Soy Broth (TSB, Difco 

Labs.) suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB, Difco), a 37 ºC por 48 

horas (HIRATA Jr et al., 2002). 
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Tabela 5 . Origem e caracteristicas biológicas das amostras de Corynebacterium ulcerans utilizadas 

no estudo 

 

Produção de toxina 
diftérica 

Cepa/País Origem 
Apresentação 

Clínica 
Metabolismo 
de Sacarose Gene 

tox1 IDR2 
Vero 

Cells3 

CDC KC 279/USA Pulmão Pneumonia - + + + 

809/2000/Brazil Pulmão Pneumonia - - + - 

BR-AD22/2010/Brazil Narina Assintomático - - - - 
1 Técnica de PCR utilizando os iniciadores  preconizados por Nakao; Popovic, 1997; 
 *Resultados positivos apenas quando utilizados os iniciadores 5 e/ou 7 preconizados por 
Nakao et al., 1996; IDR2  -ensaio de imunodifusão radial; 3 ensaio padrão-ouro de toxicidade 
em monocamadas de células Vero. 

 

 

3.2.3. Artrite experimental em camundongos 

 

 

Grupos de camundongos foram infectados por via endovenosa pela veia da 

cauda com suspensão bacteriana de 4 x 108bactérias por mL. O número de viáveis 

(UFC/mL) foi estabelecido a partir dos cultivos em meio TSA de material diluído 

proveniente do líquido sinovial de articulação escolhida através de sinais clínicos 

(inchaço, dor, edema etc) (PULITI et al., 2006).  

 

 

3.2.4. Viabilidade de Corynebacterium ulcerans nos órgãos e tecidos 

 

 

Infecções em sangue, rins, baço e articulações em camundongos infectados 

pelo C. ulcerans foram determinadas pela presença de microrganismos em 

diferentes momentos após a inoculação do microrganismo. Amostras de sangue 

foram obtidas por sangramento do seio retro-orbital. Rins, articulações e baço foram 

removidos assepticamente e homogeneizados com 3mL do meio estéril RPMI 1640. 

Todas as articulações do punho e tornozelo de cada animal foram retiradas in toto 
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homogeneizados em RPMI 1640. Após homogeneização, as amostras de tecidos 

foram semeadas em triplicata em placas de ágar sangue para observar o 

crescimento de microrganismos. 

 

 

3.2.5. Dosagem de Citocinas 

 

 

Para verificar seu envolvimento no modelo murino de artrite induzida pelo C. 

ulcerans a produção sistêmica de IL-6 e TNF-α foi investigada em diferentes 

intervalos de tempo após a infecção com as diferentes cepas descritas na Tabela 5 . 

Os níveis de concentração de IL-6 e TNF-α foram medidos em amostras de 

soros de grupos de 5 camundongos através do kit comercial de ELISA adquirido 

junto a R&D Systems e utilizado conforme recomendações do fabricante.  

Os resultados são expressos em picogramas por mililitro de soro. Os níveis 

de detecção dos ensaios realizados são de 0,975 pgmL–1 a 500 pgmL–1 para IL-6 e  

de 7,8125 pgmL–1 a 4000 pgmL–1 para TNF-α.  

 

 

3.2.6. Avaliação histológica 

 

 

Os camundongos foram examinados em diferentes momentos após a 

infecção para caracterização histopatológica de artrite. Articulações afetadas (uma 

por animal) foram removidas assepticamente, fixadas em formol a 10% v/v por 24 

horas e descalcificadas em EDTA em tampão fosfato 0,1 M por 7 dias. Foram então 

desidratadas, embebidos em parafina, seccionadas a 5 µm e coradas com 

hematoxilina e eosina e, em seguida, descalcificadas em ácido tricloroacético 5% v/v 

por 7 dias, desidratadas, embebidas em parafina, seccionadas em 3-4 µm e coradas 

com hematoxilina e eosina. 

Articulações (três por pata) foram examinadas para sinovite (definida como a 

espessura da membrana sinovial de mais de duas camadas de células), extensão do 

infiltrado (presença de células inflamatórias no subcutâneo e/ou tecidos 
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periarticulares), exudato (presença de células inflamatórias na cavidade articular), 

lesão da cartilagem, erosão óssea e perda da arquitetura usual. 

A severidade da artrite foi classificada como leve (leve hipertrofia sinovial, 

infiltrado mínimo), moderada (moderada hipertrofia sinovial, presença de infiltrado, 

exudato mínimo, a integridade da arquitetura usual) e grave (acentuada hipertrofia 

sinovial, marcante presença de infiltrado/exsudato, erosão da cartilagem e osso e 

alterações na arquitetura articular usual). 

 

 

3.2.7. Análise estatística 

 

 

A avaliação dos dados obtidos entre animais de um mesmo experimento e 

entre experimentos em datas diferentes foi realizada pela análise de Variância e de 

Covariância onde P> 0,05; teste t de Student para variáveis independentes, P < 

0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. RESULTADOS REFERENTES AO Corynebacterium diphtheriae 

 

 

4.1.1. Modelo intranasal 

 

 

Grupos de camundongos foram inoculados com diferentes cepas de C. 

diphtheriae através da instilação de 30 µL de uma suspensão contendo 108bactérias 

por mL. 

A partir desta infecção (desafio) grupos de três animais foram sacrificados em 

diferentes períodos (1 dia, 7 dias e 15 dias), sendo realizada a ablação do pulmão 

direito, maceração e diluição deste material para posterior plaqueamento. Apenas a 

cepa 402/Brasil conseguiu colonizar o trato respiratório inferior (pulmões), o que 

permitiu a sua recuperação a partir dos macerados pulmonares. O dado interessante 

é que esta é a única cepa dentre as utilizadas que foi isolada de um quadro de 

pneumonia o que sugere uma adaptação natural prévia desta cepa ao trato 

respiratório inferior. Mesmo nesta cepa não foi possível a recuperação do 

microrganismo em outros órgãos alvo tais como baço, supra-renais, fígado e 

sangue, sugerindo que a infecção tenha ficado restrita ao trato respiratório.  

 

 

4.1.2. Endocardite experimental em cobaias 

 

 

Devido a nossa experiência na técnica de punção cardíaca em cobaias para 

obtenção de soro e devido à complexidade da técnica descrita por QUÉ e 

colaboradores (2005), buscamos realizar algumas adaptações.  

Segundo a literatura consultada, no desenvolvimento de endocardite 

bacteriana é necessária a pré-existência de uma lesão cardíaca ao nível de 

endotélio, onde os microrganismos oriundos de um processo de bacteremia possam 

se fixar, multiplicar e em nosso caso liberar suas toxinas. Na grande maioria dos 
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casos de endocardites descritos, esta lesão se dá nas válvulas cardíacas sob forma 

congênita, mais comumente ou em pacientes transplantados. 

Foram feitas tentativas de promoção destas lesões através de sucessivas 

punções cardíacas diárias em grupos de cobaias onde ao invés de puncionarmos o 

sangue inoculávamos, via intracardíaca, 1mL de uma suspensão bacteriana 

contendo 108bactérias por mL. Alguns grupos chegaram a passar por 7 processos 

de inoculação intracardíaca (1 por dia) e foram, então, observados por até 60 dias 

no intuito de observarmos quaisquer sinais clínicos de endocardite. Neste ponto 

encontramos outro obstáculo importante, pois mesmo em humanos o diagnóstico de 

endocardite bacteriana é bastante complexo. Normalmente o processo de 

diagnóstico se inicia com o surgimento de uma febre baixa e persistente 

acompanhada de uma difícil detecção da presença de microrganismo na 

hemocultura. A confirmação se dá com a realização de exames de imagens com a 

necessária observação da presença de vegetações e/ou destruição da anatomia 

cardíaca, em particular de suas válvulas. 

Todas as etapas descritas acima foram executadas em nossos animais 

experimentados, através da observação de qualquer alteração clínica, medição da 

temperatura basal realizada diariamente durante 60 dias, coletas de sangue 

semanais para posterior realização de hemoculturas e ao final do experimento 

necropsia dos animais para observação da presença de possíveis lesões cardíacas, 

sendo que todas as observações apresentaram resultados negativos. 

 

 

4.1.3. Artrite experimental em camundongos 

 

 

4.1.3.1. Seleção de linhagem de camundongos a ser utilizada na pesquisa de 

atividade artritogênica 

 

 

Utilizamos a Cepa HC03 em três grupos distintos (controle (CT), vacinados 

pelo toxóide diftérico (VAC) e tratados com 500 UI de soro antidiftérico via 

intraperitonial (SAD)) das duas linhagens de camundongos suíços albinos mais 

comumente utilizadas no controle de qualidade de vacinas bacterianas: Swiss 
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Webster e NIH (Figura 4 ). Dentre os três grupos comparados apenas os grupos 

controle (CT) apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (P = 0,3308). 

A linhagem Swiss Webster (SW) apresentou sinais clínicos de artrite mais 

evidentes que a NIH, a exceção do grupo tratado pelo SAD, que aliado a seu menor 

custo de produção, fez com que esta fosse a eleita para realização dos 

experimentos posteriores. 

 

 

 

 

 

HCC03 - CT SW NIH 
SW 1 0,3308 
NIH 0,3308 1 
Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes possuem p<0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaios realizados em  

triplicata e n de 15 camundongos por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HC03 - Vac SW NIH 

SW 1 0,0465 

NIH 0,0465 1 
Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes  possuem p<0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaiosrealizados em  

triplicata e n de 15 camundongos por grupo. 
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Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes  possuem p<0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaiosrealizados em  

triplicata e n de 15 camundongos por grupo. 

 

 

 

 

Figura 4.  Comparação entre duas linhagens de camundongos (SW e NIH) quanto à capacidade de 
apresentar sinais clínicos de artrite. Os animais foram separados em 3 grupos (CT = grupo controle, 
sem tratamento; VAC = vacinados pelo toxóide diftérico e SAD = tratados com soro antidiftérico 
 
 
 
4.1.3.2. Atividade artritogênica em camundongos Swiss Webster das cepas 

homólogas ATCC27010 (Atoxinogênica) e ATCC27012 (Toxinogênica) e da cepa 

vacinal PW8 

 

 

 As cepas ATCC 27010 e ATCC 27012 não apresentaram, em nosso modelo, 

perfis artritogênicos estatisticamente semelhantes (Figura 5 ). A cepa ATCC 27010 

(Atoxinogênica) demonstrou uma maior capacidade de induzir sinais clínicos de 

artrite em camundongos, sugerindo que a capacidade de produção de toxina 

diftérica pouco ou nada interfere neste modelo de infecção invasiva. 

Observou-se que cepa PW8, nesta etapa, é a que possui um maior potencial 

de causar sinais clínicos de artrite séptica enfatizando a relação de cepa dependente 

deste processo, e que apesar de apresentar grande capacidade de produzir toxina 

diftérica, e por isso ser a cepa de eleição para fabricação de toxóide, ainda assim 

não consegue desencadear processos artritogênicos relevantes. 
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Valores de p onde resultados significativamente  

semelhantes  possuem p<0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaiosrealizados em 

triplicata n de 15 camundongos por grupo. 

 

 

 

 

Figura 5.  Perfis artritogênicos das cepas padrão ATCC27010/EUA (Atoxinogênico), ATCC27012/EUA 
(Toxinogênico) e PW8 (Vacinal) em camundongos Swiss Webster 

 

 

 

4.1.3.3. Comparação dos diferentes tratamentos no desenvolvimento de 

artrite séptica em grupos de camundongos da linhagem Swiss Webster desafiados 

com a cepa de Corybacterium diphtheriae HC03 

 

 

Utilizamos a cepa HC03 em quatro grupos distintos (controle (CT), vacinados 

pelo toxóide diftérico (VAC), tratados com 500 UI de soro antidiftérico via 

intraperitonial (SAD) e imunizados com o complexo proteico de membrana67-72p 

(PTN 67-72p) de camundongos da linhagem Swiss Webster (Figura 6 ). 

