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RESUMO

Corynebacterium ulcerans tém sido cada vez mais responsaveis por quadros de difteria
zoonotica, além de outras infec¢es de humanos e de animais de companhia, tanto por amostras
produtoras ou ndo de toxina diftérica (TD). Além da TD, C. ulcerans produz fosfolipase D,
exotoxina reconhecidamente seu principal fator de viruléncia e envolvida no estabelecimento
de processos infecciosos. Estudos prévios indicaram em seu genoma a existéncia de genes
codificadores para outros fatores de viruléncia. No Brasil, recentemente houve notificacao de
caso de difteria por C. ulcerans TD-negativa em co-infeccdo com mononucleose infecciosa. A
amostra isolada do paciente (2590) foi analisada por varios métodos fenotipicos e, uma vez que
ndo houve a confirmacdo de espécie, foram realizados métodos genotipicos de identificacdo.
Apesar da amostra 2590 possuir o gene pld, ndo expressava PLD em teste fenotipico. Diante
desse quadro, o presente estudo teve como objetivo avaliar aspectos fenotipicos e genotipicos
de mecanismos de interacdo com superficies bidticas e abidticas, citotoxicidade e atividade
fosfolipasica de amostras de C. ulcerans, incluindo a 2590, nos processos que contribuem para
a colonizacao e estabelecimento de infeccdo no hospedeiro. Os métodos de identificacdo API
Coryne e MALDI TOF nao foram capazes de identificar todas as amostras, porém testes
genotipicos (MPCR e sequenciamento) foram conclusivos, assim como deteccdo dos genes tox
e pld. O teste CAMP foi eficiente para observacao da expressao da PLD. Ensaios moleculares
demonstraram a heterogeneidade do gene pld de C. ulcerans e sugeriram rearranjos no genoma
bacteriano, porém a construcdo de mutantes para o gene pld nao foi concluida. Independente da
capacidade de producdo de PLD, as amostras de C. ulcerans apresentaram resisténcia a
penicilina e clindamicina. Da mesma forma, a expressdo de PLD néo interferiu na habilidade
de se manterem viaveis em biofilme formado sobre superficies abioticas e na capacidade de
aderir, invadir e sobreviver no interior de macrofagos. De forma diversa, foi sugerido que a
producéo de PLD pelas amostras de C. ulcerans pode interferir na aderéncia e capacidade de
invadir células HeL A, na afinidade de C. ulcerans ao fibrinogénio (Fbg), fibronectina (Fn) e
colageno tipo | de humanos e na sobrevivéncia de nematddeos Caernohabditis elegans e
lagartas de Galleria mellonella. A expressdo de PLD e TD igualmente interferiu em perfis
hematoldgicos de murinos e na formacdo de lesbes cutaneas, aumentada pela presenca de TD.
A concentracdo de ferro ndo interferiu na expressdo de PLD avaliada pelo teste CAMP.
Concluindo, amostras de C. ulcerans podem ser encontradas colonizando a popula¢do humana

e animal em areas rurais e urbanas e possuem potencial patogénico de natureza multifatorial.



Os dados sugerem que a expressao de PLD, embora importante, esta interligada a outros fatores
de viruléncia para o estabelecimento de processos infecciosos.

Palavras-chave: Difteria. Corynebaterium ulcerans. Zoonose. PLD. Potencial de Viruléncia.



ABSTRACT

Corynebacterium ulcerans have been increasingly isolated from zoonotic diphtheria, as well as
other human and companion animal infections by diphtheria toxin (TD) and non-diphtheria-
producing samples. In addition to TD, C. ulcerans produces phospholipase D, exotoxin known
as its main virulence factor and involved in the establishment of infectious processes. Previous
studies showed the occurrence of others putative virulence factors coding genes in C. ulcerans
genome. In Brazil, a case of diphtheria by TD-negative C. ulcerans strain and infectious
mononucleosis co-infection was recently reported. The clinical sample isolated (2590) was
analyzed by several phenotypic methods and, since there was no species identification,
genotypic methods were carried out. Although the 2590 sample possessed the pld gene, it did
not express PLD in a phenotypic test. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
phenotypic and genotypic aspects of interaction mechanisms with biotic and abiotic surfaces,
cytotoxicity and phospholipase activity of C. ulcerans samples, including 2590, in the
colonization and establishment processes of infection in the host. APl Coryne phenotyping
system and the MALDI TOF method were not able to identify all the samples, but genotypic
methods (MPCR and sequencing) were able to identify Corynebacterium species as well as the
presence of the tox and pld genes. The CAMP test was efficient to observe PLD expression.
Molecular assays demonstrated C. ulcerans pld gene heterogeneity and suggested
rearrangements in the bacterial genome, but pld gene mutant construction was not performed.
Independent of PLD production, C. ulcerans strains showed resistance to penicillin and
clindamycin. Similarly, PLD expression also did not interfere with the ability to remain viable
in biofilm formed on abiotic surfaces and on the ability to adhere, invade and survive within
macrophages. Inversely, results suggested that PLD production by C. ulcerans strains can affect
adherence and ability to invade HeL A cells, the affinity to human fibrinogen (Fbg), fibronectin
(Fn) and type I collagen and in survival of Caernohabditis elegans nematodes and Galleria
mellonella larvae. PLD and TD expression had influence in murine hematological profiles and
induced skin lesions in mice, but TD production enhanced effects. The iron concentration had
no effects in PLD expression evaluated by CAMP test. In conclusion, C. ulcerans strains can
be found in human and animal populations in rural and urban areas, showing pathogenic
potential of multifactorial nature. The results suggest that although PLD expression is crucial,
it must be interconnected with other virulence factors for establishment of infectious processes.

Key words: Diphtheria. Corynebacterium ulcerans. Zoonosis. PLD. Virulence Potential.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos clinicos e epidemiologicos da difteria

A difteria é uma doenca infectocontagiosa imunoprevenivel, de evolucdo aguda com
manifestacdes locais e sistémicas que pode acometer criangas e adultos. Em sua forma cléssica,
ha formacéo de pseudomembrana acinzentada no sitio de infecgdo como sinal patognomaénico,
em decorréncia dos efeitos da liberacdo de toxina diftérica (TD) e da resposta do hospedeiro.
No inicio, o maior nimero de casos e 6bitos era observado em criancas de até 4 anos de idade
que ndo haviam sido imunizadas com toxdide diftérico (HADFIELD et al., 2000; MATTOS-
GUARALDI; HIRATA JR; AZEVEDO, 2014). Atualmente a doenca permanece como uma
importante causa de morbidade e mortalidade, em crianca e adultos, nos diferentes continentes,
apesar da implantacdo de programas de imunizacdo infantil na maioria dos paises (GALAZKA,
2000; BITRAGUNTA et al., 2010; KHAN et al., 2007; WANG; LONDON, 2009; MAN et al.,
2010; SAIKYA et al., 2010; MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR; AZEVEDO, 2014).

Nos anos 80 acreditava-se que a difteria seria erradicada da Europa até 2000, tdo baixo
era 0 nimero de casos; porém, nos anos 90, uma epidemia assolou os paises da antiga Unido
Soviética, alguns paises da Europa Ocidental e Asia. A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS)
determinou a instauragcdo de uma equipe para controlar a maior epidemia nos ultimos tempos,
através da vigilancia de casos, diagnostico e atendimento rapido (MATTOS-GUARALDI;
HIRATA JR; DAMASCO, 2011). A espécie Corynebacterium diphtheriae, quando produtora
de TD, encontra-se principalmente associada a quadros de difteria classica. Entretanto, cepas
atoxinogénicas podem ser capazes de causar outros quadros de infeccGes localizadas ou
sistémicas em humanos, incluindo pneumonia, bacteremia, osteomielite, abscesso esplénico,
endocardite e infec¢des relacionadas ao uso de dispositivos médicos, notadamente em paises
tropicais, onde a difteria ainda ocorre de forma endémica. Nas trés ultimas decadas houve
aumento de infecgdes invasivas devido a amostras atoxinogénicas. (MATTOS-GUARALDI,
HIRATA JR; DAMASCO, 2011; MAY; MCDOUGALL; ROBSON, 2014). Adicionalmente,
amostras atoxinogéncias podem albergar o gene tox codificador de TD em seu genoma, e
potencialmente reverterem a forma produtora de toxina, 0 que as torna uma ameaca a saude
humana (SEKAR et al., 2017).

No Brasil, em 2010, um surto de difteria foi relatado no Maranh&o (n=27), por amostras
atoxinogénicas e toxinogénicas, com 26 casos em criangas, total ou parcialmente imunizadas;

trés pacientes vieram a obito (SANTOS et al., 2015a). Além disso a Venezuela, pais de fronteira



21

territorial com o Brasil, vem registrando um grande nimero de casos de difteria e é necessaria

uma vigilancia epidemioldgica atenta (OMS, 2018).

1.2 Potencial zoondtico das corinebactérias potencialmente produtoras de TD

Embora tenha sido originalmente considerado um patdégeno humano, nas ultimas
décadas C. diphtheriae tem sido isolado de animais, incluindo lesbes de Ubere de vaca, lesdo
cutanea em cavalo e otite em gato doméstico, o que alertou a comunidade cientifica para o
potencial zoonotico desse patégeno (CORBOZ et al., 1996; HIRATA JR et al., 2008; HALL et
al., 2010; LEGGET, 2010).

Além de C. diphtheriae, as espécies Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium
pseudotuberculosis, podem carrear 0 gene tox e provocar processos infecciosos tanto em
humanos como em animais (SETO et al., 2008; TIWARI et al., 2008; DIAS et al., 2010;
WAGNER et al., 2010; MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR; AZEVEDO, 2014; HACKER
et al., 2016a).

Desde a Gltima epidemia de difteria ocorrida nos paises do Leste Europeu, iniciada na
década de 90, tem sido observado um numero crescente de casos de difteria causados por C.
ulcerans, principalmente em paises desenvolvidos. Entretanto, poucos relatos sobre infeccbes
humanas por C. pseudotuberculosis s&o encontrados na literatura disponivel, existindo o relato
de dez casos na Australia, em trabalhadores de fazenda de criacdo de ovinos, e quatro casos na
Europa (PEEL et al., 1997; PAVAN et al., 2011). C. pseudotuberculosis é o agente etioldgico
da linfadenite caseosa (LC), doenca que acomete rebanhos de caprinos e ovinos; sua prevaléncia
é alta em vaérias regides do mundo, incluindo a América do Sul. No Brasil ela é endémica,
podendo atingir 70% do rebanho ovino/caprino, e uma vez que a erradicacdo da doencga no
rebanho é dificil devido a resposta ineficaz ao tratamento com antimicrobianos, recomendando-
se a excisao cirargica dos abscessos e dos linfonodos afetados, a LC gera perdas econémicas
consideraveis (DORELLA et al., 2006; PAVAN et al., 2011).

Conforme descrito na literatura, desde o ano de 1970, casos de infecgdes em humanos
causados por C. ulcerans foram relatados em diversos paises, acometendo adultos e criangas,
em sua maioria do sexo feminino e idade superior a 50 anos. Inicialmente, o gado leiteiro era
considerado o principal reservatorio de C. ulcerans, e os consumidores de leite in natura e
trabalhadores do meio rural formavam o grupo de risco. Atualmente, diversas infeccoes
humanas causadas por C. ulcerans tiveram como possiveis fontes do patdégeno outras espécies

de animais domesticos, como cées, gatos e suinos e portanto, este patdégeno apresenta potencial
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zoondtico (DE ZOYSA et al., 1995; TIWARI et al., 2008; BONMARIN et al., 2009;
KATSUKAWA et al., 2009; SCHUHEGGER et al., 2009; SYKES et al., 2010; DIAS et al.,
2011a; SANGAL et al., 2014; MEINEL et al., 2015; HACKER et al., 2016a). Na Tabela 1
estdo descritos varios casos de difteria zoonotica e/ou de outros quadros infecciosos causados
por amostras atoxinogénicas e toxinogénicas de C. ulcerans desde 1990.

No Brasil, em 2008, foi descrito um caso de pneumonia fatal em paciente residente em
area urbana de alto padréo socioeconémico no Rio de Janeiro (MATTOS-GUARALDI et al.,
2008). Nesta oportunidade, embora nédo tenha sido detectada a presenca do gene tox na amostra
clinica (809), foi descrita pela primeira vez a presenca do gene rbp codificador de uma toxina
Shiga-like que ocasiona possiveis efeitos sistémicos similares aos da TD. Posteriormente, na
area metropolitana da mesma cidade foram identificados cdes portadores de C. ulcerans:
amostras BR-AD22 (em animal de abrigo), BR-AD41 e BR-AD61 (em animais domiciliados)
(DIAS et al., 2010; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014).

Os fatores que vém favorecendo o surgimento de casos de infecgdes por C. ulcerans em
homens e animais permanecem incompreendidos, embora seja possivel que os fatores de
viruléncia estejam se expressando em decorréncia da pressdo seletiva associada a condicdes
socioecondémicas, como maior densidade demogréafica e condigdes higiénico-sanitarias
deficientes, aliadas ao convivio intimo com animais de companhia (PESAVENTO, 2007). No
Brasil, em vista das mudancas ocorridas na epidemiologia da difteria, o0 Ministério da Saude
emitiu uma Nota Técnica (N° 25.000.140.269/2010-39), alertando sobre a situacdo da doenca
no pais e sobre a possibilidade de difteria zoondtica, assim como estabelecimento de medidas

de notificagéo, controle e tratamento da difteria.
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Tabela 1 - Infecgdes por Corynebacterium ulcerans em humanos (continua)

No

Idade

Pais/ano Quadro clinico Gene Tox Observacoes
casos /sexo
Inglaterra/2000 03 F Difteria classica + Area rural
Japéo/2001 01 Adulto/52a/F Faringite +
Area rural
Alemanha/ L . A
2002 01 Adulto/77a/M Sinusite necrética + Obito de vaca com
descarga nasal
Suica/2002 01 Adulto/ 71a/F Difteria classica + -
Holanda/2003 01 Adulto/58a/F Difteria classica + -
Italia/2003 01 Adulto/75a/F Difteria classica + -
Les0es cutanea e/ou -
Canada/
03 Adulto/>602 portador de cateter +
1999-2003
renal
Céo com leséo labial
Franga/2005 01 Adulto/47a/F Difteria cléssica + cronica positiva para
C. ulcerans
Parotidite/ Infec¢do -
Adulto/>502
Japéo/2005 03 pulmonar/ +
M’ F’ F . . -
Difteria classica
Inglaterra/2006 01/f Adulto/idoso/F Tonsilite + Cées (02) positivos
Fran¢a/2006 01 Adulto/72a/F Difteria cléssica + Céo positivo
Jap&o/2007 01 Adulto/55a/M Infeccdo pulmonar + -
Inglaterra/2007 01 Adulto/50a/M Laringite + -
_ Pneumonia e lesdo -
Brasil/2008 01 Adulto/80a/F . -
cutanea
Adulto/77a,66a/ L Avrea rural
USA/2008 01 Difteria-like +
M, F
USA/2008 01 Adulto/77a/M Difteria cléssica - Area rural
o ) Suino como fonte de
Alemanha/2009 01 Adulto/56a/F Difteria classica +

infeccdo

Fonte: Adaptado de Dias et al, 20112,
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] N° Idade .
Pais/ano Quadro clinico Gene Tox Observacdes
casos /sexo
_ o Avrea rural/ Cées (02)
Inglaterra/2009 01 Adulto/idoso/F Difteria + .
positivos
Inglaterra/2010 01 Adulto/20a/M Tonsilite +
Japdo/2010 02 Adulto/>50a/M, F Faringite/Peritonite + -
Alemanha/2012 01 Adulto/53a/F Fascite necrosante + Cées (2) positivos
Bélgica/2012 01 Adulto/72a/M Leséo cuténea crbnica + Contato com gatos
Abscesso em linfonodo Gato como fonte de
Japdo/2013 01 Adulto/M ] ]
axilar infeccdo
Crianca/13a/F Faringite Possivel transmisséo
Alemanha/2014 02 . ) +
Adulto/81a/F Assintomatico homem-homem
Escdcia/2014 01 Adulto/>50a/F Difteria classica +
. Contato com gatos
Franga/2014 01 Adulto/80a/F Celulite + .
(2) positivos
Brasil/2014 01 Jovem/15a/M Faringite -
Italia/2014 01 Adulto/70a/F Difteria classica + Céo (1) positivo
Ulcera cutanea/edema Contato com cées,
Inglaterra/2015 01 Adulto/67a/F ) +
em membro superior gatos e raposa
) ) Céo (1) positivo/
Dinamarca/2015 01 Adulto/61a/F Infeccdo de ferida - i
Avrea rural
Fran¢a/2016 01 Adutlo/83a/F Lavado bronquial -
Inglaterra/2017 01 Adulto/63a/F Difteria classica + Céo (1) positivo
Japdo/2017 01 Adulto/66a/F Difteria classica + Caéo (1) positivo
Infeccdo em pele e
Alemanha/2017 03 Adultos/nd tecidos moles em + Cées e gatos
membro inferior
Adulto/67a/F Pneumonia com
Japdo/2018 02 + Gatos (3)
Adulto/66a/F pseudomembrana
Italia/2018 02 Recém-natos Oftalmia neonatal -

