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RESUMO

Além dos quadros de difteria classica, Corynebacterium diphtheriae tem sido isolado
de diversos processos infecciosos invasivos. Escassos sao os trabalhos que
procuram investigar in vivo os fatores que influenciam o estabelecimento e/ou a
disseminacdo de amostras potencialmente invasoras de C. diphtheriae. Além disso,
na literatura encontramos a descricdo de inumeros casos de um patdgeno
potencialmente perigoso para a populacdo o Corynebacterium ulcerans, que se
apresenta como um desafio para os 6rgdos de Saude Publica brasileiros que
somente recentemente o incluiram na rotina dos esquemas de isolamento e
identificacdo. 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 populacbes de caninos mantidos em
instituicdo destinada ao abrigo de animais domeésticos localizada na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro. Neste sentido foram desenvolvidos 0s seguintes
objetivos especificos: (i) Avaliagdo do potencial artritogénico 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 viaveis no
sangue, pulmdes, rins, figado, baco, cérebro coracdo e articulagbes; (iii)
Determinacéo dos niveis séricos de citocinas IL-6 e TNF-a 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 andlise do potencial invasor das amostras. As 13 amostras de C.
diphtheriae e C. ulcerans estudadas apresentaram potencial artritogénico em
intensidades variadas, independente da capacidade de producdo 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 artritogénico (> 50%) quando
comparadas com aquelas de C. diphtheriae e de C. ulcerans isoladas de quadros de
difteria classica e de cao assintomatico, respectivamente. A analise histopatolégica
demonstrou a presenca de edema subcutaneo, infiltrado inflamatorio, danos ao
tecido 0sseo e hipertrofia de sinoviocitos, compativel com quadro de artrite severa

para as amostras consideradas mais artritogéncias. Bactérias viaveis foram



recuperadas a partir do sangue, rins, figado, baco e articulagdes. Ambas as espécies
apresentaram quadros de poliartrite, sendo que os punhos e tornozelos foram as
areas mais frequentemente acometidas. As amostras de C. ulcerans 809 e CDC-
KC279 além dos quadros de poliartrite apresentaram lesdes articulares ulceradas e
nodose na cauda com extensa necrose no sitio da inculagdo (veia caudal). A
correlagéo entre o indice da artrite e os niveis sistémicos de citocinas IL-6 e TNF-a
foi observada para as cepas de C. ulcerans, com excecdo da cepa BR-AD22 incapaz
de produzir artrite. Em concluséo, foi demonstrado potencial artritogénico cepa-
dependente para C. diphtheriae e C. ulcerans indicando diferencas na viruléncia e
no potencial invasor destas espécies e independente da capacidade de producéo de

toxina diftérica e de PLD.

Palavras-chave: Difteria, Corynebacterium ulcerans, artrite, modelo animal,infeccéo
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-a 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-a 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. INTRODUCAO

1.1. DIFTERIA CLASSICA — Corynebacterium diphtheriae

A difteria é uma doenca bacteriana toxémica de evolucdo aguda, que
permanece como uma importante causa de morbidade e letalidade em todo o
mundo, inclusive em paises em que foram implantados programas de imunizagédo da
populacao infantil contra o agravo da doenca (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 subdivisdo foi baseada na
morfologia colonial em meio de cultivo agar-chocolate-telurito (ACT), no padrao
bioquimico de fermentacdo de carboidratos e no potencial de hemdlise das
amostras. A subespécie gravis é capaz de fermentar o amido e o glicogénio,
enquanto que a subespécie belfanti se diferencia pela incapacidade de reducdo do
nitrato (CLARRIDGE; SPRIGEL, 1995, FUNKE et al.,, 1997, EFSTRATIOU, 1998,
FUNKE; BERNARD, 2007).

As pseudomembranas séo frequentes nos sitios de infeccéo e sédo o resultado
da combinacédo dos efeitos do crescimento bacteriano, producao de toxinas, necrose
tecidual e resposta imune do hospedeiro. A descoberta desta acédo sistémica pela
acao da toxina diftérica levou ao desenvolvimento da terapia baseada na antitoxina e
toxoide diftérico como agente vacinal (PAPPENHEIMER, 1993, SALYERS; WHITT,
1994).

1.1.1. Toxina diftérica

As manifestacdes locais e sistémicas da difteria tém sido relacionadas a agao
da toxina diftérica (TD), que € o fator de viruléncia 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 minima menor que 0,1pugKg™ de peso corporal, sendo extremamente potente
(PAPPENHEIMER, 1993). Nao existem diferencas na producdo de TD entre as
subespécies, porém sb sdo toxinogénicos 0os microrganismos que foram infectados
por um bacteriéfago temperado, especifico, portador do gene tox (FUNKE et al.,
1997).

Ao multiplicar-se na mucosa do trato respiratorio superior, sua porta de
entrada, o microrganismo produz a exotoxina de natureza protéica que possui
tropismo pelo miocardio, sistema nervoso central, rins e glandulas supra-renais
(MACAMBIRA et al., 1994, HADFIELD et al., 2000).

1.1.2. Aspectos epidemiolégicos da difteria

A difteria é uma doenca de notificacdo compulséria e que pode acometer
todas as pessoas ndo imunizadas ou parcialmente imunizadas, de qualquer idade,
raga ou sexo. A protecdo contra o C. diphtheriae pode ser naturalmente obtida
através da passagem de anticorpos maternos pela barreira transplacentaria durante
0s primeiros meses de vida do feto ou através de infecgBes assintomaticas (GUIA
BRASILEIRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA/MINISTERIO DA SAUDE, 1998,
DURBACA, 1999). Entretanto, a imunidade adquirida é obtida através da vacinacéo
com o toxoide diftérico e ndo com antigenos sométicos (Ex. vacina triplice bacteriana
- DTP contra difteria, tétano e coqueluche) (BONNET; BEGG, 1999, GALAZKA,
2000, SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO — SESRJ,
2002). O nivel de imunidade cai ao final da infancia e adolescéncia, dependendo do
calendario de vacinacdo e da reserva de C. diphtheriae na populacdo (GALAZKA,
2000). Deste modo, um eficaz programa de vacinacdo é capaz de conter o avanco
de epidemias, porém nao erradica o estado de portador assintomatico na populacgéo.

Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante o0s anos em
diferentes areas (microbiologia, patologia, medicina interna e preventiva), as
estratégias disponiveis para erradica-la ainda séo insuficientes.

A imunidade gerada contra a difteria depende principalmente da presenca de

anticorpos da classe IgG, direcionados contra a TD, em niveis iguais ou superiores a
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0,2UImL™* (VON HUNOLSTEIN et al., 2003, DAMASCO et al., 2005, PIMENTA et al.,
2006).

Um eficaz programa de vacinacdo € capaz de conter o avanc¢o de epidemias,
porem nao erradica o estado de portador assintomatico na populagdo. Assim, temos
tanto a circulacdo de cepas atoxinogénicas quanto toxinogénicas. Um declinio
parcial na imunidade de adultos aliado a falta de refor¢cos vacinais e uma menor
exposicdo ao bacilo contribuem para a ocorréncia esporadica de epidemias
(FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993, GALAZKA; ROBERTSON,1995).

O calendéario de vacinagdo adotado no Brasil consiste em um esquema
primério de trés 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 1° refor¢o aplicado no prazo de 6 a 12 meses apos a 32 dose e 0 2°
reforco com 4-6 anos de idade. E recomendada, ainda, a administracdo de uma
dose de reforco com a vacina dupla adulto (dT) a cada 10 anos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Na Era da Vacinacdo, tém sido observadas mudancas diversas nha
epidemiologia da difteria (GALAZKA, 2000, MATTOS-GUARALDI et al., 2003) que
podem ser parcialmente justificadas pela prevaléncia de baixos niveis de IgG
antitoxina diftérica na populagdo de adolecentes e adultos (FARIZO et al., 1993,
DAMASCO et al., 2005). Além das mudancas na faixa etaria, tém sido observados
casos de difteria sem a presenca de pseudomembrana e casos de faringite e
infecgbes invasivas de origens diversas em individuos previamente submetidos a
vacinacgao, incluindo artrite, pneumonia, abcessos renais e endocardite (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA al., 1998a, DEWINTER et al., 2005). Casos de infeccoes
invasivas tém sido predominantemente relacionados com amostras de bacilo
diftérico atoxinogénicas (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 Federacdo Russa espalhando-
se rapidamente pelos Novos Estados Independentes (NIS) e paises Balticos. Foi a
maior epidemia registrada apos o inicio da vacinagdo em massa, com 157 mil casos,
respondendo por aproximadamente 80% dos casos reportados no mundo inteiro. O
decréscimo da cobertura vacinal em criancas, a desorganizacdo dos servicos de

saude associada a revolta politica, a grande migracao de civis e militares e precarias
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condicdes higiénico-sanitarias ajudam a explicar tal ocorréncia. Houve, ainda, uma
clara predominancia entre a populagcdo adulta com cinco mil 6bitos registrados. A
retomada das campanhas de vacinacdo controlou a situacdo voltando aos niveis
anteriores a epidemia. A taxa de letalidade ndo apresentou alteragcdes nas ultimas
décadas (5 a 10%), a maioria das mortes ocorreu 3 e 4 dias posinfeccdo com a
presenca de membranas ou miocardite com predominancia do biotipo gravis
(GALAZKA; ROBERTSON, 1995, POPOVIC et al.,, 2000). O principal clone da
epidemia do inicio dos anos 90 continua circulando na Russia, Letbnia, Lituania e
Bielorussia (WAGNER et al., 2010).

Outras regides foram acometidas por surtos epidémicos na década de 90, tais
como China (6.000 casos), Tajakistdo (1.100 casos), india (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 ocorréncia de casos de difteria
em Delhi (india) e arredores, entre 1998 e 2004, principalmente em criangcas néo
vacinadas. H& urgéncia em se melhorar a cobertura vacinal, especialmente na
comunidade mulgumana, tanto em criancas 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 india, onde a cobertura vacinal é
inferior a 80%, com apenas 56% das criangcas encontrando-se protegidas (>
0,1Ul/mL) (BITRAGUNTA et al., 2010). Entre 1999 e 2004 ocorreram 400 casos
suspeitos no Vietnam com 90 pacientes confirmados laboratorialmente. Neste
episodio considerou-se prioridade imunizar criancas e ampliar campanhas de
conscientizacédo da populacdo sobre a importancia da higiene da pele (MURAKAMI
et al, 2010). Alta taxa de letalidade, grande proporcdo de pacientes com
complicacBes e ocorréncia em jovens e adultos podem estar caracterizando estas
epidemias (GALAZKA; ROBERTSON, 1995).

Mudangas na epidemiologia de difteria ocorrem em todo o mundo. Uma
grande proporcdo de adultos tanto em paises industrializados quanto em paises em
desenvolvimento encontra-se susceptivel a difteria. A imunidade induzida por
vacinagao diminui com o tempo, a menos que booster periddicos sejam aplicados ou

que ocorra contato com C. diphtheriae. A continua circulacdo de cepas de C.
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diphtheriae toxinogénicas enfatiza a necessidade de estarmos alertas a fatores
epidemiologicos, sinais clinicos e sintomas de difteria de modo que estes casos
sejam rapidamente diagnosticados e tratados possibilitando a prevencdo de
epidemias pelos orgaos de Saude Publica. A disponibilidade de toxoéide diftérico
diminuiu a incidéncia de difteria e a circulacdo de C. diphtheriae resultando em
umaqueda nos niveis de anticorpos por exposi¢cao natural. O nivel de imunidade cai
ao final da infancia e adolescéncia, dependendo do calendario de vacinacdo e da
reserva de C. diphtheriae na populagao.

A Organizacdo Mundial de Saude criou um indice denominado DALY
(Disability-Adjusted Life Year), onde cada unidade representa um ano de vida
saudavel perdido, seja por doenca, internacdo ou mesmo 0Obito (levando em conta a
expectativa de vida de cada pais) a cada 100.000 habitantes. Dados da OMS de
2002 sobre a letalidade e prevaléncia da doenca relacionam as regides do planeta
com as maiores DALYs por difteria em todo mundo, como na América Central (Haiti
(>50 DALYs) e Republica Dominicana (>15 DALYSs)), Africa Sub-saariana (Republica
Democratica do Congo e Serra Leoa (>15 DALYs), Sudao, Etiopia, Quénia,
Zimbabue, Somalia, Burkina Faso entre outros (>7 DALYS)), Asia (Nepal e Myanmar
(>15 DALYs), India, Paquistdo, Bangladesh, Thailandia, Camboja e Malasia (>7
DALYSs)) e na Europa (Letbnia (>7 DALYSs)). O Brasil, bem como as Américas do Sul
e do Norte, a Europa ocidental e Oceania apresentaram indices inferiores a 1
DALY (MAP, 2002).

O reaparecimento da difteria em paises europeus alerta para epidemias de
doencas imunopreviniveis em todo o mundo. A circulagdo de cepas toxinogénicas é
um desafio para os paises desenvolvidos e em desenvolvimento requerendo a
manutencdo de altas taxas de cobertura vacinal em criancas e adultos. A pior
epidemia por difteria das ultimas décadas forcou uma geracdo de clinicos,
laboratérios e epidemiologistas em todo o mundo a relembrar velhas licdes e
desenvolver novos métodos de prevencdo, controle e tratamento da difteria. Em
paises onde a incidéncia da doenca permanece relativamente alta e a cobertura
vacinal continua insuficiente, o suporte laboratorial deve ser implementado
considerando-se as deficiéncias recorrentes neste segmento. Investimentos
continuos na melhoria das vacinas, estratégias de controle e novos métodos

laboratoriais sédo fatores fundamentais para o controle da transmisséo da doenca.
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Existe, na Europa, uma rede de vigilancia em difteria a Diphteria Surveillance
Network (DIPNET) formada principalmente pelos laboratérios dos centros de
referéncia nacionais. Um dos principais objetivos da DIPNET é disseminar
procedimentos microbiolégicos para deteccédo 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 numero de casos levou a uma diminuicéo
na capacidade de isolamento, identificacdo e deteccdo da toxinogenicidade nos
ultimos anos. Estes estudos auxiliam a DIPNET a monitorar a qualidade e seguranca
dos servicos prestados pelos laboratérios participantes da rede apontando
problemas gerais e especificos de cada laboratério (WAGNER et al., 2010).

O diagndstico rapido e preciso € fundamental na orientacdo aos servicos de
saude a serem prestados ao portador bem como na contencdo de um potencial
clone epidémico e toxinogénico (NEAL; EFSTRATIOU, 2009).

Embora a difteria seja considerada em declinio no Brasil, a doenca
permanece endémica na maioria dos estados nas duas ultimas décadas com taxa de
letalidade entre 5% a 10%. Alta taxa de letalidade, grande propor¢cao de pacientes
com complicagdes e ocorréncia em jovens e adultos tém caracterizado estas
epidemias (GALAZKA; ROBERTSON, 1995, MATTOS-GUARALDI et al., 2003).

No Brasil, o grupo etario que apresenta o maior coeficiente de incidéncia (IC)
de difteria € o de criancas em idade pré-escolar ndo imunizadas previamente. De
1980 a 1990, surtos esporadicos foram registrados nos estados de Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Pernambuco, Amazonas e Santa Catarina. O Programa Nacional
de Imunizacdes foi estabelecido no inicio da década de 1970 e o controle da difteria
somente foi alcancado no final da década de 1990. Entretanto, em 2004, 19 casos
de difteria foram reportados no pais com IC de 0.01/100,000. Desde entdo, o
Ministério da Saude recomenda a vacinacdo de criangcas aos 2, 4 e 6 meses de
idade e aplicagdo de booster em adolescentes e adultos (FUNASA, 2002). Nado h&a
informacéo disponivel quanto a cobertura vacinal de jovens e adultos no Brasil.
Apesar da queda da incidéncia de difteria, o Brasil estd muito distante de atingir o
controle alcancado pelos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos foram
notificados quatro casos anuais entre 1993 e 1998, numero quarenta vezes inferior
ao notificado no Brasil (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 1999).

1.1.3. Relagao parasito-hospedeiro
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O desenvolvimento de diversos processos infecciosos inicia-se com a
instalacdo do microrganismo nas superficies cutaneo-mucosas, sendo essa
capacidade de colonizar as superficies do hospedeiro consideradas como
importante mecanismo de patogenicidade de varias bactérias (OFEK; DOYLE,
1994). Para a implantacdo de um microrganismo, é de suma importancia a presenca
de estruturas de superficie bacterianas envolvidas na captacdo de nutrientes nos
tecidos, ativacdo dos sistemas de defesa, degradacao de substratos e adaptacao
das bactérias ao ambiente (MATTOS-GUARALDI et al., 1998b, MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 2001, OTT et al., 2010).

As condicbes imunologicas gerais do hospedeiro, a dose infectante e a
viruléncia da amostra bacteriana parecem ser fatores adicionais que influenciam na
sensibilidade a difteria dos individuos vacinados (POPOVIC et al., 2000).

A pior epidemia de difteria na era pos-vacinal requer atencdo pelo incompleto
entendimento da epidemiologia e fatores de viruléncia de C. diphtheriae. Fatores do
hospedeiro como, imunidade antimicrobiana, podem contribuir para o potencial
epidémico de uma nova cepa introduzida no ambiente, porém fatores relacionados
ao microrganismo tambem devem ser considerados. Entretanto fatores biolégicos e
genéticos que distinguem cepas endémicas de cepas epidémicas ainda nao foram
totalmente elucidados. O fato de clones epidémicos serem responsaveis por uma
série de epidemias com centenas de mortes em paises industrializados reforca a
idéia de que outros fatores, além da TD, desempenham papel importante neste
processo. A ocorréncia de difteria entre vacinados, o aumento dos casos de
endocardite causada por clones invasivos atoxinogénicos associados a prevaléncia
de um biotipo atipico de C. diphtheriae subsp. mitisfermentador de sacarose
responsavel por altas taxas de letalidade de difteria respiratéria no Brasil, apontam
para a necessidade de um maior conhecimento sobre estes fatores (MATTOS-
GUARALDI et al., 2003).

Os efeitos sistémicos da toxina sé@o evitados pela imunizagéo antidiftérica, no
entanto esta ndo exerce qualquer influéncia na colonizagdo pelo bacilo. E
preocupante a circulacdo do bacilo atoxinogénico entre a populacédo, visto que ele

apresenta potencial epidémico e é capaz de causar um processo infeccioso invasivo
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incluindo casos de difteria classica (PAPPENHEIMER; MURPHY, 1983, FORMIGA,
1985a).

Diferentes estudos com células epiteliais demonstraram a capacidade de
internalizacao e viabilidade intracelular do C. diphtheriae, incluindo a participagéo de
estruturas de superficie neste processo (HIRATA Jr et al., 2002,VALE, 2003). Estes
autores relataram uma maior capacidade de internalizagdo por amostra isolada de
sangue de paciente que desenvolveu quadro de endocardite fatal do que por
amostras isoladas de trato respiratorio. Presume-se que 0Ss mecanismos de
internalizacdo contribuam para o estabelecimento e manutencdo dos processos
infecciosos causados pelo bacilo diftérico ajudando a atenuar a resposta do sistema

imune ao microrganismo.

1.1.4. LesOes cutaneas e portadores assintomaticos

O C. diphtheriae é capaz de causar difteria cutanea, que ocorre a partir de
uma lesdo na pele, onde o bacilo se multiplica (FORMIGA, 1985b, CLARIDGE;
SPRIGEL, 1995). A difteria cutanea tem sido relacionada a taxas de isolamento que
variam de 10% a 50%, dependendo da localizacdo geogréfica, sendo as amostras
atoxinogénicas as principais responsaveis pelo aumento deste tipo de infeccéo
(FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993). Em regides endémicas, as infeccOes de
pele servem como reservatério do bacilo, particularmente quando nédo identificadas
(BELSEY; Lé BLANC, 1969, BELSEY et al., 1975).

A maioria das lesbes que contém o bacilo diftérico sdo indistinguiveis de
outras lesdes dermatolégicas e sdo mais contagiosas que a infeccdo do trato
respiratorio (DIXON, 1984, MACGREGOR, 1990). Alguns grupos estdo mais sujeitos
as infeccdes invasivas a partir de lesdes cutaneas que albergam os microrganismos,
como pacientes portadores do virus-HIV, imunocomprometidos, usuarios de drogas,
e portadores de cancer (HALIOUA et al.,, 1992, GRUNER et al, 1994, MATTOS-
GUARALDI et al., 2001). Aléem disso, amostras de Corynebacterium ulcerans que
predominantemente causam lesfes cutdneas em homens e animais, tambéem
mimetizam quadros de difteria classica (KISELY et al., 1994, WAGNER et al., 2001,
HATANAKA et al., 2003, VAN DAM et al., 2003).



21

Com o objetivo de verificar a prevaléncia do bacilo diftérico em lesdes
cutaneas, criangas em idade escolar do Rio de Janeiro foram examinadas.
Observou-se que 15,09% possuiam o bacilo colonizando a pele, e que dentre este
percentual 13,9% apresentaram o bacilo atoxinogénico. Diversos autores relataram o
encontro de C. diphtheriae em Ulceras leishmanidticas cutaneas (FORMIGA et al.,
1986, FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993, VERA et al.,, 2001, VERA et al.,
2002).

As amostras isoladas de lesGes cutaneas, de acordo com Formiga (1986),
Mattos-Guaraldi; Formiga (1991a) e Mattos-Guaraldi; Formiga (1991b),
apresentaram diferencas nas propriedades adesivas quando comparadas as de trato
respiratorio. Amostras provenientes de ambos os sitios foram capazes de aglutinar
hemacias de carneiro, sendo as amostras de trato respiratérios mais eficazes.
Quando foi comparada a atividade hemaglutinante de amostras provenientes de
lesdes de pele com as do biotipo ndo fermentador de sacarose, observou-se que
ambas reagiram fortemente com eritrécitos, sugerindo uma relacao associativa entre
o biotipo que ndo metaboliza sacarose e o sitio de infec¢do do C. diphtheriae. Tais
ocorréncias podem indicar a presenca de um componente comum na superficie das
amostras sitiadas em diferentes locais, que seria responsavel pela aderéncia do
microrganismo e explicaria a colonizacdo de um sitio ou outro (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 1991a, MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991b).

1.1.5. Infecgdes invasivas

A capacidade de produzir doencas invasivas adiciona um novo aspecto
atipico 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
infecgbes sistémicas ja foram relacionados com amostras do biotipo fermentador e
nao fermentador de sacarose (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998b). Além
disso, amostras toxinogénicas e atoxinogénicas tém sido relacionadas em diversos

casos de endocardite, entretanto, a toxinogenicidade néo foi associada diretamente
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ao poder invasor do microrganismo (BELKO et al.,, 2000). Segundo MISHRA e
colaboradores (2005), a ocorréncia de endocardite por C. diphtheriae talvez seja
mais comum do que se supde. A presenca de fatores de risco ndo € necessaria para
o desenvolvimento do quadro (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998a).

HIRATA Jr e colaboradores (2008) relataram que amostras isoladas de
pacientes com endocardite, em diferentes periodos e em distintas unidades
nosocomiais do Rio de Janeiro, apresentaram similaridade nos perfis de proteinas
totais, sendo agrupadas em um mesmo padrdo eletroforético. No entanto, os
microrganismos exibiram caracteristicas moleculares diferentes quando foram
analisados através da técnica de amplificacdo randémica de DNA polimorfico
(RAPD-PCR). A maioria das cepas invasivas foi classificada como toxinogénicas
(Elek-positivas) e fermentadoras de sacarose.