Os grupos controle e vacinados pelo toxóide diftérico apresentaram perfis 

artritogênicos estatisticamente semelhantes e o mesmo aconteceu com relação ao 

grupo imunizado previamente com o PTN 67-72p.  

O grupo tratado pelo soro antidiftérico e o grupo vacinado com o PTN 67-72p 

apresentaram índices mais baixos aparentemente demonstrando sua capacidade de 

CEPAS 27010 27012 PW8 
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interferir neste modelo de infecção invasiva. Estes dados sugerem que os 

tratamentos recebidos pelos grupos de camundongos tanto em relação a vacinação 

com o PTN 67-72p quanto ao emprego do soro antidiftérico foram capazes de 

interferir, seja no estabelecimento (no caso do grupo SAD), como na minimização 

dos sinais clínicos ao longo dos trinta dias do ensaio (no caso do PTN 67-72p).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes  possuem p>0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaiosrealizados em triplicata 

e n de 15 camundongos por grupo. 

 
 
 
Figura 6.  Comparação da atividade artritogênica da cepa HC03 em diferentes grupos de 
camundongos da linhagem Swiss Webster tratados previamente 

GRUPOS CT Vac Sad 6772-p 
CT 1 0,6260 0,0207 0,1342 
Vac 0,6260 1 0,1549 0,5437 
Sad 0,0207 0,1549 1 0,0283 
67-72p 0,1342 0,5437 0,0283 1 
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4.1.3.4. Avaliação da influência de diferentes tratamentos no desenvolvimento 

de artrite séptica em grupos de camundongos da linhagem NIH desafiados com a 

cepa de Corynebacterium diphtheriae HC03 

 

 

Utilizamos a cepa HC03 em três grupos distintos (controle (CT), vacinados 

pelo toxóide diftérico (VAC) e tratados com 500 UI de soro antidiftérico via 

intraperitonial (SAD) de camundongos da linhagem NIH (Figura 7).  

Os grupos controle e tratados pelo SAD apresentaram perfis artritogênicos 

estatisticamente semelhantes (p=0,4393).  

O grupo vacinado com o toxóide diftérico apresentou índices mais baixos 

aparentemente demonstrando sua capacidade de interferir neste modelo de infecção 

invasiva, nesta linhagem de camundongos NIH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes possuem p>0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaios realizados em triplicata 

e n de 15 camundongos por grupo. 

 

Figura 7.  Comparação da atividade artritogênica da cepa HC03 em diferentes grupos de 
camundongos da linhagem NIH tratados previamente 

GRUPOS CT Vac Sad 
CT 1 0,0309 0,4393 
Vac 0,0309 1 0,0104 
Sad 0,4393 0,0104 1 
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4.1.3.5. Avaliação da imunização com o complexo protéico de membrana de 

67-72p quanto ao estabelecimento de artrite séptica por Corynebacterium 

diphtheriae 

 

 

O denominado PTN 67-72p é um complexo de proteínas de membrana de C. 

diphtheriae que é extraído especificamente da Cepa CDC-E8392/EUA e que tem 

sido estudada por nosso grupo, daí nosso interesse em observar sua capacidade 

imunogênica quanto ao desencadeamento do processo invasivo em nosso modelo 

de artrite experimental. 

Utilizamos a cepa CDC-E8392/EUA em dois grupos distintos de 

camundongos SW (controle (CT) e vacinados com o PTN 67-72p). 

Nesta etapa, foi utilizada o PTN 67-72p adsorvido com adjuvante completo de 

Freund (v/v). Grupos de camundongos da linhagem SW receberam 2 imunizações 

via sub-cutânea com intervalo de 15 dias. O complexo protéico foi preparado em 

uma concentração de 0,5 mg/mL e inoculado 0,5 mL por camundongo a cada 

imunização. Duas semanas após a segunda imunização os animais foram 

desafiados via endovenosa com uma suspensão contendo 108 bactérias por mL. Um 

grupo foi desafiado com a cepa HC03, outro grupo foi desafiado com a cepa de onde 

usualmente é extraído este complexo protéico, a cepa CDC-E8392/EUA e um 

terceiro grupo foi apenas desafiado com a cepa CDC-E8392/EUA servindo de 

controle nesta etapa da experimentação. Os resultados estão sumarizados nas 

Figuras 6 e 8 . 

O grupo controle apresentou perfil artritogênico estatisticamente inferior ao do 

grupo tratado com a PTN 67-72p. Nesta etapa, como a cepa utilizada apresentou 

baixo potencial artritogênico, aparentemente o complexo protéico parece favorecer o 

surgimento de sinais clínicos de artrite neste modelo de infecção invasiva. 
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Valores de p onde resultados  

significativamente semelhantes 

possuem p>0,05 para um limite 

de confiança de 95%. Ensaios 
realizados em triplicata e n de  

15 camundongos por grupo. 

 

Figura 8. Avaliação da imunização com o complexo protéico 67-72p quanto ao estabelecimento de 
artrite séptica pela cepa de C. diphtheriaeCDC-E8392 

 

 

4.1.3.6. Avaliação dos perfis de atividade artritogênica de cepas 

atoxinogênicas invasoras de Corynebacterium diphtheriae 

 

 

Utilizamos quatro cepas de C. diphtheriae (HCO1/Brasil, HCO2/1999/Brasil, 

HCO3, HCO4) oriundas de isolados humanos na promoção de sinais clínicos de 

artrite em camundongos SW. 

As quatro cepas apresentaram perfis distintos de atividade artritogênica, onde 

a cepa HC01/Brasil demonstrou uma maior capacidade invasiva neste modelo de 

experimentação animal (Figura 9 ). 

As cepas HC01/Brasil e HC04 apresentaram perfis estatisticamente 

semelhantes em um patamar mais elevado de atividade artritogênica. Em um nível 

menor de potencial temos as cepas HC02/1999/Brasil e HC03 igualmente com perfis 

estatisticamente semelhantes (p = 0,3708). 
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Valores de p onde resultados significativamente 

semelhantes  possuem p>0,05 para um limite de 

confiança de 95%. Ensaiosrealizados em triplicata 

e n de 15 camundongos por grupo. 

 

Figura 9. Perfis artritogênicos das cepas invasoras de C. diphtheriaeHC01, HC02, HC03 e HC04 
 

 

4.1.3.7. Avaliação dos perfis de atividade artritogênica de cepas de 

Corynebacterium diphtheriae 241/Brasil, 402/Brasil e a cepa vacinal PW8 

 

 

Utilizamos três cepas de C. diphtheriae oriundas de isolados humanos na 

promoção de sinais clínicos de artrite em camundongos SW. 

As três cepas apresentaram perfis semelhantes estatisticamente de atividade 

artritogênica, sendo que após o nono dia pós-infecção já não havia qualquer sinal 

clínico de artrite nos camundongos que foram experimentados neste ensaio. A cepa 

241/Brasil foi a que pelo menos inicialmente apresentou maior potencial artritogênico 

(Figura 10 ). 
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Valores de p onde resultados significativamente semelhantes 

possuem p>0,05 para um limite de confiança de 95%. Ensaios 

realizados em triplicata e n de 15 camundongos por grupo. 

 

 

Figura 10. Perfis artritogênicos das cepas de C. diphtheriae 241/Brasil, 402/Brasil e PW8 
 

 

4.1.3.8. Porcentagem de animais que apresentaram sinais clínicos de artrite 

após infecção por cada cepa de Corynebacterium diphtheriae e de Corynebacterium 

ulcerans utilizadas no estudo 

 

 

Grupos de camundongos da linhagem SW, machos e fêmeas, de 18 a 22 

gramas foram infectados com 0,5 mL via endovenosa com uma suspensão de 4 x 

108  bactérias por mL de diferentes cepas de C. diphtheriae e C. ulcerans. A figura 

apresenta os diferentes percentuais de camundongos atingidos, ou seja, que 

apresentaram quaisquer sinais clínicos de artrite, de acordo com cada cepa utilizada 

enfatizando os diferentes potenciais artritogênicos demonstrados (Figura 11 ). Fica, 

mais uma vez destacada a aparente falta de interferência da capacidade de produzir 

toxinas no processo de desenvolvimento de artrite séptica neste modelo animal. A 

cepa toxinogênica de C. diphtheriae ATCC27012 apresentou o pior perfil 

artritogenico dentre as cepas estudas semelhante ao isolado canino BR-AD22. As 
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cepas de C. diphtheriae ditas invasoras, que produzem uma TD atípica (vide Tabela 

4) e em quantidades variáveis, foram as mais expressivas em associação com as 

cepas de C. ulcerans 809 e CDC-KC279. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Porcentagem de animais inoculados e que apresentaram sinais clínicos de artrite 
 
 

 

4.1.3.9. Potencial artritogênico de cada cepa utilizada no estudo 

 

 

Foi determinado o nível médio de artrite desencadeada por cada cepa de C. 

diphtheriae utilizada no estudo. O valor foi obtido através da soma dos índices 

apresentados por cada camundongo infectado dividido pelo número total de 

camundongos utilizados em cada grupo (Figura 12 ). 

Aqui podemos observar que, sob as mesmas condições experimentais, cepas 

diferentes de C. diphtheriae e C. ulcerans apresentaram capacidades de promover 

infecções invasivas completamente distintas. 
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Figura 12.  Potencial artritogênico médio das amostras de C. diphtheriae utilizadas no estudo 
 

 

4.1.4. Dosagem de citocinas 

 

 

Todos os grupos de camundongos que foram desafiados com as diferentes 

cepas utilizadas em nosso estudo, bem como os grupos que receberam tratamentos 

prévios (vacina, soro, PTN 67-72p) também foram submetidos, concomitantemente, 

a sangrias pelo plexo orbital nos dias 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 (alguns 

experimentos foram também coletados no tempo 6h). Os soros provenientes destas 

sangrias foram aliquotados e estocados a -70 °C par a a realização das dosagens de 

citocinas. 

Na Figura 13  podemos observar o perfil de liberação de TNF-α e IL-6 nos 

diferentes grupos de animais decorrentes da utilização das cepas HCO1, HCO2 e 

HCO3. Com relação à cepa HC01 o nível serico de IL-6 apresenta nível máximo em 

torno do sexto dia após a infecção. Verificamos que esta cepa tem seu potencial 

artritogênico máximo precocemente no terceiro dia, assim como as outras cepas de 

C. diphtheriae isoladas de quadros de infecções invasivas em humanos 

denominadas HC. Com relação à cepa HC02 o nível máximo de expressão sérica 
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em camundongos se dá no 15° dia. O nível médio de p rodução de IL-6 se apresenta 

nos mesmos patamares aos observados para a cepa HC01. Pode ser observado 

que os níveis medios de expressão de IL-6 em soro de grupos de camundongos da 

linhagem SW desafiados com a cepa HC03 são superiores aos apresentados pelas 

cepas HC01 e HC02. Neste caso temos tambem outra diferença com o pico de 

produção se dando precocemente as seis horas pós infecção. Ao observarmos o 

perfil artritogênico das cepas chamadas invasoras de C. diphtheriae (Figura 10 ) 

podemos observar qua as cepas HC01, HC02 eHC03 apresentam uma tendencia de 

elevação no intervalo entre o sexto e o nono dia após desafio o que pode explicar a 

permanência dos sinais clínicos de artrite após o trigésimo dia pós-infecção (Figura 

9). 