A, anos de idade; F, feminino; M, masculino; ND, ndo determinado; +, presenca; -, auséncia.
Fonte: Adaptado de Dias et al, 20112
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1.3 Caracterizacao fenotipica, genotipica e do perfil de susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos de C. ulcerans

Embora Inglaterra, Franca e outros paises da Europa relatem regularmente o isolamento
de C. ulcerans, incluindo amostras toxinogénicas, é improvavel que somente nessas regides
esse patdgeno seja encontrado. Lamentavelmente, uma grande propor¢do de profissionais da
area da salde encontra-se atualmente despreparada para reconhecer e identificar as infeccdes
em humanos causadas por C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis em suas formas
toxinogénicas e atoxinogénicas, inclusive no Brasil. A habilidade em detectar a presenga de C.
ulcerans é um potencial indicador de uma vigilancia em saide eficiente. Além do Reino Unido,
poucos paises mantém uma rotina laboratorial estabelecida, com notificacdo obrigatéria. Esse
fato ressalta a necessidade da utilizacdo de métodos de identificacdo precisos e rapidos na
presenca desses patogenos (DIAS et al.,, 2011a; MATTOS GUARALDI; HIRATA JR;
DAMASCO, 2011). A emergéncia de crescentes relatos de infeccOes respiratorias, cutaneas e
invasivas pelas espécies de corinebactérias relacionadas a C. ulcerans e C. pseudotuberculosis
tornam o diagnostico e tratamento complexos (SEKAR et al., 2017).

As corinebactérias sdo coradas pelo Gram e mostram bacilos suavemente curvados com
extremidades arredondadas, conferindo um aspecto de clava e com arranjo tipico em “letra
chinesa”. Meio de cultura contendo telurito de potassio inibe o crescimento de outras bactérias
ndo-corineformes e pode ser usado como um meio seletivo para isolar as espécies C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, gerando col6nias negras. Testes bioquimicos
sdo utilizados na identificagdo de corinebactérias como: catalase, motilidade, reducéo de nitrato
e hidrolise de ureia e de esculina, fermentacdo de acucares e teste de CAMP (Christie; Atkins
e Munch-Peterson). O sistema semi-automatizado APl Coryne, que contém painéis de
identificacdo em seu banco de dados, pode identificar corretamente 90,5% das amostras
(KONRAD et al., 2010). O sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB é indicado para a
diferenciacdo entre essas espécies, desde que elas apresentem mais de 3% de divergéncia
(KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004; FUNKE; BERNARD, 2009; SEKAR et al., 2017).
Ensaios de PCR-multiplex (mPCR) para a concomitante identificacdo e deteccdo da
toxinogenicidade (genes tox e pld) das amostras de C. ulcerans foram descritos por Torres et
al. (2013).

A estrutura e composi¢do do genoma sdo determinadas por varios eventos genéticos tais
como duplicacdo, perda, transferéncia horizontal e reorganizacdo dos genes. Inativagdo ou

perda de genes é particularmente observada em varios géneros bacterianos cujo meio de vida
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esta ligado a hospedeiros que proporcionam muitos intermediarios metabdlicos, o que
determina a necessidade de se adaptar para manter a biossintese dos genes, consequentemente
muitos dos fatores de viruléncia estdo envolvidos, em geral, a adaptacdes a nichos ecolégicos.
(VENTURA et al., 2007; TAUCH, BURKOVSKI, 2015). Dessa forma, o desenvolvimento de
sequenciamento de DNA de alto rendimento proporcionou oportunidades para a pesquisa de
genomas bacterianos e suas particularidades, tais como: identificacdo de espécies bacterianas,
assim como se mostrou uma ferramenta poderosa para o estudo de evolucdo microbiana,
patogenicidade e seus determinantes genéticos (VENTURA et al., 2007, HACKER et al.,
2016a).

A técnica de matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(ionizacao/dessorcao de matriz assistida por laser-espectrometria de massa, MALDI-TOF MS)
vem sendo utilizada com maior frequéncia na triagem laboratorial para identificacdo de espécies
bacterianas, incluindo as do género Corynebacterium, com bons resultados, trazendo rapidez,
menor manipulacdo da amostra a um custo efetivo mais baixo. A técnica promove a
identificacdo das espécies baseada na composicao proteica das células microbianas (KONRAD
etal., 2010; ALIBI et al., 2015).

A penicilina-G e a eritromicina séo as drogas de escolha de tratamento da difteria e
consequentemente para prevenir a producao e propagacdo da TD em pacientes sintomaticos,
assim como evitar o surgimento da doenca clinica, pela disseminagdo a partir de um portador
assintomatico ou de contatos estreitos com colonizados. Entretanto, resisténcia a penicilina G,
a oxacilina, a eritromicina, a rifampicina, a tetraciclina e a clindamicina tém sido relatadas
(VON HUNOLSTEIN et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; DIAS et al., 2011a; MATTOS-
GUARALDI; HIRATA JR; DAMASCO, 2011). C. ulcerans, da mesma forma que C.
diphtheriae, apresenta sensibilidade para eritromicina, azitromicina, claritromicina e penicilina,
drogas de escolha no tratamento quando ocorrem infec¢bes em que é o agente causador
(WAGNER et al., 2010). Entretanto, amostras resistentes a penicilina e a clindamicina ja foram
descritas (KATSUKAWA et al., 2012; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014).

1.4 Patogenicidade e fatores de viruléncia

A TD é o fator de viruléncia mais bem estudado do género e é codificada pelo gene tox
gue estd presente em bacteri6fagos capazes de infectar C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis. Composta por dois fragmentos, A e B, tem tropismo por miocardio,

sistema nervoso, rins e suprarrenais, sendo capaz de promover rearranjo do citoesqueleto e



27

inibicdo da sintese proteica, provocando lise celular e fragmentacdo do DNA nuclear, levando
a processos de apoptose e necrose celular (WONG; GROMAN, 1984; HADFIELD, 2000,
SANTOS et al., 2010). Entretanto, diferencas entre as sequencias de nucleotideos do gene tox
foram encontradas em estudo realizado em amostras de C. diphtheriae (NAKAO et al., 1996;
ZAKIKHANY; NEAL; EFSTRATIOU, 2014); de maneira semelhante, o alinhamento de genes
tox de C. ulcerans permitiu identificar falhas nas sequéncias que flanqueiam o gene tox
comparadas com outras corinebactérias, sugerindo diferencas entre as TD codificadas
(MEINEL et al., 2014; DOMINGOS et al., 2015).

Para uma colonizagdo bem-sucedida de um hospedeiro, as bactérias patogénicas sdo
equipadas com uma infinidade de proteinas e outros componentes, muitas vezes designados
como fatores de viruléncia (TAUCH; BURKOVSKI, 2015). As espécies C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis possuem em seus genomas genes homélogos que codificam outros fatores
de viruléncia aléem da TD, como a exotoxina fosfolipase D (PLD - principal fator de viruléncia
dessas espécies) codificada pelo gene pld, uma enfingomielinase que possui atividade pro-
inflamatdria, aumentando a permeabilidade vascular e facilitando a disseminacdo do agente
infeccioso no hospedeiro (MCNAMARA; CUEVAS; SONGER, 1995; TROST et al., 2011;
TAUCH; BURKOVSKI, 2015); somada a sua acdo pré-inflamatéria, possui atividade
dermonecrética e em altas doses € letal para espécies de laboratdrio e domésticas. Algumas de
suas atividades bioldgicas sdo encontradas de forma semelhante em esfingomielinases
presentes no veneno de aranhas do género Loxosceles (DORELLA et al., 2006; DIAS et al.,
2011b).

Estudos recentes demonstraram a habilidade de C. ulcerans interagir com fibrinogénio,
fibronectina e colageno (SIMPSON-LOUREDO et al., 2014) e de causar artrite através de
disseminacdo hematogénica em camundongos, com alteracdes histopatoldgicas nas articulacdes
como edema, infiltrado inflamatério e lesdo do tecido ésseo (DIAS et al., 2011b).

Outros possiveis fatores de viruléncia de C. ulcerans incluem aqueles codificados pelos
genes: (i) cpp (Corynebacterial protease CP40), que possui forte similaridade ao dominio alfa
da endoglicosidase E de Enterococcus fecalis, com atividade glucosaminidase, promovendo a
degradacéo de ribonuclease e a inibicdo da biossintese de proteinas, de maneira semelhante a
TD, mimetizando os sinais sistémicos da difteria; (ii) rbp, que codifica a proteina de ligacao do
ribossoma, com similaridade a toxina Shiga-like de Escherichia coli; (iii) tSpA, serina-protease
tripsina similar, (iv) nanH, neuraminidase; (v) spaBCDEF, que codificam subunidades de pilina
(TROST et al., 2011; TAUCH; BURKOVSKI, 2015, HACKER et al., 2016a).
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Para C. diphtheriae, as propriedades adesivas ja vém sendo estudadas e aspectos como
a producdo de biofilme, propriedades hidrofébicas e hemaglutinantes (MATTOS-GUARALDI
etal., 1999; SABBADINI et al., 2012), presenca de adesinas de natureza fimbrial (MANDLIK
et al., 2008; BRODWAY et al., 2013) e ndo-fimbrial (SABBADINI et al., 2012; ANTUNES
et al., 2015; SANGAL et al., 2015; PEIXOTO et al., 2017) e a capacidade de interagdo com
proteinas de matriz extracelular (EMC) (ANTUNES et al., 2015; PEIXOTO et al., 2017) e
fibrinogénio plasmatico (SABBADINI et al., 2010) parecem contribuir no processo de
colonizacdo, persisténcia e disseminacdo das infeccbes nos tecidos do hospedeiro. C.
diphtheriae tambeém foi capaz de produzir biofilme em diversas superficies sdlidas inertes,
inclusive cateteres (MANDLIK et al., 2008; GOMES et al., 2009). A producéo de biofilme
favoreceu a sobrevivéncia do patdgeno na presenca dos agentes antimicrobianos penicilina e
eritromicina (GOMES et al., 2013). A habilidade de C. diphtheriae interagir e de migrar através
das barreiras epiteliais e endoteliais também ja foi observada (HIRATA JR et al., 2008;
PEIXOTO et al., 2014). A adesina ndo-fimbrial DIP0733 (67-72p) contribuiu para a invasdo e
inducdo de apoptose em células epiteliais (HIRATA JR et al., 2008; SABBADINI et al., 2012;
ANTUNES et al., 2015). Amostras de C. diphtheriae, independente da producdo de TD,
exibiram estratégias de sobrevivéncia no interior de macréfagos humanos (linhagem U-937) e
de inducédo de morte celular por apoptose e necrose (SANTOS et al., 2010).

Para C. ulcerans as propriedades de adesao e invasdo em células epiteliais e macr6fagos
foram igualmente comprovadas (HACKER et al., 2015; HACKER et al.,, 2016b)
Adicionalmente, a habilidade de C. ulcerans para formacédo de biofilme foi observada, porém
em grau menor que C. diphtheriae (SIMPSON-LOUREDO, 2014). Entretanto, a influéncia da
PLD em interacdo com esses fatores é pouco estudada. Ensaios moleculares vém sendo
empregados para pesquisa da atividade e provavel influéncia de genes e seus produtos em
fatores de viruléncia de espécies bacterianas (LUCAS et al., 2010; GREEN; SAMBROOK,
2012). A construcdo de mutantes de genes com copia truncada foi utilizada em ensaios com C.
diphtheriae, influenciando negativamente no processo de adesdo e invasdo de células epiteliais
(ANTUNES et al., 2015). No entanto, ensaios realizados com mutante para o gene CULC_0069
em C. ulcerans, homologo ao DIP0733 de C. diphtheriae (HACKER et al., 2015) ndo indicaram
efeitos na adesdo e invasao em células epiteliais.

Outra abordagem que vem sendo realizada é o uso de organismos simples como modelos
bioldgicos em experimentos realizados no laboratério, ja que esse procedimento possibilita a
substituicdo do uso de organismos complexos (vertebrados). Essa conduta esta de acordo com

o “Principio dos 3 R” (reducdo, substituicdo e refinamento), onde devem ser considerados
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métodos alternativos para o uso de animais em experimentacdo (BRASIL, 2013a). Assim, 0s
nematodeos da espécie Caernohabditis elegans vém sendo utilizados em pesquisas por sua alta
reprodutibilidade em um tempo curto (3dias), baixo custo e manutencdo simples. Esses
nematodeos possuem seu genoma todo codificado e existe disponivel uma ampla variedade de
mutantes para estudo sobre resposta do hospedeiro relacionada a fatores de viruléncia de
patdgenos. Alguns estudos de viruléncia envolvendo corinebactérias ja tém empregado esse
modelo (OTT et al., 2012; SANTOS et al., 2015b). Outro modelo biologico de invertebrado
que vem sendo utilizado em ensaios de viruléncia sdo as larvas da espécie de lepidoptero
Galleria mellonella (traca do favo de mel ou traca da cera), que possuem uma resposta imune
mais complexa e uma outra rota de infec¢do, uma vez que sdo infectados através de injecéo pela
sua cuticula (JANDER; RAHME; AUSUBEL, 2000; OTT et al., 2012).

A atividade fosfolipasica de aranha do género Loxosceles atua sobre eritrocitos de
diferentes espécies em graus varidveis (CHAVES-MOREIRA et al., 2009). Para C. ulcerans e
C. pseudotuberculosis o0s ensaios sobre atividade de PLD em células sanguineas sdo escassos
em literatura. Ensaios prévios utilizaram PLD purificada e a suspensao bacteriana em caprinos
e camundongos, e foi observada influéncia da PLD nos diferentes perfis hematoldgicos
(MAHMOOD et al., 2015; MOCHIZUKI et al., 2016). Uma vez que camundongos sao
resistentes a TD, 0 uso deste modelo elimina o efeito citotoxico da toxina interferente na anélise
dos estéagios de infeccdo (MOCHIZUKI et al., 2016).