Além da difteria classica, cepas de C. diphtheriae tém sido cada vez mais
associadas a quadros de infec¢des invasivas como endocardites, e artrites sépticas,
septicemia, pneumonias e abscessos esplénicos. Cepas toxinogénicas produzem
manifestacdes sistémicas tais como miocardite, polineurite e necrose focal de 6rgaos
como figado, baco, rins e glandulas adrenais. Entretanto, a patogenia destas
doencas ainda ndo esta totalmente esclarecida e vem sendo postulado que ocorre
com maior freqiéncia em individuos previamente imunizados, particularmente em
adultos (BELKO et al., 2000, KANUNGO et al., 2002). A endocardite infecciosa (El)
representa um desafio quanto ao diagnostico com taxa de letalidade significativa
(35%) ocorrendo em pacientes sem um historico prévio de doenca cardiaca. Maior
conhecimento quanto a sua origem e evolucado contribuiriam para a rapidez do
diagnostico e consequente aumento da taxa de recuperagdo (LEWENA, 2005). O C.
diphtheriae aparenta ter predilecdo pelas valvulas do lado esquerdo do coracéo,
especialmente pela véalvula mitral, tendendo a produzir vasta vegetacdo valvular,
embolia séptica e aneurismas frequentemente fatais (BELKO et al., 2000).

A EIl € uma infeccao crdnica severa ndo-contagiosa das valvulas do coracéo
causadas principalmente por bactérias. Varias complicacdes podem ser associadas
a El como: coagulos, acidente cardiovascular, problemas no ritmo cardiaco,
abscessos e outras infecgdes. A El é associada a quadros clinicos severos e morte,
e geralmente ocorre em pacientes com estrutura do coracdo anormal ou alterada
que foram expostos a bactérias por meio de trauma ou outras atividades de alto

risco. O risco de infeccdo das valvulas cardiacas em pessoas predispostas a El
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aumenta com as seguintes condi¢gdes: doenca congénita cardiaca, febre reumatica,
tratamento dentario prolongado, cirurgias cardiacas e procedimentos geniturinarios.
Novas evidéncias mostram que o0 uso de piercing, consumo excessivo de alcool e
utiizacdo de drogas Iilicitas intravenosas auto-administradas predispfem a
endocardite (MILLAR; MOORE, 2004).

Em 1893 foi descrito o primeiro caso de endocardite causado pelo bacilo
diftérico atoxinogénico. Na década de 70, foram relatados dois casos de endocardite
causados por C. diphtheriae em criangas 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 toxinogénicas de C. diphtheriae, tém sido isoladas de casos de
endocardite em diferentes unidades nosocomiais (PEREIRA, 2001,VALE, 2003,
SABBADINI, 2006). A despeito do poder destrutivo das infec¢des invasivas, Varios
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 vém sendo reportadas
como causadoras de um aumento do numero de casos de endocardites bacterianas,
pneumonias, bacteremias, osteomielites e abscessos esplénicos (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 invasao das células eucaribticas e de sobrevivéncia em seu
interior sdo compartilhadas por muito patégenos humanos. O processo de invasao
pode ser um meio utilizado pelos microrganismos para violar as barreiras epiteliais
do hospedeiro e assegurar sua replicacéo e persisténcia (FINLAY; FALKOW, 1997,
NIEMANN et al., 2004). A penetragdo de microrganismos invasores no ambiente
intracelular ocorre através da participacdo de uma classe especial de adesinas,
denominadas de invasinas (FINLAY; FALKOW, 1997, CHHATWAL, 2002, NIEMANN
et al., 2004). H& inumeros relatos sobre a dependéncia de uma ac¢ao cooperativa de

adesinas e invasinas presentes na superficie bacteriana no processo de
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internalizacdo de bactérias aderentes (JOUVE et al., 1997). E importante ressaltar
que fatores como afinidade da interagdo ligante-receptor, densidade da molécula
receptora (avidez) e associacdo desta ao citoesqueleto parecem ter grande
importancia na determinacdo do destino da bactéria aderida a superficie celular.
Desta forma, a associagdo entre ligantes bacterianos e receptores da célula
hospedeira nem sempre resulta na internalizacdo do microrganismo (ISBERG,
1991).

A atividade da invasina néo esta restrita as moléculas presentes na superficie
do microrganismo, visto que moléculas secretadas também podem possuir tal
caracteristica (CLERC; SANSONETTI, 1987). Proteinas efetoras podem ser
liberadas dentro ou na superficie celular, auxiliando na penetracdo de
microrganismos patogénicos (IRETON; COSSART, 1998).

A expressdo de certas proteinas de superficie por parte das bactérias e a
ligacdo destas a determinados receptores da célula hospedeira sdo requeridas para
gue haja contato e adesdao, visto que estes S80 passos iniciais para a ocorréncia da
internalizacao bacteriana (COSSART; SANSONETTI, 2004, NIEMANN et al., 2004).
Um grande numero de adesinas/invasinas teve sua estrutura tridimensional
estudada, sendo demonstrado que sdo moléculas alongadas contendo dominios
comumente encontrados em proteinas eucariéticas (NIEMANN et al., 2004).

De um modo geral, as proteinas envolvidas na aderéncia e invasao estao
ancoradas a superficie da bactéria, sendo o posicionamento diferente quando se
compara microrganismos Gram positivos e Gram negativos (CHHATWAL, 2002,
NIEMANN et al., 2004).

Diferencas quanto a capacidade de adesdo das diversas cepas de difteria
pode estar relacionada a prevaléncia de cepas epidémicas, invasoras e/ou alguns
biotipos sobre os demais (MATTOS-GUARALDI et al., 2000). A adesao é atividade
importante para colonizacdo e patogenicidade da espécie bacteriana. Embora o
bacilo diftérico seja geralmente considerado um colonizador extracelular, a
capacidade de sobrevivéncia do C. diphtheriae no interior de células epiteliais
poderia ajudar a explicar a permanéncia da infec¢do no trato respiratorio, apesar da
terapia antimicrobiana e administracdo de antitoxina diftérica (HIRATA Jr et al.,
2002).

Tem sido postulado que a difteria € uma infeccado superficial causada por

microrganismo nao invasor. Contudo, a incidéncia de infecgdes sistémicas causadas



25

por C. diphtheriae enfatiza a possibilidade do microrganismo ser capaz ndo apenas
de aderir a superficie de células epiteliais da mucosa respiratéria, mas também de
invadir e acessar tecidos mais profundos (MATTOS-GUARALDI et al., 2000, HIRATA
Jr et al., 2002).

A aderéncia do C. diphtheriae apresenta natureza multifatorial, uma vez que
as amostras possuem tendéncia a aderir em intensidades variadas a diversos
substratos. Aparentemente, as propriedades adesivas contribuem como fator de
viruléncia no estabelecimento de infec¢cdes causadas por amostras invasoras, ou
produtoras ou ndo de toxina. A expressao de diferentes adesinas pelo bacilo diftérico
€ sugerida, devido a diversidade da atividade hemaglutinante e as variagdes nos
percentuais de aderéncia e internalizacdo celular entre as amostras. Essas
diferencas parecem influenciar na patogenicidade e no sitio de infeccdo das cepas
(HIRATA Jr et al., 2008).

A definicdo do papel especifico de uma adesina em particular na doenga tem
sido dificultada, ja que um unico patégeno expressa varios fatores de aderéncia.
Alguns dos primeiros enfoques e novos desenvolvimentos nos estudos de base
molecular do processo de adeséo do C. diphtheriae sdo enfocados pela discussao
da importancia das hemaglutininas, exposicao a acucares, hidrofobinas e enzimas
trans-sialidase como adesinas de cepas fermentadoras ou ndo de sacarose.

O papel de estruturas de superficie na aderéncia a células epiteliais, refletidos
pela interacdo com eritrocitos, pode ser essencial ao progresso de uma infeccao
(KLEMM; SCHEMBRI, 2000). Estudos anteriores mostraram que adesinas e
hemaglutininas foram expressas predominantemente no biotipo ndo fermentador da
sacarose, isolado em maior freqtiéncia em lesdes de pele (MATTOS-GUARALDI et
al., 2000).

Dentre as estruturas de superficie de C. diphytheriae relacionadas a
aderéncia e/ou invasado, destaca-se um complexo proteico de superficie, ndo fimbrial
de aproximadamente 67 a 72 kDa, chamada PTN 67-72p. A PTN 67-72p foi
caracterizada como uma adesina envolvida na interacdo do bacilo diftérico com
eritrécitos humanos, induzindo a atividade hemaglutinante, influenciada pela
presenca de residuos de acucar expressos nha superficie 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 interacdo com células

epiteliais respiratérias HEp-2, sugerem a participacdo de dominios preferenciais de
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interacdo dos polipeptideos 67-72p com a superficie das células eucariéticas no
processo de aderéncia do bacilo.

O processo de internalizacdo requer passos iniciais que incluem contato e
adesdo entre o microrganismo e a ceélula hospedeira. As estratégias para
internalizacdo desenvolvidas pelos patdégenos permitem que atravessem barreiras
teciduais e proliferem em locais protegidos, evitando a acdo de antibioticos e
escapando de defesas do hospedeiro, como anticorpos circulantes e complemento,
e também possibilitam a ocorréncia da doenca (BIERNE; COSSART, 2002).
Evidéncias que suportam o potencial invasivo de C. diphtheriae, por analises
quantitativas e qualitativas, tém sido documentadas (HIRATA Jr et al., 2002). E
provavel que o processo de internalizacdo também seja de importancia na
manutencdo do patdgeno nas vias aéreas superiores, até que 0 mesmo assuma
uma posicdo majoritaria dentro do ecossistema da microbiota, sendo pressuposta
uma participacdo das invasinas. A elucidagcdo dos aspectos moleculares dos
processos pelos quais o bacilo diftérico adere e penetra em células epiteliais podera
levar ao desenvolvimento de estratégias efetivas para prevenir a emergéncia e
recorréncia de infeccdes.

E importante ressaltar que, além de permitir protecdo temporaria para 0s
microrganismos infectantes contra os mecanismos de defesa, o compartimento
intracelular pode funcionar também como via de dispersdo para os tecidos mais
profundos, através de transcitose (STINS et al., 2001). Segundo HIRATA Jr e
colaboradores (2004), os fatores que conferem os diferentes padrbes de aderéncia
podem representar distintas adesinas expressas pelos isolados de C. diphtheriae.

Diversos fatores como temperatura e concentracao de nutrientes sdo capazes
de influenciar ndo s6 nos processos de aderéncia e invasdo, mas também na
expressdo de fendtipos de aderéncia e de moléculas de superficie de diferentes
espécies (MOREIRA et al., 2003). Amostras de bacilo diftérico crescidas em
condicbes de limitacdo do ferro apresentaram atividades hemaglutinantes e de
aderéncia as ceélulas HEp-2 favorecidas, aléem de um aumento na hidrofobicidade.
Tais resultados enfatizam a hipotese de que as estruturas de superficie poderiam
estar induzindo o mascaramento das moléculas envolvidas nas propriedades
adesivas e de autoagregacao.

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

causando vacuolizacdo citoplasmatica, efeito que normalmente precede a
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citotoxicidade induzida por bactérias. Estes efeitos, incluindo alteracdes no material
nuclear, rompimento das jungdes intercelulares e morte celular, foram previamente
observados em estudos com amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans, as quais
exibiam o fenotipo AA (VALE, 2003). Aparentemente, a responsabilidade pela
citotoxicidade, em particular pelo fenbmeno de vacuolizacdo, ndo estd em total
relacdo com a producao de toxina diftérica (HIRATA Jr et al., 2002). BERTUCCINI e
colaboradores (2004) também observaram a inducdo do processo de vacuolizacdo
em células epiteliais por amostras de bacilos diftéricos ndo produtores de toxina.

O esclarecimento dos mecanismos de interagdo deste microrganismo podera,
futuramente, contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencgéao e
tratamento das infeccOes causadas por esta espécie. Os ligantes expressos na
superficie do C. diphtheriae podem representar alvos para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos, tais como vacinas ou bloqueadores de aderéncia e/ou
invasdo. Vacinas multivalentes que induzam resposta mediada por anticorpos
direcionados contra a toxina e as proteinas poderdao, concomitantemente, prevenir o
estado toxémico e interferir com a aderéncia do bacilo diftérico. A imunoprotecéo
contra a aderéncia do bacilo diftérico poderia reduzir o indice de portadores
assintomaticos e a circulacdo dos clones epidémicos, permitindo, deste modo, o
controle mais efetivo da doenca, o que ndo se consegue com a atual estratégia de
vacinacao contra a difteria, direcionado ao estado toxémico (SABBADINI, 2006).

A permanente circulacdo mundial de amostras do bacilo diftérico
apresentando potencial epidémico e/ou invasor reforca a necessidade de estudos
adicionais relativos aos mecanismos de aderéncia e invasao celular (VALE, 2003,
FILARDY, 2005, HIRATA Jr et al., 2008).

O crescente aumento no isolamento de microrganismos atoxinogénicos a
partir de quadros invasivos, em pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes é
relatado, sugerindo a necessidade do estudo de possiveis fatores de viruléncia
diferentes da TD (REACHER et al., 2000, GOMES et al., 2009). Amostras de C.
diphtheriae ndo produtoras de toxina também sdo capazes de ser internalizadas
pelas células epiteliais in vitro (BERTUCCINI et al., 2004).
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1.1.7. Situacéo atual no Brasil

No Brasil, o Programa Nacional de Imunizac¢des foi estabelecido no inicio da
década de 70 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 1999, FUNASA, 2002). Entretanto,
ainda na ultima década, ocorreram casos de difteria nos seguintes estados do
territdrio brasileiro: Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio
de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondonia, Roraima, Santa Catarina, S&o Paulo e
Sergipe (SISTEMA DE INFORMAGCAO DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO/MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Atualmente a cobertura vacinal
atinge 99% da populacéo infantil, entretanto, no ano de 2008/09 foram confirmados
89 casos de difteria. No ano de 2010, ocorreu um surto epidémico no Estado do
Maranhdo (SANTOS et al., 2010), os dados reafirmaram que a maior incidéncia de
difteria aindo € observada no grupo de criancas em idade pré-escolar e néo
imunizadas.

Alguns autores mostram a circulacdo de C. diphtheriae em nossa populagéao
(MATTOS-GUARALDI et al.,, 2003) com apenas 30% dos adultos completamente
protegidos (DAMASCO et al., 2005).

A Figura 1 apresenta um grafico relacionando o coeficiente de incidéncia com
a cobertura vacinal alcancada ao longo dos mais de 40 anos de campanha contra a
difteria em territério nacional. Observa-se que apesar de atingir uma cobertura em
torno de 99% da populacdo ndo se consegue erradicar a doengca em nosso pais
devido a adaptabilidade do bacilo as novas condi¢cdes que se apresentam em nosso
cotidiano.

O numero de casos de difteria notificados no Brasil vem decrescendo
progressivamente, provavelmente em decorréncia do aumento da utilizacdo da
vacina DTP. Em 1990, foram notificados 640 casos, com coeficiente de incidéncia de
0,45/100 mil habitantes, niumero que foi progressivamente decaindo até atingir 56
casos em 1999 (coeficiente de incidéncia de 0,03/200 mil habitantes) e 58 casos em
2000 (coeficiente de incidéncia de 0,03/100 mil habitantes). Nos anos subsequentes,
0 numero de casos nao ultrapassou 50 por ano e o coeficiente de incidéncia por 100
mil habitantes manteve-se em torno de 0,03. Em 2003, confirmaram-se 40 casos da

doenca, com coeficiente de incidéncia de 0,02/100 mil habitantes. A cobertura
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vacinal com a DTP vem se elevando neste periodo, passando de 66%, em 1990,
para 95%, em 2003. A letalidade esperada varia de 5% a 10%, atingindo 20% em
certas situacbes. No Brasil, este indicador tem apresentado elevacdes e
diminuicdes, sendo de 8,6%, 18,8% e 22%, em 2000, 2001 e 2002, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Figura 1. Coeficiente de incidéncia 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 concentracdo de anticorpos protetores em individuos adultos
decresce 10% ao ano. A importancia de programas de refor¢o vacinal na populacéo
adulta foi comprovada por OLANDER e colaboradores (2009) na Finlandia. Dados
disponiveis na literatura relativos a cobertura vacinal de individuos jovens e adultos
no Brasil sdo escassos. Investigacbes soro-epidemiologicas demonstraram
diferencas nos niveis de protecéo contra a doenca entre individuos residentes nos
diferentes estados brasileiros. Em estudo realizado em S&o Paulo foi demonstrado
gue todos os individuos entre 10 e 20 anos receberam o esquema vacinal infantil e
apenas 23,1% deles néo receberam doses de reforgo nos ultimos 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 populagdo analisada, de diversas faixas etarias,
estava completamente protegida contra a difteria (DIVINO-GOES et al., 2007). Por
outro lado, estudos realizados no Rio de Janeiro relataram a susceptibilidade a
difteria da populacdo de adultos sadios de diferentes faixas etarias (DAMASCO et
al., 2005, PIMENTA et al., 2006, SPERANZA et al., 2010). A susceptibilidade a
difteria em adultos também tem sido observada em outros paises como a Turquia
(CAVUS et al., 2007). Estes dados enfatizaram a importancia da aplicacao de doses
de reforco com o toxoide diftérico a fim de evitar decréscimos nos niveis de
anticorpos da populagao (CAVUS et al., 2007, DINELLI et al., 2007).

Embora a difteria esteja entre as doencas mais bem estudadas, a
preocupacao dos orgaos de saude publica com a possibilidade de uma pandemia &
constante, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos.
Tal fato se deve a permanéncia do agente etioldgico circulando na populacdo
(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 toxinogénico 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 Canada como um potencial
reservatorio de amostras de bacilo diftérico produtoras de toxina. Todos estes casos
enfatizam, mais uma vez, a necessidade de novas estratégias de vacinacdo mais
eficazes, direcionadas a individuos de todas as idades e de diferentes grupos
étnicos, uma vez que a introducdo de amostras toxinogénicas em uma populacéo
susceptivel pode resultar em um surto de difteria (GOLAZ et al., 2000).

Devido a severidade dos quadros clinicos causados pelas cepas de C.
diphtheriae, torna-se importante a identificagdo cuidadosa das amostras de
bastonetes Gram positivos nos laboratérios de microbiologia clinica, visto que as
amostras fermentadoras de sacarose sao passiveis de serem confundidas com
difter6ides e identificadas como Corynebacterium spp, principalmente quando
provenientes de pacientes que nao apresentam sinais e sintomas de difteria, mas
gue portam o bacilo atoxinogénico (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991b).
PIMENTA e colaboradores (2008c) relataram a utilidade do teste de DNAse na
diferenciacéo de C. diphtheriae de outros corineformes na rotina de laboratérios de
microbiologia. A importancia de ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

para a deteccdo do C. diphtheriae e diferenciacdo de amostras atoxinogénicas das
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toxinogénicas também foi ressaltada (PIMENTA et al., 2008a, PIMENTA et al., 2008
b).

No Brasil, apesar do numero decrescente, casos de difteria ocorrem em
diversas regides todos os anos (Tabela 1) muito embora ndo possamos contar com
um sistema de vigilancia apropriado e que minimize as subnotificacdes. Estes dados
nos levam a crer na ocorréncia desubnotificacées, ainda mais se levarmos em conta

as diferencas regionais tdo marcantes em nosso pais.

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

Casos confirmados de difteria. Brasil & Grandes Regites, 1997 - 2008
Regigo e UF 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2008

Regido Norte 20 4 13 16 4 6 4 1 4 2
Rondénia 0 0 0 3 1] 1 0 1 0 0
Acre o o 0 0 0 0 (¢] 8] e 1
Amazonas 15 3 13 11 4 3 4 0 0 1]
Roraima 0 1] 0 1 0 0 0 0 i} 0
Para 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1
Regi&o Nordeste 48 29 18 19 13 27 14 B 10 3
Maranhio 0 1 8} o] 0 0 0 0 0 0
Piaui 0 a 0 3 0 0 o o 0 0
Ceara 0 o 1 0 0 0 1 8] 0 0
Rio Grande do Norte 0 0 1 0 e 2 1 0 1 2
Paraiba 4 6 2 5 2 0 0 0 0 1
Pernambuco 5 1 3 1 1 4 1 0 0 0
Alagoas 7 7 & 1 0 3 0 0 0 0
Sergipe 5 0 0 1 4 0 1 0 1 0
Bahia 27 14 53 8 6 18 10 8 8 0
Regiao Sudeste 25 16 13 10 8 TE 15 6 8 4
Minas Gerais 6 4 0 2 1 6 1 0 0 2
Espirito Santo 1 0] 0 0 0 0 0 0 0] 0
Rio de Janeiro 5 4 2 4 5 6 1 3 3 2
Sao Paulo 13 8 11 4 2 5 13 3 5 0
Regido Sul 36 25 11 7 3 3 10 2 3 0
Parana 1 2 1 1 0 0 1 4] 3 0
Santa Catarina 5 3 2 4 0 1 3 8] 0 0
Rio Grande do Sul 30 20 8 2 3 2 5 2 0 0
Regifo Centro-Oeste 11 7 3 3] 2 0 3 2 (4] 0
Mato Grosso do Sul 3 4 2 3 2 0 3 o] 0 0
Mato Grosso 2 1 1 3 5] 0 0 2 0 0
Goias 0 2 0 o] 0 0 0 4] 0 4]
Distrito Federal 6 a 0 0 0 0 0 0 0 0

0 8 58 58| 30 53 486 9 5 9

Fonte: Sinan/SVS/MS - atualizado em 30/10/07

No Brasil, a difteria ainda pode ocorrer em criangas com esquema de
vacinacdo com DTP incompleto e na idade pré-escolar (GUIA BRASILEIRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA/MINISTERIO DA SAUDE, 1998). Condi¢bes de
higiene e saneamento precarias, assim como imunizacdo incompleta da populacao
ocasionaram, na década de 80, surtos isolados em algumas regiées do Brasil, como
Piaui, Ceara, 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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criancas com idade igual ou inferior a 10 anos no Rio de Janeiro. No municipio de
Sao Paulo, criancas com 7, 8 e 9 anos apresentaram susceptibilidade a doenca de
31%, 14% e 5%, respectivamente, enquanto que individuos de 10 anos mostraram-
se protegidos (KOOPMAN; CAMPBELL, 1975). Com a implantacdo da vacinacdo em
massa pelo Programa Nacional de Imunizagédo (PNI) e adequac¢éo do calendario de
vacinagao este cenario apresentou mudancas significativas (Tabela 1 e Figura 1 ).

Os dados suprarreferidos indicam que se deve enfatizar a importancia da
aplicacado de doses de reforco com o toxoide diftérico a fim de evitar decréscimos
nos niveis de anticorpos da populacdo (CAVUS et al., 2007, DINELLI et al., 2007).