O perfil de liberação se manteve muito semelhante em relação a todas as 

cepas usadas, a exceção pela liberação acentuada de IL-6 relacionada a cepa 

HCO3  observada apenas nos primeiros dias de coleta. 
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FIGURA 13. Dosagem de IL-6 x TNF-α em soro de grupos de camundongos das linhagens Swiss 
Webster desafiados com as cepas HC01, HC02 e HC03 de C. diphtheriae. Amostras de soro colhidas 
em 6h e nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pós-desafio 

 

 

Na Figura 14  é comparado o perfil de liberação da citocina IL-6 da cepa CDC-

E8392/EUA com as anteriormente testadas na Figura 13  (HCO1, HCO2 e HCO3). A 

cepa CDC-E8392/EUA apresentou um pico de liberação aos 12 dias e curva com 

tendência de alta após o dia 15. 

A cepa CDC-E8392/EUA, diferentemente das anteriores, apresentou (Figura 

14) dois picos de expressão dos níveis séricos de IL-6, no primeiro e no décimo 

segundo dias após infecção. Nos gráficos de artrite correspondente a esta cepa 

(Figuras 6 e 8 ) tambem observamos discreta elevação entre o décimo segundo e 

vigésimo dia após desafio.  



 

 

80

 

Semelhantemente ao que ocorre com os níveis séricos de IL-6 e índice de 

artrite expressos pela cepa CDC-E8392/EUA, podemos verificar que tambem ocorre 

no décimo segundo dia uma elevação da expressão de TNF-α em soro de grupos de 

camundongos das linhagens SW (Figura 15 ). 

 

 

 

FIGURA 14. Dosagem de IL-6 em soro de grupos de camundongos das linhagens Swiss Webster 
desafiados com a cepa CDC-E8392/EUA, HC01, HC02 e HC03 de C. diphtheriae. Amostras de soro 
colhidas em 6h e nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pós-desafio.  

 
FIGURA 15. Dosagem de TNF-α em soro de grupos de camundongos das linhagens Swiss Webster 
desafiados com a cepa CDC-E8392 de C. diphtheriae. Amostras de soro colhidas em 6h e nos dias 1, 
3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pós-desafio 
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A FIGURA 16 apresenta o perfil de liberação de IL-6 dos 3 diferentes grupos 

de camundongos que sofreram pré-tratamento (SAD, VAC e CT) e foram desafiados 

pela cepa HC03. A curva apresenta alguns picos de liberação no grupo de animais 

tratados pelo soro diftérico e pelo toxóde diftérico que ainda precisam ser 

confirmados. Em relação ao TNF-α, usando-se o mesmo tratamento anterior e a 

cepa HC03, não foram observadas variações quanto à liberação da citocina entre os 

grupos em estudo (FIGURA 17). 

 
FIGURA 16. Comparação do perfil de liberação de IL-6 em soro de grupos de camundongos 
das linhagens Swiss Webster tratados com toxóide diftérico (VAC), soro diftérico (SAD) e sem 
tratamento (CT) desafiados com a cepa HC03. Amostras de soro colhidas nos dias 1, 3, 6, 9, 
12, 15, 20, 25 e 30 pós-desafio. 
 
 

 
 
 
FIGURA 17. Comparação do perfil de liberação de TNF-α em soro de grupos de 
camundongos das linhagens Swiss Webster tratados com toxóide diftérico (VAC), soro 
diftérico (SAD) e sem tratamentoo (CT) desafiados com a cepa HC03. Amostras de soro 
colhidas nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pós-desafio 
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4.2 . RESULTADOS REFERENTES AO Corynebacterium ulcerans 

 

 

Os resultados parciais deste estudo possibilitaram as seguintes publicações em 

periódicos especializados: 

 

 

4.2.1. Artigo publicados ou submetidos 

 

 

4.2.1.1. Artigo completo publicado 

 

 

Alexandre A.S.O. Dias, Feliciano C. Silva Júnior, Gabriela A. Pereira, Mônica C. 

Souza, Thereza C.F. Camelo, José A.L.D. Damasceno, Luis G.C. Pacheco, 

Anderson Miyoshi, Vasco A. Azevedo, Raphael Hirata Júnior, Maria H.S.V. Bôas, 

and Ana L. Mattos-Guaraldi. Asymptomatic dogs from animal shelters as reserviors 

for potentially pathogenic Corynebacterium ulcerans in humans.VEC. BORN. ZOON. 

DIS. 2010; 10(8): 743-748.  
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4.2.1.2. Artigos completos submetidos à publicação 

 

 

A.A.S.O. DIAS, L.S. SANTOS, P.S. SABBADINI, C.S. SANTOS, F.C. SILVA JR, F. 

NAPOLEÃO, P.E. NAGAO, M.H.S. VILLAS-BÔAS, R. HIRATA Jr, A.L. MATTOS-

GUARALDI. Difteria pelo Corynebacterium ulcerans: uma zoonose emergente no 

Brasil e no mundo. ARTIGO DE REVISÃO. Submetido a Revista de Saúde Pública 

em 28-11-2010 (ANEXO B). 

 

A.A.S.O. DIAS, F.C. SILVA JR, P.S. SABBADINI, L.S. SANTOS, M.M. RIBEIRO-

CARVALHO, C.S. SANTOS, A.A. FILARDY, R. HIRATA Jr, M.H.S. VILLAS-BÔAS, 

A.L. MATTOS-GUARALDI. Strain dependent arthritogenic potential of the zoonotic 

pathogen Corynebacterium ulcerans. Submetido a Revista Veterinary microbiology. 

(ANEXO B) 

 

 
 
4.2.2. Artrite experimental em camundongos 

 

 

Grupos de camundongos da linhagem SW, machos e fêmeas, de 18 a 22 

gramas foram infectados com 0,5 mL via endovenosa com uma suspensão de 4 x 

108  bactérias por mL de diferentes cepas de C. ulcerans (809 (isolado humano), 

CDC-KC279 e BR-AD22 (isolados veterinários)). A Figura 18  apresenta os 

diferentes percentuais de camundongos que foram a óbito após a infecção. Estão 

registrados 2 momentos distintos durante a realização do ensaio, dia 10 após a 

infecção e dia 30 após a infecção. Sob condições idênticas de experimentação 

observa-se o maior grau de letalidade da cepa de C. ulcerans denominada 809 tanto 

no primeiro período de registro (10 dias pós-infecção) onde 53% dos camundongos 

não sobreviveram quanto em um segundo momento, onde ocorreram mais óbitos 

perfazendo um total de 60% dos animais experimentados. Nos primeiros 10 dias 

pós-infecção tanto a cepa padrão CDC-KC279 quanto à cepa recentemente isolada 

de canino na região metropolitana do Rio de Janeiro não apresentaram óbitos. Ao 

término do experimento a cepa padrão de C. ulcerans apresentou um total de 7% de 
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óbitos entre os animais inoculados enquanto a cepa BR-AD22 permaneceu sem 

causar morte em camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 18. Percentagem deóbitos entre os animais infectados com as cepas de Corynebacterium 

ulcerans 

 

 

Entre os camundongos infectados com a cepa 809, 71,42% apresentaram 

sinais clínicos de artrite e nos camundongos infectados com a cepa CDC-KC279 

84,61% foram positivos e no grupo infectado com a cepa denominada BR-AD22 os 

animais não apresentaram sinais de artrite(Figura 19 ). Esta diferença foi 

estatisticamente significativa (P=0,0173). 
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Figura 19.  Percentagem dos animais da linhagem Swiss Webster que apresentaram sinais clínicos 
de artrite após infecção pelo Corynebacterium ulcerans de acordo com as diferentes cepas estudadas 
 

 

4.2.2.1. Sítios atingidos pelo Corynebacterium ulcerans após o desafio 

endovenoso 

 

 

Em nossos ensaios pudemos observar, em diferentes intervalos de tempo, de 

acordo com a cepa utilizada, a presença de microrganismos em vários orgãos e 

tecidos. Em amostras de sangue pudemos detectar microrganismos até o terceiro 

dia pós-desafio nos grupos tratados com as cepas 809 e CDC-KC279, enquanto que 

a cepa BR-AD22 só permitiu tal detecção no primeiro dia após o desafio. 

Nas amostras de rins, fígado e baço a cepa CDC-KC279 demonstrou maior 

capacidade de permanecer nos tecidos hospedeiros até o sexto dia enquanto as 

cepas 809 e BR-AD22 foram detectadas até o quarto dia. Nas amostras 

provenientes de articulações as três cepas testadas apresentaram a mesma 

capacidade, permanecendo no tecido hospedeiro até o vigésimo dia após infecção. 

Não foram detectados bacilos nas amostras de pulmão e coração. 
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4.2.2.2. Potencial artritogênico durante infecção por Corynebacterium 

diphtheriae e Corynebacterium ulcerans 

Foram observadas diferenças entre as cepas avaliadas, o isolado de origem 

humana 809 foi o mais artritogênicos ao sexto dia em comparação com a cepa tipo 

CDC-KC279 (P = 0,0466), no período compreendido entre o nono e o trigésimo dia 

pós-infecção estas cepas apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (P 

= 0,0911) (Figura 19 ). As amostras também foram avaliadas por sua capacidade de 

afetar as articulações. O número de articulações acometidas, com qualquer nível de 

artrite, foi correlacionado com o total de articulações possíveis e, em seguida, foi 

estabelecido um percentual plotado na Figura 19 . Esse resultado foi muito 

semelhante ao índice da artrite, quando a cepa 809 apresentou seu pico no sexto 

dia após a infecção e até o final do experimento seus resultados demonstraram a 

semelhança com a cepa CDC-KC279. 
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Cepas/ 
Incidência CDC-KC279  809 BR-AD 22 ATCC27010 ATCC27012 

CDC-KC279 1 0,3505 0,0004 0,0006 0,0004 
809 0,3505 1 0,0008 0,0014 0,0008 

BR-AD 22 0,0004 0,0008 1 <0.0001 1 
ATCC27010 0,0006 0,0014 <0.0001 1 <0.0001 
ATCC27012 0,0004 0,0008 1 <0.0001 1 

 

Cepas/ 
Severidade CDC-KC279 809 BR-AD22 ATCC27010  ATCC27012 
CDC-KC279 1 0,5299 0,0002 0,0004 0,0002 

809 0,5299 1 0,0003 0,0004 0,0003 
BR-AD22 0,0002 0,0003 1 0,0001 1 

ATCC27010 0,0004 0,0004 0,0001 1 0,0001 
ATCC27012 0,0002 0,0003 1 0,0001 1 

 

 

Figura 20.   Incidência (A) e severidade (B) da artrite em camundongos infectados com 2 x 108 

bactériaspor animal com as cepas de Corynebacterium diphtheriae (          , ATCC27010/ Atox e  
○, ATCC27012/ Tox) e Corynebacterium ulcerans (■, 809, ♦,CDC-KC279 e  ▲, BR-AD22). 
Resultados são medias ± Desvio Padrão de três experimentos. P<0.05 é determinado pelo teste x2 

test; n, 15 camundongos por grupo. 
 

 

Na Figura 21  temos os Indices médios de artrite obtidos ao longo de todo o 

experimento onde podemos observar o potencial de cada cepa em provocar artrite 

séptica em camundongos convencionais da linhagem SW. A cepa 809 apresentou 

potencial artritogênico médio estatisticamente semelhante em comparação com a 

cepa CDC-KC279 (P= 0.3842). 

 
Figura 21.  Índices médios de artrite em grupos de camundongos infectados com 2 x 108 bactérias por 
animal com as cepas de Corynebacterium diphtheriae (ATCC27010 e ATCC27012) e 
Corynebacterium ulcerans (809, CDC-KC279e BR-AD22). Resultados são medias e desvio padrão de 
três experimentos separados. P<0,05 é determinado pelo teste x2 test; n, 15 camundongos por grupo. 
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4.2.3. Produção de citocinas durante infecção por Corynebacterium 

diphtheriae e Corynebacterium ulcerans 

 

 

Para verificar o envolvimento de citocinas no modelo de artrite induzida por C. 

diphtheriae e C. ulcerans, a produção sistêmica de IL-6 e TNF-α foi investigada em 

diferentes momentos após a infecção com as diferentes cepas. As amostras de 

sangue de camundongos infectados foram obtidas em intervalos definidos, as 

amostras foram preparadas conforme descrito para os testes de ELISA.  