1.5 Justificativa e relevancia

As saldes humana e animal sempre estiveram interligadas. No entanto, 0s processos
sociais e agropecudrios ocorridos nos ultimos anos proporcionaram um contato maior entre a
populacdo humana e os animais domésticos. Esse contato facilitou a disseminacdo de agentes
infecciosos para novos hospedeiros e ambientes, implicando em doengas emergentes de
interesse nacional e/ou internacional (BRASIL, 2010).

A Vigilancia Sanitaria (VISA) abrange a¢des capazes de eliminar, diminuir ou prevenir
riscos e agravos a salde do individuo e da coletividade, além de intervir nos problemas
sanitarios decorrentes do meio ambiente, producdo e circulagdo de bens da producdo ao
consumo e o controle da prestacdo de servicos que se relacionam direta ou indiretamente com
a saude. Sua finalidade é promover e proteger a saude e prevenir a doenga por meio de

estratégias e acdes de educacdo e fiscalizacdo (BRASIL, 1990).
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Um aspecto inovador para as a¢des atuais de VISA € a utilizagdo do principio da
precaucdo. Muitas vezes o risco pode ser avaliado como possibilidade, sem que haja, de fato,
dados quantitativos, mas sim indicios, baseados na racionalidade e nos conhecimentos
cientificos disponiveis (BRASIL, 2007). A aplicacao do principio da precaucao em seu conceito
mais amplo, abrangendo o proprio ser humano, permite invocé-lo em casos de ameaga a saude
humana (CEZAR; ABRANTES, 2003). Segundo Dallari e Ventura (2002), aplica-lo em a¢es
de VISA é exigéncia de um comportamento prudente, no que tange a riscos sanitarios.

Sob esta Gtica, é necessario avaliar com cautela todos 0s possiveis casos de zoonoses
emergentes, uma vez que podem se tornar um grande agravo para a saude humana, devido a
morbidade e a mortalidade apresentadas por determinadas doencas, principalmente em
situacOes onde nao se verifica um namero de casos significativos. O estudo epidemioldgico e 0
aprimoramento dos sistemas de vigilancia das doencas sdo de extrema importancia para se
conhecer, intervir e recomendar a¢des que visem seu controle; para tanto é necessario conhecer
os diferentes componentes da cadeia de transmissdo, assim como os seus fatores de risco
(BRASIL, 2010). A OMS estabelece como umas das trés medidas no controle da difteria a
prevencdo de mortes e complicacOes pelo diagnostico precoce e manejo apropriado dos casos
(OMS, 2014).

Dados apresentados anteriormente enfatizam a negligéncia na pesquisa de micro-
organismos emergentes (ME) ou re-emergentes (MRE) no Brasil. Os ME permanecem
desconsiderados na cadeia de identificacdo pela falta de conhecimento dos profissionais ja que,
geralmente, sdo pouco associados a alta morbidade/mortalidade em humanos no mundo ou
mesmo no Brasil. Os MRE podem, além disso, ter perfis de viruléncia alterados, com
“ferramentas” que possibilitem a colonizagdo e a invasdo. Nao podemos esquecer que todas
essas modificacdes podem estar associadas a vacinacdo frente a principal espécie do grupo,
primeiramente envolvida em causar doenca, deslocando o perfil de espécies causadoras de
doenca, além dos casos incidentes sobre os individuos imuno-incompetentes ou aqueles que
ndo possuem cobertura vacinal adequada (adultos) (MATTOS-GUARALDI; HIRATA J;
DAMASCO, 2011; SOARES et al., 2011).

Neste sentido, C. ulcerans vem se tornando uma preocupacdo no ambito da Saude
Publica pelo potencial zoondtico. O nimero crescente de casos de C. ulcerans em cées e gatos
ocorridos nos ultimos cinco anos, realga sua importancia como zoonose emergente, trazendo
essa ameaca dos meios rurais para 0s centros urbanos. A emergéncia de infec¢do humana por
C. ulcerans em areas urbanas brasileiras foi recentemente documentada (MATTOS-
GUARALDI et al., 2008; DIAS et al., 2011a; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014). Em agosto
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de 2010, o Ministério da Saude emitiu uma nota técnica (25000.140.269/2010-39) alertando
sobre a situacdo da difteria no Brasil, enfatizando a mudanca na faixa etaria, auséncia de
pseudomembranas e a possibilidade da difteria zoonotica e a circulacao de C. ulcerans e de C.
diphtheriae no meio da populacdo humana e animal.

Considerando as inimeras variaveis envolvidas no processo de infeccdo por
corinebactérias, a antibiotipagem deve ser sempre associada a, no minimo, mais uma técnica de
tipagem fenotipica e/ou genotipica. Os métodos moleculares associados aos métodos
fenotipicos classicos favoreceram os estudos da caracterizacdo de micro-organismos para fins
taxondmicos, diagnosticos e epidemiolégicos.

Uma vez que a vacina protege apenas contra a agdo de TD, os programas de imunizagdes
ndo impedem a circulacao de cepas endémicas e epidémicas de C. diphtheriae, tampouco de C.
ulcerans. Portanto, a comunidade envolvida nos sistemas de vigilancia deve permanecer atenta
para as modificagdes na epidemiologia da doenca e na viruléncia dos patégenos, inclusive na
ocorréncia de mutagdes naturais nas regides que codificam as subunidades A e B da TD, ou
mesmo na possibilidade de producdo de tipos diferentes de toxinas como ocorre para as
amostras de C. ulcerans, que além de fosfolipase D (PLD), podem produzir toxinas com
homologia com TD ou com a toxina Shiga-like. Neste sentido, analises gendmicas e
protebmicas das espécies de corinebactérias potencialmente produtoras de TD (C. diphtheriae,
C. ulcerans e C. pseudotuberculosis) tém sido objeto de estudo.

Além disso, diferencas quanto a capacidade de colonizacdo e infeccdo das diversas
corinebactérias podem ser relacionadas a prevaléncia de cepas epidémicas, invasoras e/ou de
alguns bidtipos sobre os demais (MATTOS-GUARALDI; HIRATA J; DAMASCO, 2011,
HACKER et al., 2015). A identificacdo de mecanismos de interagdo deste micro-organismo
poderd, futuramente, contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencao e
tratamento das infeccdes causadas por esta espécie. Ligantes expressos na superficie de
corinebactérias podem representar alvos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos,
vacinas ou bloqueadores de aderéncia e/ou invasdao (SABBADINI et al., 2010; ANTUNES et
al.,2015).
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2 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral a identificacéo e a analise de mecanismos de
interacdo de C. ulcerans, espécie com potencial zoonotico, com superficies abioticas e bioticas
e determinacdo do seu potencial de viruléncia por meio da exotoxina fosfolipase D (PLD).
Neste sentido, amostras selvagens isoladas de humanos e de animais, além de amostras
mutantes de C. ulcerans possuindo cépia truncada para o gene pld, foram submetidas a varios

ensaios experimentais.

2.1 Objetivos especificos

¢ Identificacdo das amostras e por meio de testes fenotipicos convencionais, sistema
semi-automatizado API-Coryne System V3.0 e técnicas molecular e fenotipica: mPCR
e MALDI-TOF MS;

e Avaliacdo da capacidade de producdo de toxina diftérica (TD) por técnica genotipica
(mPCR);

e Descricdo do primeiro caso de difteria zoondética associado a mononucleose
infecciosa;

e Anadlise do perfil de susceptibilidade a diversos agentes antimicrobianos;

e Pesquisa de atividade fosfolipasica através de métodos fenotipicos (teste de CAMP)
e genotipicos (PCR utilizando oligonucleotideos especificos do gene pld de C.
ulcerans);

e Sequenciamento do genoma da amostra PLD-negativa 2590 isolada de humano;

e Anadlise filogenética do gene pld de amostras produtoras de PLD das espécies C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis;

e Avaliacdo da capacidade de interacdo bacteriana com proteinas plasmaticas e de
matriz extracelular de humanos (fibrinogénio, fibronectina e colageno do tipo I);

e Analise quantitativa da capacidade de producéo de biofilme em superficie abiotica;
e Ensaios moleculares relacionados a constru¢do de mutantes com copias truncadas do
gene pld;

e Clonagem de amostras com insercdo de plasmideos pXMJ19mCherry e
PEPR1p45gfp para aplicagdo em ensaios de fluorescéncia na interagdo bactéria-
hospedeiro;
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o Anélise atraves de modelo experimental in vivo da influéncia de PLD na mortalidade
e alteracGes morfoldgicas do nematddeo Caenorhabditis elegans;

e Auvaliacdo do potencial de viruléncia das amostras empregando modelo experimental
in vivo em lagartas de Galleria mellonella;

e Avaliacdo do perfil hematoldgico e inducdo de lesdo cutdnea de murinos pés-
infectados com C. ulcerans;

¢ Influéncia de concentracdes de ferro na expressao de PLD;

e Pesquisa da capacidade de interacdo bacteriana com células humanas e de linhagem

continua: macrdfagos U-937 e células epiteliais (HeLa).
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3 METODOLOGIA

3.1 Origem e identificacdo das amostras de C. ulcerans por métodos fenotipicos

convencionais e semi-automatizado

Aspectos gerais de oito amostras de C. ulcerans parcialmente estudadas (MATTOS-
GUARALDI et al., 2008; DIAS et al., 2010; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014) e estocadas
a -70 °C em meio skim milk glicerol 15% no Laboratorio de Difteria e Corinebacterioses de
Importancia Clinica (LDCIC) - Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (FCM/UERJ) estdo apresentados na Tabela 2. Este estudo foi parcialmente
realizado durante um periodo de seis meses no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Naturais da Universidade Friederich-Alexander Erlangen-Nuremberg, Alemanha, sob
a coordenacéo do Prof. Dr. Andreas Burkovski.

As amostras foram submetidas aos testes bioquimicos convencionais conforme
previamente descrito por Efstratiou e George (1999), Pimenta et al (2008) e Dias et al (2010),
incluindo coloracdo de Gram, teste da catalase, desoxirribonuclease (DNAse), hidrolise da
esculina, reducdo de nitrato, duplo-agUcar-ureia (DAU), gelatinase, pirazinamidase (PYZ),
pirrolidonil-arilamidase (PYRA), B-galactosidase (B-GAL), N-acetil-B-glucosaminidase (p-
NAG), fluorescéncia no teste King B, tirosina e fermentacdo de acucares (maltose, sacarose,
frutose, galactose, manitol, xilose, glicose, manose e ribose). Adicionalmente, foram testadas
as atividades de fosfatase alcalina (PAL), B-glucuronidase (B-GLU), a-glucosidase (a-GLU) e
glicogénio. O sistema semi-automatizado API-Coryne System V3.0™ foi realizado, conforme

instrucOes do fabricante e analisado no sistema www.apiweb.biomerieux.com.



Tabela 2 - Origem e presenca do gene tox codificador de toxina diftérica de oito amostras

de C. ulcerans avaliadas no estudo

NGmero da Origem/ _
i Gene tox Referéncia
Amostra/Pais Sitio de Isolamento
Humana/ Simpson-Lourédo et al,
2590/Brasil, PE -
Faringite 2019
809/2000/Brasil, RJ Humana/ Pneumonia - Mattos-Guaraldi et al, 2008
Humana/
210932/Franga + Viana et al, 2014
NI
Canina/

BR-AD41/Brasil, RJ

Lesdo cutanea

Simpson-Lourédo et al, 2014

BR-ADG61/Brasil, RJ

Canina/

Nasofaringe

Simpson-Lourédo et al, 2014

2649/Brasil, PE

Canina/

Nasofaringe

Dados da presente tese

BR-AD22/Brasil, RJ

Canina/

Nasofaringe

Dias et al, 2010

BR-AD22 ELHA-pld
mutante

Canina/

Nasofaringe

Ott et al, 2012

NI: ndo identificado; +: presenca; -: auséncia.

Fonte: Da autora, 2015



36

3.2 ldentificacdo das amostras de C. ulcerans por técnicas molecular e fenotipica

3.2.1 Identificacdo pela técnica Multiplex-PCR (mPCR)

Foram realizados ensaios de mPCR para a identificagdo e concomitante deteccdo dos
genes tox e pld das amostras de C. ulcerans empregadas nesse estudo.

Todas as amostras foram inoculadas em tubos contendo Trypticase soy agar (TSA) e
incubadas a 37 °C por 24 h. Aliquotas das culturas foram transferidas para microtubos e
centrifugadas a 3.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspenso em
500 pl de agua mili-Q estéril e submetido a banho-maria fervente (100 °C) por 15 min. Apds
esta etapa, a suspensdo foi imediatamente congelada a -20 °C (BAIO et al, 2013). Em seguida,
a suspensdo foi centrifugada e 2 ul do sobrenadante, contendo DNA, foram empregados na
mPCR (PIMENTA et al., 2008). O programa de amplificagcdo realizado em termociclador
constitui-se em uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 3 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 min; anelamento a temperatura de 55 °C por 40 seg e extensao a
temperatura de 72 °C pelo intervalo de 1,5 min. A extens&o final utilizou a temperatura de 72
°C por 5 min (TORRES et al., 2013).

O protocolo da mPCR utilizou cinco pares de inciadores: 16S RNA (C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis), pld R2 (especifico para C. pseudotuberculosis), dtxR (C. diphtheriae),
dipht 4 (gene tox) e rpoB (especifico para Corynebacterium spp) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados nos ensaios de *mPCR para identificacdo das espécies C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis e detecgdo simultanea de toxina diftérica
(TD); e nos ensaios de **PCR para o gene pld de C. ulcerans e C. pseudotuberculosis.

Pares de base Identificacdo e/ou funcéo
Iniciadores
(pb) na PCR
rpoB . R
Identificacdo do género
C2700F:CGTATGAACATCGGCCAGGT 446 pb .
Corynebacterium spp.
C3130R:TCCATTTCGCCGAAGCGCTG
16S rRNA o
Espécies C. ulcerans e/ou
16S-F: ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 816 pb .
C. pseudotuberculosis
16S-R: TCTCTACGCCGATCTTGTAT
dtxR
dtxR 1F: GGGACTACAACGCAACAAGAA 258 pb Espécie C. dihtheriae
dtxR 1R: CAACGGTTTGGCTAACTGTA
dipth 4
) Gene tox (fragmentos A e B da
Dipht 4F: GAACAGGCGAAAGCGTTAAGC 303 pb .
. toxina diftérica)
Dipht 4R: TGCCGTTTGATGAAATTCTTC
pld R2 .
Gene pld (fosfolipase D — PLD) de
pld F: ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 203pb .
C. pseudotuberculosis
pld R-2: ATCAGCGGTGATTGTCTTCC
pId *k
pld F:ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA 203pb Gene pld de C. ulcerans

pld R-1: ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG
Fontes: (*TORRES et al., 2013; **PACHECO et al., 2007).

3.2.2 MALDI-TOF MS

A técnica de MALDI-TOF MS foi realizada segundo Alibi et al. (2015). As amostras
foram encaminhadas para o Laboratorio de Analises Clinicas (LAC) do Hospital Central do
Exército (HCE) e submetidas em aparelno Bruker Daltonik MALDI Biotyper
(ionizacao/dessorcao).