MATTOS-GUARALDI e colaboradores (2001) descreveram a ocorréncia de
um caso de difteria, no ano de 1999, em paciente que declarou ter sido submetido
ao esquema completo de imunizacéao infantil e as doses de reforco dois anos antes.
O quadro toxémico iniciou-se apds a participacdo do mesmo, durante cinco dias
consecutivos, de reunides no Rio de Janeiro com profissionais europeus.
Subsequentemente ao isolamento, a amostra foi caracterizada como pertencentea
subespécie gravis, toxinogénica e nao fermentadora de sacarose, sendo esta a
principal subespécie circulante na Europa e responsavel pela maioria dos casos de
difteria naquele mesmo periodo. Depois de implantado o programa de imunizacdo
na Francga, os casos classicos de difteria praticamente desapareceram, passando a
ser observados principalmente casos da doenca em individuos que haviam
retornado de viagens para paises endémicos, incluindo individuos vacinados e que
receberam doses de reforgco pouco tempo antes da doengca (BONMARIN et al.,
2009). E importante ressaltar que as condi¢des imunoldgicas gerais do hospedeiro, a
dose infectante e a viruléncia do clone bacteriano parecem ser fatores adicionais
que influenciam na vulnerabilidade a difteria dos individuos vacinados (HOGG et al.,
2009, POPOQVIC et al., 2000).
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1.2. Corynebacterium ulcerans

1.2.1. Aspectos microbioldgicos

O género Corynebacterium pertence ao grupo de bastonetes Gram positivos
irregulares, de crescimento aerdbico, imoveis, ndo 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 néo pertencente aos biotipos de C. diphtheriae apds a caracterizacéo de
31 amostras obtidas a partir de 1920. Os microrganismos, gelatinase-positivos e
nitrato-positivos, incluidos nesta espécie foram capazes de causar lesbGes
dermonecroticas em decorréncia da producédo de toxina soltuvel diferente da toxina
diftérica.

Além dos quadros de difteria classica (respiratoria e cutanea), 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 analise filogenética de sequéncias 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 sdo microrganismos capazes de hidrolisar a uréia,

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

1.2.2. Aspectos epidemioldgicos

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

humanos estavam geralmente relacionados a areas rurais. C. ulcerans tem sido



isolado de gado bovino com quadros clinicos de mastite e de produtos lacteos,
sugerindo que o consumo de leite e derivados poderia estar envolvido na
transmissdo do microrganismo. A descricdo de um caso de infeccdo em individuo
que relatou o habito de consumir leite ndo fervido/pasteurizado e de um fazendeiro
portador nasal assintomatico do microrganismo revelou o potencial do C. ulcerans de
circular entre hospedeiros humanos e animais, e de causar difteria de natureza
zoonotica (HIGGS et al., 1967, BOSTOCK et al., 1984, HART, 1984, BARRETT,
1986, HOMMEZ et al., 1999).

Relatos de casos clinicos vém apontando outros animais domésticos, além
dos bovinos e caprinos, como sendo capazes de transmitir o microrganismo a
hospedeiros humanos, inclusive cédes e gatos. No Reino Unido, foram analisadas 81
amostras toxinogénicas de C. ulcerans de origens diversas. No periodo 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 reservatorio de C. ulcerans (TAYLOR et al., 2002, DE ZOYSA et al., 2005).

Recentemente, houve casos relatados de pacientes humanos que néo
apresentavam fatores de risco associados as infeccdes por C. ulcerans, tais como
consumo de leite cru ou ter contato com animais de fazenda provocando um
aumento da preocupacao sobre a transmissdo 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 ultimos 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), Japdo (KATSUKAWA et al., 2009) e EUA (HALL et al.,
2010) tem C. ulcerans como agente apresentando como reservatério inicial animais
sejam eles domésticos ou nao.

Em 2005 e 2006, dois casos de difteria causados por C. ulcerans foram
descritos na Franca (LARTIGUE et al., 2005, AARON et al., 2006). Em ambos os
casos, a principal caracteristica foi que a fonte de infeccéo era o cao de estimacéao,
enfatizando a natureza zoonoética de transmissdo do microrganismo (AARON et al.,

2006). Foi realizada a pesquisa de portadores/contactantes, ndo sendo isolado o
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microrganismo. Mesmo assim, 0s contactantes foram tratados com administracao de
amoxicilina ou eritromicina, no caso de alergia ao primeiro antibiético (LARTIGUE et
al., 2005). A transmissdo do microrganismo homem a homem, no entanto, ainda néo
foi bem documentada (BOSTOCK et al., 1984, HART, 1984, BARRET, 1986,
MATTOS-GUARALDI et al., 2008, TIWARI et al., 2008).

O crescente numero de casos de infeccbes por C. ulcerans em cées e
gatosocorridos nos ultimos cinco anos ressalta a importancia de se ampliar o
conhecimento relativo aos aspectos epidemioldgicos 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 classica
(respiratoria e cutanea), amostras de C. ulcerans também tém sido relacionadas com
outros quadros de infeccdo em humanos, tais como sinusite, tonsilite, faringite,
pneumonia e peritonite. Um numero crescente de casos de infeccdes pelo C.
ulcerans ocorridos em diversas espécies de animais tem sido descrito na literatura
internacional e esta apresentado na Tabela 3.

Nos paises em desenvolvimento o niumero de casos reportados € 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, ndo ha registros na
literatura disponivel de isolamento de amostras de C. ulcerans na india, China,
Oceania e todo o continente africano. Ndo podemos deixar de aventar a hipétese de
ocorrer a circulacdo do patdgeno pelos diferentes continentes e de que possa haver
sub-notificacdo de casos, principalmente em paises em desenvolvimento, pelo fato
de nao existir disponibilidade de redes de laboratérios habilitados para o isolamento
e identificacdo da espécie. Além do Reino Unido, poucos sdo 0s paises que
apresentam rotinas laboratoriais estabelecidas e que exijam a notificacdo
compulsoria de infeccdes humanas pelo C. ulcerans e que contemple, também, o

isolamento de amostras atoxinogénicas.
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TABELA 2. Casos de infecg8es pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.

. N° Idade/ ~
Pais/Ano/ N - Exame de Producéao ~
: Casos Vacinacao Quadro Clinico : e : Desfecho/Observacdes
Referencia : ‘ Material Clinico de toxina
/Sexo infantil
Inglaterra/1984/ 01/ M Adulto/ND Assintomatico Swab nasal ND R.ecuper.a.do/ Vacas e amostras de
Bostock 1984 leite positivas para C. ulcerans
Inglaterra/1984/ i . -
Hart 1984 01/ F Adulto/ND Faringite Swab orofaringe Positiva
Recuperado/ Vacas e amostras de
leite positivas para C. ulcerans

Inglaterra/1984/ 01/M Cr langa (12 anos)/ Assintomatico Swab orofaringe Positiva
Hart 1984 Sim
Dinamarca/1987/ 01/ M Cr lanca (39 anos)/ Difteria classica Swab orofaringe Positiva ND
Pers 1987 Sim
Dinamarca/1956- . A ..
1989/Nielsen 1991 02/ND ND ND ND Positiva ND/ Clone idéntico ao da Suécia
Suica/1990/ Adulto (63 anos) Difteria classica com .
Gubler 1990 01/M IND miocardite Pseudomembrana Negativa ND
Inglaterra/1990/ Adulto (73 anos) e - -
Leek 1990 0l/F IND Difteria classica Pseudomembrana Positiva Obito

ND — nao determinado
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Inglaterra/1992/

Adulto (44 anos)/

Faringite, disfagia e

Biopsia tecido nasal

Carpentier 1992 01/F Sim hemorragia necrosado Positiva Recuperado
In_glaterra/1994/ 01/ E Cpanga (9 anos)/ Farlng|te macular e rash Swab orofaringe Positiva Recuperado/ Visitou a fazenda duas
Kisely 1994 Sim cutaneo semanas antes
Alemanha/1994/ 01/F Adulto (.42 Difteria classica Fragmento de Positiva Recuperado/ Contactantes negativos
Hust 1994 anos)/Sim pseudomembrana
Dinamarca/1995/ Adulto (56 anos) Tosse e varios nédulos Histopatologia dos .
Dessau 1995 01/M /IND pulmonares nédulos Negativa Recuperado
USA/1997/ Adulto (54 anos) e . .
CDC 1997 0l/F IND Difteria classica Swab orofaringe Positiva Recuperado
VS Obito; recuperados/ Soroterapia;
Inglaterra/2000/ 03/F ND 1 D'ftef la classica; 2 Swab orofaringe Todgg pesquisa de contactantes negativa;
CDC 2000 infeccdes de garganta Positivas : .
habitantes de area rural
Alemanha/2001/ 01/F Adulto (71anos)/ Lesdes cutaneas natibia Swab orofaringe e Positiva Recuperado
Wagner 2001 Sim (10 meses) cuténeo fraca P
Alemanha/2002/ Lo - Obito/ Habitante de area rural; 6bito de
. Adulto (77 anos) Sinusite necrotica, febre, ~ .
Wellinghausen 01/M Secrecédo nasal Positiva vaca com descarga nasal na semana

2002

/IND

tosse e rinorréia

anterior

ND — nao determinado
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Suica/2002/

Adulto (71 anos) /

Kaufmann 2002 01/F _S|m e reforco na Difteria classica Swab orofaringe Positiva Recuperado
idade adulta
Alemanha/2003/ Adulto (40 anos) = A A -
Sing 2003 01/ M IND Lesao cutanea Swab cutaneo Positiva Recuperado
Holanda/2003/ Adulto (58 anos) e : .
van Dam 2003 0l/F IND Difteria classica Swab orofaringe Positiva Recuperado
Jap&o/2003/ Adulto (52 anos) e . - Recuperado/ Obito de gato com
Hatanaka 2003 01/F /IND Difteria classica Swab orofaringe Positiva descarga nasal anterior a internacdo
Italia/2003/
Von Hunolstein 01/F Adulto (75 anos) Difteria classica ND Positiva Recuperado
/IND
2003
Recuperado/ Cdo com leséao labial
Frar_1<;a/2005/ 01/F Ac_iulto (47 anos) Difteria classica Swab orofaringe Positiva cronica positiva para C. ulcerans;
Lartigue 2005 /Sim . .
pesquisa negativa de 88 contactantes
Canada/1999-2003/ 03/ND ND Lesoes cutaneas e Swab cuténeo e cateter Positiva ND

Dewinter 2005

portador de cateter renal

ND — nao determinado
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Franca/2006/ Adulto (70 Recuperado/ Pesquisa negativa de 56
& 01/F anos)/durante o Difteria classica Swab orofaringe Positiva contactantes; céo portador
Aaron 2006 . oy
tratamento assintomatico (swab nasal )
Japéao/2007/ Adulto (55 anos) Quadro pulmonar, tosse, S . -
Nureki 2007 01/M IND febre e perda de peso Biopsia tecido pulmonar Positiva Recuperado
Inglaterra/2007/ Adulto (50 anos) Faringite, laringite edor . - Recuperado/ Pesquisa negativa de
Elden 2007 01M / Sim abdominal Swab orofaringe Positiva contactante
Brasil/2008/ Lesdo cutanea com - : x
Mattos-Guaraldi 0l/F Adulto (80 anos) pseudomembrana e Aspirado traqueal Positiva Obito/ Ha_1b|tante de regido
/IND . metropolitana
2008 pneumonia
Difteria classica com
U.SA/ 2.008/ 01/m Adulto (77 anos) pseudomembranaem Swab orofaringe Positiva Obito/ Habitante de area rural
Tiwari 2008 /IND e
todo o trato respiratério
U.SA/ .2008/ 01/F Adulto (66 anos) Difteria classica Swab orofaringe Positiva Recuperado/ Habitante de area rural
Tiwari 2008 /IND
Japéao/2001/ Adulto (52 anos) i . -
Seto 2008 01/F IND Faringite Swab orofaringe Positiva Recuperado
Jap&o/2005/ Adulto (57 anos) Febre e parotidite . .
Seto 2008 01/M IND epidémica — Caxumba Swab orofaringe Positiva Recuperado

ND — nao determinado
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Jap&o/2005/

Adulto (51 anos)

Seto 2008 01/M IND Lesdo pulmonar Lesdo Pulmonar Positiva Recuperado
Japéao/2005/ Adulto (58 anos) e . -
Seto 2008 01/F IND Difteria classica Swab orofaringe Positiva Recuperado
Adulto (56 anos) / e
Alemanha/2009/ 01/F Vacinada em 1960 D|fter|§1 classica e Swab orofaringe Positiva Recuperado
Schuhegger 2009 disfagia
e em 1998
Egéagtezr(r)%/g 009/ 01/F Adulto (idoso) /ND Sinais de difteria Swab orofaringe e nasal Positiva Obito/ Habitante de area rural
Inglaterra/2006/ 01/F Adulto (idoso) /ND Amigdalite Swab orofaringe Positiva Obito/ Dois caes positivos para C.
Hart 2010 ulcerans
Inglaterra/2010/ Adulto (20 anos) Tonsilite e dor de : .
Taylor 2010 01/M IND garganta Swab orofaringe Positiva Recuperado
Japéao/2010/ . .
Komiya 2010 02/ND ND ND Swab orofaringe Positiva ND
Japéao/2010/ Adulto (55 anos) Dor abdominal e fluido Cultura do liquido .
Kimura 2010 01/F /IND abdominal turvo peritonial Negativa Recuperado

ND — nao determinado



41

TABELA 3. Casos de infecgdes pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais relatados na literatura internacional.

: Pais/Ano/ Producéao - ~
Hospedeiro n & Quadro Clinico Observagoes
Referéncia de Toxina

CASOS POR C. ULCERANS

Gato Usa/2010/ Negativa Otite severa Pesquisa de contactantes: 3 Gatos positivos e 1
Hall 2010 humano negativo / Corynebacterium belfanti

Cavalo Irlanda/2010/ Positiva Lesdo cutanea (8 meses) Swab de pus positivo; Animal se recuperou
Leggett 2010 Pesquisa negativa de contactante

Macaco Usa/1972/ ND ND
May 1972

Macaco Usa/1974/ ND Mastite
Fox 1974

Macaco Roménia/1977/ ND Dermatite granulosa Total de 272 macacos examinados
Panaitescu 1977

Vacas Inglaterra/1984/ ND Portadores assintomaticos  Proprietario recuperado; animais pesquisados como contactantes
Bostock 1984

Vacas Inglaterra/1984/ Positiva Portadores assintomaticos  Proprietario recuperado; animais pesquisados como contactantes
Hart 1984

63 Esquilos Canadéa/1988/ Positiva Portadores assintomaticos Do total de 350 esquilos pesquisados, 6 vieram a 6bito e os 57
Olson 1988 sobreviventes receberam antibioticoterapia

26 Macacos Rhesus  Usa/2000/ Negativa Submetidos a implantes de  56% positivos em swabs cutaneos e 3% em swabs orofaringeos
Bergin 2000 pele cefalica

ND — nao determinado
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TABELA 3 (CONT.). Casos de infec¢8es pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais relatados na literatura internacional.

Camelo Espanha/ 2000/ ND Linfadenite caseosa ND
Tejedor 2000
2 Gatos Escécia/ 2002/ Positiva Descarga nasal Swab nasal positivo; Pesquisa negativa de contactante
Taylor 2002
2 Lontras Inglaterra/2002/ Positivas 1 Achada morta Isolados em tecido pulmonar; Amostras Idénticas
Foster 2002
7 Gatos Inglaterra (Entre 1986 e  Todas Descarga nasal bilateral Os animais se recuperaram; comparou os 7 isolados de gatos com 50
2003)/De Zoysa 2005 Positivas isolados humanos
Céo Franca/2005/ Positiva Lesdo labial crénica Animal eutanasiado; swabs de leséo cutanea, tonsilas e nariz positivos
Lartigue 2005
Cabra Argentina/2005/ ND Andando em circulos e Animal eutanasiado; colheita do abcesso cerebral e liquor
Morris 2005 tigue nervoso
Céo Franca/2006/ Positiva Portador assintomatico Proprietario recuperado; cdo pesquisado como contactante
Aaron 2006
Pneumonia purulenta )
2 Orcas Japéao/ 2004/ Positivas Fémea apresentou perda Obito da fémea; isolado em sangue e pulmao (em ambas); Macho dividia
Seto 2008 de peso e febre a piscina
Leoa Japao/ 2008/ Negativa Sepse Colhida no sangue junto com Streptococcus e Staphylococcus
Seto 2008

ND — nao determinado
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Céo Japéao/ 2009/ Positiva Portador assintomatico Colheita de swab orofaringeo de 65 caes saudaveis
Katsukawa 2009

2 Cées Inglaterra/2006/ Positiva Portadores assintomaticos  Obito de proprietario; cdes pesquisados como contactantes
Hart 2010

Céo Usa/ 2010/ Negativa Broncopneumonia Sem pesquisa de contactantes; 2 cepas diferentes
Sykes 2010

CASOs POR C. DIPHTHERIAE

Gato Usa/2010/ Negativa Otite severa Pesquisa de contactantes: 3 Gatos positivos e 1
Hall 2010 humano negativo / Corynebacterium belfanti

Cavalo Irlanda/2010/ Positiva Lesdo cutanea (8 meses) Swab de pus positivo; Animal se recuperou
Leggett 2010 Pesquisa negativa de contactante

ND — nao determinado



Ensaios de ribotipagem também tém sido realizados para determinar a
relacdo genética (ribotipos) entre os microrganismos isolados desses animais e 0s
relacionados com processos infecciosos em humanos. A analise molecular dos
microrganismos através da técnica de ribotipagem também permitiu demonstrar que
a amostra de C. ulcerans isolada de humanos na lItalia era pertencente a um mesmo
ribotipo encontrado em amostras isoladas na Inglaterra naguele mesmo periodo
(VON HUNOLSTEIN et al., 2003).

Ainda ndo foram totalmente esclarecidas as causas que vém contribuindo
para o aumento do namero de casos de infeccdo 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, €
possivel que algumas amostras de C. ulcerans estejam apresentando fatores de
viruléncia adicionais decorrente de presséo seletiva, associado as condi¢des socio-
econdmicas desfavoraveis, incluindo areas de superpopulagdo predominada por
condicdes higiénico-sanitarias inadequadas.

Adicionalmente, em alguns paises, tais como os Estados Unidos, o numero
de animais domésticos que vivem no interior dos lares, circulando em areas tais
como cozinhas e quartos de dormir tem sido bastante significativo (MARQUEZI,
2007), favorecendo o processo de transmisséo de diversos agentes e zoonoses para
0s seres humanos, possivelmente também o C. ulcerans (LARTIGUE et al., 2005,
AARON et al., 2006).

1.2.3. Fatores de viruléncia

Algumas amostras possuem a capacidade de produzir toxinas
dermonecrodticas e formacdo de pseudomembranas nas superficies cutaneo-
mucosas, 0 que lhes confere a capacidade de mimetizar quadros classicos de
difteria respiratoria e cutanea (WAGNER et al., 2001, DEWINTER et al., 2005), além
de quadros invasivos tais como sindromes clinicas no trato respiratorio inferior, como
pneumonia (SIEGEL; HAILE, 1985, HOMMEZ et al., 1999, HATANAKA et al., 2003)

e nodulos pulmonares granulomatosas (DESSAU et al., 1995).
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Segundo CARPENTIER e colaboradores (1992) o microrganismo pode
produzir quadros clinicos diversos dependendo do tipo e quantidade de toxina
secretada.

Diversos estudos tém investigado os mecanismos de patogenicidade, além da
producado 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 viruléncia de C. ulcerans.

Dentre alguns dos mecanismos de viruléncia descritos podemos destacar 0s
lipidios toxicos associados a parede celular que podem mediar a resisténcia
bacteriana ao ataque dos fagécitos (HARD, 1975). A semelhanca 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
disseminacdo do patdogeno nos tecidos do hospedeiro (HODGSON et al., 1992).
Atualmente a PLD é o fator de viruléncia mais importante observado durante
infeccéo por C. pseudotuberculosis (MCNAMARA et al., 1995, BERGIN et al., 2000,
MATTOS-GUARALDI et al., 2008).

A frequente ocorréncia de sangramento nasal durante infeccdes por C.
ulcerans em seres humanos ja foi explicada pelos efeitos da toxina
(WELLINGHAUSEN et al., 2002).

A ocorréncia de necrose e ulceragcdo da mucosa foi atribuida também a
producdo de TD e PLD. As lesGes de pele que mimetizam a difteria cutanea tipica
(WAGNER et al., 2001) ou da arvore tragueobronquica 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). Infec¢Bes por C. ulcerans podem produzir graves sindromes
clinicas no trato respiratério inferior (NUREKI, 2007), ocasionalmente associados
com sinais de sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) com coagulacao
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 especifica do C. ulcerans ndo produtoras de TD (GUBLER et
al., 1990)

A preocupacdo de que o C. ulcerans poderia apresentar o potencial de
emergir como patdégeno capaz de albergar o bacteriéfago codificador da toxina
diftérica e, portanto, causar quadros de difteria classica ndo é recente. Estudos
demonstraram que alguns bacteriofagos teriam seletividade sobre C. ulcerans néo
induzindo a producédo de TD (HENRIKSEN, 1955). Contudo, também foi constatada
a capacidade do bacteriofago [ 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 producédo de toxina
diftérica entre as amostras de C. ulcerans ja foi constatada(WONG; GROOMAN,
1984, GROMAN et al., 1984), apesar da maioria das amostras isoladas de quadros
clinicos em humanos ser capaz de produzir a toxina diftérica (CDC, 1997,
KAUFMANN, 2002, DEWINTER et al., 2005, LARTIGUE et al., 2005).

Tanto nos paises industrializados, quanto nos paises em desenvolvimento,
tém sido observadas amostras de C. ulcerans capazes de produzir exotoxina
apresentando caracteristicas genotipicas 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 ja foram isoladas de quadros toxémicos, apesar da
producdo de toxina ndo ter sido comprovada através dos ensaios especificos e
rapidos (PCR) para a producao de toxina diftérica, sugerindo variabilidade na toxina
produzida por C. ulcerans. Foram observadas varia¢cdes na sequéncia nucleotidica
entre o gene tox do C. diphtheriae e de algumas amostras de C. ulcerans (SING et
al., 2003). Resultados atipicos também foram evidenciados apds o desenvolvimento
de reacOes de amplificacdo pela PCR em tempo real (CASSIDAY et al., 2008). Estes
fatos podem contribuir para que os individuos vacinados com toxoide diftérico ou
submetidos a soroterapia ndo apresentem protecdo total contra as infeccoes
causadas pelo C. ulcerans.

Algumas amostras isoladas de pacientes apresentando quadro de infecgao
extrafaringeal apresentaram diferencas nas sequéncias da toxina diftérica,
predominantemente nos dominios de translocacdo e de aderéncia. Os

sobrenadantes de culturas dessas amostras apresentaram potencial toxinogénico
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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 especifico 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 clinicos

De modo geral, as infeccbes diftéricas causadas pelo C. ulcerans tém sido
relacionadas com pacientes que ndo receberam dose-reforco de toxodide diftérico,
resultados negativos na pesquisa de portadores/contactantes e fonte de
contaminagao indeterminada (VAN DAM et al., 2003).