Na Figura 22  temos os níveis médios secretados por citocinas pelos grupos 

de camundongos desafiados pelas diferentes cepas utilizadas no estudo. Podemos 

observar que o comportamento das cepas, na estimulação de secreção de citocinas 

durante o processo infeccioso, foi semelhante. As cepas de C. ulcerans809, a  cepa 

tipo CDC-KC279e o isolado canino BR-AD22  estimularam uma maior secreção 

sérica de ambas as citocinas enquanto as cepas homólogas (ATCC27010 e 27012) 

apresentaram performances abaixo das cepas de C. ulcerans, sendo que na 

expressão de IL-6 (Figura 22B ) a cepa ATCC 27010 apresentou níveis um pouco 

superiores aos apresentados pela cepa ATCC 27012. Exatamente o contrário 

ocorreu na expressão deTNF-α (Figura 22A ) onde a cepa ATCC 27012 se mostrou 

superior. 

 A Figura 23  mostra que os níveis de TNF-αe IL-6 foram sempre superiores 

aos níveis de controle (dia 0), com exceção dos níveis de TNF-α do grupo de 

camundongos inoculados com a cepa ATCC27012. Os níveis de IL-6 (Figura 23A ) 

nas amostras de soros analisadas (até 200 pgmL-1), foram maiores do que os níveis 

de TNF-α (Figura 23B ) produzidos (até 140 pgmL-1). Um aumento significativo (P 

<0,001) nos níveis séricos de TNF-α a e IL-6 foram evidentes nos dias um e três dias 

após a infecção, respectivamente. Foi observada uma diminuição progressiva a 

partir desses picos até o final do experimento. Altos níveis de IL-6 sistêmico foram 

encontrados inicialmente em camundongos infectados com cepas do grupo 809 e 

BR-AD22 (1 dia), enquanto o grupo infectado pela cepa CDC-KC279 mostrou o seu 

pico no terceiro dia após a infecção. Curiosamente, a cepa BR-AD22 não mostrou a 

capacidade de induzir sinais clínicos de artrite, mas alcançou o primeiro pico da 

produção de TNF-α, no primeiro dia após a infecção, enquanto as cepas 809 e CDC-

KC279 apresentaram seus picos no terceiro dia após a infecção (Figura 23 A e B). 
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O grupo de camundongos infectados com a cepa toxinogênica ATCC27012 

apresentou a menor capacidade de produção sistêmica de IL-6 e TNF-α. As cepas 

de C. diphtheriae apresentaram a menor capacidade para a produção de IL-6 e TNF-

α. Em nossos experimentos os níveis séricos de IL-6 mostraram uma tendência de 

redução até o vigésimo dia, enquanto o oposto ocorre com os níveis de TNF-α. No 

vigésimo dia, temos uma clara tendência de alta, especialmente nos grupos 

infectados por cepas 809 e CDC-KC279 e, em menor grau com a cepa ATCC27012.  

Esta elevação parece estar relacionada com a manutenção de artrite em 

camundongos SW (Figura 20 ), o que seria explicado por um novo ciclo de 

crescimento bacteriano e consequente recrutamento de células produtoras de 

citocinas pró-inflamatórias. Com exceção da cepa BR-AD22, que não produziu a 

artrite em ratos, pode-se observar uma correlação entre os resultados do índice de 

artrite (Figura 24 ) e níveis de IL-6 e TNF-α no soro de camundongos (Figuras 22 e 

23). 

Na verdade, níveis sistêmicos sustentados de IL-6 foram detectados em 

camundongos logo após a infecção, seguidos de um decréscimo gradual nos dias 

subseqüentes (Figura 23 ). No início, a produção de TNF-α também foi evidente, 

mas, diferentemente da IL-6, continuou a aumentar, atingindo concentração máxima 

no dia 3, e após este prazo diminui progressivamente. Em nossos experimentos os 

níveis de IL-6 mostraram uma tendência de queda até o vigésimo dia, enquanto o 

oposto ocorre com os níveis de TNF-α. No vigésimo dia, temos uma clara tendência 

ascendente, especialmente nos grupos infectados por cepas 809 e CDC-KC279, em 

menor grau com a cepa ATCC27012. 

Não houve diferença entre os níveis de TNF-α e IL-6 observados com a cepa 

ATCC27012, até o décimo quinto dia, quando foi observado um aumento gradual. 

Em contraste, a infecção com todas as cepas de C. ulcerans foi caracterizada por 

uma produção sistêmica rápida e duradoura de TNF-α e IL-6, que aumenta ao longo 

dos primeiros três dias do período de observação, quando inicia um declínio gradual 

até o décimo quinto dia com nova tendência de alta (Figura 23 ).  
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Figura 22.  Títulos médios obtidos nas dosagens de citocinas TNF-α (A) e IL-6 (B) obtidos por cada 
cepa em amostras de soro provenientes de grupos de camundongos convencionais Swiss Webster. 
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P (IL-6)      

Cepas CDC-KC279 809           BR-AD22 ATCC27010 ATCC27012 

CDC-KC279 1 0,0240 0,8690 0,0287 0,0167 

809 0,0240 1 0,0347 0,0003 0,0002 

BR-AD22 0,8690 0,0347 1 0,1079 0,0695 

ATCC27010 0,0287 0,0003 0,1079 1 0,5716 

ATCC27012 0,0167 0,0002 0,0695 0,5716 1 

 

P (TNF—α)      

Cepas CDC-KC279 809 BR-AD 22 ATCC27010 ATCC27012 

CDC-KC279 1 0,6722 0,2939 0,0055 0,0057 

809 0,6722 1 0,1100 0,0002 0,0003 

BR-AD22 0,2939 0,1100 1 0,0490 0,0531 

ATCC27010 0,0055 0,0002 0,0490 1 0,7890 

ATCC27012 0,0057 0,0003 0,0531 0,7890 1 

 

Figura 23.  Niveis de IL-6 (A) e TNF-α (B) detectados em soro de camundongos infectados pelas 
cepas de Corynebacterium diphtheriae(          , ATCC27010/Atox e○, ATCC27012/Tox) e 
Corynebacterium ulcerans (■, 809, ♦,CDC-KC279 e  ▲, BR-AD 22) em diferentes intervalos de 
tempo pós infecção. Os níveis de citocinas foram determinados por teste de ELISA e expressos 
através das medias em três experimentos em separados, os valores são em pgmL-1 de soro. P<0,05 
é determinado pelo teste x2 test; n, 5 camundongos por grupo. Os valores dos desvios padrões, 
usualmente inferiores a 10%, foram omitidos. 
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Na Figura 24  estão expressos os níveis médios das citocinas (TNF-α e IL-6) e 

o percentual de camundongos afetados por cada uma das cepas utilizadas no 

estudo. Percebe-se que as cepas que induziram a uma maior produção de citocinas, 

tanto TNF-α quanto IL-6 , foram também as que obtiveram maior percentual  de 

camundongos afetados. As três cepas de C. ulcerans apresentaram os maiores 

índices em todos os três fatores avaliados neste gráfico, a exceção do percentual de 

animais infectados onde a cepa de C. diphtheriae ATCC27010 apresentou indice 

pouco superior a cepa de C. ulcerans BR-AD22. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24.  Percentual de animais infectados e títulos médios das citocinas (TNF-α e IL-6) e obtidos 
por cada cepa em amostras de soro provenientes de grupos de camundongos convencionais Swiss 
Webster infectados pelas cepas de Corynebacterium ulcerans (CDC-KC279, 809 e BR-AD22) e 
Corynebacterium diphtherae (ATCC27010 e ATCC27012).  
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4.2.4. Avaliação Histopatológica 

 

 

Os estudos histopatológicos das articulações de camundongos infectados 

com diferentes cepas de C.diphtheriae e C. ulcerans foram realizados para confirmar 

os sinais clínicos de artrite. Observamos anteriormente que as patas que não 

apresentaram sinais macroscópicos de artrite também não demonstraram as 

características histológicas de artrite. Assim, optou-se por comparar 

histopatologicamente patas que apresentam sinais clínicos de artrite e patas normais 

(Figura25 ). No 8° dia após ainfecção, três patas afetadas fo ram examinadas em 

cada grupo de camundongos. Basicamente, foi observado o mesmo resultado 

histopatológico (edema subcutâneo, o infiltrado inflamatório, os danos ao tecido 

ósseo e hipertrofia de sinoviócitos) para articulaçõe safetadas por C.diphtheriae e C. 

ulcerans com maior intensidade para as últimas. Quanto ao aspecto visual, há 

diferenças significativas entre os aspectos clínicos da artrite causada por 

C.diphtheriae e C. ulcerans. A artrite causada pela infecção por C. ulcerans além da 

deformidade, inchaço, edema comumente apresenta úlceração de pele além de 

extensa necrose no local da inoculação (veia da cauda). 
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Figura 25 . Aspectos clínicos e avaliação histopatológica da artrite em camundongos Swiss Webster 8 
dias após a infecção com cepas de Corynebacterium ulcerans (A) e Corynebacterium diphtheriae (B). 
Avaliação Histopatológica da artrite em camundongos Swiss Webster 8 dias após ainfecção com 
cepas de C. ulcerans– Articulação normal (C); 40X (D); 100X. Alterações Histopatológicas causadas 
pelo C. ulcerans: edema subcutaneo (1), infiltrado inflamatório (2), destruição do tecido ósseo (3) 
ehipertrofia dos sinoviócitos (4) (E); 40X (F); 100X. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Na atualidade, o número de casos confirmados de difteria nos diferentes 

continentes alerta para a possibilidade de ocorrência de epidemias de doenças 

imunopreviníveis em todo o mundo. Os programas de vacinação contra a difteria, 

quando seguidos adequadamente, são capazes de conter o avanço de epidemias, 

porém não conseguem erradicar na população, os indivíduos portadores 

assintomáticos das espécies de corinebactérias potencialmente produtoras de toxina 

diftérica, C. diphtheriae e C. ulcerans.  

Além dos casos de difteria clássica, C. diphtheriae também pode causar 

infecções localizadas do trato respiratório (faringites, pneumonias), quadros de 

bacteremias, paralisias, danos cerebrais e abscessos no fígado e baço, além de 

endocardite, meningite, osteomielite e artrite séptica (HONMA et al., 1989; MATTOS-

GUARALDI; FORMIGA, 1998a; MATTOS-GUARALDI et al., 2001; DZUPOVA et al., 

2005; HIRATA Jr et al., 2008). Sinais e sintomas de osteoartrite tem sido descritos 

em 27-50% dos casos de infecção sistêmica relacionados tanto com cepas 

toxinogênicas quanto toxinogênicas(TILEY et al., 1993, PATEY et al., 1997). As 

epidemias de difteria ocorridas nas últimas décadas têm forçado uma geração de 

clínicos, laboratoristas e epidemiologistas em diversas partes do mundo a relembrar 

velhas lições e desenvolver novos métodos de diagnóstico microbiológico, 

prevenção, controle e tratamento da difteria. Entretanto, ainda são poucos os 

trabalhos que investigam in vivo e in vitro os fatores que influenciam o 

estabelecimento e/ou a disseminação de amostras potencialmente invasoras de C. 

diphtheriae. 