Valores de log resultante (score) acima de 2,0 foram considerados para identificacdo a
nivel de espécie; valores entre 1,7 e 2,0 foram considerados para identificacdo a nivel de género

e abaixo de 1,7 foram considerados sem identificacdo possivel (KONRAD et al., 2010).
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3.3 Descrigéo do primeiro caso de difteria zoonotica associado a mononucleose infecciosa

Paciente, sexo masculino, idade 15 anos, sem histérico anterior de doenca, residente em
Pernambuco, foi atendido em ambulatério publico com queixa de dor de garganta e febre ha
dez dias. O diagnostico incial foi faringite e o paciente tratado empiricamente com penicilina
G benzatina. Apos dois dias ndo houve melhora significativa e o paciente retornou ao hospital,
onde a penicilina foi substituida por amoxicilina, que se mostrou igualmente ineficaz no
tratamento da faringite e 24 h mais tarde, os sinais clinicos incluiam a presenca de membrana
branco-acinzentada estendendo-se da lingua até faringe, area retrofaringeana, disfagia,
linfoadenomegalia, com edema na regido do pescoco (pescoco de touro) e sinais sistémicos,
sugestivos de difteria respiratdria classica. Consequentemente, o paciente foi admitido a
unidade pediatrica de cuidados intensivos do hospital de referéncia em difteria e a terapia com
azitromicina foi iniciada. Exames laboaratoriais complementares, para difteria e mononucleose
infecciosa (MI) foram igualmente realizados. Cardiomiopatia ndo foi detectada pelo exame
fisico. Devido a melhoria das condic¢des clinicas e os resultados do hemograma e da bioguimica
sérica se apresentarem normais, o paciente foi liberado apds um dia. Apos duas semanas, 0
paciente retornou para segunda avaliagdo clinica, sendo notada a presenca de lesbes em labio
inferior e regido mentoniana. O material exsudativo coletado da faringe e analisado pelo
Laboratdrio Central de Saude Publica (LACEN)-Pernambuco mostrou resultados negativos
para C. diphtheriae, mas ndo para C. ulcerans. Consequentemente, o isolado bacteriano foi
encaminhado ao laboratério de difteria — LDCIC/UERJ, Rio de Janeiro, para identificacdo
bacterioldgica definitiva, tendo sido analisado pelos métodos acimados descritos e
encaminhado para posterior sequenciamento. A amostra de C. ulcerans isolada do paciente foi
nomeada 2590.

A amostra 2649 foi isolada de animal (cdo) na mesma localidade, porém nao pertencente
ao paciente com difteria e sem contato aparente que o identificasse como fonte primaria da

infeccdo.

3.4 Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (penicilina G, ampicilina, cefotaxime,
imipenem, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina,
linezolida e vancomicina) foi avaliada pelo método de disco-difusdo, em placas de agar

Mueller-Hinton com 5% de sangue de carneiro, de acordo com os critérios preconizados pelo
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para outros micro-organismoss que ndo
sejam Haemophilus sp. e Neisseria gonorrhoeae, utilizando para os halos de penicilina G e
ampicilina diametros estabelecidos para Staphylococcus aureus, conforme previamente
adotado por outros autores (MARTINEZ-MARTINEZ; ORTEGA; SUAREZ, 1995; DIAS et
al., 2010; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014; CLSI, 2019). Além do método supracitado, a
sensibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pelos pontos de corte do European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing — Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST- BrCAST, 2017), utilizando os halos de leitura para Corynebacterium spp.

3.5 Pesquisa de atividade fosfolipasica através de métodos fenotipicos e genotipicos

As amostras foram testadas fenotipicamente para potencial toxigénico através da
expressédo da PLD pelo teste de CAMP (CHRISTIE; ATKINS; MUNCH-PETERSON, 1944)
em placas de 4gar sangue de carneiro 5% semeada com amostra de S. aureus p-hemolitico,
formando uma linha no meio da placa. Amostras produtoras de PLD inibem a hemolise causada
pelo S. aureus, formando uma seta inversa, denominada Camp-reverso.

Como método genotipico foi realizada PCR com oligonucleotideos iniciadores para
amplificacdo do gene pld de amostras previamente confirmadas como pertencentes a espécie
C. ulcerans (pld-R1 e pld-F) baseado em método descrito anteriormente por Pacheco et al.
(2007).

3.6 Sequenciamento do genoma da amostra PLD-negativa 2590

Uma vez que a amostra bacteriana de C. ulcerans 2590 ndo expressou a PLD , sem formar
halo reverso em teste CAMP, foi encaminhada para o sequenciamento do genoma no
Laboratdrio de Ciéncias Celulares e Moleculares da Faculdade de Ciéncias de Saude e Vida da
Universidade de Northumbria, Reino Unido, sob coordenacdo do Prof. Dr. Vartul Sangal, para
confirmacdo da espécie C. ulcerans e presenca do gene pld. A amostra 2649 foi igualmente
encaminhada para sequenciamento.

Resumidamente, as amostras 2590 e 2649 foram crescidas em caldo Brain-Heart Infusion
(BHI) a 37°C e o DNA gendmico extraido através do UltraClean® Microbial DNA Isolation
Kit (MoBio) e entdo sequenciado pelo equipamento lllumina MiSeq. Os pares foram lidos e
combinados usando SPAdes 3.9.0 (Bankevich) e os genomas depositados no GenBank
(SUBEDI et al., 2018).
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3.7 Andlise filogenética do gene pld

A sequéncia do gene pld da amostra 2590 foi comparada com sequéncias génicas de
amostras das espécies produtoras de PLD, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, cujos genomas
sequenciados encontram-se depositados no GenBank. O alinhamento usou como referéncia a
sequéncia do gene pld (CULC22_00038) da amostra BR-AD22. As sequéncias foram
comparadas e alinhadas através do programa BLASTn  (disponivel em
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), usando o metodo Clustal W e a arvore filogenética
construida através do método de agrupamento Neighbor-joining, usando do programa MEGA-
6.

3.8 Avaliacdo da capacidade de interacdo bacteriana com proteinas plasmaticas e de

matriz extracelular de origem humana

Placas de microtitulacdo de 96 pocos (Corning, NY, USA) foram utilizadas nos testes
de ligacao bacteriana usando Fibrinogénio (Fbg), Fibronectina (Fn) e colageno Tipo | (Col-I)
biotinilados (Sigma Chemical Co). As culturas bacterianas crescidas em caldo TSB por 24 h a
37 °C foram lavadas 2x com tampéo salina fosfato (PBS), e ressuspendidas em 0,1 M NaHCOg3,
pH 9,6 a uma suspenséo equivalente a 5 x 10° unidaddes formadoras de coldnias (UFC)/mL
(DO 0,2 a A = 650 nm). Os pocos foram sensibilizados com 100 pL de suspensdo bacteriana
por 1 ha 37 °C, e por uma noite a 8 °C. Uma curva padrdo foi construida utilizando a diluicéo
de solucbes de proteinas biotiniladas em concentracfes variando de 5 a 0,05 pg (1 h/37 °C).
Ap06s blogueio com 2% de soro albumina bovina (BSA tipo V, Sigma) em PBS acrescida com
0,05% Tween-20 (PBST) por 1 h a 37 °C, os pogos foram lavados 3x com PBST. As amostras
bacterianas reagiram com 20 pg/mL de proteinas biotiniladas de Matriz Extracelular Celular
(ECM)/plasma por 1 h a 37 °C. Depois de lavagem por 3x com PBST, Extravidina-Peroxidase
(Sigma) 0,001 pg/mL preparada em PBST 1% BSA foi adicionada aos pogos por 30 min a 37
°C. Apods nova lavagem com PBST (3x), a reagdo foi verificada pela adicdo de 3,3',5,5'-
Tetrametillbenzidina (TMB, Sigma) por 20 min e a rea¢do bloqueada com 50 pL de HCI 1 M.
A leitura da reacdo foi realizada a A = 450 nm em leitor de placa de microtitulacdo e a
intensidade da cor dos pocos sensibilizados com 0s micro-organismos comparada a curva
padréo pelo GraphPad Prism versdo 7.0. Os resultados foram expressos em micro-organismos
aderidos as proteinas, com uma média + desvio padrdo (SD) de trés ensaios independentes

realizados em triplicata. As médias das propriedades de ligacdo foram comparadas pelo teste
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Anova (HARLOW: LANE, 1988; SABBADINI et al., 2010; SIMPSON-LOUREDO et al.,
2014).

3.9 Analise quantitativa da capacidade de interacédo bacteriana com superficie abidtica

A formacdo de biofilme foi avaliada quantitativamente através da remocdo dos micro-
organismos associados a superficie das laminulas por forca mecanica (areia estéril e agitacao)
e posterior contagem das UFC em placas de meio solido (DONLAN et al., 2001). As amostras
de C. ulcerans utilizadas nesse estudo foram: BR-AD22 PLD-positiva e tox-negativa e a
mutante para pld ELHA-1, 2590 PLD-negativa e tox-negativa e 210932 tox-positiva e PLD-
positiva. A amostra de Corynebacterium striatum 1987, formadora de biofilme, foi incluida
como controle positivo.

Laminulas de Thermanox™ foram colocadas nos pogos de placas de poliestireno e
infectadas com suspens@es bacterianas na DO 0,2 = 580 nm por 24 h a 37°C. Apds o periodo
de incubacdo, as laminulas foram lavadas 3x em PBS e entdo colocadas em tubos de vidro (13
x 100 mm) contendo areia estéril e levadas ao agitador durante 1 min. Apos a sedimentacéo da
areia, foram retirados 100 pL de cada tubo e realizada a diluigo seriada de 10"t a 10 de cada
amostra em PBS. Indculos (10 pL) foram semeados em triplicata em placas de TSA, por um
periodo de incubacdo de 48 h a 37 °C (TENNEY et al., 1986, DONLAN et al., 2001) e as UFC
foram contadas. A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 7.0 pelo teste

Anova.

3.10 Ensaios moleculares relacionados a construgdo de mutante com cépia truncada para

0 gene pld

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Naturais da Universidade Friederich-Alexander Erlangen-Nuremberg (FAU), Alemanha, sob
orientagéo do Prof. Dr. Andreas Burkovski. Todos os equipamentos, reagentes, metodologias e

células foram disponibilizados gentilmente para uso no projeto de pesquisa.

3.10.1 Anélises em bioinformatica

Sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras baseadas na sequéncia do gene pld da amostra

de C. ulcerans 2590 foram desenhadas in silico através do programa Clone Manager (Scientific
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& Educational Software) com o objetivo de construir o gene de cépia truncada (clonagem)
(Tabela 4). Os iniciadores utilizados foram sintetizados por Eurofins Genomics (Ebersberg) e

dissolvidos em agua destilada numa concentracdo final de 10 pmol/uL.

Tabela 4 - Sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras empregadas na construcéo de gene
pld de copia truncada

pld-Xmal-s 5'-CGCG CCCGGGACCTGGCTCGATATTAAGAATCCTGA-3’

pld-Xmal-as 5'-CGCG CCCGGGCCAAAGATCATTCCGTCTAC-3’

PLDmut_2590_Xmal-s 5-GCGC CCCGGGCGCGAATGCACTCGAAATTG-3’

PLDmut_2590_Xmal-as 5’-GCGC CCCGGGGATCGCATGTCTTGTTTCCG-3’
PLD_mut2_2590-as 5’-GCGC GGGCCCGTCTACGTGGGCTTTCCCTAGG
PLD_mut2_2590-s 5’-GCGC CCCGGGTCCTCACTACCCAAGGCG-3’

Fonte: (Da autora, 2017).

A temperatura de anelamento (Ta) foi calculada segundo a equacédo abaixo, sendo N o

conteudo de nucleotideos.

Ta =[N (adenina, timina) x 2 °C + N (guanina, citosina) x 4° C) —4

Esta temperatura corresponde a temperatura de desnaturacao de ligacGes de hidrogénio,
menos 4 °C, para que ocorra uma ligacdo estavel com o molde de DNA. A PCR foi realizada
contendo um volume final de 25 pL, 0,5 pL de DNA (100 ng. pL™), 5,0 pL do tamp&o 5x
Colorless GoTag® Flexi Buffer (Promega), 2,0 uL de MgC2 (25 mM) (Promega), 2 mL dNTP
(10mM) (Promega), 0,5 pL de cada iniciador (10 pMol/uL), 0,125 pL da enzima GoTag® DNA
Polymerase (Promega) e 15,37 pL de agua mili-Q estéril. As reagdes foram realizadas em
termociclador Primus 96 avancado (Peqglab, Erlangen), utilizando o seguinte programa: etapa
inicial de desnaturagéo a 98 °C por 5 min; 30 ciclos de uma etapa de desnaturacdo a 95 °C por
30 seg, anelamento a 58 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 30 seg e uma etapa final de
extensdo a 72 °C por 10 min (HACKER, 2011).
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3.10.2 Anadlise dos produtos amplificados

Os produtos de amplificacdo das reacdes foram revelados por eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen) a 1,0% em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE), pH 8,0. A cada tubo de
reacdo foram adicionados 5 pL de DNA Loading Dye Buffer (ThermoFisher Scientific) e a
solucdo imediatamente aplicada ao gel de agarose. O sistema foi submetido a corrente de 100
V durante 1 h em cuba de eletroforese horizontal Modelo 11.14 (Gibco-BRL). Para determinar
o tamanho dos produtos amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular 100 pb DNA
Ladder (Gibco-BRL). Para deteccdo visual das bandas, os géis foram corados em solucéo
aquosa de brometo de etidio e observados em radiagdo UV (366 nm). A amplificagdo foi
considerada positiva pelo aparecimento da banda com peso molecular esperado (SANTOS et
al., 2010; HACKER, 2011).

3.10.2.1 Extragédo do DNA bacteriano

O DNA cromossdmico foi obtido por extracdo com fenol-cloroférmio. Para este fim,
apos 24 h de crescimento, a amostra foi centrifugada (4.500 x g, 15 min, temperatura ambiente)
e ressuspensa em 3 mL de tampéo Tris-EDTA (TE pH 8). Lisozima e 30 pL de uma solugéo de
10 mg/mL de RNase foram adicionadas a solugdo. A mistura foi agitada em agitador orbital
(Edmund Buhler GmbH, Tubingen) a 125 rpm, na temperatura de 37°C durante 90 min, e em
seguida, 210 pL de SDS a 20% e 30 pL de uma solucdo a 20 mg/uL de proteinase K foram
adicionados e a solucéo foi agitada vigorosamente por inversdo. Apds incubacdo durante 2 h a
65 °C, 600 pL de cloreto de sddio a5 M foram adicionados e a mistura foi novamente submetida
e uma incubacéo adicional a 65 °C durante 60 min.

Para separar o &cido nucleico das proteinas e detritos celulares, 4,5 mL de uma mistura
de cloroférmio: fenol: alcool isoamilico (25: 24: 1) foi adicionada e a suspensdo foi
posteriormente centrifugada (8900 x g, 15 min, 4 °C). A fase aquosa superior foi transferida
para um novo tubo sendo adicionados 4,5 mL de uma solug&o de cloroférmio:éalcool isoamilico
(24:1) para ser novamente centrifugada sob as mesmas condigfes. O sobrenadante foi
transferido para um tubo com 3 mL de alcool isopropilico e o tubo foi invertido varias vezes
até que o precipitado de DNA cromossomico fosse formado. O DNA precipitado foi lavado 2x
com 500 pL de etanol a 70% (13.000 x g, 10 min, temperatura ambiente) e seco em Savant
DNA 110 SpeedVac®. Para dissolver o DNA cromossémico, 100 puL de tampédo TE (pH 8)
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foram adicionados e a amostra incubada durante a noite a temperatura ambiente (HACKER,
2011; HACKER et al., 2015; GREEN; SAMBROOK, 2012)

3.10.2.2 Obtencéo do fragmento para interromper o gene pld

Um fragmento de DNA de uma regiéo interna do gene pld foi amplificado por meio do
uso de iniciadores especificos desenhados descritos acima (Tabela 4), a partir do DNA
genémico da amostra de C. ulcerans 2590. A PCR foi empregada contendo um volume final de
50 pL apresentando 2,0 pL de DNA (100 ng. pLt), 10 pL do tamp&o 5x Phusion HF Buffer
(ThermoFisher), 1,0 pL de dNTP (10mM) (Promega), 1,0 puL de cada iniciador citado
anteriormente na Tabela 4 (10 pMol/uL); 1,0 uL da enzima Phusion Hight-Fidelity DNA
Polimerase (ThermoFisher) e 34,0 pL de agua milli-Q estéril. A amplificacdo foi realizada com
o0 auxilio do termociclador ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.) nas seguintes condicGes: etapa
inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 min; 35 ciclos das etapas de desnaturacao a 95 °C por 30
seg, anelamento a 58 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C por 30 seg e uma etapa final de extenséo
a 72 °C por 10 min.