Microrganismos pertencentes a espécie C. ulcerans vem sendo motivo
crescente de preocupacdo das autoridades em Saude Publica em diversos paises
industrializados, incluindo a Inglaterra (ELDEN et al., 2007), Franca (AARON et al.,
2006), Alemanha (SING et al., 2005), Holanda (VAN DAM et al., 2003), Itdlia (VON
HUNOLSTEIN et al., 2003), Suica (GUBLER et al., 1990; KAUFMANN et al., 2002),
Dinamarca (NIELSEN et al.,, 1991), Japdo (HATANAKA et al., 2003), Canada
(DEWINTER et al., 2005) e Estados Unidos (CDC, 1997, CDC, 2000, TIWARI et al.,
2008).

Além dos quadros de difteria classica (respiratoria e cutadnea) o C. ulcerans
também tem sido relacionado com diversos quadros de infeccdo em humanos,
conforme apresentado na Tabela 2. Dentre os casos relatados na literatura onde foi
possivel determinar o sexo dos pacientes, foi observada uma predominancia em
individuos do sexo feminino (n=24; 65%). Vale destacar que a maioria das infec¢ces
animais pelo C. ulcerans foi observada em fémeas e relacionada com quadros de
mastites (Tabela 3).

Casos clinicos relacionados ao C. ulcerans ocorridos em outras espécies de
animais tém 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 transmissdo homem-a-homem do C. ulcerans ainda néo foi concretamente
reportada, mas varios pesquisadores recomendam o isolamento de pacientes
infectados (KISELY et al., 1994, CDC, 1997). A rapida identificacdo dos portadores
poderia ser otimizada com o0 uso de um novo meio de cultura contendo fosfomicina,
gue poderia ser preparado em qualquer laboratério de rotina (LARTIGUE et al.,
2005).

No primeiro e Unico caso clinico de infeccdo humana por C. Ulcerans
reportado no Brasil (MATTOS-GUARALDI et al., 2008), o histérico de vacinacao da
paciente era desconhecido bem como a fonte de infec¢do. Foi observado que alguns
dias ap0s a morte da paciente e consequentemente apds a exposi¢cdo ao patdgeno,
um dos profissionais de saude envolvido no caso apresentou um quadro de faringite
e iniciou imediatamente antibioticoterapia com eritromicina antes da coleta de
material para cultura e identificagdo. Muito embora a cultura tenha apresentado
resultado negativo, o paciente apresentou sinais de miocardite detectados apds
exames cardiologicos clinicos incluindo ecocardiografias e  repetidos

eletrocardiogramas.

1.2.5. Situagéo atual no Brasil

Em Agosto de 2010 o Ministério da Saude emitiu através de Nota Técnica
(BRASIL, 2010) um alerta sobre a situacdo da difteria no Brasil. Este documento
informa que foram observadas mudancas no perfil clinico-epidemiolégico da doenca,
tais como auséncia de pseudomembranas e desvio de faixa etaria, e que também
tém sido descritos casos de difteria causados por cepas de C. ulcerans produtoras
de toxina. Outros pontos a serem destacados sdo a recomendacgéo de que em caso
de difteria confirmada por infecgcédo pela espécie C. ulcerans devem ser adotadas as
mesmas medidas de controle preconizadas para a espécie C. diphtheriae;
profissionais da area de saude devem notificar, tratar e monitorar todos os casos
suspeitos de difteria com isolamento de cepas nao produtoras de toxina.
Informacgdes atuais indicam a circulagédo de C. diphtheriae e de C. ulcerans em
nosso ambiente e que em algumas regides do pais somente 30% dos adultos estado

completamente protegidos contra a a¢do da toxina diftérica (DAMASCO et al., 2005).
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A semelhanca do ocorrido com o C. diphtheriae na dltima década, a possibilidade de
surtos de difteria ocasionados pela dispersao de clones de C. ulcerans capazes de
infectar humanos e serem produtoras de toxina diftérica, diferente daquela utilizada
nas preparacdes vacinais utilizada nos programas mundiais de imunizacao contra a
difteria, ndo deve ser negligenciada.

Segundo Pesavento (2007) vivemos uma era de reemergéncia de varias
doencas onde algumas hipoteses buscam explicar esta ocorréncia: status sanitario
da populacdo, migraces, ambientacdo dos patdégenos as novas condi¢cdes, fatores
ambientais entre outros. Segundo o autor, abrigos animais apresentariam varias
condicbes predisponentes para este fendmeno: stress, imunossupressao,
superpopulacdo, alta exposicdo, alta rotatividade animal, nutricAo e uso
indiscriminado de antibiéticos tornando-se um fator de risco para populacdo humana
e animal.

No Brasil foi descrito recentemente um Unico caso de infec¢do 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 regiao
metropolitana do Rio de Janeiro, apresentou diversas lesdes cutaneas recobertas
por pseudomembranas em ambos 0s membros inferiores e morreu em decorréncia
de complicacdo cardio-respiratéria, mesmo apos antibioticoterapia e soroterapia. O
microrganismo, produtor de exotoxina que apresentava diferencas na subunidade A
da molécula, foi isolado do trato respiratério inferior do paciente e mostrou-se
resistente aos antimicrobianos penicilina G (MIC 0,19 mg/l) e clindamicina (MIC 1,5
mg/l). Variacbes nos perfis de sensibilidade ja 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
infeccdo nao foi esclarecida. A apresentacdo de tais casos destaca a importancia do
diagnostico e pronto-tratamento da difteria e de medidas de prevencao, sobretudo
em individuos que ndo foram submetidos as doses de reforco com a vacina
contendo o toxodide diftérico. A escassez de dados epidemioldgicos provavelmente
deve estar relacionada ao fato de os clinicos e os microbiologistas ndo estarem
atentos para a possibilidade de infecgcao por estes microrganismos nessas regioes,
aliado ao desconhecimento de aspectos clinicos e microbiologicos de processos
infecciosos causados pelo C. ulcerans e auséncia de procedimentos de rotina que

permitam o isolamento e identificacdo do patégeno nos laboratérios clinicos.
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Em paises em desenvolvimento onde a incidéncia de difteria permanece
relativamente alta e a cobertura vacinal continua insuficiente, o suporte laboratorial
deve ser implementado visto as deficiéncias recorrentes neste segmento. Na Figura
2 temos a diagramacao de um de esquema de triagem acurado, rapido, econémico e
de facil execucéo, capaz de permitir a realizagdo do diagnostico presuntivo de casos
de difteria causados tanto pelo C. ulcerans quanto pelo C. diphtheriae na maioria

dos laboratérios brasileiros.
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FIGURA 2. Esquema de triagem para amostras de bastonetes Gram positivos irregulares (MATTOS-

GUARALDI et al., 2010).
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A ja comprovada circulacdo de C. ulcerans em varios paises seja ela em
animais ou em humanos (Figura 3), somada ao recente caso descrito no Brasil, nos
leva a considerar a hipétese de sua livre circulacao também no territorio nacional.

A aderéncia bacteriana e invasdao das células hospedeiras foram
demonstradas como passos significativos na patogénese da difteria e casos de
infeccdo por C. diphtheriae sistémica (HIRATA Jr et al., 2002). Como as interacdes
entre bactérias e células hospedeiras determinam o desfecho da maioria das
doencas infecciosas quaisquer informagfes que contribuam aumentando o

conhecimento deste assunto serdo de grande importancia na patogenia deste bacilo.

Figura 3. Distribuicdo mundial de casos notificados de infec¢des pelo Corynebacterium
ulcerans.Incidéncia em humanos (estrelas) e em animais (triangulos).
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1.3. RELACAO COM A VIGILANCIA SANITARIA

Mudancgas na epidemiologia de difteria ocorrem em todo o mundo. Apesar da
vacinacdo em massa, a difteria continua endémica em varias partes do mundo,
incluindo Africa, india, tropicos e a América Latina, incluindo Brasil. Embora a difteria
seja considerada em declinio no Brasil, a doenca permanece endémica na maioria
dos estados nas duas ultimas décadas com taxa de letalidade entre 5% a 10%. Alta
taxa de letalidade, grande proporgcéo de pacientes com complicacées e ocorréncia
em jovens e adultos tem caracterizado estas epidemias.

A ocorréncia de difteria entre vacinados, o aumento dos casos de artrite e
endocardite causados por clones invasivos atoxinogénicos (ndo produtores de
toxina) responsaveis por alta letalidade de difteria respiratéria no Brasil apontam
para necessidade de um maior conhecimento sobre estes fatores microbianos.

N&o ha informacao disponivel quanto a cobertura vacinal de jovens e adultos
no Brasil (FUNASA, 2002). Dados atuais indicam a circulacdo de C. diphtheriae em
nossa populacdo e mostram que somente 30% dos adultos estdo completamente
protegidos.

A vacinacdo com o toxoéide diftérico protege apenas contra os efeitos da
toxina e nado contra a infeccdo propriamente dita tornando necessarios novos
estudos sobre as caracteristicas destes clones epidémicos atoxinogénicos e a real
protecdo conferida pela vacina disponivel atualmente corroborando ou ndo com a
aplicacdo em massa desta vacina.

Neste contexto, o INCQS, com sua misséo de contribuir para a promoc¢ao da
saude, prevencdo de doencas além de atuar como referéncia nacional no controle
da qualidade de produtos (vacinas), ambientes (cepas circulantes na populacdo) e
servicos vinculados a vigilancia sanitaria  (Programa  Nacional de
Imunizagdes/controle da qualidade de producédo e controle da vacina contra difteria),
desempenha importante papel em todo este processo irreversivel em todo o mundo

e com praticamente todas as doengas imunopreviniveis.



2. OBJETIVOS GERAIS

Além dos quadros de difteria classica, C. diphtheriae toxinogénico ou
atoxinogénico tem sido isolado de diversos processos infecciosos invasivos. Aliado a
este fato, ha a escassez de trabalhos na literatura que procuram investigar in vivo 0s
fatores que influenciam o estabelecimento e/ou a disseminacdo de amostras
potencialmente invasoras de C. diphtheriae. Associado a estes fatos encontramos na
literatura a descricdo de inUmeros casos de um patégeno potencialmente perigoso
para a populacdo o C. ulcerans, que se apresenta como um desafio para os 6rgaos
de Saude Publica brasileiros que somente o incluiram na rotina dos esquemas de
isolamento e identificacdo 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 popula¢des de caninos e
felinos mantidos em instituicdo destinada ao abrigo de animais domeésticos
localizada na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS A Corynebacterium
diphtheriae

- Padronizar modelo experimental de infeccdo utilizando cobaias infectadas
pela via intracardiaca para observacdo do desenvolvimento de endocardite
bacteriana;

- Padronizar modelo experimental de infec¢cdo utilizando camundongos
infectados por via endovenosa para observacdo do desenvolvimento de artrite
séptica;

- Padronizar modelo experimental de infec¢cdo utilizando camundongos
infectados por via intranasal para observacdo do desenvolvimento de pneumonias;

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

através do modelo de artrite em camundongos;
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- Monitorar a viabilidade bacteriana na corrente sanguinea, pulmdes,
articulagdes, rins, baco e tecido cardiaco em diferentes intervalos de tempo em
animais imunizados ou nao pelo toxoéide diftérico;

- Avaliar a producéo sérica de citocinas incluindo TNF-a e IL-6 decorrentes do
processo infeccioso;

- Avaliar a participacdo do complexo proteico de superficie 67-72p no

estabelecimento de processos invasivos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS A Corynebacterium

ulcerans

- Analisar as condi¢des clinicas da populacdo de animais integrantes do
estudo;

- Pesquisar a presenca do patégeno em sitios anatdmicos diversos;

- Caracterizar fenotipicamente 0s microrganismos isolados dos animais
através de testes bioquimicos convencionais e de sistema semi-automatizado;

- Pesquisar o perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos utilizados na
clinica;

- Avaliar a capacidade de producédo de enzimas (DNase), fosfolipase D (PLD
D) e TD dos isolados clinicos;

- Caracterizar os genes (rpoB) e espécie-especificos (16S rRNA) e de
viruléncia (PLD) através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR);

- Tratar os animais infectados e pesquisar 0s contactantes animais e equipe
técnica do abrigo.

- Padronizar modelo experimental de infec¢cdo utilizando camundongos
infectados por via endovenosa para observacdo do desenvolvimento de artrite
séptica,

-Investigar o potencial artritogénico de diversas cepas de C. ulcerans através
do modelo de artrite em camundongos;

- Monitorar a viabilidade bacteriana na corrente sanguinea, pulmdes,
articulacdes, rins, baco e tecido cardiaco em diferentes intervalos de tempo em

animais;
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- Avaliar a producéo sérica de citocinas incluindo TNF-a e IL-6 decorrentes do
processo infeccioso;
-Avaliar a virulencia de cada uma das cepas atraves da determinacdo da

Dose Letal 50% em camundongos;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. EXPERIMENTOS ENVOLVENDO C. diphtheriae

3.1.1. Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Fundacao Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) sob n° 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 bioquimicos convencionais e submetidos a
testes de producdo de toxina utilizando metodologias descritas anteriormente
(CLARIDGE; SPRIEGEL, 1995, NAKAO et al., 1996, FUNKE et al., 1997, NAKAO;
POPOQVIC, 1997). Encontram-se estocadas em meio GC-glicerol 20% a temperatura
de—20 °C no Laboratdrio 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 toxdéide diftérico produzido pelo Instituto Butantan e
disponibilizado pelo PNI (Programa Nacional de Imunizacdo) a populagdo. Para a
realizacdo 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 °C por 48 horas (HIRATA Jr et al., 2002). A amostra
da cepa vacinal Park-Wiliams 8 € a utilizada pelo produtor nacional, Instituto

Butantan, para fabricacéo do toxdide diftérico.

Tabela 4. Origem e caracteristicas biolégicas de todas as amostras de Corynebacterium diphtheriae

estudadas.
Presenca toxina
NS €8 . Sitiode Quadro  \etabolismo diftérica
. Subespécie _
Amostra/Pais Isolamento  CJinico  de Sacarose .
Gene 2 Células
1 IDR 3
tox Vero
C. diphtheriae
ATCC27010/EUA mitis Orofaringe Difteria - - - -
ATCC27012/EUA mitis Orofaringe Difteria - + + +
PW-8 mitis Orofaringe Cepa - + + +
vacinal
CDC-E8392/EUA miis ~ Orofaringe  Difteria . o+ o+
241/Brasil mitis Orofaringe Difteria + + + +
402/Brasil belfanti Pulméo Pneumonia - - - -
HCO1/Brasil mitis Sangue Endocardite + -* + -
HCO2/1999/Brasil mitis Sangue Endocardite + -* + -
mitis Sangue Endocardite + -*
HCO3 + Artrite * )
HCO4 gravis Sangue Sepse + - -* + -

Endocardite

ATCC, American Type Cell Culture; HC, hemocultura; Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro, RJ;
! 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; IDR? -
ensaio de imunodifusao radial; ® Ensaio padrédo-ouro de toxicidade em monocamadas de células Vero.

3.1.3. Origem dos animais e modelos experimentais

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

10%, nos ensaios de endocardite experimental e camundongos da linhagem Swiss
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Webster, machos e fémeas, com 20 g +/- 10%, nos ensaios de artrite experimental e
modelo intranasal, provenientes do Centro de Criagdo Animal (CECAL/Fiocruz).
Foram realizados experimentos envolvendo animais imunizados e ndo imunizados
pelo toxoide 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 aco
inoxidavel (30 cm x 19 cm x 12 cm) e cama de maravalha de pinus e aclimatados por
24 horas antes do inicio do experimento.

Todos os animais receberam agua e racdo comercial para ratos (Nuvilab-
Nuvital Ltda., Curitiba, Parana) ad libitum. Todos os animais foram mantidos no
Setor de Animais de Laboratério (SAL)/INCQS com o0s seguintes controles
ambientais: temperatura (20 +/- 2 °C), umidade relativa do ar em aproximadamente
70% e ciclo claro-escuro constante de 7 as 19 horas. As trocas de cama e agua
foram realizadas trés vezes por semana e a ra¢ao substituida semanalmente.

Todos os procedimentos envolvendo animais de laboratério seguiram o
Procedimento Operacional Padronizado “Boas Praticas de Experimentacdao Animal”
n° 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 nao pelo toxoide
diftérico, foram levemente anestesiados pelo éter e com o auxilio de uma pipeta
eppendorf foram instilados 30 pL de uma suspenséo contendo 10°bactérias por mL.
A partir desta infeccdo (desafio) grupos de trés animais foram sacrificados em
diferentes periodos (1 dia, 7 dias e 15 dias), foi realizada a ablacdo do pulmé&o
direito, maceracdo e diluicdo deste material para posterior plagueamento e
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) para observarmos uma
cinética bacteriana e possiveis fatores que interfiram no processo.

Outros orgaos também foram investigados para observarmos se a infeccéo se

restringiria apenas ao tecido respiratorio.
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3.1.5. Endocardite experimental em cobaias

Os experimentos foram adaptados de metodologia previamente descrita por
QUE e colaboradores (2005). Vegetacdes aorticas estéreis foram produzidas
conforme descrito por HERAIEF e colaboradores (1982), através da cateterizacao de
grupos de 5 cobaias, 24 a 48 horas antes do desafio pela via intracardiaca ou
endovenosa com a amostras de suspenséo de C. diphtheriae na concentracdo de
10® bactérias por animal. Grupos de animais foram sacrificados em diferentes
intervalos de tempo pésinfeccdo (0, 7 e 15 dias) de acordo com PULITI e
colaboradores (2006). O numero de viaveis (UFC/mL) foi estabelecido a partir dos
cultivos em meio Trypticase Soy Agar (TSA) de material diluido proveniente de

vélvulas cardiacas, bago, sangue, rins e articulacdes.

3.1.6. Artrite experimental em camundongos

Grupos de camundongos foram infectados por via endovenosa pela veia da
cauda com suspensdo bacteriana de 4 x 10®bactérias por mL. O nimero de viaveis
(UFC/mL) foi estabelecido a partir dos cultivos em meio TSA de material diluido
proveniente do liquido sinovial de articulacdo escolhida através de sinais clinicos
(inchaco, dor, edema etc) (PULITI et al., 2006).

3.1.7. Avaliacdo da participacdo do complexo proteicode superficie 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
subcutédnea com diferentes concentracbes do complexo proteico purificado e apos

28 dias foi efetuado um desafio com suspensdo bacteriana e toxina diftérica de
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referéncia no intuito de avaliar a capacidade desta estrutura de parede de proteger
0S animais contra a infecgcdo 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
produgéo sistémica de IL-6 e TNF-a foi investigada em diferentes intervalos de
tempo apos a infeccdo com as diferentes cepas estudadas.

Os niveis de concentracdo de Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) 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 recomendacdes do fabricante.

Os resultados sdo expressos em picogramas por mililitro de soro. Os niveis
de deteccdo dos ensaios realizados s&o de 0,975 pgmL™ a 500 pgmL™ para IL-6 e
de 7,8125 pgmL~ a 4000 pgmL™ para TNF-a.

3.1.9. Andlise estatistica

A avaliacdo dos dados obtidos entre animais de um mesmo experimento e
entre experimentos em datas diferentes foi trabalhada pela analise de Variancia e de
Covariancia onde P> 0,05; teste t de Student para variaveis 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
estdo presentes em um artigo cientifico recentemente publicado, que se encontra

anexado como parte integrante da Tese (Vide item 4.2.1.1.).

3.2.1. Considerag0es éticas

Na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)/FIOCRUZ, este projeto
encontra-se protocolado sob n° 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 bioquimicos convencionais e submetidos a
testes de producdo de toxina utilizando metodologias descritas anteriormente
(CLARIDGE; SPRIEGEL, 1995, NAKAO et al., 1996, FUNKE et al., 1997, NAKAO;
POPOQVIC, 1997). Encontram-se estocadas em meio GC-glicerol 20% a temperatura
de —20 °C no Laboratdrio de Difteria e Corinebacterioses, Disciplina de Microbiologia
e Imunologia, FCM/UERJ. Para a realizacdo 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 °C por 48
horas (HIRATA Jr et al., 2002).
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Tabela 5. Origem e caracteristicas biol6gicas das amostras de Corynebacterium ulcerans utilizadas

no estudo
Producéao de toxina
~ i diftérica
Clinica de Sacarose .. , Vero
1 IDR s
tox Cells
CDC KC 279/USA Pulméao Pneumonia - + + +
809/2000/Brazil Pulméao Pneumonia - - + -
BR-AD22/2010/Brazil Narina Assintomatico - - - -

" 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; IDR® -ensaio de imunodifus&o radial;  ensaio padrao-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 suspensdo bacteriana de 4 x 10®bactérias por mL. O nimero de viaveis
(UFC/mL) foi estabelecido a partir dos cultivos em meio TSA de material diluido
proveniente do liquido sinovial de articulacdo escolhida através de sinais clinicos

(inchaco, dor, edema etc) (PULITI et al., 2006).

3.2.4. Viabilidade de Corynebacterium ulcerans nos 6rgéos e tecidos

Infecgcbes em sangue, rins, baco e articulagbes em camundongos infectados
pelo C. ulcerans foram determinadas pela presenca de microrganismos em
diferentes momentos apds a inoculacdo do microrganismo. Amostras de sangue
foram obtidas por sangramento do seio retro-orbital. Rins, articulacdes e baco foram
removidos assepticamente e homogeneizados com 3mL do meio estéril RPMI 1640.

Todas as articulacdes do punho e tornozelo de cada animal foram retiradas in toto
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homogeneizados em RPMI 1640. Ap6s homogeneizag¢do, as amostras de tecidos
foram semeadas em triplicata em placas de &agar 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 producdo sistémica de IL-6 e TNF-a foi investigada em diferentes
intervalos de tempo apos a infeccdo com as diferentes cepas descritas na Tabela 5.

Os niveis de concentracao de IL-6 e TNF-a 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 recomendacdes do fabricante.

Os resultados sdo expressos em picogramas por mililitro de soro. Os niveis
de deteccdo dos ensaios realizados s&o de 0,975 pgmL™ a 500 pgmL™ para IL-6 e
de 7,8125 pgmL~ a 4000 pgmL™ para TNF-a.

3.2.6. Avaliacéao histologica

Os camundongos foram examinados em diferentes momentos apds a
infeccdo para caracterizacdo histopatologica de artrite. Articulagbes afetadas (uma
por animal) foram removidas assepticamente, fixadas em formol a 10% v/v por 24
horas e descalcificadas em EDTA em tampao fosfato 0,1 M por 7 dias. Foram entéao
desidratadas, embebidos em parafina, seccionadas a 5 pum e coradas com
hematoxilina e eosina e, em seguida, descalcificadas em acido tricloroacético 5% v/v
por 7 dias, desidratadas, embebidas em parafina, seccionadas em 3-4 um e coradas
com hematoxilina e eosina.

Articulacgbes (trés por pata) foram examinadas para sinovite (definida como a
espessura da membrana sinovial de mais de duas camadas de células), extensao do

infillrado (presenca de células inflamatorias no subcutaneo e/ou tecidos



periarticulares), exudato (presenca de células inflamatdrias na cavidade articular),
lesé@o da cartilagem, eroséo 0ssea e perda da arquitetura usual.

A severidade da artrite foi classificada como leve (leve hipertrofia sinovial,
infiltrado minimo), moderada (moderada hipertrofia sinovial, presenca de infiltrado,
exudato minimo, a integridade da arquitetura usual) e grave (acentuada hipertrofia
sinovial, marcante presenca de infiltrado/exsudato, erosao da cartilagem e 0sso e

alteracdes na arquitetura articular usual).