Atualmente também tem sido observado na literatura um crescente número de 

casos de difteria zoonótica causada pelo C. ulcerans, que se apresenta como um 

desafio adicional para os órgãos de Saúde Pública de diversos países, inclusive o 

Brasil (WAGNER et al., 2010). A maioria dos casos relatados em alguns países da 

Europa, como a Inglaterra, apresentou cães e gatos como reservatório primário do 

patógeno (LARTIGUE et al., 2005; AARON et al., 2006; HOGG et al., 2009). Deste 

modo, tornou-se necessária à implementação no diagnóstico laboratorial de 

esquemas rápidos e acurados que permitissem o isolamento e a identificação de C. 

ulcerans. A semelhança do ocorrido com o C. diphtheriae na última década, a 
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possibilidade de surtos de difteria ocasionados pela dispersão de clones de C. 

ulcerans capazes de infectar humanos e serem produtoras de toxina diftérica, 

diferente daquela utilizada nas preparações vacinais utilizada nos programas 

mundiais de imunização contra a difteria, também não deve ser negligenciada 

(WAGNER et al., 2010). 

Conforme descrito na introdução deste trabalho de tese, 37 artigos publicados 

na literatura internacional descreveram estudos relacionados com infecções de C. 

ulcerans em humanos. Uma predominância de casos (65%) e óbitos (66%) foi 

observada em indivíduos do sexo feminino. Vale ressaltar que a maioria das 

infecções em animais pelo C. ulcerans também ocorreu em fêmeas (mastites). 

Wagner e colaboradores (2010) realizaram um levantamento dos casos de infecções 

por C. ulcerans e C. diphtheriae ocorridos na Inglaterra, no período de 1986 a 2008, 

encontrando, também, predominância de casos em mulheres (76%). Este fato 

também foi observado quanto à ocorrência de óbitos em mulheres com 75% dos 

casos. Os autores observaram que a média de idade dos indivíduos portadores de 

C. ulcerans (38 anos) foi mais elevada que a média dos portadores de C. diphtheriae 

(15 anos). Do mesmo modo, o caso descrito no Brasil enfatizou a tendência dos 

portadores de C. ulcerans poderem pertencer a faixa etárias mais elevadas 

(MATTOS-GUARALDI et al., 2008; WAGNER et al., 2010), com uma média de 53 

anos de idade, contrastando fortemente ao que é historicamente observado nos 

casos de infecção por C. diphtheriae no Brasil e no mundo. 

Tendo em vista a circulação mundial do C. ulcerans e a falta de notificações 

nos continentes asiático, africano e Oceania uma melhor capacitação laboratorial, 

um maior cuidado na coleta e processamento das amostras suspeitas poderá 

contribuir para a redução de subnotificações decorrentes de resultados laboratoriais 

falso-negativos. Em países em desenvolvimento onde a incidência de difteria 

permanece relativamente alta e a cobertura vacinal continua insuficiente, o suporte 

laboratorial deve ser implementado visto às deficiências recorrentes neste segmento. 

Acreditamos necessária a disponibilização de esquema de triagem acurado, rápido, 

econômico e de fácil execução, capaz de permitir a realização do diagnóstico 

presuntivo de casos de difteria causados tanto pelo C. ulcerans quanto pelo C. 

diphtheriae na maioria dos laboratórios brasileiros. No Brasil, os laboratórios deverão 

estar atentos para esse novo desafio, e aqueles que não apresentarem recursos 

diponíveis para a execução de testes de toxinogenicidade devem enviar as cepas 
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para análises complementares, ao Laboratório Central de Saúde Pública de sua 

região e/ou ao Laboratório de Referência Nacional e/ou ao Centro Colaborador em 

difteria. Recentemente foi emitida uma Nota Técnica pelo Ministério da Saúde que 

alerta sobre a difteria no Brasil (BRASIL, 2010). Este documento informa que foram 

observadas mudanças no perfil clínico-epidemiológico da doença, tais como 

ausência de pseudomembranas e desvio de faixa etária, e que também foi descrito 

casos de infecção humana de C. ulcerans em área metropolitana (MATTOS-

GUARALDI et al., 2008). No presente estudo demonstramos que no Brasil pode ser 

observada a presença de C. ulcerans em populações de caninos mantidos em 

instituição destinada ao abrigo de animais domésticos localizados em áreas 

metropolitanas.  

Segundo Pesavento e colaboradores (2007) vivemos uma era de reemergência 

de várias doenças onde algumas hipóteses buscam explicar esta ocorrência: status 

sanitário da população, migrações, ambientação dos patógenos às novas condições, 

fatores ambientais entre outros. Segundo o autor, abrigos animais apresentariam 

várias condições predisponentes para este fenômeno: stress, imunossupressão, 

superpopulação, alta exposição, alta rotatividade animal, nutrição e uso 

indiscriminado de antibióticos tornando-se um fator de risco para população humana 

e animal.  

Cães assintomáticos com infecções pelo C. ulcerans podem ser considerados 

como potencialmente capaz de infectar outros animais e seres humanos. Deste 

modo, clínicas veterinárias devem implementar diretrizes para lidar com C. ulcerans 

em nosso ambiente. Profissionais da área médico-veterinária devem permanecer 

atentos ao fato, de modo a auxiliar no monitoramento e tratamento de infecções em 

animais, também nos países em desenvolvimento. Nas próximas décadas é 

esperado que mais de 90% do crescimento da população ocorra em regiões urbanas 

de países em desenvolvimento. O contínuo crescimento da população mundial, 

combinado com a rápida urbanização, significa que milhões de moradores das 

metrópoles sejam forçados a viver em condições de superlotação e de pouca 

higiênie, onde a falta de água potável e de saneamento básico fornecem condições 

favoráveis para o estabelecimento de doenças infecciosas de origens diversas, 

inclusive as de natureza zoonótica. Este fato também permitirá colocar milhões de 

pessoas em risco quanto à ação de microrganismos considerados raros ou 

desconhecidos como agentes causadores de doenças humanas. 
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Adicionalmente, milhões de pessoas em países emergentes vivem e 

trabalham nas zonas rurais. Embora na maioria dos casos no ambiente rural os 

pacientes tenham apresentado fatores de risco associados a infecções pelos C. 

ulcerans, como contato com animais, ingestão de leite cru ou de derivados, 

curiosamente, encontramos na literatura um número muito reduzido de casos 

relatados de infecções humanas pelo C. ulcerans em humanos ou animais ocorridos 

em países em desenvolvimento. O aumento do número e a gravidade de casos de 

infecção humanas em diferentes países, especialmente naqueles com programas de 

imunização que tornaram raros os casos clássicos de difteria (Sing et al., 2003) 

motivaram os estudos de mecanismos de virulência de C. ulcerans. 

Os resultados do presente estudo também permitiram ampliar os dados 

relacionados as propriedades invasivas de amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans 

através da utilização de modelos experimentais em animais murinos. 

 Em nosso estudo, foram avaliados modelos experimentais de infecção 

utilizando cobaias infectados pela via intracardíaca para observação do 

desenvolvimento de endocardite bacteriana, e um modelo utilizando camundongos 

infectados por via intranasal para observação do desenvolvimento de pneumonias. 

Infelizmente, no modelo de desenvolvimento de endocardite em murinos foram 

observados apenas resultados negativos para todas as amostras testadas de C. 

diphtheriae e C. ulcerans. A dificuldade de padronização deste modelo experimental 

para C. diphtheriae pode ser um fator que vem contribuindo parcialmente para a 

ausência de estudos in vivo realizados de endocardite pelo bacilo diftérico descritos 

na literatura internacional.  

No modelo intranasal, apenas uma cepa C. diphtheriae pertencente ao biotipo 

belfanti (amostra 402/Brasil) conseguiu colonizar o trato respiratório inferior 

(pulmões) de camundongos SW convencionais. O dado interessante é que esta foi a 

única cepa de C. diphtheriae dentre as estudadas, que foi isolada de paciente com 

quadro de pneumonia. O dado reenfatiza a possibilidade de uma adaptação natural 

prévia ao trato respiratório inferior adquiridas pelas amostras pertencentes ao biotipo 

belfanti, conforme descrito anteriormente por Patey e colaboradores (1997). Em 

nosso estudo com este modelo experimental, não foi possível a recuperação dos 

microrganismos a partir de outros órgãos além dos pulmões.  

Na tentativa de investigar os possíveis mecanismos de infecção e 

disseminação de C. diphtheriae e C. ulcerans foi preconizado um modelo 
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experimental in vivo utilizando camundongos convencionais SW injetados 

intravenosamente na veia caudal com amostras de diferentes origens. A metodologia 

de execução deste modelo experimental foi baseada em métodos aplicados 

anteriormente para amostras de Staphylococcus aureus (BREMELL et al., 1991), 

Streptococcus agalactiae (TISSI et al., 1999, PULITI et al., 2001) e C. diphtheriae 

(PULITI et al., 2006). Os autores observaram que em camundongos de tipos 

distintos, infecções invasivas pelos três patógenos foram acompanhadas pelo 

aparecimento de lesões articulares em um número significativo de animais, sendo 

em algumas oportunidades o potencial artritogênico dependente não só da cepa e 

da especie do patógenos testado, mas também do tipo genético de camundongo 

utilizado nos desafios.  

No presente estudo foi demonstrado potencial artritogênico para a cepa tipo 

C. diphtheriae ATCC27010 semelhante ao observado para cepas atoxinogênicas 

estudadas por Puliti colaboradores (2006).  Interessantemente, a cepa homóloga, 

porém toxinogênica, ATCC27012 foi incapaz de induzir qualquer sinal clínico de 

artrite em camundongos SW. A cepa vacinal de C. diphtheriae PW8 é utilizada 

mundialmente na produção do toxóide diftérico pelo fato de ser considerada pouco 

invasora e altamente produtora de TD. No modelo experimental utilizado a cepa 

vacinal PW8 demonstrou potencial artritogênico semelhante a cepa tipo C. 

diphtheriae ATCC27010, indicando que  a capacidade de produção de TD não 

influenciou na implantação dos quadros de infecção invasiva e no nível de atividade 

artritogênica das amostras.  

Entretanto, diferenças mais acentuadas no potencial artritogênico de 

amostras de C. diphtheriae foram observadas quando avaliadas as amostras 

isoladas de sangue de pacientes com endocardite diftérica.  Utilizamos três cepas 

invasoras de C. diphtheriae subsp. mitis (HC01/Brasil, HC02/1999/Brasil, HC03; 

sacarose-positivas) e uma de C. diphtheriae subsp. gravis (HCO4; sacarose-

negativas) oriundas de isolados humanos na promoção de sinais clínicos de artrite 

em camundongos SW. As cepas de C. diphtheriae invasoras e desprovidas do gene 

tox (HC01, HC02, HC03 e HC04) estudadas mostraram potencial artritogênico muito 

superior às demais cepas utilizadas no estudo, somente sendo comparadas as duas 

cepas de C. ulcerans 809 e CDC-KC279. As cepas HC01 e HC04 apresentaram 

perfis estatisticamente semelhantes em um patamar mais elevado de atividade 
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artritogênica. Em um nível menor de potencial temos as cepas HC02 e HC03 

igualmente com perfis estatisticamente semelhantes. 

Os dados indicaram que C. diphtheriae apresentou potencial artritogênico 

cepa-dependente e que amostras invasoras foram capazes de exibir maior potencial 

artritogênico que as demais amostras estudadas neste estudo e as amostras 

atoxinogênicas anteriormente avaliadas por Puliti e colaboradores (2006), porém, 

independente dos biotipos gravis e mitis e da capacidade de metabolização de 

sacarose.  

Ao contrário do descrito em diversos casos de infecções invasivas humanas 

pelo C. diphtheriae pertencentes aos biótipos gravis e mitis (PATEY et al., 1997, 

HIRATA Jr et al., 2008), não foi observado na literatura disponível casos descritos 

que apresentassem sinais e sintomas de artrite em humanos e/ou em animais 

infectados com C. ulcerans.  O modelo murino utilizado em nosso estudo, que 

apresenta semelhanças com a doença humana, além de ter oferecido potencial para 

uma melhor compreensão de processos infecciosos causados pelo C. ulcerans, 

apresentou resultados que capazes de demonstrar potencial artritogênico para C. 

ulcerans. Estes dados poderão futuramente auxiliar aos clínicos a investigar sinais e 

sintomas de artrite em pacientes com infecção pelo C. ulcerans.  