A seguir, uma aliquota de 2 pL do produto dessa amplificacdo foi submetida a resolucéao
eletroforética para que a sua qualidade e o tamanho do fragmento amplificado fossem
estimados. O fragmento de DNA foi extraido a partir do gel de agarose 1% utilizando o kit de
NucleoSpin® Extracto Il (Macherey - Nagel, Duren) de acordo com as recomendacgdes do
fabricante (HACKER, 2011, GREEN; SAMBROOK, 2012, HACKER et al., 2015).

3.10.2.3 Restri¢ao do fragmento de DNA

A restricdo de moléculas de DNA (0,5-5 ug) foi realizada para obter extremidades
compativeis de insercdo do fragmento de DNA para a geracdo de novos plasmideos vetores.
Nesse estudo foi utilizado o plasmideo vetor pK18mob ndo replicativo em Corynebacterium sp
(SCHAFER etal, 1994). Endonucleases de restrigcdo de corte tnico (Xmal/Smal) foram testadas
(1 U/ug DNA). A reacéo foi realizada segundo instrucGes do fabricante e as enzimas e o tampéao
(CutSmart Buffer-1/10 do volume total) foram adquiridos na New England Biolabs
(Frankfurt/Main). A reagéo de restricdo com volume total de 25 L foi realizada a 37 °C durante
1h.

Ap0s a reacdo de restricdo, a solugdo foi incubada a 65 °C durante 20 min para

interromper a agdo enzimatica e 0 DNA foi purificado utilizando o kit NucleoSpin® Gel e PCR
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Clean Up (Macherey - Nagel, Duren) (HACKER, 2011; GREEN; SAMBROOK, 2012;
HACKER et al., 2015).

3.10.2.4 Desfosforilagdo da extremidade 5° do vetor pK18mob e ligacédo dos fragmentos de
DNA

Para evitar a auto ligacdo dos vectores linearizados com extremidades compativeis, a
desfosforilacdo das suas extremidades 5' foi realizada utilizando fosfatase alcalina rapida
(Roche Applied Science, Mannheim). Em resumo, 0,5 pl daenzimae 1,5 pl de tampéo fosfatase
foram adicionados a 10 pl de reacdo de restricao e adicionada agua até o volume final de 25 pl.
A solucéo foi incubada a 37 °C durante 30 min e 74 °C por 2 min e os plasmideos pK18mob
desfosforilados foram submetidos a eletroforese e a banda no tamanho esperado foi excisada
com ajuda de um bisturi (HACKER, 2011; GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al.,
2015). Os plasmideos foram eluidos do gel utilizando o kit NucleoSpin® Extracto Il (Macherey
- Nagel, Duren) de acordo com as recomendacfes do fabricante. Apds a purificacdo dos
plasmideos e do inserto a concentracdo de DNA de ambos foi determinada em comprimento de
onda de 260 nm em Nanodrop® spectofotometer ND-100 (Peglab, Erlangen). A ligacdo de
fragmentos de DNA foi realizada com 3 pl da enzima T4 DNA ligase (NEB, Frankfurt/ Main)
que associa 0 grupamento 5'-fosfatos e 3'-OH covalentemente e tampéo ligase 1 pl (NEB,
Frankfurt/ Main) num volume total de 30 ul de agua destilada. O vetor pK18mob e o fragmento
interno do gene pld foram ligados numa razdo molar de cerca de 1:5 durante 3 h a temperatura
ambiente (HACKER, 2011, GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015). O volume
de DNA e vector foram calculados usando a seguinte formula, onde Kb corresponde ao tamanho

do inserto e do vetor (pb), e N a concentracdo de nucleotideos extraida.

Ng do inserto = 5 x ng vector x kb inserto / kb vetor

3.10.2.5 Produgdo de E. coli DH50MCR quimiocompetente

Para preparar E. coli DH5aMCR quimiocompetente, 100 ml de Luria-Bertani (LB)
foram inoculados com uma cultura de E. coli DH5aMCR crescida durante aproximadamente
12 h. A concentragdo de bactéria transferida foi calculada para que fosse atingida a DO 0,1 A =
600 nm inicial. O indculo foi levado a incubagdo a 37 °C e 135 rpm (Orbital Shaker, Edmund
Buhler GmbH, Tubingen) ate atingir a DO 0,4 A = 600 nm. O indculo foi centrifugado (4.000
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X g, 10 min, 4 °C), ressuspenso em 40 mL de CaCl> 0,05 M gelado e colocado em gelo por 30
min. Apds incubacgdo, as células foram novamente centrifugadas nas mesmas condigdes
descritas acima e ressuspensas em 5 mL de CaClz 0,05 M gelado e colocadas por mais 10 min
no gelo. Em seguida, 1,3 mL de glicerol 87% gelado foram adicionados e aliquotas de 100 mL
foram congeladas em nitrogénio liquido. As células competentes foram armazenadas a -80 °C
(GREEN; SAMBROOK, 2012).

3.10.2.6 Transformacéo em E. coli DH50MCR e BL-21 quimiocompetentes

Para transformar E. coli para a amplificacdo do plasmideo apos ligagdo, 100 pL de E.
coli quimiocompetentes foram descongeladas em recipientes com gelo e em seguida
adicionadas a solucéo de ligacdo (vetor + inserto), essa mistura foi colocada em gelo por 30
min e em seguida submetida a choque térmico por 60 seg a 42 °C e novamente gelo por 5 min.
Apos esse periodo 400 pL de caldo LB foram colocados nos microtubos com E. coli
transformadas com o plasmideo. A suspensao resultante foi submetida a agitacdo a 7.000 rpm
(Thermoblock) por 1 h a 37 °C. Apds esta etapa a suspensao foi centrifugada a 11300 x g por
1 min (MiniSpin Eppendorf®) o sobrenadante descartado e 20 pL com as células transformadas
foram semeados em placas com meio agar LB suplementado com 50 pg.mL™ de canamicina
(marcador integrado ao vetor pK18mob), as placas foram mantidas a 37 °C por
aproximadamente 18 h. Apoés este periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de
col6nias resistentes ao referido antibidtico. Col6nias (clones) de cada placa foram selecionadas
para extracdo plasmidial, para confirmagéo da clonagem do fragmento interno do gene pld em
vetor pK18mob (HACKER, 2011; GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015,).

3.10.2.7 Extragdo do DNA plasmidial amplificado em E. coli DH5aMCR e LB-21

As colonias de E. coli crescidas nas placas com antibiotico foram semeadas em caldo
LB com 50 pg.mL-1 de canamicina e incubadas em estufa a 37 °C com agitacdo a 125 rpm/min
por uma noite. Dos indculos positivos para o crescimento bacteriano, 4 mL foram extraidos e
purificados utilizando o kit comercial NucleoSpin® Plasmid (Macherey- Nagel, Duren) de
acordo com instrucdes do fabricante. A concentracdo de DNA plasmidial foi determinada em
comprimento de onda de 260 nm em Nanodrop® spectofotometer ND-100 (Peqglab, Erlangen).
A pureza foi analisada pela determinag@o do coeficiente Azeo/A2g0, que deve estar entre 1,8-2,0
para que 0 DNA extraido possa ser considerado de qualidade (GREEN; SAMBROOK, 2012).
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3.10.2.8 Produgéo de C. ulcerans eletrocompetente

Apos a confirmacdo da clonagem do fragmento interno do gene no vetor pK18mob,
células de C. ulcerans eletrocompetentes foram preparadas para transformacdo com o
plasmideo. Inicialmente, 20 mL de caldo Heart Infusion (HI) foram inoculados e deixados por
uma noite em estufa a 37 °C e em agitacdo a 125 rpm. Apo6s o crescimento do in6culo uma sub-
cultura foi preparada com 10 mL de caldo HI e transferida para 200 mL de meio BHI-ZSS (37
g de BHI, 20 g glicina e 150 g de sacarose em um litro de 4gua destilada) com DO 0,1 A = 600
nm inicial. A amostra foi transferida para o agitador a 37 °C/135 rpm (Orbital Shaker, Edmund
Buhler GmbH, Tubingen) e o indculo crescido até a DO 0,4-0,6 A = 600 nm. A suspensdo
bacteriana foi dividida em quatro aliquotas de 50 mL e colocadas em gelo por 1 h e depois
centrifugadas a 4000 x g /4 °C (Eppendorf 5804R) por 20 min e o seu sobrenadante foi
descartado. As bactérias foram lavadas duas vezes com 50 mL de glicerol 15% (v/v) gelado
(5000 x g, 5 min, 4 °C) e em seguida o nimero de tubos foi reduzido para dois, de modo que
foram adicionados 25 ml de glicerol 15% em apenas dois tubos e o pellet ressuspenso e
transferido para os tubos restantes, sendo lavado pela tltima vez. O sobrenadante foi descartado
e 1 mL de glicerol 15% gelado estéril foi adicionado a cada tubo, para ressuspender o pellet
restante. Depois de homogeneizados, os dois volumes foram acondicionados em um s6 tubo.
Aliquotas de 100 uL foram divididas em criotubos e estocadas a -80 °C (HACKER, 2011;
GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015).

3.10.2.9 Transformacéo em C. ulcerans

As células eletrocompetentes de C. ulcerans previamente confeccionadas foram
transformadas com o produto da extracdo de DNA plasmidial para gerar a linhagem mutante
através de eventos de recombinagdo homologa simples entre o plasmideo pK18mob contendo
o fragmento interno do gene pld.

As células eletrocompetentes de C. ulcerans foram descongeladas em recipiente com
gelo e aliquotas de 100 pL foram gentilmente misturadas com 1 pg — 7 ug do plasmideo ligado
ao fragmento interno do gene pld e colocadas em gelo por 20 min. A suspenséo foi adicionada
a cubetas previamente mantidas no gelo (Peglab, Erlangen). A eletroporagédo foi realizada
utilizando Genepulser Il (Bio-Rad, Munich) seguindo os parametros: 2,5 kV; 200 Q; 25 uF.
Apos eletroporacdo, as bactérias foram transferidas para 1 mL de HI e incubadas a 37 °C por 2
h e 125 rpm (Orbital shaker, Edmund Buhler GmbH, Tubingen).
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O processo de selecdo dos transformantes constituiu-se no plaqueamento, com o auxilio
de uma alca de Drigalski, de aliquotas de 200 pL da cultura em meio HI soélido acrescido do
antibiotico canamicina (10 pg.mL™). As placas foram incubadas a 37 °C/48h e ap0s esse
periodo observadas para a presenca de coldnias de C. ulcerans resistentes ao antibidtico. As
coldnias foram selecionadas e semeadas em novas placas com canamicina 25 pg.mL™?; e em
caso de crescimento de col6nias, foram novamente semeadas em meio com canamicina 50
ug.mLL. As col6nias resistentes para essa concentragio do antibidtico foram selecionadas para
teste fenotipico de expressdo de PLD e estocadas em glicerol a -20 °C e -80 °C (HACKER,
2011; GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015).

3.11 Clonagem das amostras de C. ulcerans com plasmideos pXMJ19mcherry e
pEPR1p45gfp

As etapas de transformacdo em E. coli quimiocompetentes e transformagdo em C.
ulcerans eletrocompetentes foram executadas como as descritas nos itens 3.10.2.6 a 3.10.2.9.
Os plasmideos pXMJ19mCherry (JAKOBY; NGOUOTO-NKILI, BURKOVSKI, 1999) e
PEPR1p45gfp (KNOPPOVA et al., 2007) ja se encontravam ligados e disponiveis para uso no
Laboratério de Microbiologia da instituicdo alema.

3.11.1 Selecdo dos clones positivos para o plasmideo pXMJ19mcherry

Apos a etapa de transformacgdo de C. ulcerans com o plasmideo pXMJ19mCherry,
aliquotas de 200 pL da cultura foram semeadas com o auxilio de uma alca de Drigalski em
meio HI solido acrescido do antibidtico cloranfenicol 12,5 pg.mL™* (marcador integrado ao
vetor pXMJ19). As placas foram incubadas a 37 °C/48 h e apds esse periodo observadas para a
presenca de colbnias de C. ulcerans resistentes a esse antibidtico. As colbnias foram
selecionadas e semeadas em outras placas com cloranfenicol 25 pg.mL™. As colbnias
resistentes para essa concentracdo do antibiotico foram selecionadas para nova semeadura em
20 mL de caldo HI contendo cloranfenicol 25 pg.mL™. Apds 2 h o meio foi acrescido do
promotor de expressao isopropil-b-D-tiogalactopiranosida (IPTG) 1 mM e os frascos incubados
a 37 °C/48 h a 125 rpm. Para confirmacdo da clonagem as células foram observadas em
microscopia de fluorescéncia (Leica DMR fluorescence microscope). O comprimento de onda
para excitacdo das células com pXMJ19mcherry foi de 587 nm e emisséo de 600-620 nm
(HACKER, 2011; GREEN; SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015).
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3.11.2 Selecéo dos clones positivos para o plasmideo pEPR1p45gfp

Todas as etapas foram iguais ao processo de clonagem de C. ulcerans descritas no item
3.11.1, exceto pelo antibidtico de resisténcia usado nesse experimento, canamicina (marcador
integrado ao vetor pEPR1p45gfp) (50 pg.mL™) e do comprimento de onda para excitagdo do
PEPR1p45gfp, que foi de 395 nm e de emisséo de 490 a 520 nm (HACKER, 2011; GREEN;
SAMBROOK, 2012; HACKER et al., 2015).

3.12 Analise através de modelo experimental in vivo da influéncia de PLD na mortalidade
e alteracBes morfoldgicas de nematddeos Caenorhabditis elegans

O nematddeo C. elegans N2 foi utilizado nos ensaios como um dos modelos
experimentais in vivo para analise da patogenicidade das amostras de C. ulcerans selvagens e
mutante. Os nematddeos foram mantidos em placas contendo meio de crescimento para
nematodeos (NGM) por aproximadamente 4 dias a 20 °C, utilizando a cepa E. coli OP50 como
fonte de alimento. Para os ensaios de infeccdo, 20 pL de suspensdo bacteriana (1 x 10° UFC),
obtida a partir de uma cultura de 24 h em TSB, foram semeados em placas de NGM contendo
12,5 pg.mL* 4cido nalidixico (AN) e incubados a 37 °C/48 h. Apds o crescimento bacteriano,
20 vermes em estagio larval L4 foram transferidos para placas contendo as amostras teste, que
foram  observadas diariamente  durante 5 dias, contando-se 0SS  vermes
mortos/vivos/desaparecidos. E. coli OP50 foi incluida no estudo como controle negativo. Para
cada amostra, foram realizadas trés placas. Os nimeros de vermes mortos ou desaparecidos
foram utilizados nas analises estatisticas (OTT et al., 2012). Os resultados de cada amostra
foram analisados pelo programa GraphPad Prism 7.0 pelo teste ndo-paramétrico Anova.
Paralelamente, alteracdes fisioldgicas e/ou morfolégicas foram avaliadas nos vermes adultos e
larvas.