3.2.7. Andlise estatistica

A avaliagdo dos dados obtidos entre animais de um mesmo experimento e
entre experimentos em datas diferentes foi realizada pela andlise de Variancia e de
Covariancia onde P> 0,05; teste t de Student para variaveis 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 instilagéo de 30 uL de uma suspenséo contendo 10®bactérias
por mL.

A partir desta infeccao (desafio) grupos de trés animais foram sacrificados em
diferentes periodos (1 dia, 7 dias e 15 dias), sendo realizada a ablacdo do pulmé&o
direito, maceracéo e diluicdo deste material para posterior plagueamento. Apenas a
cepa 402/Brasil conseguiu colonizar o trato respiratorio inferior (pulmdes), o que
permitiu a sua recuperacao a partir dos macerados pulmonares. O dado interessante
€ gue esta é a Unica cepa dentre as utilizadas que foi isolada de um quadro de
pneumonia o0 que sugere uma adaptacdo natural prévia desta cepa ao trato
respiratorio inferior. Mesmo nesta cepa néo foi possivel a recuperacdo do
microrganismo em outros o6rgdos alvo tais como baco, supra-renais, figado e

sangue, sugerindo que a infeccao tenha ficado restrita ao trato respiratorio.

4.1.2. Endocardite experimental em cobaias

Devido a nossa experiéncia na técnica de puncédo cardiaca em cobaias para
obtencdo de soro e devido a complexidade da técnica descrita por QUE e
colaboradores (2005), buscamos realizar algumas adaptacgoes.

Segundo a literatura consultada, no desenvolvimento de endocardite
bacteriana € necessaria a pré-existéncia de uma lesdo cardiaca ao nivel 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 lesdo se da nas valvulas cardiacas sob forma
congénita, mais comumente ou em pacientes transplantados.

Foram feitas tentativas de promocao destas lesdes através de sucessivas
puncdes cardiacas diarias em grupos de cobaias onde ao invés de puncionarmos o
sangue inoculdvamos, via intracardiaca, 1mL de uma suspensao bacteriana
contendo 10%bactérias por mL. Alguns grupos chegaram a passar por 7 processos
de inoculacéo intracardiaca (1 por dia) e foram, entdo, observados por até 60 dias
no intuito de observarmos quaisquer sinais clinicos de endocardite. Neste ponto
encontramos outro obstaculo importante, pois mesmo em humanos o diagnéstico de
endocardite bacteriana é bastante complexo. Normalmente o processo de
diagnéstico se inicia com o surgimento de uma febre baixa e persistente
acompanhada de uma dificil deteccdo da presenca de microrganismo na
hemocultura. A confirmacdo se da com a realizacdo de exames de imagens com a
necesséaria observacdo da presenca de vegetacBes e/ou destruicdo da anatomia
cardiaca, em particular de suas valvulas.

Todas as etapas descritas acima foram executadas em nossos animais
experimentados, através da observacdo de qualquer alteracdo clinica, medicdo da
temperatura basal realizada diariamente durante 60 dias, coletas de sangue
semanais para posterior realizagdo de hemoculturas e ao final do experimento
necropsia dos animais para observacdo da presenca de possiveis lesdes cardiacas,

sendo que todas as observacgdes apresentaram resultados negativos.

4.1.3. Artrite experimental em camundongos

4.1.3.1. Selecéo de linhagem de camundongos a ser utilizada na pesquisa de

atividade artritogénica

Utilizamos a Cepa HCO03 em trés grupos distintos (controle (CT), vacinados
pelo toxodide diftérico (VAC) e tratados com 500 Ul de soro antidiftérico via
intraperitonial (SAD)) das duas linhagens de camundongos suicos albinos mais

comumente utilizadas no controle de qualidade de vacinas bacterianas: Swiss
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Webster e NIH (Figura 4). Dentre os trés grupos comparados apenas 0S grupos

controle (CT) apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (P = 0,3308).

A linhagem Swiss Webster (SW) apresentou sinais clinicos de artrite mais

evidentes que a NIH, a excecédo do grupo tratado pelo SAD, que aliado a seu menor

custo de producdo, fez com que esta fosse a eleita para realizacdo 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
confianga de 95%. Ensaios realizados em

triplicata e n de 15 camundongos por grupo.

HCO3 - 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
confianga de 95%. Ensaiosrealizados em

triplicata e n de 15 camundongos por grupo.
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HCO3 - Sad
(SW x NIH)
5 -
HCO3-Sad | SW | NH g 4 .
—>a = SW - Sad
SW 1 0,0446 = 3
NIH 0,0446 1 9 —#— NIH - Sad
Valores de p onde resultados significativamente a 27
semelhantes possuem p<0,05 para um limite de _8 1]
confianga de 95%. Ensaiosrealizados em
triplicata e n de 15 camundongos por grupo. 0 ,

3 6 9 12 15 20 25 30
Dias apos infeccao

Figura 4. Comparacao entre duas linhagens de camundongos (SW e NIH) quanto a capacidade de
apresentar sinais clinicos de artrite. Os animais foram separados em 3 grupos (CT = grupo controle,
sem tratamento; VAC = vacinados pelo toxoide diftérico e SAD = tratados com soro antidiftérico

4.1.3.2. Atividade artritogénica em camundongos Swiss Webster das cepas
homologas ATCC27010 (Atoxinogénica) e ATCC27012 (Toxinogénica) e da cepa
vacinal PW8

As cepas ATCC 27010 e ATCC 27012 nao apresentaram, em nosso modelo,
perfis artritogénicos estatisticamente semelhantes (Figura 5). A cepa ATCC 27010
(Atoxinogénica) demonstrou uma maior capacidade de induzir sinais clinicos de
artrite em camundongos, sugerindo que a capacidade de producdo de toxina
diftérica pouco ou nada interfere neste modelo de infec¢éo invasiva.

Observou-se que cepa PW8, nesta etapa, € a que possui um maior potencial
de causar sinais clinicos de artrite séptica enfatizando a relagédo de cepa dependente
deste processo, e que apesar de apresentar grande capacidade de produzir toxina
diftérica, e por isso ser a cepa de eleicdo para fabricacdo de toxdide, ainda assim

nao consegue desencadear processos artritogénicos relevantes.
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PW8 /27010 / 27012
(Swiss Webster)

CEPAS | 27010 | 27012 | PWS8

27010 1 0,01120,4544 5 -

27012 0,0112 1 0,2072

]
PW8 0,4544|0,2072 1 £ 4 1
$ ——PW8
=] 3 4
(]
Valores de p onde resultados significativamente % —8—27010
semelhantes possuem p<0,05 para um limite de £ 2 4 27012

confianga de 95%. Ensaiosrealizados em

triplicata n de 15 camundongos por grupo.

0. _I__I__I__I__I—_l—n_I—"_l

3 6 9 12 15 20 25 30

Dias ap6s infecgéo

Figura 5. Perfis artritogénicos das cepas padrdo ATCC27010/EUA (Atoxinogénico), ATCC27012/EUA
(Toxinogénico) e PW8 (Vacinal) em camundongos Swiss Webster

4.1.3.3. Comparacdo dos diferentes tratamentos no desenvolvimento de
artrite séptica em grupos de camundongos da linhagem Swiss Webster desafiados

com a cepa de Corybacterium diphtheriae HCO3

Utilizamos a cepa HCO03 em quatro grupos distintos (controle (CT), vacinados
pelo toxodide diftérico (VAC), tratados com 500 Ul 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 toxéide diftérico apresentaram perfis
artritogénicos estatisticamente semelhantes e o mesmo aconteceu com relacao 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 indices mais baixos aparentemente demonstrando sua capacidade de
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interferir neste modelo de infeccdo invasiva. Estes dados sugerem que o0s
tratamentos recebidos pelos grupos de camundongos tanto em relagcdo a vacinagao
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 minimizacao

dos sinais clinicos ao longo dos trinta dias do ensaio (no caso do PTN 67-72p).

HCO03 - SW
(CT, Vac, Sad, 6772p)

——HCO03-CT

@ HCO03- Vac

5 -
@ 4 —&— HCO03- Sad
£
@
P 3 1 HCO03-6772p
©
8 2 A
g
- 1 4 ¥ T
3 6 9 12 15 20 25 30
Dias ap6s infecgéo
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

Valores de p onde resultados significativamente
semelhantes possuem p>0,05 para um limite de
confianga de 95%. Ensaiosrealizados em triplicata

e n de 15 camundongos por grupo.

Figura 6. Comparacdo da atividade artritogénica da cepa HCO03 em diferentes grupos de
camundongos da linhagem Swiss Webster tratados previamente
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4.1.3.4. Avaliacdo da influéncia de diferentes tratamentos no desenvolvimento
de artrite séptica em grupos de camundongos da linhagem NIH desafiados com a

cepa de Corynebacterium diphtheriae HCO3

Utilizamos a cepa HCO03 em trés grupos distintos (controle (CT), vacinados
pelo toxdide diftérico (VAC) e tratados com 500 Ul de soro antidiftérico via
intraperitonial (SAD) de camundongos da linhagem NIH (Figura 7).

Os grupos controle e tratados pelo SAD apresentaram perfis artritogénicos
estatisticamente semelhantes (p=0,4393).

O grupo vacinado com o toxoide diftérico apresentou indices mais baixos
aparentemente demonstrando sua capacidade de interferir neste modelo de infeccéo

invasiva, nesta linhagem de camundongos NIH.

HCO03 - NIH
(CT, Vac, Sad)

54

_.g 4l —*—HCO03-CT

o 3. ~* HCO3 - Vac

©

3 5] 4 HCO03 - Sad

5 - .

k=

3 6 9 12 15 20 25 30
Dias apds infeccéo

Valores de p onde resultados significativamente GRUPQOS CT Vac Sad
semelhantes possuem p>0,05 para um limite de CT 1 0,0309 | 0,4393
confianga de 95%. Ensaios realizados em triplicata Vac 0,0309 1 0,0104
e n de 15 camundongos por grupo. Sad 0,4393 0,0104 1

Figura 7. Comparacdo da atividade artritogénica da cepa HCO3 em diferentes grupos de
camundongos da linhagem NIH tratados previamente
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4.1.3.5. Avaliacado da imunizacdo com o complexo protéico de membrana de

67-72p quanto ao estabelecimento de artrite séptica por Corynebacterium

diphtheriae

O denominado PTN 67-72p € um complexo de proteinas de membrana de C.
diphtheriae que é extraido especificamente da Cepa CDC-E8392/EUA e que tem
sido estudada por nosso grupo, dai nosso interesse em observar sua capacidade
imunogénica 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 imunizac¢des
via sub-cutanea com intervalo de 15 dias. O complexo protéico foi preparado em
uma concentracdo de 0,5 mg/mL e inoculado 0,5 mL por camundongo a cada
imunizacdo. Duas semanas ap0s a segunda imunizacdo os animais foram
desafiados via endovenosa com uma suspensdo contendo 10° bactérias por mL. Um
grupo foi desafiado com a cepa HCO03, outro grupo foi desafiado com a cepa de onde
usualmente é extraido 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 experimentagdo. Os resultados estdo sumarizados nas
Figuras6e 8.

O grupo controle apresentou perfil artritogénico estatisticamente inferior ao do
grupo tratado com a PTN 67-72p. Nesta etapa, como a cepa utilizada apresentou
baixo potencial artritogénico, aparentemente o complexo protéico parece favorecer o

surgimento de sinais clinicos de artrite neste modelo de infecgédo invasiva.
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GRUPOS CT 67-72p CDC 8392 - CT

CT 1 0,0005 CDC 8396 - (67-72p)

67-72p 0,0005 1

4 ——8392-CT

Valores de p onde resultados

significativamente semelhantes —8—8392-6772p

Indice de artrite

possuem p>0,05 para um limite

3 6 9 12 15 20 25 30
realizados em triplicata e n de Dias ap6s infecgéo

de confianca de 95%. Ensaios
15 camundongos por grupo.

Figura 8. Avaliacdo da imunizacdo com o complexo protéico 67-72p quanto ao estabelecimento de
artrite séptica pela cepa de C. diphtheriaeCDC-E8392

4.1.3.6. Avaliacdo dos perfis de atividade artritogénica de cepas

atoxinogénicas invasoras de Corynebacterium diphtheriae

Utilizamos quatro cepas de C. diphtheriae (HCO1/Brasil, HCO2/1999/Brasil,
HCO3, HCO4) oriundas de isolados humanos na promoc¢éao de sinais clinicos de
artrite em camundongos SW.

As gquatro cepas apresentaram perfis distintos de atividade artritogénica, onde
a cepa HCO1/Brasil demonstrou uma maior capacidade invasiva neste modelo de
experimentacao animal (Figura 9).

As cepas HCOl/Brasil e HCO04 apresentaram perfis estatisticamente
semelhantes em um patamar mais elevado de atividade artritogénica. Em um nivel
menor de potencial temos as cepas HC02/1999/Brasil e HC0O3 igualmente com perfis

estatisticamente semelhantes (p = 0,3708).
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HCO1 - HCO4
(Swiss Webster)
5 -
—&— HCO01
4 —8—HC02
£
g 3 —A&—HCO03
g HCO04
o 27
Q
°
£ 1 -
3 6 9 12 15 25 30
Dias ap0s infeccao
CEPAS |HCO1 HCO02 HCO03 HCO04
Valores de p onde resultados significativamente HCO1 1 0,0007 0,0135 0,2785
semelhantes possuem p>0,05 para um limite de HCO02 0,0007 1 0,3708 0,0025
confianga de 95%. Ensaiosrealizados em triplicata HCO3 0,0135 0,3708 1 0,0689
e n de 15 camundongos por grupo. HC04 0,2785 0,0025 0,0689 1

Figura 9. Perfis artritogénicos das cepas invasoras de C. diphtheriaeHC01, HC02, HC03 e HC04

4.1.3.7. Avaliacdo dos perfis de atividade artritogénica de cepas de

Corynebacterium diphtheriae 241/Brasil, 402/Brasil e a cepa vacinal PW8

Utilizamos trés cepas de C. diphtheriae oriundas de isolados humanos na

promocao de sinais clinicos de artrite em camundongos SW.

As trés cepas apresentaram perfis semelhantes estatisticamente de atividade

artritogénica, sendo que apdés o nono dia pés-infeccédo ja ndo havia qualquer sinal

clinico de artrite nos camundongos que foram experimentados neste ensaio. A cepa

241/Brasil foi a que pelo menos inicialmente apresentou maior potencial artritogénico

(Figura 10).
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241 - 402 - PW8
(Swiss Webster)
5 -
4 e
2 —— 241
t 3 4
@© —8— 402
S 2 —&— PW3
©
L
21
-4 — 88—
3 6 9 12 15 20 25 30
Dias ap0s infeccao
CEPAS 241 402 PW8 Valores de p onde resultados significativamente semelhantes
241 1 0,3588 | 0,9012 | possuem p>0,05 para um limite de confianga de 95%. Ensaios
402 0,3588 1 0,2324 realizados em triplicata e n de 15 camundongos por grupo.
PW8 0,9012 | 0,2324 1

Figura 10. Perfis artritogénicos das cepas de C. diphtheriae 241/Brasil, 402/Brasil e PW8

4.1.3.8. Porcentagem de animais que apresentaram sinais clinicos de artrite

apos infeccdo por cada cepa de Corynebacterium diphtheriae e de Corynebacterium

ulcerans utilizadas no estudo

Grupos de camundongos da linhagem SW, machos e fémeas, de 18 a 22
gramas foram infectados com 0,5 mL via endovenosa com uma suspensao de 4 X
10® 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 clinicos de artrite, de acordo com cada cepa utilizada
enfatizando os diferentes potenciais artritogénicos demonstrados (Figura 11). Fica,
mais uma vez destacada a aparente falta de interferéncia da capacidade de produzir
toxinas no processo de desenvolvimento de artrite séptica neste modelo animal. A
cepa toxinogénica 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 atipica (vide Tabela
4) e em quantidades variaveis, foram as mais expressivas em associacdo com as
cepas de C. ulcerans 809 e CDC-KC279.

Animais com sinais clinicos de artrite (%)

120 -

100 ~

80

60

40 -

20

Figura 11. Porcentagem de animais inoculados e que apresentaram sinais clinicos de artrite

4.1.3.9. Potencial artritogénico de cada cepa utilizada no estudo

Foi determinado o nivel médio de artrite desencadeada por cada cepa de C.
diphtheriae utilizada no estudo. O valor foi obtido através da soma dos indices
apresentados por cada camundongo infectado dividido pelo numero total de
camundongos utilizados em cada grupo (Figura 12 ).

Aqui podemos observar que, sob as mesmas condi¢cbes experimentais, cepas
diferentes de C. diphtheriae e C. ulcerans apresentaram capacidades de promover

infeccdes invasivas completamente distintas.
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Potencial artritogenico das amostras de C. diphtheriae
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Figura 12. Potencial artritogénico 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 0s 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 T par a a realizacédo das dosagens de
citocinas.

Na Figura 13 podemos observar o perfil de liberacdo de TNF-a e IL-6 nos
diferentes grupos de animais decorrentes da utilizacdo das cepas HCO1, HCO2 e
HCO3. Com relagcédo a cepa HCO1 o nivel serico de IL-6 apresenta nivel maximo em
torno do sexto dia apds a infeccdo. Verificamos que esta cepa tem seu potencial
artritogénico maximo precocemente no terceiro dia, assim como as outras cepas de
C. diphtheriae isoladas de quadros de infec¢cbes invasivas em humanos

denominadas HC. Com relacdo a cepa HCO02 o nivel maximo de expressao sérica
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em camundongos se da no 15°dia. O nivel médio de p roducao de IL-6 se apresenta
nos mesmos patamares aos observados para a cepa HCO1l. Pode ser observado
gue os niveis medios de expressao de IL-6 em soro de grupos de camundongos da
linhagem SW desafiados com a cepa HCO03 séo superiores aos apresentados pelas
cepas HCO1 e HCO2. Neste caso temos tambem outra diferenca com o pico de
producdo se dando precocemente as seis horas pos infecgdo. Ao observarmos o
perfil artritogénico das cepas chamadas invasoras de C. diphtheriae (Figura 10)
podemos observar qua as cepas HCO1, HC02 eHCO03 apresentam uma tendencia de
elevacao no intervalo entre o sexto e o nono dia apds desafio 0 que pode explicar a
permanéncia dos sinais clinicos de artrite apos o trigésimo dia pos-infec¢do (Figura
9).

O perfil de liberacdo se manteve muito semelhante em relacdo a todas as
cepas usadas, a excecao pela liberagdo 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-a em soro de grupos de camundongos das linhagens Swiss
Webster desafiados com as cepas HC01, HC02 e HCO3 de C. diphtheriae. Amostras de soro colhidas
em 6h e nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pds-desafio

Na Figura 14 é comparado o perfil de liberacdo 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 liberagdo aos 12 dias e curva com
tendéncia de alta apés o dia 15.

A cepa CDC-E8392/EUA, diferentemente das anteriores, apresentou (Figura
14) dois picos de expressao dos niveis séricos de IL-6, no primeiro e no décimo
segundo dias apds infeccdo. Nos graficos de artrite correspondente a esta cepa
(Figuras 6 e 8) tambem observamos discreta elevacao entre o décimo segundo e

vigésimo dia apos desafio.
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Semelhantemente ao que ocorre com 0s niveis séricos de IL-6 e indice de
artrite expressos pela cepa CDC-E8392/EUA, podemos verificar que tambem ocorre
no décimo segundo dia uma elevacao da expressao de TNF-a em soro de grupos de

camundongos das linhagens SW (Figura 15).
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FIGURA 14. Dosagem de IL-6 em soro de grupos de camundongos das linhagens Swiss Webster
desafiados com a cepa CDC-E8392/EUA, HCO01, HC02 e HCO3 de C. diphtheriae. Amostras de soro
colhidas em 6h e nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 pds-desafio.
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FIGURA 15. Dosagem de TNF-a 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 pds-desafio
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A FIGURA 16 apresenta o perfil de liberacéo de IL-6 dos 3 diferentes grupos
de camundongos que sofreram pré-tratamento (SAD, VAC e CT) e foram desafiados
pela cepa HCO3. A curva apresenta alguns picos de liberagdo no grupo de animais
tratados pelo soro diftérico e pelo toxdde diftérico que ainda precisam ser
confirmados. Em relagdo ao TNF-a, usando-se 0 mesmo tratamento anterior e a
cepa HCO03, ndo foram observadas varia¢cdes quanto a liberagcdo da citocina entre os
grupos em estudo (FIGURA 17).

HCO03 - CT, Vac, Sad
(IL6)

Tempo

FIGURA 16. Comparacéo do perfil de liberacéo de IL-6 em soro de grupos de camundongos
das linhagens Swiss Webster tratados com toxoide 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 pos-desafio.
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FIGURA 17. Comparacdo do perfil de liberagdo de TNF-a em soro de grupos de
camundongos das linhagens Swiss Webster tratados com toxoéide 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 pos-desafio
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4.2 . RESULTADOS REFERENTES AO Corynebacterium ulcerans

Os resultados parciais deste estudo possibilitaram as seguintes publicagcbes em
periddicos especializados:

4.2.1. Artigo publicados ou submetidos

4.2.1.1. Artigo completo publicado

Alexandre A.S.O. Dias, Feliciano C. Silva Junior, Gabriela A. Pereira, Monica C.
Souza, Thereza C.F. Camelo, José A.L.D. Damasceno, Luis G.C. Pacheco,
Anderson Miyoshi, Vasco A. Azevedo, Raphael Hirata Janior, Maria H.S.V. Boas,
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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Abstract

Cnr_i,rrprbacrfrimri wlcerans was isolated from nares of one as_!,.rmpt(rmal'ic dl:lg kcpt in an animal shelter in the
mel'mpo]it.an area of Rio de Janeiro, Brazil. The RNA pol}'merase beta subunit-encudi’ng gene was saquenced to
confirm the species identity. C. ulcerans strains producing phospholipase D, but not diphtheria toxin, are able to
cause severe disease in humans, such as pneumonia and granulomatous nodules in pulmonary tissues. The
infection rate varies really widely by region, probably because of the variations in the reported infection rates, Dogs
with unapparent C, ulcenmis infections may be considered as potentially capable of infecting other animals and
humans, including pet owners, Medical and veterinary staff should be aware that asymptomatic animals can carry

C. ulcerans and cooperate in eliminating infections and monitoring animals also in the developing countries,

Key Words: Animal shelter—Asymptomatic dog—C. nlcerans.