Com relação à porcentagem de camundongos afetados a cepa de C. 

diphtheriae invasiva com maior índice médio de artrite foi a HC04 com 92,45% dos 

animais apresentando algum sinal clínico de artrite. A semelhança do ocorrido com o 

índice médio de artrite, aqui também temos como a segunda cepa mais efetiva com 

86,66% dos animais afetados a cepa HC01, seguida pela HC03 (78,57%) e a cepa 

HC02 novamente mostrando uma virulência inferior quando comparadas com os 

isolados de infecções invasivas utilizados no estudo com 50% dos camundongos 

afetados. Os dados demonstraram que as amostras invasoras exibem diferenças 

nos potenciais artritogênicos entre si.  

A artrite séptica é uma inflamação de uma articulação causada por invasão 

bacteriana. Para colonização do tecido sinovial, o microrganismo deve ser dotado de 

propriedades específicas, deve ser transportável por tecido sinovial, invadindo 

fagócitos, demonstrando tropismo ou capacidade de se multiplicar no tecido sinovial. 

A partir daí, pode-se concluir que as características específicas desencadeantes de 

artrite no hospedeiro, bem como do patógeno devem coincidir (GAEDE; 

HEESEMANN, 1995). 
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Além da observação do desenvolvimento de artrite séptica foi realizado, 

ainda, o monitoramento da viabilidade bacteriana na corrente sanguínea e em 

diferentes órgãos. Semelhante a C. diphtheriae (PULITI et al., 2006), algumas cepas 

de C. ulcerans foram capazes de produzir infecção letal em camundongos. PULITI e 

colaboradores (2006) observaram taxas de letalidade semelhante para três cepas 

atoxinogênicas de C. diphtheriae isoladas de garganta dos pacientes com faringite 

grave usando camundongos CD1. Em nossos experimentos com camundongos 

convencionais SW indicou diferenças nas taxas de letalidade entre as cepas C. 

ulcerans. Além disso, a avaliação da morte de camundongos convencionais SW 

devido à infecção por 2 x 108 mL-1 de células viáveis de cepas de C. diphtheriae e C. 

ulcerans, foi demonstrado um maior potencial de letalidade para as cepas de C. 

ulcerans.  

A cepa de C. diphtheriae isolada de endocardite (HC03) foi escolhida para a 

etapa de seleção da linhagem animal devido ao fato de nos estudos preliminares ter 

apresentado o maior potencial artritogênico entre todas as cepas avaliadas. Em 

relação à etapa de seleção da linhagem de camundongos para o estudo, nos grupos 

que receberam tratamento, seja ele o vacinado pelo toxoide difterico ou o tratado 

com soro antidiftérico, a linhagem Swiss Webster apresentou niveis artritogênicos 

superiores e significativamente diferentes (P = 0,0465 e P = 0,0446, 

respectivamente) aos apresentados pelos camundongos NIH. Diferenças na 

susceptibilidade genética do desenvolvimento da artrite podem ocorrer entre 

diferentes linhagens de camundongos (BREMELL et al., 1991, PULITI et al., 2001). 

Durante a infecção via i.v. por C. diphtheriae (2 x 108 mL-1) em camundongos CD-1,  

todas as amostras foram artritogênicas resultando em um intervalo de 25% a 60% 

dos animais com lesões articulares moderadas ou severas (PULITI et al., 2006). Em 

nosso estudo, a infecção via i.v. por C. diphtheriae em camundongos convencionais 

SW resultou em 10% dos animais com lesões articulares para a cepa toxinogênica 

ATCC27012. Não foram observados sinais de artrite para o grupo de camundongos 

infectados pela cepa de C. diphtheriae atoxinogênica ATCC27010 e C. ulcerans BR-

AD22. Infecções com as cepas de C. ulcerans CDC-KC279 e 809 resultaram em um 

máximo de 84,61% e 71,42%, respectivamente, de animais com lesões articulares. 

Embora até o momento não tenha sido relatado na literatura casos de artrite 

séptica em seres humanos ou animais, devido à C. ulcerans, este modelo in vivo 
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demonstrou o maior potencial para artritogênico do C. ulcerans, quando comparado 

com algumas cepas de C. diphtheriae, independente da produção de TD.  

Semelhante a muitos casos de artrite séptica causada por outros patógenos 

bacterianos (GOLDENBERG; REED, 1985), artrite por C. ulcerans também 

apresenta disseminação hematogênica. Diferente da espécie S. aureus que foi 

encontrado viável em amostras de sangue 28 dias após a infecção de camundongos 

(BREMELL et al., 1991), cepas de C. diphtheriae (PULITI et al., 2006) e de C. 

ulcerans foram registrados em amostras de sangue de camundongos em um 

máximo de seis e três dias, respectivamente.  

O isolamento de S. aureus (28 dias) (BREMELL et al., 1991), C. diphtheriae (> 15 

dias) (PULITI et al., 2006) e C. ulcerans (4-6 dias) foi também registrado em  tecidos 

não articulares. Como anteriormente observado para C. diphtheriae (PULITI et al., 

2006), C. ulcerans foi isolado somente de rins e baço, mas não do coração e os 

pulmões de camundongos. Apesar do fato de que o S. aureus não ter sido 

recuperado a partir de articulações de 38% dos camundongos afetados (BREMELL 

et al., 1991), camundongos com artrite mostraram sinais de crescimento de C. 

diphtheriae nas articulações (PULITI et al., 2006) e C. ulcerans por até 20 dias em 

nossos experimentos.Portanto, a infecção por C. ulcerans em camundongos SW foi 

acompanhada pelo aparecimento de lesões articulares em um número significativo 

de animais.  

As citocinas interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) são 

mediadores importantes da resposta inflamatória. Muitos estudos têm destacado o 

importante papel das citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF-α na patogênese 

da artrite reumatóide (ANDREAKOS et al., 2002; ISHIHARA; HIRANO, 2002). A 

expressão sérica dos níveis de IL-6 estão envolvidos no catabolismo dos 

componentes do tecido conjuntivo nos locais de inflamação (ITO et al., 1992) e ativa 

os osteoclastos (GREEN et al., 1994).  Uma correlação direta entre a gravidade da 

artrite e os níveis de IL-6 e TNF-α tem sido demonstrado em um modelo do rato do 

grupo B Streptococcus artrite séptica (TISSI et al., 1999). A persistência de altos 

níveis de IL-6 e TNF-α também estão correlacionados com a gravidade da artrite 

séptica em murinos por S. aureus (NILSSON et al., 1999).  

Há evidências de que para infecções causadas por cepas atoxinogênicas de 

C. diphtheriae, ocorre a indução de secreção local e sistêmica de IL-6 e TNF-α. Aqui, 

nós fornecemos a evidência de que todas as variedades examinadas de C. ulcerans 
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induzem a secreção sistêmica de IL-6 e TNF-α. De acordo com PULITI e 

colaboradores (2006) em artrite séptica induzida por C. diphtheriae, IL-6, também 

contribui ativamente para o dano articular, pois a severidade da artrite observada em 

camundongos infectados foi diretamente associada com níveis séricos de IL-6. 

Assim, podemos supor que na artrite séptica induzida por C. ulcerans a IL-6 

dinamicamente trabalha em conjunto para dano articular, como nas infecções por 

cepas de C. diphtheriae. Quadros de infecções induzidas por cepas de C. 

diphtheriae expressam diferentes padrões de citocinas em ambos os níveis local e 

sistêmico, sugerindo que as diferenças poderiam ocorrer na estrutura da superfície 

celular do bacilo da difteria que, através da contratação de receptores celulares 

presentes em diferentes células do hospedeiro, possam tratar de uma produção de 

citocinas específicas (PULITI et al., 2006). Atualmente, as diferenças nos níveis 

sistêmicos de IL-6 e TNF-α não parecem estar relacionadas com o biótipo de C. 

diphtheriae.  

Observamos que a expressão das citocinas IL-6 e TNF-α em soros de 

camundongos desafiados com algumas cepas, como a cepa CDC-E8392/EUA, e 

apesar de não tão expressivos, os picos de produção de ambas as citocinas podem 

ocorrer em fases mais tardias da infecção (ex. décimo segundo dia pós-infecção).  

Este dado reforçou o fato de que apesar da pouca capacidade de produzir artrite 

neste modelo, encontramos uma maior atividade também no décimo segundo dia 

pós-infecção confirmando os dados a semelhança do observado por Puliti e 

colaboradores (2006), que demonstrou entre os níveis séricos de IL-6 e TNF-α com 

o desenvolvimento de sinais clínicos de artrite em camundongos. Observamos uma 

forte correlação entre o índice da artrite in vivo e a produção de citocinas pró-

inflamatórias. A maioria das cepas estudadas induziu um pico de secreção de IL-6 e 

TNF-α nos primeiros cinco dias de infecção. Isto poderia ser explicado pela 

contratação rápida ou aguda de células da resposta imune inata, tais como 

neutrófilos e macrófagos, e conseqüente produção de citocinas pró-inflamatórias IL-6 

e TNF-α.  

A artrite mais severa observada em camundongos infectados com cepas de 

C. ulcerans 809 e CDC-KC 279 está associada a níveis mais altos de IL-6 e TNF-α, 

enquanto a cepa BR-AD22, cuja infecção não  resultou ocorrência de para artrite, foi 

também capaz de induzir a níveis sistêmicos mais elevados de IL-6 e TNF-α. 

Curiosamente, embora a cepa BR-AD22 seja atoxinogênica e não-artritogênica no 
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modelo empregado, esta cepa produziu níveis de IL-6 e TNF-α maiores do que os 

detectados em grupos de camundongos infectados com cepas de C. diphtheriae 

ATCC27010 e ATCC27012 que são levemente artritogênica e toxinogênica 

respectivamente. 

Quanto a C. ulcerans foi observada forte correlação entre o índice de artrite e 

a produção de citocinas pró-inflamatórias in vivo. Os isolados bacterianos induzem 

um pico de secreção de IL-6 e TNF-α nos primeiros cinco dias de infecção. Isto 

poderia ser explicado pela mobilização rápida ou aguda de células da resposta 

imune inata, tais como neutrófilos e macrófagos, e conseqüente produção de 

citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α. 

Níveis sistêmicos sustentados de IL-6 foram detectados em camundongos 

logo após a infecção, seguidos de um decréscimo gradual nos dias subseqüentes. 

No início, a produção de TNF-α também foi evidente, mas, diferentemente da IL-6, 

continuou a aumentar, atingindo concentração máxima no dia 3, e após este prazo 

diminui progressivamente. Em nossos experimentos os níveis de IL-6 mostraram 

uma tendência descendente até o vigésimo dia, enquanto o oposto ocorre com os 

níveis de TNF-α. No vigésimo dia, temos uma clara tendência ascendente, 

especialmente nos grupos infectados por cepas 809 e CDC-KC279, e em menor 

grau com a cepa ATCC27012. 

Embora o C. ulcerans aparentemente tenha sido eliminado do sangue e de 

tecidos não-articulares na primeira semana, os microorganismos persistiram nas 

juntas por mais de três semanas. Esta infecção de longa duração foi observada em 

camundongos dependendo da cepa bacteriana utilizada. As diferenças também 

ficaram evidentes tanto em incidência e gravidade da artrite. Para algumas cepas de 

C. ulcerans, o exame histopatológico revelou uma artrite severa, com presença de 

células inflamatórias e de degradação óssea ou da cartilagem. Artrite grave não foi 

observada para as infecções causadas pelas cepas de C. diphtheriae utilizadas aqui 

ou no estudo anterior realizado por PULITI e colaboradores (2006). 