Adicionalmente, as amostras de C. ulcerans 2590, 2649 e 809 contendo plasmideo
PXMJ19mCherry e induzidas com promotor de expresséo IPTG foram semeadas em placas de
NGM com AN para ensaios de infeccdo por microscopia de fluorescéncia (Leica DMR). Os
nematddeos foram colocados em placa com o crescimento bacteriano. Apés 24 h, os vermes
foram transferidos para placa com E. coli OP50 por mais 24 h para permitir a limpeza de
intestino, de debris celulares e do excesso de bactérias aderidas externamente. Os vermes foram

entdo selecionados, montados em uma lamina de vidro coberta por uma pelicula de gel de
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agarose e uma gota de azida sodica (20 mM) para promover sua paralisia, recobertos com

laminula.

3.13 Avaliacdo do potencial de viruléncia das amostras empregando modelo

experimental in vivo em lagartas de Galleria mellonella

Foram testadas as amostras de C. ulcerans, além de dois grupos-controle: um negativo
injetado somente com solucdo tampdo de MgSO4 e um controle com corinebactéria nao-
patogénica (Corynebacterium glutamicum), segundo estudos prévios (OTT et al, 2012).
Aliquotas de 20 mL de caldo TSB foram inoculadas com bactérias de uma cultura overnight na
DO 0,1 A =600 nm inicial e colocadas num agitador a 37 °C até que a DO 0,6 A = 600 nm fosse
alcancada. A suspensao bacteriana foi entdo centrifugada (10 min, 4.500 x g, 4°C) e ressuspensa
em 500 pL MgS0O4 10 mM em uma DO 5 A = 600 nm (aproximadamente 1,5 x 10° UFC.mL™%).
Para a infec¢do, aliquotas de 5 pL foram injetadas com uma seringa de Hamilton 50 pL nas
larvas via pseudodpodo inferior esquerdo. Para cada amostra foram infectadas cinco larvas e
incubadas a 25°C for 5 dias, sendo observadas a cada 24 h (JANDER; RAHME; AUSUBEL,
2000; OTT et al., 2012).

3.14 Avaliacdo do perfil hematoldgico e inducdo de lesdo cutanea de murinos poés-

infectados com C. ulcerans

Quinze camundongos Swiss-Webster, 6 semanas de idade, sexo masculino, foram
separados em caixas em grupos de trés para cada amostra estudada (n=4) mais o controle
negativo e aclimatizados durante uma semana antes da realizacdo do experimento.

As amostras testadas (Tabela 5) foram crescidas em TSB e o indculo bacteriano
contendo 1 x 10° UFC por amostra de C. ulcerans teve como veiculo solugéo salina estéril. Os
animais foram infectados através da veia caudal com 0,1 mL do inoculo; trés animais foram
reservados como controle-negativo e inoculados somente com solucéo salina estéril (DIAS et
al, 2011b). O experimento foi realizado em um Unico dia. Os camundongos foram entdo
observados durante o periodo de uma semana em relacdo a formacdo de lesbes cutaneas
(Ulceras) e artrite, modificagdo de comportamento e eventual obito. Ao fim do periodo de
observagdo, os animais foram anestesiados via intra-peritonial com quetamina (75-150 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg). O sangue foi coletado (1 mL) através de punc¢éo cardiaca e envasados

em tubos de coleta pediatricos contendo solucdo anti-coagulante (EDTA K2). Antes da coleta,
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uma gota de EDTA foi aspirada pela agulha para evitar a formagdo de trombos no momento da
coleta. A andlise clinica do sangue foi realizada no mesmo dia em Contador Hematoldgico
Automatizado Veterinario Sysmex® - Poch 100 iV, em parceria com o Laboratorio de Patologia
Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Fluminense.

Ao fim do experimento os animais foram eutanasiados por exsanguinacéo sob anestesia,
em estrito acordo com as leis brasileiras de ética em experimentacdo animal (BRASIL, 2013b).

As coletas e eutanasia foram realizadas no mesmo dia em todos 0s animais.

Tabela 5 - Amostras de C. ulcerans em ensaio de infecgdo em camundongos.

Amostras Fonte pld gene tox gene CAMP Reverso Referéncia
2590 Homem + - - Subedi et al, 2018
BR-AD22 Céo + - + Dias et al, 2010
ELHAL-

Céo truncado + - Hacker et al, 2015
pld _mutante
210932 Homem + + + Viana et al, 2014

+: presenca; -: auséncia.
=onte: Da autora, 2017.

3.15 Influéncia de concentracdes de ferro na expressao de fosfolipase D

Uma vez que foi previamente demonstrado que alteragBes dos niveis de ferro
influenciavam na expressao de potencial de viruléncia (MOREIRA et al., 2003), foi realizado
ensaio adaptado de Moreira et al (2003) para avaliar a interferéncia da concentracdo de ferro na
atividade fosfolipasica. Resumidamente, foram preparados meios em caldo TSB suplementado
com Fe (FeClI3) 4 mM e caldo TSB com 2,2’-dipiridil (Sigma-Aldrich) 0,5 mM, para sequestro
do ferro livre. Tubos de vidro (13 x 100mm) com os dois tipos de meio foram inoculados com
cada amostra de C. ulcerans. Os tubos foram colocados em agitador orbital com incubadora

(Lab-line Environ Shaker) durante 24 h a 37 °C e 125 rpm. Apo6s o crescimento bacteriano, foi
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realizado o teste CAMP com amostras crescidas nas diferentes concentragdes de ferro e
resultado lido em 48 h. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.16 Pesquisa da capacidade de interacdo bacteriana com macrofagos humanos e células
HeLa

3.16.1 Interacdo bacteriana com macrofagos U-937

As amostras bacterianas foram crescidas em caldo TSB por incubagéo a 37 °C/48 h, em
seguida, lavadas trés vezes com Dulbecco modified phosphorus buffer saline solution (PBS-D)
(pH 7,2, 0,01M) e ressuspensas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma) até
alcancar a DO 0,1 A = 580nm (10" UFC).

Apdbs os periodos de infeccdo dos macrdfagos U-937 com a suspensdo bacteriana,
aliquotas do meio de cultivo celular foram reservadas para a contagem de bactérias viaveis
livres no sobrenadante, em seguida, os tapetes foram lavados 4x com 500 uL de PBS-D para
eliminacdo das bactérias ndo associadas e de residuos do meio de cultivo celular, a seguir os
tapetes celulares foram lavados e tratados com 500 pL de PBS-D contendo 0,1% de Triton X-
100 (Biorad Laboratories, Richmond, Ca, EUA) por 30 seg, para que ocorresse a lise das
células. Diluicdes das aliquotas reservadas e dos lisados celulares foram plaqueadas em meio
TSA, permitindo a contagem de bactérias viaveis associadas ao tapete celular.

Ao final dos intervalos de infeccdo, alguns pocos foram expostos a 500 uL de uma
solugdo de gentamicina (150 pg.mL™?) durante 1 h, com a finalidade de eliminar bactérias
extracelulares aderidas as monocamadas (exclusdo pela gentamicina) permitindo a contagem
de bactérias internalizadas. As contagens resultaram no nimero total de bactérias associadas ao
tapete (intracelulares + extracelulares) e no numero de bactérias ocupando localizacdo
intracelular. Os percentuais de aderéncia e viabilidade intracelular foram calculados a partir das
relacfes entre os numeros de bactérias associadas e/ou internalizadas com as contagens de
bactérias vidveis no sobrenadante somado ao numero de células viaveis associadas as
monocamadas (SANTOS et al., 2010; HACKER et al., 2016b). Os resultados foram expressos
em média de trés ensaios independentes realizados em triplicata e comparados pelo teste ndo-

paramétrico Anova.
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3.16.2 Interagdo com células HeLa

Células HelLa (Henrietta Lacks-células humanas de cancer de cérvix) foram mantidas em
meio DMEM, acrescido de soro fetal bovino (SFB) 10% e antibi6tico (gentamicina 100 mg.
mL1) (DMEM+). Para manutencdo das células, os tapetes foram lavados e as células
desprendidas com Accutase (Tripsina) a 37 °C/5 min e centrifugadas a 300 x g/5 min em
temperatura ambiente e entdo ressuspensas em DMEM +. Uma aliquota foi retirada para a nova
placa em meio de DMEM + (1:10).

Para 0 experimento de interacdo (aderéncia e invasao), células HelLa foram crescidas em
placas de 24 pocos (Nunc, Roskilde, Denmark) na densidade de 1 x 10° células por pogo. As
amostras foram semeadas em 20 mL de caldo HI e incubadas por 24 h/37°C. As bactérias foram
centrifugadas e a densidade celular ajustada para DO 1 (600 nm). Uma suspensdo-padrao do
indculo com a multiplicidade de infeccdo (MOI) de 50, preparada em DMEM e 500 ul usados
para infectar as células em cada poco. As placas (uma para aderéncia e outra para invasao)
contendo as células foram entdo retiradas da estufa, 0 meio DMEM+ aspirado e 0s pocos
lavados 3x com PBS, em seguida, os pogos foram preenchidos com 500 pL da suspensdo-
padrdo, as placas foram centrifugadas por 5 min a 300 x g e incubadas por 90 min. Para semear
o indculo inicial de cada amostra, foram reservados 500 pL e uma diluigdo seriada até 10 foi
plaqueada em &gar sangue.

Apbs o tempo de incubacdo inicial, a placa para ensaio de invasao foi retirada, 0 meio
aspirado e colocado meio DMEM+ e novamente incubada a 37 °C/2 h. A placa para ensaio de
aderéncia foi retirada e lavada com o mesmo procedimento descrito anteriormente. Tripsina
(500 pL) foi adicionada a cada poco e a placa incubada a 37 °C/5 min, para destacar as células.
Apbs o periodo de incubacdo, Tween 20% (12,5 mL) foi acrescentado aos pocos e a placa
novamente colocada em estufa por 37 °C/5 min, para romper as células. O liquido dos po¢os
foi entdo retirado e feitas diluicdes seriadas até 10 e entdo plaqueadas em agar sangue. Apos
duas horas, a placa para ensaio de invaséo foi retirada da estufa, 0 meio aspirado, e foi praticado
0 mesmo procedimento descrito anteriormente a partir da tripsina. A diluicdo plaqueada foi
1072,

Para o célculo de bactérias aderidas e internalizadas (invasdo), foi utilizado o total de
bactérias aderidas subtraidas do total de bactérias internalizadas (HACKER et al., 2015). Os
resultados foram expressos em média de trés ensaios independentes realizados em triplicata e

comparados pelo teste ndo-paramétrico Anova.



54

3.17 Consideragdes éticas

O projeto esté inscrito sob o protocolo CEUA n° 29/015 aprovado pela Comiss3o de Etica
para 0 Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
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4 RESULTADOS

4.1 Origem e identificacdo das amostras de C. ulcerans por métodos fenotipicos

convencionais e semi-automatizado

Para a andlise fenotipica das amostras de C. ulcerans 2590 e 2649 foram utilizados testes
bioquimicos convencionais e o sistema semi-automatizado API-Coryne System V3.0. Para a
amostra 2590, foi observada reacao positiva para a fermentacédo dos actcares glicose, manose,
ribose; como também para os testes de catalase, DNAse, PAL, B-GLU e a-GLU. Embora no
teste DAU a ureia tenha se mostrado negativa, no teste API-Coryne a ureia foi positiva. Os
resultados foram negativos para esculina, reducédo de nitrato, DAU, gelatinase, PYZ, PYRA, B-
GAL, B-NAG, tirosina e para a fermentacdo dos agucares: maltose, sacarose, frutose, galactose,
manitol e xilose. Em contraste como o observado para a maioria das amostras de C. ulcerans,
a amostra 2590 ndo apresentou formacéo de CAMP reverso e fluorescéncia no teste King B. O
api-code encontrado foi 0115777, perfil inaceitavel, com aproximacao para C. ulcerans.

A analise da amostra de C. ulcerans 2649 apresentou resultados positivos para: catalase,
DAU, PAL, fluorescéncia em teste de King B, teste de DNAse, CAMP reverso e fermentacéo
dos agUcares frutose, manose e ribose e negativos para esculina, reducdo de nitrato, gelatinase,
PYZ, PYRA, a-GLU, , B-GAL, B-NAG, tirosina e para a fermentacdo dos acgucares: glicose,
maltose, sacarose, galactose, manitol e xilose. O api-code encontrado foi 0111304, muito boa
identificacdo (99,3%). As demais amostras apresentadas na Tabela 2 tiveram seus perfis
analisados em estudos prévios (MATTOS-GUARALDI et al., 2008; DIAS et al., 2010;
SIMPSON-LOUREDO et al., 2014).

4.2 ldentificacdo das amostras de C. ulcerans por técnicas moleculares

4.2.1 Identificagdo pela técnica de mPCR

As amostras 2649 e 2590 foram também identificadas como C. ulcerans pela técnica de
mPCR usando sequéncias de oligonucleotideos (primers) que diferenciam o género (rpoB) e as
especies (16S rRNA e dtxR). A deteccdo da toxigenicidade foi observada pela verificacdo da
presenca dos genes pld (pld-R2, gene especifico de C. pseudotuberculosis) e tox (diph4, gene

da toxina diftérica) (Figura 1). As demais amostras incluidas no estudo foram identificadas em
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estudos prévios (MATTOS-GUARALDI et al., 2008; DIAS et al., 2010; SIMPSON-
LOUREDO et al., 2014; VIANA et al., 2014).

Figura 1 - Multiplex-PCR de amostras de C. ulcerans para identificacdo de genes das espécies
potencialmente produtoras de toxina diftérica (TD) (gene dipht4) e fosfolipase D (PLD) (pld
R2).

<—Dipht4
<— pld-R2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pocos: 1- 210932 TD+; 2- 2649 TD -; 3- 2590 TD-; 4- 2652 (C. ulcerans) TD-; 5- BR-AD22 TD-;
6- 27010 (controle C. diphtheriae TD-); 7-27012 (controle C. diphtheriae TD+); 8-19410 TD-
(controle C. pseudotuberculosis); 9-4gua; 10- Peso molecular (100pb).

Fonte: (Da autora, 2015).

4.2.2 ldentificacdo pela técnica de MALDI-TOF MS

As amostras bacterianas BR-AD22, BR-AD41, BR-AD61, 809 e 210932 foram
identificadas corretamente ao nivel de espécie como C. ulcerans, de acordo com score de 2,0 a
2,5 (KONRAD et al., 2010). As amostras 2590 e 2949 ndo alcancaram o score (2,0), sendo as

mesmas identificadas ao nivel de género Corynebacterium sp (Tabela 6).

Tabela 6 - Identificacdo de amostras de C. ulcerans pela técnica de MALDI-TOF MS

Identificacdo por métodos moleculares

Amostra
mPCR MALDI-TOF
Score Identificacdo
BR-AD41 C. ulcerans 2,268 C. ulcerans
BR-AD22 C. ulcerans 2,203 C. ulcerans
809 C. ulcerans 2,098 C. ulcerans
210932 C. ulcerans 2,072 C. ulcerans
BR-AD61 C. ulcerans 2,065 C. ulcerans
2649 C. ulcerans 1,953 Corynebacterium sp.
2590 C. ulcerans 1,934 Corynebacterium sp.

mPCR, multiplex — Reacdo em Cadeia da Polimerase.
Fonte: (Da autora, 2018).
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4.3 Descrigdo do primeiro caso de difteria zoonotica associado a mononucleose infecciosa

O material exsudativo coletado da faringe do paciente com suspeita de difteria foi enviado
para identificacdo no LDCIC/UERJ e analisado pelos métodos de identificacdo disponiveis na
rotina laboratorial. A confirmagdo do micro-organismo isolado como C. ulcerans foi
inconclusiva pelos testes bioquimicos, semi-automatizado API-Coryne e MALDI-TOF.
Embora a identificacdo da amostra tenha sido positiva como C. ulcerans pela mPCR, a
confirmacéo inequivoca foi alcancada através do sequenciamento do genoma total e do gene
pld. Essa amostra foi denominada como 2590.