Introduction

URING THE LAST 20 vEARS, the frequency and severity of

human infection associated with Coryiebackeriton uleer-
ans appear to be increasing in different countries. The main
reservoir of O, uleerans seems to be cattle; in which it may
induce mastitis. However, there have been cases of human
patients who did not have risk factors associated with C, wl-
cerans infections, such as drinking raw milk or having contact
with farm animals or their waste. Recently, there has been
concern over transmission of C. wicerans bebween small ani-
mals and humans (Dewinter et al. 2005, De Zoysa et al. 2005,
Lartigue et al. 2005, Aaron et al. 2006, Seto et al. 2008, Tiwari
et al. 2008, Katsukawa et al. 2009),

C. uleerans can produce diphtheria {DT) and/or phos-
pholipase [} (Pld) toxins and may cause human infections
mimicking cutaneous and classical respiratory DT with
pseudomembranes (Wagner et al. 2001, Dewinter et al. 2005,
Tiwari et al. 2008). C. wleerans is also able to induce clinical
signs in the lower respiratory (ract such as pneumonia
(Hommez et al, 1999, Hatanaka et al, 2003, Mattos-Guaraldi

et al. 2008a) and granulomatous nodules in the lungs (Des-
seau et al. 1995). Similar to nontoxinogenic Corymebacterium
diphtheriae strains, the pathogenicity of some C. wleerans
straing may be independent of the DT production. Bacterial
strains induce different clinical symptoms depending on the
toxin produced and its levels released in the host, Recently, C,
ulcerans strains producing DT were isolated from cats with
nasal discharge in the United Kingdom (De Zoysa et al. 2005)
and from dogs in France (Aaron et al. 2006) and Japan (Kat-
sukawa et al. 2009). Alarmingly, a human case of DT-like
iliress, caused by a C. wleerans strain producing a DT-like
toxin and Likely transmitted by a pet dog with chronic labial
ulceration, sneezing, and rhinorrhea, was reported in France
(Lartigue et al. 2005).

An emerging infection is one that has newly appeared in
the population, or one that has existed but has altered in in-
cidence, geographic range, or character. Many incidences of
emergence ocour subsequent to the alterations in a combina-
tion of pathogen, host, and /or environmental factors. Animal
shelters create a uniquely suitable environment for discase
emergence. A partial list of factors present in the shelter

'Post Graduation FProgram in Health Surveillance-Mational Institube of Ouality Control in Health, Oswaldo Cruz.
*Foundation and Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Medical Relevance, Faculty of Medicine, University of the State of Rio de
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environment that could promote emergence includes trans-
portation, stress (immunosuppression), increased contact
{overpopulation) and exposure, mixing of species, malnutri-
tion, concurrent disease, high animal turnover, and indis-
criminant use of antibiotics. Diseases emerging from shelter
populations could be risky to animal and /or human popula-
tions (Pesavento et al. 2007).

Recently, we described the first case of C, weernns human
infection in Brazil, and the source of infection was undeter-
mined { Mattos-Guaraldi et al. 2008a). Mo reports of C. wlcerans
infections in animals in the developing countries were found
in the literature. Meither was found cases of isolation of
C. nlcerans from the nares of asymptomatic dogs in these
countries. These facts led us to investigate the occurrence of
C. ulcerans in an animal sheller located in the metropolilan
area of Rio de Janeiro, Brazil.

Materials and Methods
Ethical procedures

The study was performed in compliance with the guide-
lings outlined in the Canadian Council on Animal Care
(CCAC) and with the Brazilian government's ethical guide-
lines for research involving animals {Fiocruz Ethic Committee
for Animal Experiments—CEUA /FIOCRUZ).

Origin of dogs and clinical evaluation

The oceurrence of C. uleerans was investigated in appar-
ently healthy dogs (adults, puppies, males, and females) kept
in an animal shelter located in Niterdi city in the metropolitan
area of Rio de Janeiro, Brazil. Te rule out the presence of any
infectious or debilitating diseases, including dermatoses and
the more obvious physical and behavioral abnormalities, a
general assessment of each animal’s condition and nutritional
status was recorded as previously described (CCAC 1984).

Clinical evaluation of the animal infected with C. nlcerans
included tests for the indicators of renal (urea and creatinine
determination) and hepatic (ghutamic-oxaloacetic transami-
nase and glutamic-pyruvic transaminase) functions. Ad-
ditionally, a blood count including leukogram, an abdominal
ultraspund, an echocardiogram, and chest X-rays were
performed.

Coflection and culture of microorganisms

Eve and nasal swabs were obtained from 60 dogs and in-
oculated onto the chocolate tellurite agar plates and incubated
at 35°C for 72 h (Mattos-Guaraldi and Formiga 1998, Efstra-
tiou and George 1999), Samples from skin lesions, when
present, were also collected with sterile swabs,

C. ulcerans screening lests

Irregular Gram-pesitive rod strains were subcultured in
the sheep blood agar plates, and Corynebacterium-like colo-
nies were preliminarily characterized by Gram staining,
colonial morphology, pigmentation, hemolysis (Mattos-
Guaraldi and Formiga 1998, Efstration and George 1999),
and DMNase activities. DNase-positive results were mainly
observed for C. wleerans but not Corynebacterium psendoto-
berenlosis strains (Mattos-Cuaraldi et al. 2008a, Pimenta et al.
2008),
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C. ulcerans phenotypic characterization

The suspect bacterial isolate was identified as C. uleerans by
conventional biochemical assavs and the semiautomated API-
Coryne System (BioMeérrieux, Lyon, France) (Efstratiou and
George 1999, Funke and Bernard 2007, Mattos-Guaraldi et al.
2008a),

C. ulcerans molecwar characterization

A multiplex polymerase chain reaction (PCR) assay target-
ing the genmes 165 TRNA, RNA polymerase beta subunit-
encoding gene (rpoB), and pld was performed as described
previously (Pacheco et al, 2007), Primers targeting the pid gene
designed by aligning the pld nucleotide sequences of C. pseu-
dotubercndosis and C. ulcerans (GenBank accession nos. L16587
and L16585) were used. The reverse primer PLD-R1-AT-
CAGCGGTGATTGTCTTOC- was used inassociation with the
forward primer PLD-F-ATAAGCCTAAGCAGOCGAGCA- to
amplify the pld genes of both bacteria, while primer PLI-R2-
ATCAGCCGOTCGATTICTCTTCCAGG- excluded O wlcerans.

Gene sequencing

The rpel was isolated from the genomic DNA of the
C. wlcerans strain, and a partial sequence was generated for
malecular characterization. Briefly, the genomic DNA was
extracted by a protocol standardized previously (Pacheco etal.
2007}, and a highly polymorphic region of the rpoB was am-
plified by PCR using primers C2700F (5'-CCTATCAACAT
CGGCCAGGT-3) and C3130R (5-TCCATTTCGCCGAA
GOGCTG-3) (Khamis et al, 2004). The resultant 446bp am-
plicon was precipitated with 15% (w/v) palyethylene glycol
(Kusukawa et al. 1990) and sequenced using the DYEnamic
ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
UK}, following the manufacturer’s instructions. The sequence
obtained was compared with the previously published C.
uleerans rpoB sequence (GenBank accession no. AY492271)
through search for similarity using the basic local alignment
search tool-MN (Altschul et al. 1990).

Toxigenicity

As C. uleerans strains may acquire lysogenic corynephages
coding for DT, PCR assay for the fox gene (using primer sets
Dtl, targeting fragment A [nt 43-294]) and Elek test were
performed as previously described (Efstratiou and George
1999, Wagner et al. 2001). The presence of Pld was evaluated
by the CAMP test (i.e., inhibition of hemolysis by Staphylo-
coccus airens) (Funke and Bernard 2007).

Antimicrobial susceptibility profiles

The sensitivity to antimicrobial agents (Oxoid, Hampshire,
United Kingdom), penicillin G (10U), ampicillin (10 ug),
cephalothin (30 ug), erythromycin (15pg), trimethoprim/
sulfamethoxazole (1.25/23.75 pg), ciprofloxacin (5 pg), rifam-
picin (3 ug), and vancomycin (30 xg), was determined by the
disk diffusion method using inocula equivalent to a 0.5
McFarland standard, according to the Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines as previously adopted by
other authors { Martinez-Martinez et al. 1995, Sing et al. 2003,
2005, Lartigue et al, 2005, Mattos-Guaraldi et al. 2008a). Plates
were incubated at 37°C for 24 h and reconfirmed at 48 h using a
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cabior-adjusted Mueller—Hinton agar with 5% \-ih['!"l’] Blosod.
Breakpoints for the susceptible strains were used as suggested
by the CLSI for bacteria excluded from table 2A to 2K. As there
i5 ot vet a defined standard for interpreting these results, the
one proposed in the CLSI document M45-A (ISBN 1-56238-
6l7-7) was used (CLSI 2007). The hn‘@kpujnt-j for S. drreis
were considered in the cases of penicillin and ampicillin

Results
C. ulcerans isolation and phenotypic characterization

From a total of A0 shelter animals, bacterial growth on the
chocolate tellurite agar medium was observed in the nasal
samples collected from 31 dogs. Twenty-seven irregular
Gram-positive rod strains subcultured in the sheep blood agar
plates were preliminarily characterized as Corymelacterim-
like colonies. Five nonpigmented strains isolated from dif-
ferent dogs were DNAse positive, and only one strain was
positive for both urease and CAMP-reverse tests, suggestive
of C. ulcerans (named BR-AD22) strain. This dog isolate was
positive for catalase, urease, alkaline phosphatase, and
w-glucosidase.  Nitrate, gelatinase, pyrazinamidase, and

rpoB gene sequencing

745

esculin hl‘,'drnh-':-cis-i were negative. Fermentation tests were
positive for glucose, maltose, and ribose. However, the AP
code (0111324) for BR-ADZ22 strain was a better match for C,
peendotuberculosis (92.7%) than C. ulcerans (7.2%).

C. ulcerans malecwlar characterization

Results of a I'l'l:l]f'iph:! PCR assay pglrfurmsed in an atternpt
to distinguish between closely related O wleerans and
C. pseudotubercuiosis species are displayed in Figure 1. The
rpoB from BR-AD22 strain was sequenced to confirm the
species identity, The partial rpoB sequence of the BR-AD22
dog isolate (GenBank accession no. FI545133) showed 979% of
identity (score =754; E-value =0.0) with the sequence de-
posited for the type strain CIP106504 of C, wlcerans (Fig. 1),

Clinical evaluation of animal infected with C. ulcerans

C. ulcerans was isolated from the nares of an asymptomatic
S-year-old female canine of undefined breed, weighing 15 kg,
General clinical aspects, laboratorial findings, abdominal ul-
trasound, echocardiogram, and chest X-rays did not reveal
any abnormalities, as exemplified in Figure 2. The dog did not

165 rRNA

rpol

pld

COGCCAGGTTCTCGAMGTCCACCTTGGTTCLTTGECTGCTGCCGOT TG GALG AT
COATCCTGAAGATCCTGCTAMCGCTGAGCTGCTGAABACTCTGCCTGAGGAGCT
ATACGACGTCCCTGOCTGGTTCTGCTCACCGCT AACCCCTAGTGTTCGACAGGE
GCTACCAMCGAGGAAGTTGCTGGTCTTCGTTGCCAACTCCOGTTCCAAATCOGE
GACGGCGACGTCATGETGGACG AMAAC GG CAMG GCAC AGCTTATTCGACGGCC
GTITCTGGCGAGCCTTTCCCAT ACCCAGTGTCTGTCOGCTACATGTACATGCTGAL
GCTGCACCACTTGOTTGATCAGAAGATCCACGCACGTTCCACCGRCCCTTACTC
CATGATTACTCAGCABCCGCTGGGCGGTAAGGCGCAGTICGOTGGACAGCGET

TCGGCGAMATTGGAACCT

FIG. 1. ’\iulhpliu\ '|10l\, merase chain reaction amplification of 165 rRNA f."slfahp:l RMNA ]JtJ“,HIE?rdHE' beta subunit-enc (nimj,
gene (rpoB) (446bp), and phospholipase D (pld) (203bp) gene for differentiation of Cerynebacterium ]

{_nrwm.m.e ium ulcerans strains, Lane 1, Tkb Plus DNA ladder marker; lane 2, C. pseuca’c'mhnu 515 {_l[' 102968, lane 3

" wleerans G

thv BR-AD22 dog isolate (GenBank accession no. FJ345133) _L'.huwmi 97% of the identity (score =

sequence deposited for the CIP106504 strain of C, wleerans,

H HJ 01 BM3796.3; lane 4, C. ulcerans 809: lane 5, C. wleerans BR-AD22 dog isolate. The partial rpoB sequence of
754; r-\"r1]1]€ = (.0} with the
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FIG. 2. General appearance, frontal chest X-ray, cardiac, and renal ultrasound imaging of the shelter dog colonized by the

C. ulcerans BR-AD22 strain.

have watery ey

5, any nasal discharge, or any skin lesions.
Laboratorial analysis of blood samples showed 37.4% Hct,
13g/ Tgh, 23 li}",’mm" platelets, 1.39= 10 JSmm *white blood
cells, 18U/L glutamic-oxaloacetic transaminase, 26 U/L glu-
tamic-pyruvic transaminase, 32 mg urea, and (L6 mgs cre-
atinine. Results obtained for creatine kinase and creatine kinase
ispenzyme (CK MB) sensitive and specific indicators of mus-
cular disorders were 123 and 115U/L, respectively,

Toxigenicity

The presence of Pld was confirmed by the positive reverse
CAMT test, while the Elek test and PCR assay for the tox gene
gave negative results,

Antimicrobial susceptibility profiles

C. ulcerans BR-AD22 strain showed resistance only to
penicillin G and susceptibility to ampicillin, cephalothin,
erythromycin, trimethoprim/sulfamethoxazole, ciprofloxa-
cin, rifampicin, and vancomycin,

Carrier stafe

The dog that was colonized by the C. wleerans BR-AD22
strain was kept in quarantine for 6 months, and swabs from
throat, nares, eyes, skin, vagina, and ears were collected
monthly. After 3 months, antimicrobial therapy was started
with ciprofloxacin, 500mg/day for 15 days. All tests after
antimicrobial treatment were negative for C. wleerans, and the
animal was considered free of the pathogen. The employees

and the other dugh were also examined monthly with no
evidence of C. ulcerans carrier state,

Discussion

As the microorganism was found in small groups of ap-
parently healthy dogs during studies performed in both
industrialized (Katsukawa et al. 2009} and developing coun-
tries, it is safe to assume that dogs may not have any clinically
apparent disease when they are colonized by C. wleerdns
These findings certainly increase one's concern for the circu-
lation of this pathogen via asymptomatic dogs, especially in
metropolitan areas. Dogs with unapparent C. uleerans infec-
tions may be considered as potentially capable of infecting
other animals and humans. Veterinary clinics should imple-
ment guidelines for dealing with C. wleerans. Medical and
veterinary staff should be aware that asymptomatic animals
can carry C. uleerans in the throat (Ratsukawa et al. 2009) or
nares and cooperate in eliminating infections and monitoring
animals.

Maore than 90% of the expected population growth in the
coming decades will be in the developing regions. Continuing
global population growth, combined with rapid urbanization,
means that many millions of city dwellers are forced to live in
overcrowded and unhygienic conditions, where lack of clean
water and adequate sanitation provide breeding grounds for
infectious diseases. Expanding areas of human habitation put
additional millions of people at risk from pathogens previ-
ously rare or unknown causes of human disease. Millions of
people in emerging countries live and work in rural areas,

86



Corynebacterium vicerans IN ASYMPTOMATIC DOGS

Although most cases of the human patients have risk fac-
tors associated with C. wleerans infections, such as drinking
raw milk or contact with farm animals or their waste, inter-
estingly, we found in the literature very few cases of C.
ulcerans infections in humans or animals from developing
countries,

Virulence mechanisms of C. wleerans should become a
matter of higher interest because of the increase in the number
and severity of cases of human infection in different countries,
especially those with immunization programs that have ren-
dered DT rare. Similar to C. dipiitherioe (Sing et al. 2003, 2005),
the pathogenicity of some C. ulcerans sirains may be inde-
pendent of DT toxin production. Like other human or animal
pathogens, C. wleerans strains seem to be endowed with an
array of virulence factors other than DT such as catalase,
proteases, deoxyribonuclease, and Pld. Different from C.
diplitheriae, when the fix gene is absent in C. uleermis, Pld is the
characteristic toxin produced. Dermonecrotic lesions caused
by C. wleerans, including the AD22 dog isolate, exhibit a large
extent of yellowish-white fibrinous (fibrin} deposits (Mattos-
Guaraldi et al. 2008b), Pid is also the causative agent of severe
tissue necrosis in humans. To date, Pld is the most important
virulence determinant identified in C. psendotuberculosis and
causes an increase in vascular permeability, has dermone-
crotic properties, and reduces viability of neutrophils and
macrophages (Schmiel and Miller 1999). C. wlcerans strains
producing Pld, but not DT toxin, are able to cause severe
disease in humans, such as pneumonia (Hommez et al. 1999,
Hatanaka et al. 2003) and granulomatous nodules in pulmo-
nary tissues (Desseau et al. 1995). Consequently, we do be-
lieve that the rarity of cases might be not due to a low
pathogenicity of C. uleeraiis as stated before by Funke and
Bernard (2007). C. ulcerans strains unable to produce DT toxin
should not be underestimated.

There is a great variation in the rates of infection from re-
gion to region; however, this is probably due to the variation
in the rate of disease notification, rather than of the incidence
itsell. Some disecases have certain geographic distribution
where the physicians of these areas may be not familiar with
them, and most of their knowledge is from the literature.
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4.2.1.2. Artigos completos submetidos a publicacéo

A.A.S.O. DIAS, L.S. SANTOS, P.S. SABBADINI, C.S. SANTOS, F.C. SILVA JR, F.
NAPOLEAO, P.E. NAGAO, M.H.S. VILLAS-BOAS, R. HIRATA Jr, A.L. MATTOS-
GUARALDI. Difteria pelo Corynebacterium ulcerans: uma zoonose emergente no
Brasil e no mundo. ARTIGO DE REVISAO. Submetido a Revista de Satde Publica
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-BOAS,
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 fémeas, de 18 a 22
gramas foram infectados com 0,5 mL via endovenosa com uma suspensao de 4 X
10® bactérias por mL de diferentes cepas de C. ulcerans (809 (isolado humano),
CDC-KC279 e BR-AD22 (isolados veterinarios)). A Figura 18 apresenta o0s
diferentes percentuais de camundongos que foram a 6bito apos a infecgcdo. Estédo
registrados 2 momentos distintos durante a realizagcdo do ensaio, dia 10 apos a
infeccdo e dia 30 apds a infeccdo. Sob condicbes idénticas de experimentacao
observa-se o maior grau de letalidade da cepa de C. ulcerans denominada 809 tanto
no primeiro periodo de registro (10 dias pés-infec¢do) onde 53% dos camundongos
nao sobreviveram gquanto em um segundo momento, onde ocorreram mais Obitos
perfazendo um total de 60% dos animais experimentados. Nos primeiros 10 dias
pos-infeccdo tanto a cepa padrdo CDC-KC279 quanto a cepa recentemente isolada
de canino na regido metropolitana do Rio de Janeiro ndo apresentaram 6bitos. Ao

término do experimento a cepa padrao de C. ulcerans apresentou um total de 7% de



Obitos entre os animais inoculados enquanto a cepa

causar morte em camundongos.
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Figura 18. Percentagem deodbitos entre os animais infectados com as cepas de Corynebacterium

ulcerans

Entre os camundongos infectados com a cepa 809, 71,42% apresentaram

sinais clinicos 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 néo apresentaram sinais de artrite(Figura 19).

estatisticamente significativa (P=0,0173).

Esta diferenca foi
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Figura 19. Percentagem dos animais da linhagem Swiss Webster que apresentaram sinais clinicos
de artrite ap6s infeccao pelo Corynebacterium ulcerans de acordo com as diferentes cepas estudadas

4.2.2.1. Sitios atingidos pelo Corynebacterium ulcerans ap6s o desafio

endovenoso

Em nossos ensaios pudemos observar, em diferentes intervalos de tempo, de
acordo com a cepa utilizada, a presenca de microrganismos em varios orgaos e
tecidos. Em amostras de sangue pudemos detectar microrganismos até o terceiro
dia pds-desafio nos grupos tratados com as cepas 809 e CDC-KC279, enquanto que
a cepa BR-AD22 s6 permitiu tal detec¢@o no primeiro dia apds o desafio.

Nas amostras de rins, figado e baco 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 articulagbes as trés cepas testadas apresentaram a mesma
capacidade, permanecendo no tecido hospedeiro até o vigésimo dia apods infeccéo.

N&o foram detectados bacilos nas amostras de pulmé&o e coracéo.
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4.2.2.2. Potencial artritogénico durante infeccdo por Corynebacterium

diphtheriae e Corynebacterium ulcerans

Foram observadas diferencas entre as cepas avaliadas, o isolado de origem
humana 809 foi o mais artritogénicos ao sexto dia em comparacdo com a cepa tipo
CDC-KC279 (P = 0,0466), no periodo compreendido entre o nono e o trigésimo dia
pés-infeccdo estas cepas apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (P
= 0,0911) (Figura 19). As amostras também foram avaliadas por sua capacidade de
afetar as articulacdes. O numero de articulacdes acometidas, com qualquer nivel de
artrite, foi correlacionado com o total de articulagbes possiveis e, em seguida, foi
estabelecido um percentual plotado na Figura 19. Esse resultado foi muito
semelhante ao indice da artrite, quando a cepa 809 apresentou seu pico no sexto
dia apos a infeccdo e até o final do experimento seus resultados demonstraram a

semelhanca com a cepa CDC-KC279.

Articulacdes afetadas (%)

indice de Artrite

Tempo apéds infeccao



Figura 20.

Cepas/
Incidéncia
CDC-KC279
809
BR-AD 22
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Cepas/
Severidade

CDC-KC279
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CDC-KC279
1
0,3505
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1
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BR-AD22 ATCC27010 ATCC27012

0,0002 0,0004 0,0002
0,0003 0,0004 0,0003
1 0,0001 1
0,0001 1 0,0001
1 0,0001 1
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Incidéncia (A) e severidade (B) da artrite em camundongos infectados com 2 x 10°

bactériaspor animal com as cepas de Corynebacterium diphtheriae ( % , ATCC27010/ Atox e

o, ATCC27012/ Tox) e Corynebacterium ulcerans (m, 809, ¢,CDC-KC279 e

A, BR-AD22).

Resultados sdo medias + Desvio Padrdo de trés experimentos. P<0.05 é determinado pelo teste x*
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 artritogénico meédio estatisticamente semelhante em comparacdo com a
cepa CDC-KC279 (P=0.3842).

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

CDC-%C 279

809

@309
OBR-ADZ2Z
OATCC 27010

BR-AD22 ATCC 2701Q\TcC 27012
——

oCDC-KC 273

BATCC 27012

Figura 21. indices médios de artrite em grupos de camundongos infectados com 2 x 10°® bactérias por
com as cepas de Corynebacterium diphtheriae (ATCC27010 e ATCC27012) e
Corynebacterium ulcerans (809, CDC-KC279e BR-AD22). Resultados sao medias e desvio padrédo de
trés experimentos separados. P<0,05 é determinado pelo teste x’test; n, 15 camundongos por grupo.

animal
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4.2.3. Producdo de citocinas durante infeccdo por Corynebacterium

diphtheriae e Corynebacterium ulcerans

Para verificar o envolvimento de citocinas no modelo de artrite induzida por C.
diphtheriae e C. ulcerans, a producao sistémica de IL-6 e TNF-a foi investigada em
diferentes momentos apos a infeccdo 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 niveis médios secretados por citocinas pelos grupos
de camundongos desafiados pelas diferentes cepas utilizadas no estudo. Podemos
observar que o comportamento das cepas, na estimulacdo de secrecéo 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 secre¢éo
sérica de ambas as citocinas enquanto as cepas homologas (ATCC27010 e 27012)
apresentaram performances abaixo das cepas de C. ulcerans, sendo que na
expressdo de IL-6 (Figura 22B) a cepa ATCC 27010 apresentou niveis um pouco
superiores aos apresentados pela cepa ATCC 27012. Exatamente o contrario
ocorreu na expressado deTNF-a (Figura 22A ) onde a cepa ATCC 27012 se mostrou
superior.