PLD é o fator determinante de virulência mais importante identificado no 

Corynebacterium pseudotuberculosis ocasionando aumento da permeabilidade 

vascular, propriedades dermonecróticas e redução na viabilidade de neutrófilos e 

macrófagos. Portanto, podemos supor que as lesões dermonecróticas observadas 

na cauda e articulações com artrite de camundongos infectados com C. ulcerans 
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foram possivelmente favorecido pela produção de PLD feita por microrganismos 

cresceram nestes tecidos.  

Em conjunto, estes resultados são a primeira demonstração que as cepas de 

C. ulcerans (809 e CDC-KC279) apresentam capacidade de induzir a artrite séptica 

em camundongos convencionais SW. 

Finalmente, em todos os aspectos analisados neste estudo, as amostras de 

C. ulcerans demonstraram maiores fatores de virulência do que as cepas de C. 

diphtheriae independentemente da produção de TD ou PLD. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que: 

 

• Além de quadros de infecção e de indivíduos portadores assintomáticos de C. 

diphtheriae, amostras de C. ulcerans podem ser encontradas causando infecções 

humanas assim como em populações de caninos assintomáticos mantidos em 

abrigos de animais domésticos localizados na região metropolitana do Rio de 

Janeiro. O fato de termos achado um animal portador de C. ulcerans em uma 

pequena pesquisa de portadores com 60 animais chama a atenção para a provável 

ampla circulação deste patógeno em nosso país. 

• Ao contrário do observado nos demais modelos animais avaliados, o modelo 

de artrite em camundongos convencionais Swiss Webster, via inoculacão 

endovenosa, se mostrou prático e exequível na estimativa da capacidade de C. 

diphtheriae ou C. ulcerans promover infecções invasivas. 

• As amostras estudadas apresentaram potencial invasor em níveis variados, 

conforme observado através da utilização do modelo experimental in vivo de artrite 

em murinos; 

• As amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans estudadas apresentaram 

potencial artritogênico em intensidades variadas, independente da presença do gene 

tox. As profilaxias disponíveis (vacinação e soroterapia) baseadas exclusivamente 

na toxina diftérica aparentemente não interferiram no processo infeccioso avaliado 

neste estudo; 

• Amostras C. diphtheriae isoladas de casos de endocardite e de C. ulcerans 

isoladas de processos infecciosos em humanos e animais apresentaram maior 

potencial artritogênico (> 50%) quando comparadas com aquelas de C. diphtheriae e 

de C. ulcerans isoladas de quadros de difteria clássica e de cão assintomático, 

respectivamente; 

• A análise histopatológica demonstrou a presença de edema subcutâneo, 

infiltrado inflamatório, danos ao tecido ósseo e hipertrofia de sinoviócitos, compatível 

com quadro de artrite severa para as amostras consideradas mais artritogências; 
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• Bactérias viáveis foram recuperadas a partir do sangue, rins, fígado, baço e 

articulações. Ambas as espécies apresentaram quadros de poliartrite, sendo que os 

punhos e tornozelos foram as áreas mais frequentemente acometidas; 

• As amostras de C. ulcerans 809 e CDC-KC279, além dos quadros de 

poliartrite, apresentaram lesões articulares ulceradas e nodose na cauda com 

extensa necrose no sítio da inculação (veia caudal); 

• Níveis sistêmicos de citocinas IL-6 e TNF-α foram aumentados pós infecção 

por ambas as espécies.  A correlação entre o índice da artrite e os níveis sistêmicos 

de citocinas IL-6 e TNF-α foi observada para as cepas de C. ulcerans, com exceção 

da cepa BR-AD22 incapaz de produzir artrite. 

• Foi demonstrado potencial artritogênico cepa-dependente para C. diphtheriae 

e C. ulcerans indicando diferenças na virulência e no potencial invasor destas 

espécies e independentes da capacidade de produção de toxina diftérica e de PLD. 

• O C. ulcerans parece circular entre hospedeiros humanos e  

animais em nosso país e em todos os aspectos de virulência abordados neste  

estudo (letalidade, potencial artritogenico, capacidade de invasão a tecidos e  

orgãos, lesões histopatológicas e indução a expressão de citocinas IL-6 e  

TNF-a em camundongos), este patógeno apresentou níveis semelhantes  

aos apresentados pelas cepas invasoras de C. diphtheriae e níveis expressivamente 

superiores aos apresentados pelas cepas de C. diphtheriae isoladas de quadros de 

difteria clássica utilizadas no estudo. 
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Resultados e Discussão

Poucos são os países que apresentam rotinas laboratoriais estabelecidas e exigem a notificação compulsória de 
infecções pelo C. ulcerans em humanos e animais. Deste modo, não podemos deixar de considerar a circulação do 
patógeno pelos diferentes continentes e a ocorrência de sub-notificação de casos de difteria zoonótica, 
principalmente nos países em desenvolvimento.  

Tabela 1. Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.

As recentes modificações na epidemiologia da difteria e os novos surtos epidêmicos  ocorrridos no Brasil  

levaram o Ministério da Saúde a emitir em agosto de 2010, através de Nota Técnica, um alerta sobre a presença do 

C. ulcerans em nosso ambiente e a possível emergência desta zoonose nas áreas urbanas. 

Tabela 2. Casos de infecções pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais 

relatados na literatura internacional .

Difteria causada pelo Difteria causada pelo Difteria causada pelo Difteria causada pelo Corynebacterium ulceransCorynebacterium ulceransCorynebacterium ulceransCorynebacterium ulcerans: : : : 
uma doenuma doenuma doenuma doençççça zoona zoona zoona zoonóóóótica emergente no Brasiltica emergente no Brasiltica emergente no Brasiltica emergente no Brasil

Ana Luíza de Mattos Guaraldi1,  Alexandre Alves Souza de Oliveira Dias2,  Fátima Napoleão3,  Rosane Marinelli3,  Luciene de Fátima Costa Torres1,  Cíntia Silva dos Santos1, 
Maria Helena Simões Villas Bôas2, Raphael Hirata Júnior1

1Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,  2Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde-FIOCRUZ e 3Laboratório Central Noel Nutels, LACEN-SESDEC – Rio de Janeiro, RJ, Brasil
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Introdução

A frequência de casos difteria confirmados nos diferentes continentes alerta para a ocorrência de epidemias de 
doenças imunopreviníveis por todo o mundo. O programa de vacinação seguido adequadamente é capaz de conter 
o avanço de epidemias, porém não erradica o estado de portador assintomático na população de microrganismos 
potencialmente produtores de toxina diftérica. Nos últimos anos, a difteria também passou a adquirir um perfil 
zoonótico, tendo em vista que a maioria dos casos relatados em alguns países da Europa foi relacionada com a 
espécie Corynebacterium ulcerans e apresentaram cães e gatos como reservatórios primários. Deste modo, tornou-
se necessária a implementação em nossos laboratórios de esquemas rápidos e acurados de diagnóstico que 
permitam o isolamento e a identificação de C. ulcerans potencialmente produtor de toxina diftérica. O presente 
estudo teve como objetivo descrever os principais aspectos clínicos, microbiológicos e epidemiológicos da difteria 
zoonótica no Brasil e no mundo. Além disso, foram apresentados métodos de triagem e moleculares que  podem 
ser utilizados no  diagnóstico laboratorial de C. ulcerans.

Materiais e Métodos

Os dados foram colhidos da literatura internacional e de exames laboratoriais e relatos de investigações 
realizados no LDCIC no período de 2000-2010. Estes resultados estão divulgados em revistas técnicas de 
circulação internacional. Como esquema de triagem foram avaliados os testes de DNAse, urease e reação de 
CAMP. 

Para confirmação da identificação os microrganismos também são submetidos aos testes de identificação 
bioquímica convencionais, ao sistema semi-automatizado API Coryne e a ensaios de PCR multiplex para os genes 
rpoB, 16S rRNA e pldmPCR9 utilizados para as espécies Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium diphtheriae e 
Corynebacterium pseudotuberculosis e detecção do gene tox 10. A sensibilidade a antimicrobianos foi testada 
segundo as indicações do CLSI (2007) sendo considerados como referência os valores utilizados para 
Staphylococcus aureus para os antimicrobianos penicilina e ampicilina.

Conclusão

A circulação de C. ulcerans em vários países, somada ao recentes casos descritos no Brasil de 

infecções ocorridas em humanos e animais, permite aventar a hipótese da ocorrência de difteria 

zoonótica e a circulação do C. ulcerans em diversas regiões urbanas e rurais do país. 
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Resultados e Discussão

Na última década, tem crescido o número de casos de difteria zoonótica em vários países industrializados 
enquanto que em países em desenvolvimento o número de casos relatados permanece aparentemente reduzido.

PAÍS/ANO/
REFERENCIA

CASO
S

/SEX
O

IDADE/VACINAÇÃ
O INFANTIL

QUADRO CLÍNICO EXAME DE 
MATERIAL CLÍNICO

PRODUÇÃO 
DE TOXINA

DESFECHO/OBSERVAÇÕES

INGLATERRA/1984/
8

01/ M ADULTO/ND ASSINTOMÁTICO SWAB NASAL ND RECUPERADO/ VACAS E AMOSTRAS DE LEITE 
POSITIVAS PARA C. ULCERANS

INGLATERRA/1984/
49

01/ F ADULTO/ND FARINGITE
SWAB OROFARINGE POSITIVA

RECUPERADOS/ VACAS E AMOSTRAS DE LEITE 
POSITIVAS PARA C. ULCERANS01/M

CRIANÇA (12 ANOS) /  
SIM

ASSINTOMÁTICO
DINAMARCA/1987/ 9

2
01/ M

CRIANÇA (09 ANOS)/ 
SIM DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA ND

DINAMARCA/1956-
1989/83 02/ND ND ND ND POSITIVA ND/ CLONE IDÊNTICO AO DA SUÉCIA

SUÍÇA/1990/44 01/M
ADULTO (63 ANOS)
/ND

DIFTERIA CLÁSSICA 
COM MIOCARDITE PSEUDOMEMBRANA NEGATIVA ND

INGLATERRA/1990/
69

01/F ADULTO (73 ANOS)/ ND DIFTERIA CLÁSSICA PSEUDOMEMBRANA POSITIVA ÓBITO

INGLATERRA/1992/
10

01/F
ADULTO (44 ANOS)/ 
SIM

FARINGITE, DISFAGIA E 
HEMORRAGIA

BIOPSIA TECIDO NASAL 
NECROSADO POSITIVA RECUPERADO

INGLATERRA/1994/
66

01/ F
CRIANÇA (09 ANOS)/ 
SIM

FARINGITE MACULAR E 
RASH CUTÂNEO  SWAB OROFARINGE POSITIVA

RECUPERADO/ VISITA A FAZENDA DUAS 
SEMANAS ANTES

ALEMANHA/1994/ 60 01/F ADULTO(42 ANOS)/ SIM DIFTERIA CLÁSSICA
FRAGMENTO DE 
PSEUDOMEMBRANA POSITIVA RECUPERADO/ CONTACTANTES NEGATIVOS

DINAMARCA/1995/ 1

8 01/M ADULTO (56 ANOS) /ND TOSSE E VÁRIOS 
NÓDULOS PULMONARES

HISTOPATOLOGIA DOS 
NÓDULOS

NEGATIVA RECUPERADO

USA/1997/13 01/F ADULTO (54 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO

INGLATERRA/2000/
14

03/F ND
1 DIFTERIA CLÁSSICA

SWAB OROFARINGE
TODAS 
POSITIVAS

ÓBITO 
SOROTERAPIA; 
PESQUISA DE 
CONTACTANTES 
NEGATIVA;  RESIDENTES 
DE ÁREA RURAL

2 INFECÇÕES DE 
GARGANTA

RECUPERADOS

ALEMANHA/2001/ 12

2
01/F

ADULTO (71ANOS)/
SIM

LESÕES CUTÂNEAS NA 
TÍBIA (10 MESES)