Investigacdo epidemioldgica para portadores assintomaticos em comunicantes humanos
(n=11) e animais (cavalos n=3 e cdes=2) apresentou resultados negativos tanto para C.
diphtheriae como C. ulcerans. Produto de origem lactea (queijo coalho) considerado como
possivel fonte de infecgdo foi avaliado em anélise bromatoldgica, com resultados negativos. O
paciente e os contatos (n=300), incluindo individuos imunizados da familia e da comunidade
receberam reforco vacinal.

Naquela oportunidade e na mesma localidade, dois animais (cdes) foram identificados
como portadores assintomaticos de amostras de C. ulcerans ndo produtoras de TD (2649 e
2652), ndo possuindo vinculo ou contato com o paciente da amostra 2590. O material foi
coletado de nasofaringe em todos os animais, segundo dados da Secretaria de Vigilancia
Epidemioldgica de Pernambuco.

Resultados positivos do teste do anticorpo do virus de Epstein-bar (IgM-160 U/mL e 1gG-

144U/mL) confirmaram o primeiro caso de coinfeccdo de difteria zoonética com M.

4.4 Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade de oito amostras de C. ulcerans, de origens diversas, a 12
agentes antimicrobianos determinados pelo método de disco-difusdo estdo apresentados na
Tabela 7. Foram observadas diferencas entre susceptibilidade/resisténcia de acordo com o
método utilizado para avaliacdo, CLSI ou EUCAST-BrCAST para algumas amostras e agente

antimicrobianos.
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Tabela 7 - Perfis de susceptibilidade de amostras de C. ulcerans, de origens diversas, a 12

agentes antimicrobianos avaliados pelo método de disco-difusdo, segundo CLSI/ EUCAST-

BrCAST
N = = 3 o~
Antimicrobianos <DF < 2 <DF % § S g
¢ 3§ ¢ © 8 F
Penicilina G 10/1UI I/S SIS I/S I/S I/S R/R SIR S
Ampicilina 10 pg S R S S S ND S S
Eritromicina 15 pg S S S S S S S S
Clindamicina 2 pg R/R R/R R/R R/R IIR IIR SIS R/R
Rifampicina 5 pg S/S I/S SIS S/S SIS SIS SIS SIS
Cefotaxime 30 pg S S S S S S S S
Imipenem 10 pg S S S S S S R S
Gentamicina 10 pg SIS SIR S/S SIR S/S S/S SIS ND
Linezolida 30 pg SIS SIS SIS SIS SIS SIS SIS SIS
Vancomicina 30 ug S/S R/S S/S SIS S/S SIS SIS SIS
Tetraciclina 30 pg S/S ND S/S SIS S/S S/IR S/S SIS
Ciprofloxacina 5 ug S/S S/S S/S SIS S/S SIS R/R SIS

S, sensivel; I, sensibilidade intermediaria; R, resistente; ND, ndo determinado; CLSI, Clinical and

Laboratory

Susceptibility Testing — Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
Fonte: (Da autora, 2016).

Standards Institute;

EUCAST-BrCAST; European Committee on Antimicrobial

As amostras de C. ulcerans BR-AD41, BR-AD61, BR-AD22 e 809 foram consideradas

resistentes a penicilina G pelo CLSI (10 Ul) e sensiveis quando avaliadas pelo EUCAST-

BrCAST (1 Ul). A amostra 2590 foi resistente a penicilina por ambos os protocolos. A amostra

2649 foi considerada resistente a penicilina na leitura pelo CLSI e sensivel pelo EUCAST-

BrCAST; além disso foi a Unica amostra resistente a ciprofloxacina e ao imipinem e sensivel a

clindamicina (CLSI/EUCAST-BrCAST).

Diferente do observado para a amostra selvagem BR-AD22 e as demais testadas, a

amostra mutante para o gene pld ELHA-1 mostrou-se resistente a ampicilina (EUCAST-

BrCAST), porém apresentou sensibilidade a penicilina G pelos dois protocolos utilizados.
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N&o foram observadas amostras multi-resistentes tanto para as isoladas de humanos como de

animais.

4.5 Pesquisa de atividade fosfolipasica através de métodos genotipicos e fenotipicos

As amostras foram avaliadas por método fenotipico para expressdo de PLD pelo teste
CAMP (Figuras 2 A e B). As amostras formadoras de CAMP reverso foram: BR-AD22, BR-
AD41, BR-AD61, 809, 210932 e 2649. As amostras 2590 (isolada do caso clinico descrito) e
ELHA-1 (mutante para o gene pld) ndo exibiram CAMP-reverso. As amostras de C. ulcerans
2652, FRC11, 210931, 05-146 e 09363 foram utilizadas como controles positivos nessa etapa

do estudo.

Figura 2 A- Resultados do teste de CAMP das amostras de C. ulcerans

Al Amostras 809 e FR-l, CAMP-reverso, 2590, CAMP-negativo; A2 Amostras 2652 €2649, CAMP-reverso;
A3 Amostras BR-AD61, CAMP-reverso, 2590, CAMP-negativo.
Fonte: (Da autora, 2015).

Figura 2 B- Resultados do teste de CAMP das amostras de C. ulcerans

B1 Amostras BR-AD22, BR-AD41 e 809, CAMP-reverso, ELHA-1, CAMP-negativo; B2 Amostras 363,146,
210932 e 210931, CAMP-reverso.
Fonte: (Da autora, 2015).
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Uma vez que a amostra 2590 apresentou comportamento atipico, ndo apresentando a
formacéo de halo reverso no teste CAMP, realizou-se a pesquisa do gene pld pela técnica de
PCR, utilizando-se oligonucleotideo pld-R1, que amplifica genes pld de C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis. Todas as amostras do estudo amplificaram o gene pld, incluindo a amostra
2590 isolada do caso clinico (Figura 3). Interessantemente, as amostras 809 e FRC11, que
expressaram atividade fosfolipasica, ndo amplificaram a sequéncia de oligonucleotideos
utilizada neste ensaio. A amostra FRC11 foi isolada em Ulcera de paciente na Franca e incluida

como controle no experimento.

Figura 3 - Multiplex-PCR de amostras de C. ulcerans para detecgdo do gene pld com

oligonucleotideo pld-R1.

< 165 rRNA 816pb
<« 1RoB 404pb
dixR 258pb —» < dipht4 303pb

pld203 - >

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Amostras: 1- 2649: 2- 2652 (C. ulcerans); 3- 2590; 4-
210932; 5- 809: 6- 27012 (controle C. diphtheriae tox+); 7-
FRC11 (C. ulcerans): 8- 19410 (controle C.
pseudotuberculosis): 9- mix: 10- agua: 11- Padrdo de peso
molecular.

Fonte: (Da autora, 2015).

4.6 Sequenciamento do genoma da amostra pld-negativa 2590

Os sequenciamentos dos genomas das amostras 2590 e 2649 confirmaram os isolados
como C. ulcerans e foram depositados no GenBank sob o0 nimero de acesso MPSS00000000 e
PST0000000 (SUBEDI et al., 2018). Os genes pld apresentaram 924 pb. Os genomas e genes
pld das demais amostras ja possuiam o acesso disponiveis no GenBank, com excecdo das
amostras BR-AD41 e BR-AD61, cuja confirmagdo da espécie foi realizada pelo
sequenciamento dos genes rpoB e 16S rRNA (SIMPSON-LOUREDO et al., 2014).

4.7 Analise filogenética e heterogeneidade do gene pld
A sequéncia completa do gene pld da amostra 2590 isolada do caso clinico foi comparada

com sequéncias do gene pld de diversas amostras de C. ulcerans e C. pseudotuberculosis

disponiveis no GenBank.
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As sequéncias de gene pld de amostras de C. ulcerans obtiveram uma similaridade ou e-
value de zero e cobertura (query cover) de 100%, significando que a probabilidade do
alinhamento ser ao acaso foi nula, as sequéncias foram alinhadas totalmente e com uma
identidade de 92 a 100% (Quadro 1).

Quadro 1 - Alinhamento de sequéncias dos genes pld de amostras de C. ulcerans

Sequences producing significant alignments;
Select: All None Selected:D
+ Alignments )
Description srclzfe JCU;?‘E S:f; e ldent  Accession
Corynebacterium ulcerans BR-AD22, complete genome 1596 1596 100% 0.0 100% CPO02791.1
Corynebacterium ulcerans 809, complete genome 1585 1585 100% 00 99% CPOO2790.1
Corynebacterium ulcerans sirain 131001, complete genome 1566 1566 100% 00 99% CPO10818.1
Conynebacterium ulcerans FRCA8, complete genome 1568 1568 100% 00 99% CPRO119131
Corynebacterium ulcerans strain 210931, complete genome 1568 1568 100% 00 99% CPO025331
Conynebacterium ulcerans sirain 210932 complete genome 1568 1568 100% 00 99% CPO0S500.1
Corynebacterium ulcerans strain NCTC7910 qenome assembly, chromosome: 1 1557 1557 100% 00 99% LT9064431
Conynebacterium ulcerans sirain 05146, complete genome 1557 1557 100% 00 99% CPOOST16.1
Corynebacterium ulcerans 0102 DNA, complete genome 1557 1557 100% 00 99% AP0122841
Conynebacterium ulcerans strain 131002 complete genome 1434 1434 99% 00 97% CPO110951
Conynebacterium ulcerans FRC11. complete genome 1428 1428 99% 00 97% CPO0%6221
Corynebacterium ulcerans sirain PO100/5, complete genome 190 1190 99% 00 92% CPO214171

Fonte: (Da autora, 2017).

Com base no alinhamento, arvores filogenéticas foram construidas por diferentes
métodos através do programa MEGA-6, apresentando robustez acima de 70%. O método de
agrupamento escolhido foi o Neighbor-joining (p-distance) (Figura 4). Foi observado que a
sequéncia do gene pld na espécie C. pseudotuberculosis apresenta uma alta similaridade
genética, com todas as sequéncias em um ramo, com excecao de uma de C. pseudotuberculosis
(262). Para a espécie C. ulcerans foi encontrada uma maior variabilidade na sequéncia de
aminoéacidos do gene pld.



Figura 4 - Arvore filogenética do gene pld de C. ulcerans e C. pseudotuberculosis

C. pseudofuberculosis 10026 pld

C. pzeudotuberculosis PO269-5 AN902_00135

Corynebacterium pseudotuberculosis strain N1 complete genome.
. pseudotuberculosis C. pseudotuberculosis pid
Corynebacterium pseudotuberculosis strain MEX25 complete genome.
C. pseudotuberculosis POZ22/4-1 AK970_00125

. pseudotuberculesis ES6 AN395_00130

. pseudofuberculosis ES5 pld

C. pseudotuberculosiz MEXY pid

C. pseudotuberculosis PADZ pld

. pseudotuberculosis Cp13 pld

C. pseudotuberculosis T1 pid

C. pseudetuberculesis MEX29 pld

. pseudotuberculosis PADS CpPADS_00090

. pseudotuberculosis PADE CpPADG_00625

C. pseudetuberculesis MEX1 pid

. pseudotuberculosis ATCC 19410 pld

0.02

. pseudotuberculosis 119 119 pld

C. pseudotuberculosis SigmakE pid

C. pseudotuberculosis MICS pld

. pseudofuberculosis phoP pld

. pseudotuberculosis PAD4 CpPAD4_0025
L— C. pseudotuberculosis 262 pid

Corynebacterium ulcerans strain PO100/5 complete genome.
. ulcerans 131001 pid

C. ulcerans 210932 pid

2649 pld

2590 pid

C. ulcerans BR-AD22 BR-AD22 pld

C. ulcerang lion pid

C. ulcerans 0102 0102 pld

C. ulcerans 0607 pld

C. ulcerans 210931 pid

C. ulcerans 0-9 pld

C. ulcerans 05146 pid

C. ulcerans FRCS58 FRCSS pld

_'—_C. ulcerans ATCC 51799 pld
C. ulcerans 809 809 pld

. ulcerans 0510 pld

C. ulcerans 131002 pid

C. ulceranz FRC11 FRC11 pid
C. ulcerans 739 pld
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Barra de escala indica 0,02% de divergéncia. A espécie C. pseudotuberculosis apresentou alta similaridade; C.
ulcerans apresentou diversidade genética para o gene pld.

Fonte: Da autora, 2017.

4.8 Avaliacdo da capacidade de interacdo bacteriana com proteinas plasmaticas e de

matriz extracelular de origem humana

Uma vez que previamente foi relatado pelo nosso grupo de pesquisa que C. ulcerans é
capaz de interagir com proteinas plasmaticas e de ECM (SIMPSON-LOUREDO et al., 2014),

no presente estudo foi investigada também a possivel influéncia da expressdo de PLD neste

processo por meio da inclusdo das amostras PLD-negativas ELHA-1e 2590. Os resultados
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apresentados no Grafico 1, 2 e 3 indicaram que as amostras de C. ulcerans foram capazes de
interagir com Fbg, Fn e colageno Tipo | porém em intensidades variadas. A maior capacidade
de interacdo com Fbg, Fn e colageno Tipo | foi observada para a amostra selvagem PLD-
positiva BR-AD22, sequida pela amostra 210932 toxigénica. A amostra mutante ELHA-1 teve
a capacidade de interacdo com as proteinas significativamente reduzida quando comparada com
a amostra selvagem BR-AD22.

As amostras 2590 PLD-negativa e 210932 PLD e TD-positivas mostraram resultados
equivalentes para interacdo com o colageno, porém a 210932 apresentou uma afinidade maior
pela Fb. Entretanto, diferencgas significativas foram encontradas entre a amostra 210932 e a
amostra 2590 na interagdo com Fn (p<0,05). As amostras ELHA-1 e 2590 PLD-negativas, ndo

apresentaram diferencas significativas quando comparadas entre si.

Gréfico 1 - Aderéncia das amostras de C. ulcerans ao colageno Tipo |

2.0

10AI - - }

BR-AD22 ELHA-1 2590 210932

Colageno pg

Amostra BR-AD22 apresentou maior aderéncia. Sem diferenca estatistica significativa entre as amostras ELHA-
1, 2590 e 210932.

Fonte: (Da autora, 2016).

Gréfico 2 - Aderéncia das amostras de C. ulcerans ao fibrinogénio

2.0 1

1.5+
1.0
- T
0.5- .
0.0 T T

BR-AD22 ELHA-1 2590 210932

Fibrinogénio pg

Amostra BR-AD22 apresentou maior aderéncia. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre as amostras
ELHA-1, 2590 e 210932.
Fonte: (Da autora, 2016).
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Gréfico 3 - Aderéncia das amostras de C. ulcerans a fibronectina

2.0+

1.5+

1.0+

0.5+

Fibronectina pg

0.0-
BR-AD22 ELHA-1 2590 210932

Amostra BR-AD22 foi apresentou maior aderéncia. Entre a amostra 210932 e 2590 foi encontrada diferenca
significativa pelo teste Anova.
Fonte: (Da autora, 2016).

4.9 Analise quantitativa da capacidade de interacdo bacteriana com superficie abiética

Anaélises prévias mostraram que C. ulcerans é capaz de interagir com superficie abiética
(placa de poliestireno) e induzir a formacdo de biofilme (dados ndo mostrados). Assim, de
acordo com essa informacdo, foi feita a analise quantitativa de micro-organismos viaveis no
biofilme formado sobre laminulas de Thermanox® através da técnica de remocdo mecanica das
bactérias pelo uso de areia estéril.