A Figura 23 mostra que os niveis de TNF-ae IL-6 foram sempre superiores
aos niveis de controle (dia 0), com excecdo dos niveis de TNF-a do grupo de
camundongos inoculados com a cepa ATCC27012. Os niveis de IL-6 (Figura 23A)
nas amostras de soros analisadas (até 200 pgmL™), foram maiores do que os niveis
de TNF-a (Figura 23B) produzidos (até 140 pgmL™). Um aumento significativo (P
<0,001) nos niveis séricos de TNF-a a e IL-6 foram evidentes nos dias um e trés dias
apos a infeccdo, respectivamente. Foi observada uma diminuicdo progressiva a
partir desses picos até o final do experimento. Altos niveis de IL-6 sistémico 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 apos a infeccdo. Curiosamente, a cepa BR-AD22 n&o mostrou a
capacidade de induzir sinais clinicos de artrite, mas alcancou o primeiro pico da
producdo de TNF-a, no primeiro dia apos a infec¢cao, enquanto as cepas 809 e CDC-

KC279 apresentaram seus picos no terceiro dia apés a infeccao (Figura 23 A e B).
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O grupo de camundongos infectados com a cepa toxinogénica ATCC27012
apresentou a menor capacidade de producédo sistémica de IL-6 e TNF-a. As cepas
de C. diphtheriae apresentaram a menor capacidade para a producédo de IL-6 e TNF-
a. Em nossos experimentos os niveis séricos de IL-6 mostraram uma tendéncia de
reducdo até o vigésimo dia, enquanto o oposto ocorre com 0s niveis de TNF-a. No
vigésimo dia, temos uma clara tendéncia de alta, especialmente nos grupos
infectados por cepas 809 e CDC-KC279 e, em menor grau com a cepa ATCC27012.

Esta elevacdo parece estar relacionada com a manutencdo 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 proé-inflamatérias. Com excecao da cepa BR-AD22, que nao produziu a
artrite em ratos, pode-se observar uma correlacdo entre os resultados do indice de
artrite (Figura 24) e niveis de IL-6 e TNF-a no soro de camundongos (Figuras 22 e
23).

Na verdade, niveis sisttmicos sustentados de IL-6 foram detectados em
camundongos logo apos a infeccdo, seguidos de um decréscimo gradual nos dias
subsequentes (Figura 23). No inicio, a producdo de TNF-a também foi evidente,
mas, diferentemente da IL-6, continuou a aumentar, atingindo concentracdo maxima
no dia 3, e ap6s este prazo diminui progressivamente. Em nossos experimentos 0s
niveis de IL-6 mostraram uma tendéncia de queda até o vigésimo dia, enquanto o
oposto ocorre com os niveis de TNF-a. No vigésimo dia, temos uma clara tendéncia
ascendente, especialmente nos grupos infectados por cepas 809 e CDC-KC279, em
menor grau com a cepa ATCC27012.

N&o houve diferenca entre os niveis de TNF-a e IL-6 observados com a cepa
ATCC27012, até o décimo quinto dia, quando foi observado um aumento gradual.
Em contraste, a infeccdo com todas as cepas de C. ulcerans foi caracterizada por
uma producdo sistémica rapida e duradoura de TNF-a e IL-6, que aumenta ao longo
dos primeiros trés dias do periodo de observacao, quando inicia um declinio gradual

até o décimo quinto dia com nova tendéncia de alta (Figura 23).



96

Titulo A

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

TNF-a (pg/ml-)

+944

Titulo B

IL-6 (pg/ml-')
© >
1
—

7

%
-
o)
=

&

" ey
E o ')
% © =X
q-:l‘\ (=] 2,
[ ’ZJ ,:__'

Figura 22. Titulos médios obtidos nas dosagens de citocinas TNF-a (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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ATCC27012 0,0057 0,0003 0,0531 0,7890 1

Figura 23. Niveis de IL-6 (A) e TNF-a (B) detectados em soro de camundongos infectados pelas
cepas de Corynebacterium diphtheriae( % , ATCC27010/Atox eo, ATCC27012/Tox) e
Corynebacterium ulcerans (m, 809, ¢,CDC-KC279 e A, BR-AD 22) em diferentes intervalos de
tempo pos infeccdo. Os niveis de citocinas foram determinados por teste de ELISA e expressos
através das medias em trés experimentos em separados, os valores sdo em pgmL'l de soro. P<0,05
€ determinado pelo teste X’ test; n, 5 camundongos por grupo. Os valores dos desvios padrdes,
usualmente inferiores a 10%, foram omitidos.
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Na Figura 24 estdo expressos o0s niveis médios das citocinas (TNF-a 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 producao de citocinas,
tanto TNF-a quanto IL-6 , foram também as que obtiveram maior percentual de
camundongos afetados. As trés cepas de C. ulcerans apresentaram 0s maiores
indices em todos os trés fatores avaliados neste grafico, a excecéo do percentual de
animais infectados onde a cepa de C. diphtheriae ATCC27010 apresentou indice
pouco superior a cepa de C. ulcerans BR-AD22.
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Figura 24. Percentual de animais infectados e titulos médios das citocinas (TNF-a 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. Avaliacdo Histopatologica

Os estudos histopatolégicos das articulagbes de camundongos infectados
com diferentes cepas de C.diphtheriae e C. ulcerans foram realizados para confirmar
0os sinais clinicos de artrite. Observamos anteriormente que as patas que néao
apresentaram sinais macroscopicos de artrite também n&o demonstraram as
caracteristicas  histologicas de artrite. Assim, optou-se por comparar
histopatologicamente patas que apresentam sinais clinicos de artrite e patas normais
(Figura25). No 8° dia apo6s ainfeccéo, trés patas afetadas foram examinadas em
cada grupo de camundongos. Basicamente, foi observado o mesmo resultado
histopatolégico (edema subcutaneo, o infiltrado inflamatério, os danos ao tecido
0sseo e hipertrofia de sinovidcitos) para articulagde safetadas por C.diphtheriae e C.
ulcerans com maior intensidade para as Ultimas. Quanto ao aspecto visual, ha
diferencas significativas entre os aspectos clinicos da artrite causada por
C.diphtheriae e C. ulcerans. A artrite causada pela infeccédo por C. ulcerans além da
deformidade, inchaco, edema comumente apresenta Ulceracdo de pele além de

extensa necrose no local da inoculacao (veia da cauda).
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Figura 25 . Aspectos clinicos e avaliacéo histopatoldgica da artrite em camundongos Swiss Webster 8
dias apos a infeccdo com cepas de Corynebacterium ulcerans (A) e Corynebacterium diphtheriae (B).
Avaliacao Histopatologica da artrite em camundongos Swiss Webster 8 dias ap6s ainfeccdo com
cepas de C. ulcerans— Articulacdo normal (C); 40X (D); 100X. AlteracBes Histopatolégicas causadas
pelo C. ulcerans: edema subcutaneo (1), infiltrado inflamatério (2), destruicdo do tecido dsseo (3)
ehipertrofia dos sinoviécitos (4) (E); 40X (F); 100X.
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5. DISCUSSAO

Na atualidade, o numero de casos confirmados de difteria nos diferentes
continentes alerta para a possibilidade de ocorréncia de epidemias de doencas
imunopreviniveis em todo o mundo. Os programas de vacinacao contra a difteria,
quando seguidos adequadamente, sédo capazes de conter o avango de epidemias,
porém ndo conseguem erradicar na populagdo, os individuos portadores
assintomaticos das espécies de corinebactérias potencialmente produtoras de toxina
diftérica, C. diphtheriae e C. ulcerans.

Além dos casos de difteria classica, C. diphtheriae também pode causar
infeccdes localizadas do trato respiratorio (faringites, pneumonias), quadros de
bacteremias, paralisias, danos cerebrais e abscessos no figado e baco, 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 infeccdo sistémica relacionados tanto com cepas
toxinogénicas quanto toxinogénicas(TILEY et al., 1993, PATEY et al., 1997). As
epidemias de difteria ocorridas nas ultimas décadas tém forcado uma geracédo de
clinicos, laboratoristas e epidemiologistas em diversas partes do mundo a relembrar
velhas licbes e desenvolver novos meétodos de diagnostico microbiologico,
prevencado, controle e tratamento da difteria. Entretanto, ainda s&o poucos 0s
trabalhos que investigam in vivo e in vitro os fatores que influenciam o
estabelecimento e/ou a disseminacdo de amostras potencialmente invasoras de C.
diphtheriae.

Atualmente também tem sido observado na literatura um crescente numero de
casos de difteria zoonotica causada pelo C. ulcerans, que se apresenta como um
desafio adicional para os 6rgdos de Saude Publica de diversos paises, inclusive o
Brasil (WAGNER et al., 2010). A maioria dos casos relatados em alguns paises da
Europa, como a Inglaterra, apresentou cées e gatos como reservatorio primario do
patégeno (LARTIGUE et al., 2005; AARON et al., 2006; HOGG et al., 2009). Deste
modo, tornou-se necessaria a implementacdo no diagnéstico laboratorial de
esquemas rapidos e acurados que permitissem o isolamento e a identificacdo de C.
ulcerans. A semelhanca do ocorrido com o C. diphtheriae na ultima década, a
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possibilidade de surtos de difteria ocasionados pela dispersdo de clones de C.
ulcerans capazes de infectar humanos e serem produtoras de toxina diftérica,
diferente daquela utilizada nas preparacdes vacinais utilizada nos programas
mundiais de imunizacdo contra a difteria, também n&o deve ser negligenciada
(WAGNER et al., 2010).

Conforme descrito na introdugéo deste trabalho de tese, 37 artigos publicados
na literatura internacional descreveram estudos relacionados com infeccdes de C.
ulcerans em humanos. Uma predominancia de casos (65%) e Obitos (66%) foi
observada em individuos do sexo feminino. Vale ressaltar que a maioria das
infeccbes em animais pelo C. ulcerans também ocorreu em fémeas (mastites).
Wagner e colaboradores (2010) realizaram um levantamento dos casos de infeccoes
por C. ulcerans e C. diphtheriae ocorridos na Inglaterra, no periodo de 1986 a 2008,
encontrando, também, predominancia de casos em mulheres (76%). Este fato
também foi observado quanto a ocorréncia de Obitos em mulheres com 75% dos
casos. Os autores observaram que a média de idade dos individuos 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 tendéncia dos
portadores de C. ulcerans poderem pertencer a faixa etarias mais elevadas
(MATTOS-GUARALDI et al., 2008; WAGNER et al., 2010), com uma média de 53
anos de idade, contrastando fortemente ao que € historicamente observado nos
casos de infeccdo por C. diphtheriae no Brasil e no mundo.

Tendo em vista a circulacdo mundial do C. ulcerans e a falta de notificaces
nos continentes asiatico, africano e Oceania uma melhor capacitacado laboratorial,
um maior cuidado na coleta e processamento das amostras suspeitas podera
contribuir para a reducdo de subnotificacdes decorrentes de resultados laboratoriais
falso-negativos. Em paises em desenvolvimento onde a incidéncia de difteria
permanece relativamente alta e a cobertura vacinal continua insuficiente, o suporte
laboratorial deve ser implementado visto as deficiéncias recorrentes neste segmento.
Acreditamos necessaria a disponibilizacdo de esquema de triagem acurado, rapido,
econdmico e de facil execucdo, capaz de permitir a realizacdo do diagnostico
presuntivo de casos de difteria causados tanto pelo C. ulcerans quanto pelo C.
diphtheriae na maioria dos laboratoérios brasileiros. No Brasil, os laboratorios deveréo
estar atentos para esse novo desafio, e aqueles que ndo apresentarem recursos

diponiveis para a execucao de testes de toxinogenicidade devem enviar as cepas
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para andlises complementares, ao Laboratério Central de Saude Publica de sua
regido e/ou ao Laboratério de Referéncia Nacional e/ou ao Centro Colaborador em
difteria. Recentemente foi emitida uma Nota Técnica pelo Ministério da Saude que
alerta sobre a difteria no Brasil (BRASIL, 2010). Este documento informa que foram
observadas mudancas no perfil clinico-epidemiolégico da doencga, tais como
auséncia de pseudomembranas e desvio de faixa etaria, e que também foi descrito
casos de infeccdo humana de C. ulcerans em &rea metropolitana (MATTOS-
GUARALDI et al., 2008). No presente estudo demonstramos que no Brasil pode ser
observada a presenca de C. ulcerans em populacbes de caninos mantidos em
instituicio destinada ao abrigo de animais domésticos localizados em &reas
metropolitanas.

Segundo Pesavento e colaboradores (2007) vivemos uma era de reemergéncia
de vérias doencas onde algumas hipéteses buscam explicar esta ocorréncia: status
sanitario da populagéo, migra¢cdes, ambientacdo dos patdgenos as novas condicoes,
fatores ambientais entre outros. Segundo o autor, abrigos animais apresentariam
varias condicOes predisponentes para este fendmeno: stress, imunossupressao,
superpopulagdo, alta exposicado, alta rotatividade animal, nutricio e uso
indiscriminado de antibidticos tornando-se um fator de risco para populacdo humana
e animal.

Cées assintomaticos com infecgbes pelo C. ulcerans podem ser considerados
como potencialmente capaz de infectar outros animais e seres humanos. Deste
modo, clinicas veterinarias devem implementar diretrizes para lidar com C. ulcerans
em nosso ambiente. Profissionais da area médico-veterinaria devem permanecer
atentos ao fato, de modo a auxiliar no monitoramento e tratamento de infec¢coes em
animais, também nos paises em desenvolvimento. Nas proximas décadas é
esperado que mais de 90% do crescimento da populagao ocorra em regides urbanas
de paises em desenvolvimento. O continuo crescimento da populagdo mundial,
combinado com a rapida urbanizacdo, significa que milhdes de moradores das
metrépoles sejam forcados a viver em condicbes de superlotacdo e de pouca
higiénie, onde a falta de agua potavel e de saneamento béasico fornecem condi¢cfes
favoraveis para o estabelecimento de doengas infecciosas de origens diversas,
inclusive as de natureza zoonotica. Este fato também permitira colocar milhdes de
pessoas em risco quanto a acdo de microrganismos considerados raros ou

desconhecidos como agentes causadores de doencas humanas.
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Adicionalmente, milh6es de pessoas em paises emergentes vivem e
trabalham nas zonas rurais. Embora na maioria dos casos no ambiente rural os
pacientes tenham apresentado fatores de risco associados a infec¢cboes pelos C.
ulcerans, como contato com animais, ingestdo de leite cru ou de derivados,
curiosamente, encontramos na literatura um numero muito reduzido de casos
relatados de infec¢cdes humanas pelo C. ulcerans em humanos ou animais ocorridos
em paises em desenvolvimento. O aumento do niumero e a gravidade de casos de
infeccdo humanas em diferentes paises, especialmente naqueles com programas de
imunizacdo que tornaram raros 0s casos classicos de difteria (Sing et al., 2003)
motivaram os estudos de mecanismos de viruléncia 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 utilizacdo de modelos experimentais em animais murinos.

Em nosso estudo, foram avaliados modelos experimentais de infecgéo
utiizando cobaias infectados pela via intracardiaca para observacdo do
desenvolvimento de endocardite bacteriana, e um modelo utilizando camundongos
infectados por via intranasal para observacédo 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 padronizacao deste modelo experimental
para C. diphtheriae pode ser um fator que vem contribuindo parcialmente para a
auséncia 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 respiratério inferior
(pulmdes) de camundongos SW convencionais. O dado interessante é que esta foi a
Unica cepa de C. diphtheriae dentre as estudadas, que foi isolada de paciente com
quadro de pneumonia. O dado reenfatiza a possibilidade de uma adaptacdo natural
prévia ao trato respiratério inferior adquiridas pelas amostras pertencentes ao biotipo
belfanti, conforme descrito anteriormente por Patey e colaboradores (1997). Em
nosso estudo com este modelo experimental, ndo foi possivel a recuperacdo dos
microrganismos a partir de outros 6rgaos além dos pulmdes.

Na tentativa de investigar 0s possiveis mecanismos de infeccdo e

disseminacdo 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 execucdo 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, infec¢cdes invasivas pelos trés patdogenos foram acompanhadas pelo
aparecimento de lesfes articulares em um numero significativo de animais, sendo
em algumas oportunidades o potencial artritogénico dependente ndo sé da cepa e
da especie do patdgenos testado, mas também do tipo genético de camundongo
utilizado nos desafios.

No presente estudo foi demonstrado potencial artritogénico para a cepa tipo
C. diphtheriae ATCC27010 semelhante ao observado para cepas atoxinogénicas
estudadas por Puliti colaboradores (2006). Interessantemente, a cepa homdéloga,
porém toxinogénica, ATCC27012 foi incapaz de induzir qualquer sinal clinico de
artrite em camundongos SW. A cepa vacinal de C. diphtheriae PW8 ¢é utilizada
mundialmente na producdo do toxoide diftérico pelo fato de ser considerada pouco
invasora e altamente produtora de TD. No modelo experimental utilizado a cepa
vacinal PW8 demonstrou potencial artritogénico semelhante a cepa tipo C.
diphtheriae ATCC27010, indicando que a capacidade de producdo de TD né&o
influenciou na implantacdo dos quadros de infeccdo invasiva e no nivel de atividade
artritogénica das amostras.

Entretanto, diferengcas mais acentuadas no potencial artritogénico de
amostras de C. diphtheriae foram observadas quando avaliadas as amostras
isoladas de sangue de pacientes com endocardite diftérica. Utilizamos trés cepas
invasoras de C. diphtheriae subsp. mitis (HCO1/Brasil, HC02/1999/Brasil, HCO3;
sacarose-positivas) e uma de C. diphtheriae subsp. gravis (HCO4; sacarose-
negativas) oriundas de isolados humanos na promoc¢ao de sinais clinicos de artrite
em camundongos SW. As cepas de C. diphtheriae invasoras e desprovidas do gene
tox (HCO1, HC02, HCO3 e HC04) estudadas mostraram potencial artritogénico muito
superior as demais cepas utilizadas no estudo, somente sendo comparadas as duas
cepas de C. ulcerans 809 e CDC-KC279. As cepas HCO1 e HCO04 apresentaram

perfis estatisticamente semelhantes em um patamar mais elevado de atividade
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artritogénica. Em um nivel menor de potencial temos as cepas HC02 e HCO03
igualmente com perfis estatisticamente semelhantes.

Os dados indicaram que C. diphtheriae apresentou potencial artritogénico
cepa-dependente e que amostras invasoras foram capazes de exibir maior potencial
artritogénico que as demais amostras estudadas neste estudo e as amostras
atoxinogénicas anteriormente avaliadas por Puliti e colaboradores (2006), porém,
independente dos biotipos gravis e mitis e da capacidade de metabolizacdo de
sacarose.

Ao contrario do descrito em diversos casos de infec¢Bes invasivas humanas
pelo C. diphtheriae pertencentes aos biotipos gravis e mitis (PATEY et al., 1997,
HIRATA Jr et al., 2008), ndo foi observado na literatura disponivel casos descritos
gue 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 semelhancas com a doenca humana, além de ter oferecido potencial para
uma melhor compreensdo de processos infecciosos causados pelo C. ulcerans,
apresentou resultados que capazes de demonstrar potencial artritogénico para C.
ulcerans. Estes dados poderado futuramente auxiliar aos clinicos a investigar sinais e
sintomas de artrite em pacientes com infeccao pelo C. ulcerans.

Com relacdo a porcentagem de camundongos afetados a cepa de C.
diphtheriae invasiva com maior indice médio de artrite foi a HC04 com 92,45% dos
animais apresentando algum sinal clinico de artrite. A semelhanc¢a do ocorrido com o
indice médio de artrite, aqui também temos como a segunda cepa mais efetiva com
86,66% dos animais afetados a cepa HCO1, seguida pela HCO3 (78,57%) e a cepa
HCO02 novamente mostrando uma viruléncia inferior quando comparadas com 0s
isolados de infecgbes invasivas utilizados no estudo com 50% dos camundongos
afetados. Os dados demonstraram que as amostras invasoras exibem diferencas
nos potenciais artritogénicos entre si.

A artrite séptica € uma inflamacdo de uma articulacdo causada por invaséo
bacteriana. Para colonizac&o do tecido sinovial, 0 microrganismo deve ser dotado de
propriedades especificas, deve ser transportavel por tecido sinovial, invadindo
fagdcitos, demonstrando tropismo ou capacidade de se multiplicar no tecido sinovial.
A partir dai, pode-se concluir que as caracteristicas especificas desencadeantes de
artrite no hospedeiro, bem como do patdogeno devem coincidir (GAEDE;
HEESEMANN, 1995).
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Além da observagdo do desenvolvimento de artrite séptica foi realizado,
ainda, o monitoramento da viabilidade bacteriana na corrente sanguinea e em
diferentes 6rgaos. Semelhante a C. diphtheriae (PULITI et al., 2006), algumas cepas
de C. ulcerans foram capazes de produzir infecgéo letal em camundongos. PULITI e
colaboradores (2006) observaram taxas de letalidade semelhante para trés cepas
atoxinogénicas de C. diphtheriae isoladas de garganta dos pacientes com faringite
grave usando camundongos CD1. Em nossos experimentos com camundongos
convencionais SW indicou diferencas nas taxas de letalidade entre as cepas C.
ulcerans. Além disso, a avaliacdo da morte de camundongos convencionais SW
devido & infeccdo por 2 x 10® mL™ de células viaveis 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 (HCO03) foi escolhida para a
etapa de selecao da linhagem animal devido ao fato de nos estudos preliminares ter
apresentado o maior potencial artritogénico entre todas as cepas avaliadas. Em
relacdo a etapa de selecdo da linhagem de camundongos para o estudo, nos grupos
gue receberam tratamento, seja ele o vacinado pelo toxoide difterico ou o tratado
com soro antidiftérico, a linhagem Swiss Webster apresentou niveis artritogénicos
superiores e significativamente diferentes (P = 0,0465 e P = 0,0446,
respectivamente) aos apresentados pelos camundongos NIH. Diferencas na
susceptibilidade genética do desenvolvimento da artrite podem ocorrer entre
diferentes linhagens de camundongos (BREMELL et al., 1991, PULITI et al., 2001).
Durante a infeccdo via i.v. por C. diphtheriae (2 x 10® mL™) em camundongos CD-1,
todas as amostras foram artritogénicas resultando em um intervalo de 25% a 60%
dos animais com lesdes articulares moderadas ou severas (PULITI et al., 2006). Em
nosso estudo, a infeccao via i.v. por C. diphtheriae em camundongos convencionais
SW resultou em 10% dos animais com lesdes articulares para a cepa toxinogénica
ATCC27012. Nao foram observados sinais de artrite para o grupo de camundongos
infectados pela cepa de C. diphtheriae atoxinogénica ATCC27010 e C. ulcerans BR-
AD22. Infec¢cbes com as cepas de C. ulcerans CDC-KC279 e 809 resultaram em um
méaximo de 84,61% e 71,42%, respectivamente, de animais com lesdes articulares.