SWAB OROFARINGE E 
CUTÂNEO

POSITIVA 
FRACA RECUPERADO 

JAPÃO/2001/ 106 01/F ADULTO (52 ANOS) /ND FARINGITE SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO

ALEMANHA/2002/ 12

5
01/M ADULTO (77 ANOS) /ND

SINUSITE NECRÓTICA, 
FEBRE, TOSSE E 
RINORRÉIA 

SECREÇÃO NASAL POSITIVA
ÓBITO/ RESIDENTE DE ÁREA RURAL (PRÉVIO 
ÓBITO DE VACA COM DESCARGA NASAL)

SUÍÇA/2002/62 01/F
ADULTO (71 ANOS) / 
SIM DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA

RECUPERADO/ DOSE DE REFORÇO NA IDADE 
ADULTA

ALEMANHA/2003/ 11

1
01/ M ADULTO (40 ANOS) /ND LESÃO CUTÂNEA SWAB CUTÂNEO POSITIVA RECUPERADO

HOLANDA/2003/ 119 01/F ADULTO (58 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO

JAPÃO/2003/ 50 01/F ADULTO (52 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO/ PRÉVIO ÓBITO DE GATO COM 
DESCARGA NASAL 

ITALIA/2003/ 121 01/F ADULTO (75 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA ND POSITIVA RECUPERADO

CANADA/1999-
2003/19

03/ND ND
LESÕES CUTÂNEAS E 
PORTADOR DE CATETER 
RENAL 

SWAB CUTÂNEO E 
CATETER

POSITIVA ND

FRANÇA/2005/ 68 01/F
ADULTO (47 ANOS)
/SIM

DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA
RECUPERADO/ CÃO COM LESÃO LABIAL 
CRÔNICA POSITIVA PARA C. ULCERANS; 
PESQUISA NEGATIVA DE 88 CONTACTANTES

JAPÃO/2005/ 106

01/M ADULTO (57 ANOS) /ND
FEBRE E PAROTIDITE 
EPIDÊMICA – CAXUMBA

SWAB OROFARINGE

POSITIVA RECUPERADOS
01/M ADULTO (51 ANOS) /ND LESÃO PULMONAR LESÃO PULMONAR

01/F ADULTO (58 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE
INGLATERRA/2006/
49 01/F ADULTO (IDOSO) /ND AMIGDALITE SWAB OROFARINGE POSITIVA ÓBITO/ DOIS CÃES POSITIVOS PARA C. 

ULCERANS

FRANÇA/2006/ 1 01/F
ADULTO (70 ANOS)/
DURANTE O  
TRATAMENTO

DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA
RECUPERADO/ PESQUISA NEGATIVA DE 56 
CONTACTANTES; CÃO PORTADOR 
ASSINTOMÁTICO (SWAB NASAL )

JAPÃO/2007/ 84 01/M ADULTO (55 ANOS)
/ND

QUADRO PULMONAR, 
TOSSE, FEBRE E PERDA 
DE PESO

BIOPSIA TECIDO 
PULMONAR

POSITIVA RECUPERADO

INGLATERRA/2007/
27

01/M
ADULTO (50 ANOS)
/ SIM

FARINGITE, LARINGITE E 
DOR ABDOMINAL

SWAB OROFARINGE POSITIVA
RECUPERADO/ PESQUISA NEGATIVA DE 
CONTACTANTE 

BRASIL/2008/ 78 01/F ADULTO (80 ANOS) /ND
LESÃO CUTÂNEA COM 
PSEUDOMEMBRANA E 
PNEUMONIA

ASPIRADO TRAQUEAL POSITIVA ÓBITO/ RESIDENTE DE REGIÃO METROPOLITANA

USA/2008/118 01/M ADULTO (77 ANOS) /ND

DIFTERIA CLÁSSICA 
COM 
PSEUDOMEMBRANA  EM 
TODO O TRATO 
RESPIRATÓRIO

SWAB OROFARINGE POSITIVA ÓBITO/ RESIDENTE DE ÁREA RURAL 

USA/2008/118 01/F ADULTO (66 ANOS) /ND DIFTERIA CLÁSSICA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO/ RESIDENTE DE ÁREA RURAL

ALEMANHA/2009/ 10

4
01/F ADULTO (56 ANOS) /ND 

DIFTERIA CLÁSSICA E 
DISFAGIA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO/ VACINADA EM 1960 E EM 1998

INGLATERRA/2009/
57

01/F ADULTO (IDOSO) /ND SINAIS DE DIFTERIA
SWAB OROFARINGE E 
NASAL POSITIVA ÓBITO/ RESIDENTE DE ÁREA RURAL

INGLATERRA/2010/
116

01/M ADULTO (20 ANOS) /ND
TONSILITE E DOR DE 
GARGANTA SWAB OROFARINGE POSITIVA RECUPERADO

JAPÃO/2010/ 67 02/ND ND ND SWAB OROFARINGE POSITIVA ND

JAPÃO/2010/ 65 01/F ADULTO (55 ANOS) /ND
DOR ABDOMINAL E 
FLUIDO ABDOMINAL 
TURVO

CULTURA DO LIQUIDO 
PERITONIAL

NEGATIVA RECUPERADO

PAÍS (ANO)
HOSPEDEIRO  

(N° CEPAS 

ISOLADAS)

PRODUÇÃO 
TOXINA 
DIFTÉRICA

QUADRO CLÍNICO
ANIMAIS 

CONTACTANTES 
(NO.)

ÓBITO DE 
ANIMAIS (NO.)

OBSERVAÇÕES

C. ULCERANS

USA (1972)79 MACACO   (01) ND ND ND ND -
USA (1974)35 MACACO   (01) ND MASTITE ND ND -

ROMÊNIA (1977)90 MACACO   (01) ND
DERMATITE 
GRANULOSA

NEGATIVA 
(271 MACACOS)

ND -

INGLATERRA (1984)8 VACA (ND) ND ASSINTOMÁTICOS POSITIVA NÃO PROPRIETÁRIO  RECUPERADO DA INFECÇÃO
INGLATERRA (1984)49 VACA  (ND) POSITIVA ASSINTOMÁTICOS POSITIVA NÃO PROPRIETÁRIO  RECUPERADO DA INFECÇÃO

CANADÁ (1988)86 ESQUILO (63) POSITIVA
DERMATITE 
GANGRENOSA

NEGATIVA
(287 ESQUILOS) 

SIM
(06)

OS 57 ANIMAIS SOBREVIVENTES RECEBERAM 
ANTIBIOTICOTERAPIA

USA (2000)3 MACACO (26) NEGATIVA LESÕES CUTÂNEAS NEGATIVA ND
OS MICRORGANISMOS FORAM ISOLADAS DE 56% DAS LESÕES DE 
PELE PÓS-IMPLANTES E 3% DO OROFARINGE

ESPANHA (2000)117 CAMELO (01) ND
LINFADENITE 
CASEOSA

ND ND -
ESCÓCIA (2002)115 GATO (02) POSITIVA DESCARGA NASAL NEGATIVA NÃO -

INGLATERRA (2002)34 LONTRA (02) POSITIVA INFECÇÃO PULMONAR ND
SIM 
(01)

CEPAS DO MESMO RIBOTIPO ISOLADAS DE TECIDO PULMONAR DE 
AMBOS OS ANIMAIS 

INGLATERRA (1986-
2003)20

GATO (07) POSITIVA DESCARGA NASAL ND NÃO
OS MESMOS RIBOTIPOS ISOLADOS DE 50 INDIVÍDUOS FORAM  
ISOLADOS DOS GATOS, SUGERINDO QUE ESTES ANIMAIS 
PODERIAM ATUAR COMO RESERVATÓRIOS DO PATÓGENO

JAPÃO (2004)106 ORCA (02) POSITIVA
PNEUMONIA 
PURULENTA

ND SIM 
CEPAS ISOLADAS DE SANGUE E DE PULMÃO DE 02 ORCAS (MACHO 
E FÊMEA) MANTIDAS EM UM MESMO AQUÁRIO

FRANÇA (2005)68 CÃO (01) POSITIVA
LESÃO LABIAL 
CRÔNICA

ND EUTANÁSIA (01)
ADULTO RECUPERADO DE QUADRO DE DIFTERIA CLÁSSICA. O 
PATÓGENO FOI ISOLADO DA LESÃO CUTÂNEA, TONSILAS E 
NARINAS DO ANIMAL

ARGENTINA (2005)82 CABRA (01) ND ABCESSO CEREBRAL ND EUTANÁSIA (01) CEPAS ISOLADAS DO ABCESSO CEREBRAL E DO LIQUOR
Inglaterra (2006)49 CÃO (02) POSITIVA ASSINTOMÁTICOS SIM (02) NÃO PROPRIETÁRIO FOI A ÓBITO 
FRANÇA (2006)1 CÃO (01) POSITIVA ASSINTOMÁTICO SIM (01) NÃO PROPRIETÁRIO RECUPERADO DE DIFTERIA CLÁSSICA
JAPÃO (2008)106 LEÃO (01) NEGATIVA SEPSE ND ND CEPA ISOLADA DE SANGUE
JAPÃO/2009/61 CÃO (01) POSITIVA Assintomático SIM (65 CÃES) NÃO CEPA ISOLADA DE OROFARINGE

ALEMANHA (2009)104 Porco (01) POSITIVA Assintomático
SIM 
(19 PORCOS E 01 
CÃO)

NÃO
ADULTO RECUPERADO DE DIFTERIA CLÁSSICA. CEPA ISOLADA DE 
HUMANO IDÊNTICA A DO PORCO. A PESQUISA DE 03 HUMANOS 
CONTACTANTES FOI  NEGATIVA

INGLATERRA (2009)57
CÃO (02) E 
GATO (01)

POSITIVA Assintomáticos
SIM 
(05 CÃES E 02 
GATOS)

NÃO
PROPRIETÁRIO FOI A ÓBITO.  A PESQUISA DE AMOSTRAS DE LEITE 
FOI  NEGATIVA

BRASIL (2010)21 CÃO (01)
NEGATIVA

ASSINTOMÁTICO SIM (60 CÃES) NÃO
CEPA ISOLADA DE NASOFARINGE. O ESTADO DE PORTADOR FOI 
ELIMINADO PELA ANTIBIOTICOTERAPIA. A PESQUISA DE HUMANOS 
CONTACTANTES FOI  NEGATIVA 

USA (2010)114 CÃO (01) NEGATIVA BRONCOPNEUMONIA NÃO NÃO
DUAS CEPAS DISTINTAS FORMA ISOLADAS DO MESMO CÃO EM 
INTERVALO DE TEMPO DE 3 MESES. A PESQUISA DE PORTADOR 
CONTACTANTE REALIZADA NO PROPRIETÁRIO FOI NEGATIVA 

C. DIPHTHERIAE

USA (2010)47 GATO (02) NEGATIVA OTITE SEVERA
SIM (03 GATOS, 02 
CÃES, 01 CAVALO)

NÃO
ISOLADAS 04 CEPAS DE C. DIPHTHERIAE VAR. BELFANTI DO 
OUVIDO DE DOIS GATOS. A PESQUISA DE 10 CONTACTANTES (02 
PROPRIETÁRIOS E 08 VETERINÁRIOS) FOI NEGATIVA. 

IRLANDA (2010)70 CAVALO (01) POSITIVA LESÃO CUTÂNEA ND Não
CEPA DE C. DIPHTHERIAE VAR. GRAVIS ISOLADA DE PUS. A 
PESQUISA DE CONTACTANTE HUMANO FOI  NEGATIVA

ND, NÃO DESCRITO

 

 

 