Embora até o0 momento néo tenha sido relatado na literatura casos de artrite

séptica em seres humanos ou animais, devido a C. ulcerans, este modelo in vivo
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demonstrou o maior potencial para artritogénico do C. ulcerans, quando comparado
com algumas cepas de C. diphtheriae, independente da producao de TD.

Semelhante a muitos casos de artrite séptica causada por outros patégenos
bacterianos (GOLDENBERG; REED, 1985), artrite por C. ulcerans também
apresenta disseminacdo hematogénica. Diferente da espécie S. aureus que foi
encontrado viavel em amostras de sangue 28 dias ap0s a infec¢cdo 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
maximo de seis e trés 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
nao articulares. Como anteriormente observado para C. diphtheriae (PULITI et al.,
2006), C. ulcerans foi isolado somente de rins e baco, mas ndo do coracdo e os
pulmbes de camundongos. Apesar do fato de que o S. aureus nado ter sido
recuperado a partir de articulacbes de 38% dos camundongos afetados (BREMELL
et al.,, 1991), camundongos com artrite mostraram sinais de crescimento de C.
diphtheriae nas articulacbes (PULITI et al., 2006) e C. ulcerans por até 20 dias em
nossos experimentos.Portanto, a infec¢ao por C. ulcerans em camundongos SW foi
acompanhada pelo aparecimento de lesdes articulares em um namero significativo
de animais.

As citocinas interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) séo
mediadores importantes da resposta inflamatéria. Muitos estudos tém destacado o
importante papel das citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e TNF-a na patogénese
da artrite reumatdide (ANDREAKOS et al., 2002; ISHIHARA; HIRANO, 2002). A
expressdo sérica dos niveis de IL-6 estdo envolvidos no catabolismo dos
componentes do tecido conjuntivo nos locais de inflamacgé&o (ITO et al., 1992) e ativa
os osteoclastos (GREEN et al., 1994). Uma correlagcéo direta entre a gravidade da
artrite e os niveis de IL-6 e TNF-a tem sido demonstrado em um modelo do rato do
grupo B Streptococcus artrite séptica (TISSI et al.,, 1999). A persisténcia de altos
niveis de IL-6 e TNF-a também estdo correlacionados com a gravidade da artrite
séptica em murinos por S. aureus (NILSSON et al., 1999).

Ha evidéncias de que para infec¢cdes causadas por cepas atoxinogénicas de
C. diphtheriae, ocorre a inducdo de secrecao local e sistémica de IL-6 e TNF-a. Aqui,

nos fornecemos a evidéncia de que todas as variedades examinadas de C. ulcerans
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induzem a secregdo sistémica de IL-6 e TNF-a. 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 niveis 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 infec¢des por
cepas de C. diphtheriae. Quadros de infec¢gbes induzidas por cepas de C.
diphtheriae expressam diferentes padrées de citocinas em ambos os niveis local e
sistémico, sugerindo que as diferengas poderiam ocorrer na estrutura da superficie
celular do bacilo da difteria que, através da contratacdo de receptores celulares
presentes em diferentes células do hospedeiro, possam tratar de uma producéao de
citocinas especificas (PULITI et al., 2006). Atualmente, as diferencas nos niveis
sistémicos de IL-6 e TNF-a ndo parecem estar relacionadas com o biotipo de C.
diphtheriae.

Observamos que a expressdo das citocinas IL-6 e TNF-a em soros de
camundongos desafiados com algumas cepas, como a cepa CDC-E8392/EUA, e
apesar de ndo tao expressivos, os picos de producdo de ambas as citocinas podem
ocorrer em fases mais tardias da infeccdo (ex. décimo segundo dia pés-infeccéo).
Este dado reforcou o fato de que apesar da pouca capacidade de produzir artrite
neste modelo, encontramos uma maior atividade também no décimo segundo dia
pos-infeccdo confirmando os dados a semelhanca do observado por Puliti e
colaboradores (2006), que demonstrou entre os niveis séricos de IL-6 e TNF-a com
o desenvolvimento de sinais clinicos de artrite em camundongos. Observamos uma
forte correlagdo entre o indice da artrite in vivo e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias. A maioria das cepas estudadas induziu um pico de secrecao de IL-6 e
TNF-a nos primeiros cinco dias de infecgcdo. Isto poderia ser explicado pela
contratacdo rapida ou aguda de células da resposta imune inata, tais como
neutrofilos e macréfagos, e consequiente producéo de citocinas pro-inflamatoérias IL-6
e TNF-a.

A artrite mais severa observada em camundongos infectados com cepas de
C. ulcerans 809 e CDC-KC 279 esta associada a niveis mais altos de IL-6 e TNF-q,
engquanto a cepa BR-AD22, cuja infeccdo ndo resultou ocorréncia de para artrite, foi
também capaz de induzir a niveis sistémicos mais elevados de IL-6 e TNF-a.

Curiosamente, embora a cepa BR-AD22 seja atoxinogénica e nao-artritogénica no
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modelo empregado, esta cepa produziu niveis de IL-6 e TNF-a maiores do que o0s
detectados em grupos de camundongos infectados com cepas de C. diphtheriae
ATCC27010 e ATCC27012 que sao levemente artritogénica e toxinogénica
respectivamente.

Quanto a C. ulcerans foi observada forte correlacéo entre o indice de artrite e
a producao de citocinas pro-inflamatérias in vivo. Os isolados bacterianos induzem
um pico de secrecdo de IL-6 e TNF-a nos primeiros cinco dias de infeccdo. Isto
poderia ser explicado pela mobilizacdo rapida ou aguda de células da resposta
imune inata, tais como neutréfilos e macréfagos, e consequente producdo de
citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a.

Niveis sistémicos sustentados de IL-6 foram detectados em camundongos
logo apods a infeccdo, seguidos de um decréscimo gradual nos dias subsequentes.
No inicio, a produgédo de TNF-a também foi evidente, mas, diferentemente da IL-6,
continuou a aumentar, atingindo concentragdo maxima no dia 3, e apos este prazo
diminui progressivamente. Em nossos experimentos 0s niveis de IL-6 mostraram
uma tendéncia descendente até o vigésimo dia, enquanto o oposto ocorre com 0s
niveis de TNF-a. No vigésimo dia, temos uma clara tendéncia 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 nao-articulares na primeira semana, 0S microorganismos persistiram nas
juntas por mais de trés semanas. Esta infeccdo de longa duracéo foi observada em
camundongos dependendo da cepa bacteriana utilizada. As diferencas também
ficaram evidentes tanto em incidéncia e gravidade da artrite. Para algumas cepas de
C. ulcerans, o exame histopatologico revelou uma artrite severa, com presenca de
células inflamatdrias e de degradacdo 6ssea ou da cartilagem. Artrite grave nao foi
observada para as infec¢cdes causadas pelas cepas de C. diphtheriae utilizadas aqui
ou no estudo anterior realizado por PULITI e colaboradores (2006).

PLD é o fator determinante de viruléncia mais importante identificado no
Corynebacterium pseudotuberculosis ocasionando aumento da permeabilidade
vascular, propriedades dermonecréticas e reducdo na viabilidade de neutrdéfilos e
macrofagos. Portanto, podemos supor que as lesdes dermonecréticas observadas

na cauda e articulagcbes com artrite de camundongos infectados com C. ulcerans
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foram possivelmente favorecido pela producdo de PLD feita por microrganismos
cresceram nestes tecidos.

Em conjunto, estes resultados sdo a primeira demonstracdo 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 viruléncia do que as cepas de C.

diphtheriae independentemente da producéo de TD ou PLD.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

. Além de quadros de infeccdo e de individuos portadores assintomaticos de C.
diphtheriae, amostras de C. ulcerans podem ser encontradas causando infec¢des
humanas assim como em populacdes de caninos assintomaticos mantidos em
abrigos de animais domésticos localizados na regido 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 atencéo para a provavel
ampla circulacéo deste patdgeno em nosso pais.

. Ao contrario do observado nos demais modelos animais avaliados, o modelo
de artrite em camundongos convencionais Swiss Webster, via inoculacéo
endovenosa, se mostrou pratico e exequivel na estimativa da capacidade de C.
diphtheriae ou C. ulcerans promover infec¢des invasivas.

. As amostras estudadas apresentaram potencial invasor em niveis variados,
conforme observado através da utilizacdo do modelo experimental in vivo de artrite
em murinos;

. As amostras de C. diphtheriae e C. ulcerans estudadas apresentaram
potencial artritogénico em intensidades variadas, independente da presenca do gene
tox. As profilaxias disponiveis (vacinacdo e soroterapia) baseadas exclusivamente
na toxina diftérica aparentemente nao 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 artritogénico (> 50%) quando comparadas com aquelas de C. diphtheriae e
de C. ulcerans isoladas de quadros de difteria classica e de cao assintomatico,
respectivamente;

. A andlise histopatolégica demonstrou a presenca de edema subcuténeo,
infiltrado inflamatério, danos ao tecido dsseo e hipertrofia de sinoviécitos, compativel

com quadro de artrite severa para as amostras consideradas mais artritogéncias;
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. Bactérias viaveis foram recuperadas a partir do sangue, rins, figado, baco e
articulacbes. Ambas as espécies apresentaram quadros de poliartrite, sendo que os
punhos e tornozelos foram as areas mais frequentemente acometidas;

. As amostras de C. ulcerans 809 e CDC-KC279, além dos quadros de
poliartrite, apresentaram lesdes articulares ulceradas e nodose na cauda com
extensa necrose no sitio da inculagéo (veia caudal);

. Niveis sistémicos de citocinas IL-6 e TNF-a foram aumentados pos infeccao
por ambas as espécies. A correlacdo entre o indice da artrite e 0s niveis sistémicos
de citocinas IL-6 e TNF-a foi observada para as cepas de C. ulcerans, com excecao
da cepa BR-AD22 incapaz de produzir artrite.

. Foi demonstrado potencial artritogénico cepa-dependente para C. diphtheriae
e C. ulcerans indicando diferencas na viruléncia e no potencial invasor destas
espécies e independentes da capacidade de producéo de toxina diftérica e de PLD.

. O C. ulcerans parece circular entre hospedeiros humanos e
animais em nosso pais e em todos os aspectos de viruléncia abordados neste
estudo (letalidade, potencial artritogenico, capacidade de invasdo a tecidos e
orgaos, lesdes histopatologicas e inducdo a expressdo de citocinas IL-6 e
TNF-a em camundongos), este patdgeno apresentou niveis semelhantes
aos apresentados pelas cepas invasoras de C. diphtheriae e niveis expressivamente
superiores aos apresentados pelas cepas de C. diphtheriae isoladas de quadros de

difteria classica utilizadas no estudo.
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Abstract

The construction of a hexahistidine-tagged version of the B fragment of diphtheria foxin (DTB) represents an important step in
the study of the biolegical properties of DTB because it will permit the production of pure recombinant OTB ¢D7B) in less lime
and with higher yields than currently available. in the present study, the genomic DNA of the Corynebacterium diphtheriae Park
‘Williams 8 {PW8) vaccine strain was used as a template for PCR amplification of the dib gene. After ampiification, the dtb gene
was cloned and expressed in competent Escherichia cofl M15™ cells using the expression vector pQE-30™ . The lysate obtained
from transformed £ coli cells containing the rDTBpys was clarified by centrifugation and purifisd by affinity chromatography.
The homogeneity of the purified rDTBeyg was confirmed by immunoblotting using mouse polycional anti-diphtheria toxoid anti-
bodies and the immune response induced in animals with rDTBpy, was evaluated by ELISA and dermonecrotic neutralization
assays. The main result of the present study was an alternative and accessible method for the expression and purification of
immunogenically reactive tDTBgye using commercially available systems. Data also provided prefiminary evidence thatrabbits
immunized with rOTBpwe are able to mount a neutralizing response against the chalienge with toxigenic C. diphithenae.

Key words: Fragment B; Diphtheria toxin; Diphtheria; dtb gene; E. coli gene expression; immobilized metal affinity
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Fibrinogen binds to nontoxigenic and toxigenic
Corynebacterium diphtheriae strains

Priscila Soares Sabbadini', Marcia Rocha Novais Genovez', Cecilia Ferreira da Silva',
Thelma Liicia Novaes Adelino, Cintia Silva dos Santos', Gabriela Andrade Pereira’,
Prescilla Emy Nagao?, Alexandre Alves de Souza de Oliveira Dias®,

Ana Luiza Mattos-Guaraldi'*, Raphael Hirata Jinior!

‘Laboratdrio de Difteria e Corinef de imp: Médica, Faculdade de Medicina ‘Instituto de Biologia Roberto Alcintara Comes,
Universidade do Estado do Rio de janeiro, Av. 28 de Setembro 87 /Fundos 32 andar, 20551-030 Rio de Janeivo, Rj, Brasit
*instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude-Fiocruz, Rio de janeiro, R}, Brasit

The production of fibrinous exudates may play an important role in determining the ontcome of bacterial in-
Jection. Although psendomembrane formation is a characteristic fenture of diphtheria, little is known about the
fibrinogen (Fbnj-binding properties of Corynebactermum diphtheriae strains and the influence of the gene that codes
Jor diphtheria toxin {tox gene) in this process. In this study we demonstrated the ability of C. diphtheriae strains to
bind to Fbn and to convert Fbn to fibrin. Bacterial interaction with rabbit plasma was evaluated by both slide and
tube tests. Interaction of microorganisms with luoman Fbn was evaluated by both enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) and fluorescein isotiiocyanate-conjugated (FITC) Fbn binding assays. Nontoxigenic and toxigenic
strains formed bacterial aggregates in the presence of plasma in the slide tests. The ability to convert Fbn to a loose
web of fibrin in the plasma solution in the tube tests appeared to be a common characteristic of the species, includ-
ing strains that do not carry the tox gene. Fbn binding to C. diphtheriae stvains occiored at varying intensities, as
demonstrated by the FITC-Fbn and ELISA binding assays. Our data suggest that the capacity to bind 1o Fbn and

to convert Fbn o fibrin may play a role in pseudomembrane formation and act as virulence determinants of both
nontoxigenic and toxigenic strains.

Key words: Corynebacterium diphtheriae - diphtheria - fibrin - fibrinogen - pseud: brage - o
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Non-opsonic phagocytosis of homologous non-toxigenic
and toxigenic Corynebacterium diphtheriae strains
by human U-937 macrophages

Cintia Silva dos Santos"3, Louisy Sanches dos Santos?, Monica Cristina de Souza?,

Fernanda dos Santos Dourado?, Alexandre Alves de Souza de Oliveira Dias?, Priscila Soares Sabbadini3,
Gabriela Andrade Pereira®, Maulori Curi¢ Cabral', Raphael Hirata Junior?

and Ana Luiza de Mattos-Guaraldi3

institute of Microbilogy Professor Paulo de Gaes, Federal Univarsity of Rio de Janeira (MPPGAIFRY), Cantro de Cidncias da Saude, Bloco 1, Cidade
Universitaria - ha do Fundao, Rio de Jansiro, CEP: 21.841.580, ZNational Institute for Guality Control in Health {INCQSFIOCRUZ), Av. Brasil,

4265 - Manguinhos, Rio de Janeiro, CEP: 21040-260 and *Faculty of Medical Sciences, Rio de Janeiro State University FCMAUER), Av. 28 de
Seterabro, 87 - Fundos, 3° andar. Vila tsabel, Rio de Janeiro, CEF: 20.551-030, Brazil

ABSTRACT
As interactions between bacteria and macrophages dictate the outcome of most infections diseases,
analyses of molecular mechanisms of non-opsonic phagocytosis should lead to new approaches for

the prevention of diphtheria and systemic Coryuebacterium diphtheriae infections. The present study
aimed to evaluate human macrophage-bacteriainteractions in the absence of opsonin antibodies and the
influence of the tox gene on this process, Homologous C. diphither iae tox+ and tox-strains were evaluated
for adhesion, entering and survival within U-937 human macrophages at different incubation periods.
Higher numbers of viable bacteria associated with and internalized by macrophages were demonstrated
for the tox+ strain, However, viable intracellular bacteria were detected at T-24 hr only for the tox—strain.
Cytoskeletal inhibitors, cytochalasin E, genistein and colchicine, inhibited intracellular viability of both
strains at different levels. Bacterial replication was evidenced at T-24 hr in supernatants of monolayers
infected with the rox—strain, Host cell death and nuclear alterations were evidenced by the Trypan blue
exclusion assay and DAPI flnorescence microscopy. ELISA of histone-associated DNA fragments allowed
detection of apoptosis and necrosis induced by tox+ and tox—strainsat T-1 hr and T-3 hr. In conclusion,
human macrophages in theabsence of opsonins may notbe promptly effectiveatkilling diphtheria bacilli.
The presence of the tox gene influences the susceptibility of C. diphtheriae to human macrophages and
the outcome of non-opsonic phagocytosis. C. diphtheriae strains exhibit strategies to survive within
macrophages and to exert apoptosis and necrosis in human phagocytic cells, independent of the ox
gene.

Key words apoptosis, Corynebacterium diphtherias, cytoskeletal rearrangement, necrosls, non-opsenic phagocytosls,
U937 human macrophage cell line,
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Comparison of long-term humoral memory development after
immunisation against Neisseria meningitidis B or diphtheria toxoid
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Articls history: Since genome sequence data became available there has been a marked increase in number of protein
Received 10 May 2050 antigens that have been suggested as prospective vaccine components against Neisseria meningitidis B
Received in revised form 30 July 2010 {MenB). Faw studies have addressed the mechanisms by which meningorocral vaccines generate and

Accepted 3 August 2010

ini i ; . {anti -
Available ortine xxx sustain immunological memory. The goal of this study was to compare the B-cell response {antibody.

secreting cells [ASC], memory B cell and 12G) evoked by a MenB vaccine {VA-MENGOC-BC®) with the
B-cell response to diphtheria toxoid {DT) induced by a successful vaccine [ Diphtheria- Tetanus-Pertussis

’;,g-‘;\gg)g cen {DTP{). The results showed different kinetics of specific ASC response after the primary and booster
Vaccins immunisations. Concerning the specific ASC kinetics, MenB vaccine induced a strong primary response,
Nelsserla meningitidis but the recall response showed a limited power over time. In contrast, DTF primary ASC response was

weaker than the booster responses. We observed an increase in the relative percent of memory B cells
after 1, 2 and 3 doses of MenB vaccine {mean of 0.8%, 1.3% and 1.6%, respectively) but without statistical
significance. Similar frequencies were detected after boosting given at 4 months {mean of 1.3%} or 6
months {mean of 0.9%) following the third dose. DT specific memory B cell response showed a slight
lower magnitude after the primary immunisation schedule {mean of 1.2% after the third dose ) compared
with the MenB response. However, a stronger memory B ceil response was induced by booster doses of
DTP vaccine at 4 months {mean of 1.9%} or § months {mean of 1,9% ). The kinetics of specific 1gG induced
by both vaccines was similar, suggesting that memory B cells were responsible for the strong antibody
response seen after the booster vaccination.

& 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Difteria causada pelo Corynebacterium ulcerans:
uma doenc¢a zoonética emergente no Brasil

INCQs

Ana Luiza de Mattos Guaraldi', Alexandre Alves Souza de Oliveira Dias?, Fatima Napoledo®, Rosane Marinelli®, Luciene de Fatima Costa Torres!, Cintia Silva dos Santos',
Maria Helena Simées Villas Boas?, Raphael Hirata Junior!
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Introdugdo

A frequéncia de casos difteria confirmados nos diferentes continentes alerta para a ocorréncia de epidemias de
doengas imunopreviniveis por todo 0 mundo. O programa de vacinagéo seguido adequadamente é capaz de conter
0 avango de epidemias, porém nao erradica o estado de portador assintomatico na populagéo de microrganismos
potencialmente produtores de toxina diftérica. Nos ultimos anos, a difteria também passou a adquirir um perfil
zoonético, tendo em vista que a maioria dos casos relatados em alguns paises da Europa foi relacionada com a
espécie Corynebacterium ulcerans e apresentaram cées e gatos como reservatorios primarios. Deste modo, tornou-
se necessaria a implementagdo em nossos laboratérios de esquemas rapidos e acurados de diagnéstico que
permitam o isolamento e a identificacdo de C. ulcerans potencialmente produtor de toxina diftérica. O presente
estudo teve como objetivo descrever os principais aspectos clinicos, microbiologicos e epidemioldgicos da difteria
zoonética no Brasil e no mundo. Além disso, foram apresentados métodos de triagem e moleculares que podem
ser utilizados no diagndstico laboratorial de C. ulcerans.

Materiais e Métodos
Os dados foram colhidos da literatura interacional e de exames laboratoriais e relatos de investigagdes

realizados no LDCIC no periodo de 2000-2010. Estes resultados estdo divulgados em revistas técnicas de
circulagdo interacional. Como esquema de triagem foram avaliados os testes de DNAse, urease e reagdo de
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DNAse -
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BGPI
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Urease +

C. diphtheriae C. ulcerans C. pseudotuberculosis Outros Corineformes

Para confirmagéo da identificagdo os microrganismos também sao submetidos aos testes de identificagéo
bioquimica convencionais, ao sistema semi-automatizado API Coryne e a ensaios de PCR multiplex para os genes
poB, 165 rRNA e pldmPCR? utilizados para as espécies Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium diphtheriae e
Corynebacterium pseudotuberculosis e deteccdo do gene fox '. A sensibilidade a antimicrobianos foi testada
segundo as indicagdes do CLSI (2007) sendo considerados como referéncia os valores utilizados para
Staphylococcus aureus para os antimicrobianos penicilina e ampicilina.

Resultados e Discussdo

Na dltima década, tem crescido o nimero de casos de difteria zoonética em vérios paises industrializados
enquanto que em paises em desenvolvimento o nimero de casos relatados permanece aparentemente reduzido.

Resultados e Discussdo

Poucos sdo os paises que apresentam rotinas laboratoriais estabelecidas e exigem a notificagao compulséria de
infecgdes pelo C. ulcerans em humanos e animais. Deste modo, néo podemos deixar de considerar a circulagéo do
patdgeno pelos diferentes continentes e a ocorréncia de sub-notificagdo de casos de difteria zoonética,
principalmente nos paises em desenvolvimento.

Tabela 1. Casos de infecgdes pelo Corynebacterium ulcerans em humanos relatados na literatura internacional.
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As recentes modificagdes na epidemiologia da difteria e os novos surtos epidémicos ocorrridos no Brasil
levaram o Ministério da Saude a emitir em agosto de 2010, através de Nota Técnica, um alerta sobre a presenga do
C. ulcerans em nosso ambiente e a possivel emergéncia desta zoonose nas éreas urbanas.

Tabela 2. Casos de infecgdes pelo Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium diphtheriae em animais
relatados na literatura internacional .
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Conclusdo

A circulagéo de C. ulcerans em vérios paises, somada ao recentes casos descritos no Brasil de
infecgBes ocorridas em humanos e animais, permite aventar a hipotese da ocorréncia de difteria
zoondtica e a circulagéo do C. ulcerans em diversas regiées urbanas e rurais do pais.
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