Na analise estatistica dos experimentos de interacdo pelo teste Anova foi observada
diferenca significativa (p<0,05) entre as médias das amostras (Grafico 4). Quando comparadas
entre si, as amostras 2590 PLD-negativa e BR-AD22 ndo apresentaram diferenca significativa;
entre a amostra 2590 PLD-negativa e para as demais houve diferenga significativa,

independente da producédo de TD e PLD, quando comparadas de forma pareada.
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Grafico 4 - Andlise quantitativa de micro-organismos viaveis no biofilme
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Fonte: (Da autora, 2018).

4.10 Ensaios moleculares relacionados a construcéo de mutante com cépia truncada para

0 gene pld

4.10.1 Anélises em bioinformaética

Para a construcdo da cepa mutante com gene pld de cépia truncada (Tabela 8) foram
utilizados trés pares de sequéncias de oligonucleotideos desenhados in silico no programa Clone
Manager, além de cepas de E. coli (E. coli DH5aMCR e BL-21) e diferentes enzimas de

restricdo (Smal e Xmal). Néo foi obtido sucesso nessa construcao.

Tabela 8 - Sequéncias de oligonucleotideos, enzimas de restricdo e temperaturas empregadas
para construcéo de C. ulcerans 2590 pld_mutante

Nome Sequéncias de oligonucleotideos Enzima T°C
Id-Xmal-s 5'-CGCG
Xmal 58
CCCGGGACCTGGCTCGATATTAAGAATCCTGA-3’
pld-Xmal-as 5'-CGCG CCCGGGCCAAAGATCATTCCGTCTAC-3' Xmal 58
PLDmut_2590_Xmal-s 5’-GCGCCCCGGGCGCGAATGCACTCGAAATTG-3’ Xmal 58
PLDmut_2590_Xmal-as 5’-GCGC CCCGGGGATCGCATGTCTTGTTTCCG-3’ Xmal 58
PLD_mut2_2590-as 5°-GCGC
Smal 60
GGGCCCGTCTACGTGGGCTTTCCCTAGG-3’
PLD_mut2_2590-s 5’-GCGCCCCGGGTCCTCACTACCCAAGGCG-3’ Smal 60

Fonte: (Da autora, 2017).
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Embora o plasmideo pk18mob-pld tenha se integrado ao cromossoma da amostra 2590,
como foi verificado através do crescimento da amostra mutante em meio seletivo com
canamicina 50 pg.mL-1, o gene pld continuou sendo codificado e a PLD expressa, conforme
resultado obtido no teste de CAMP pela inibicdo do halo de hemolise por S. aureus e formacao
do CAMP reverso (Figura 5).

Figura 5 - CAMP reverso da amostra 2590 pld-mutante

Fonte: (Da autora, 2017).

4.11 Clonagem das amostras de C. ulcerans com plasmideos pXMJ19mcherry e
pPEPR1p45gfp

As amostras foram transformadas e expressaram seus marcadores, como se verificou na

fluorescéncia sob luz ultra-violeta do plasmideo pEPR1p45gfp (Figura 6) e na microscopia de

fluorescéncia (red fluo) do plasmideo pXMJ19mCherry (Figura 7).

Figura 6 - Amostras com plasmideo pEPR1p45gfp

C. ulcerans 809 C. ulcerans 2649 C. ulcerans 2590
Fluorescéncia esverdeada sob luz UV.
Fonte: (Da autora, 2017).
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Figura 7- Microscopia de fluorescéncia em amostras de C. ulcerans com plasmideo
pXMJ19mCherry

Fluorescéncia alaranjada em microscopio de fulorescéncia.
Fonte: (Da autora, 2017).

4.12 Analise através de modelo experimental in vivo da influéncia de PLD na mortalidade

e alteracGes morfoldgicas de nematodeos C. elegans

Ensaios de sobrevivéncia do nematédeo C. elegans frente a infeccdo pelas bactérias
foram realizados com todas as amostras de C. ulcerans e os resultados comparados no
GraphPad Prisma 7.04 (Gréfico 5). Os vermes se mostraram mais sensiveis as amostras 2590
(TD e PLD negativa) e 2649 (TD negativa) seguida da amostra ELHA-1 (PLD negativa), sem
diferenca estatisitca entre elas (p<0,05). Houve diferenca significativa no p-valor entre as
amostras 2590 e E. coli OP50. Entre as demais amostras, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significantes.

Adicionalmente, alteracdes morfoldgicas foram observadas em todas as amostras de C.
ulcerans, como deformidade da regido anal (DAR) e ecloséo dos ovos ainda dentro dos vermes,
com presenca de larvas vivas (bagging), que sdo indicativos de capacidade de agresséo e
viruléncia da bactéria.

Além disso, ensaios de infeccdo foram realizados com os clones das amostras 2590,
2649 e 809 transformados com plasmideo pXMJ19mCherry e analisados em microscopia de
fluorescéncia (red fluo) com A de excitacdo de 587 nm e emisséo de 600-620 nm. Nas imagens
foram observados os sitios do trato gastro-intestinal (TGI) onde as bactérias se aderiram e
também € possivel avaliar qual amostra mais aderiu conforme a intensidade da fluorescéncia.
Nesse ensaio a amostra 2649 foi a que obteve melhor capacidade de interacdo/infeccao, seguida
da amostra 2590 com grau moderado. Por ultimo, a amostra 809 apresentou menor grau de

interacdo/infeccdo em C. elegans, ap6s 24 h, como se vé nas Figuras 8, 9 e 10.



Grafico 5 - Sobrevivéncia de C. elegans pos-infeccdo com C. ulcerans.
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Fonte: (Da autora, 2015).
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BR-ADG61

210932
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809
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2649

Figuras 8 A e B - Imagens de infeccdo por C. ulcerans 2649 pXMJ19mCherry em C. elegans

(A)

Aumento 100x: nematddeo inteiro
Superposicdo de imagem campo brilhante e
fluorescéncia.

Aumento 400x: por¢do mediana e parte
do TGI.

As aeras em rosa indicam os locais de infecdo das bactérias aderidas ao TGI, pela emisséo de fluorescéncia.

Fonte: (Da autora, 2017).



Figura 8 - Imagem de infecgéo por C. ulcerans 2649 pXMJ19mCherry em C. elegans
(B)

(B)Aumento 400x: por¢do mediana e parte do Aumento 400x: porcéo final do TGl,
TGI, somente fluorescéncia. superposicao de imagem campo brilhante e
fluorescéncia.
As deras em rosa indicam os locais de infecdo das bactérias aderidas ao TG, pela emissdo de fluorescéncia.
Fonte: (Da autora, 2017).

Figura 9 - Imagem de infeccdo por C. ulcerans 2590 pXMJ19mCherry em C. elegans.

T R
C

¥ 3 ! {
Aumento 400x, superposi¢do de imagens: Aumento 400X : somente fluorescéncia,
porcdo mediana, TGl em rosa e ovos eclodidos mesma imagem
e larvas (bagging)
As &eras em rosa indicam os locais de infe¢do das bactérias aderidas ao TGI, pela emisséo de fluorescéncia.
Fonte: (Da autora, 2017).
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Figuras 10 A e B - Imagem de infec¢do por C.ulcerans 809 pXMJ19mCherry em C.elegans

(A)

Aumento 400x: nematddeo inteiro, TGl em rosa e bagging .
Fonte: (Da autora, 2017).
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(B)

Aumento 400x: mesma imagem, somente fluorescéncia.
Fonte: (Da autora, 2017).

4.13 Avaliacdo do potencial de viruléncia pelo modelo experimental in vivo em lagartas
de G. mellonella

Os resultados (Tabela 9) da avaliacdo de viruléncia no modelo biolégico G. mellonella
foram demonstrados pela melanizacao da lagarta em resposta a infec¢do, que se tornou escura,
variando do cinza/castanho ao negro, além da diminuigdo da atividade e de reacdo das larvas,
no tempo avaliado (OTT e al., 2012).

No teste em questdo, amostras de C. ulcerans foram capazes de levar a 6bito diferentes
nameros de lagartas. As amostras PLD-positivas e TD-negativas 809 e 2649 de C. ulcerans
causaram a morte do nimero total de lagartas testadas (n=5), seqguidas da amostra PLD-positiva
BR-AD22 (n= 3) e da amostra 210932 PLD e TD-positivas (n= 1).

As amostras PLD-negativa 2590 e ELHA-1 ndo levaram a 6bito nenhuma lagarta, porém
houve uma discreta melanizacdo das lagartas. Da mesma forma, ndo ocorreu 6bito de lagartas
injetadas com C. glutamicum e C. diphtheriae (tox+), além do tampd@o MgSQa utilizado nos

experimentos.
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Tabela 9 - Namero de dbitos e melanizacdo de lagartas de G. mellonella 7 dias pos-infeccédo*

Amostra/ Obitos Amostra/
Producédo de Melanizacéo Producédo de Sem 6bito Melanizacéo
toxinas toxinas
C. ulcerans C. ulcerans ‘
809 5 2590 0 /(
PLD+, tox- PLD-, tox-
C. ulcerans 5 C. ulcerans 0
2649 ELHA-1
PLD+, tox- PLD-, tox-
C. ulcerans 3 C. glutamicum 0
BR-AD22 PLD-, tox-
PLD+, tox- '
C. ulcerans 1 C.diphtheriae 0
210932 200
PLD+, tox+ PLD-, tox+

£

*(n inicial= 5 lagartas); +, positiva; -, negativa.
Fonte: (Da autora, 2019).

4.14 Avaliacdo do perfil hematoldgico e inducdo de lesdo cutdnea de murinos poés-

infectados com C. ulcerans

Uma vez que o nimero de camundongos disponiveis para a realizagdo do experimento

era estrito, foram selecionadas amostras que fossem representativas quanto as toxinas expressas

(TD e PLD) e estdo descritas na Tabela 10, assim como as alteracfes que ocorreram nos valores
do hemograma (SANTOS et al., 2016).
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Tabela 10 - Contagem de células sanguineas em hemograma de camundongos pos-infecgéo.

Amostra H
m X Plag x . .

LG/uL 105/uL 106/q L Seg Linfo Mono Baso Eosino

TD/PLD H H

210932 13.100 8,78 1.197.000 7.336 32 12 0 0
+/+

210932 10.800 4,65 588.000 1.620 79 4 0 1
+/+

BR-AD22  18.700 6,9 65.000 8.041 47 10 0 0
-[+

BR-AD22  13.100 6,13 542.000 7.336 44 0 0 0
-[+

BR-AD22  9.900 5,74 719.000 2.270 73 2 0 2
-/+
2590 12.600 7,29 883.000 2.268 82 0 0 1
-/-
2590 8.600 7,29 1.074.000 1.462 79 2 0 2
-/-
2590 6.100 8,46 1.262.000 976 77 5 0 2
-/-

Elhal 10.000 9,13 1.411.000 2.300 71 4 0 2
-/-

Elhal 7.400 7,07 961.000 592 90 2 0 0
-/-

Elhal 9.400 6,75 944.000 752 90 1 0 1
-/-

Controle 8.700 7,52 825.000 1.044 87 0 0 1

Controle  10.000 8,58 837.000 1.600 79 5 0 1

TD: toxina difteria; PLD: fosfolipase D; LG: leucometria global; Hm: hemédcias; Seg: neutrofilo
segmentado; Linfo: linfécito; Mono: mondcito; Baso: baséfilo; Eosino: eosindéfilo.
Fonte: (Da autora, 2017).

O numero de Obitos registrado foi igual a um (n= 1), 48 h ap6s a infeccdo de
camundongo com a amostra 210932 TD e PLD-positivas. Mudanca significativa na proporgéo
entre 0 nimero total e relativo de células vermelhas (hemacias) e reducdo de 50% na
percentagem de hemoglobina foram igualmente observadas para a mesma amostra.

Empilhamento de hemécias, com formacé&o de rouleaux eritrocitério, caracteristico em
quadros de inflamacdo, foi encontrado em todas as amostras testadas, com excecdo da ELHA1-
pld mutante (Figura 11). Anisocitose com normocitose foram observadas nas amostras 210932,
BR-AD22 e ELHA1-pld mutante. Leucocitose foi observada independente da produgéo de TD
ou PLD. Formagc&o de neutrofilo toxico (Figura 12) encontrado em casos de inflamag&o severa

ou infeccdo bacteriana (sepse), embora raro em camundongos, foi observada na amostra
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201932. Agregacdo plaquetéria foi encontrada em diferentes niveis para todas as amostras
testadas, independente da producédo de TD e PLD (Figura 13).
O sangue coletado de um animal controle coagulou durante a coleta e por isso foi

descartado da contagem de células sanguineas.

Figura 11- Rouleaux eritrocitario (empilhamento de hemécias - “hemacias em moedas™)
C. ulcerans 210932.

Fonte: (Da autora, 2016).

Figura 12 - Neutrdfilo toxico Figura 13 - Agregacéo plaquetaria

Neutréfilo téxico por amostra 210932 Aumento: 100x
Aumento:100x Fonte: (Da autora, 2016).

Fonte: (Da autora, 2016).

AlteracGes cutineas, com reacdo local inflamatoria e formacdo de ulceras foram
observadas para todos os animais que foram infectados com as amostras PLD-positivas BR-
AD22 (TD-negativa) e 210932 (TD-positiva) (Figuras 14 A e B). As amostras TD e PLD-
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negativas 2590 e ELHA-1 pld-mutante ndo causaram alterag&o no local da inoculagéo (Figuras
15 A e B), assim como o controle negativo (Figura 15 C).

Mudangas de comportamento (pelos ericados, alteracdo de postura e diminuicdo de
atividade) ndo foram observadas nos animais testados durante o periodo do experimento.

Figuras 14 A e B - Lesédo no local de inoculagdo de suspensédo bacteriana de C. ulcerans em

cauda de camundongo Swiss-Webster

(A) (B)

Amostra BR-AD22 PLD+ TD- Amostra 210932, PLD+e TD +
Fonte: (Da autora, 2016).

Figura 15-Auséncia de lesdo no local de inoculagdo de C. ulcerans em cauda de camundongo
Swiss-Webster
(A)

(A) amostra 2590 PLD e TD-negativa; (B) amostra ELHA-1 pld mutante e TD-negativa; (C) controle negativo.
Fonte: (Da autora, 2016).

4.15 Influéncia de concentragdes de ferro na expressdo de fosfolipase D

O crescimento das bactérias em meio HI contendo diferentes concentracdes de ferro e a
sua influéncia na atividade fosfolipasica de amostras de C. ulcerans foi avaliada em teste
CAMP (Figuras 16, 17 e 18).
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N&o houve alteragéo na formacdo de CAMP-reverso de todas as amostras nas diferentes
condigdes testadas; observou-se uma pequena diminui¢cdo do halo formado pela amostra

210932 TD positiva, quando crescida em meio com deplecéo de ferro.

Figura 16 - CAMP-reverso da amostra 809

Fe-: meio com deplecgdo de Fe; Fe+: meio com adi¢do de Fe; HI: meio puro. B: Brasil; G: Alemanha
Fonte: (Da autora, 2017).

Figura 17 — CAMP-reverso da amostra 2590.
(A) (B) ©

(A) HI, meio puro; (B) Fe-, meio com deplecdo de Fe; (C) Fe+: meio com adicdo de Fe; B: Brasil; G: Alemanha
Fonte: (Da autora, 2017).
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Figura 18 — CAMP-reverso das amostras BR-AD22, BR-AD41, BR-ADG1 e 210932.
(A) (B) ©

(A) HI, meio puro; (B) Fe-, meio com deplecdo de Fe; (C) Fe+: meio com adi¢do de Fe; B: Brasil; G: Alemanha
Fonte: (Da autora, 2018).

4.16 Pesquisa da capacidade de interacdo bacteriana com macréfagos humanos e células
Hela

4.16.1 Interacdo bacteriana com macrofagos U-937

Todas as amostras avaliadas de C. ulcerans, independente da origem, foram capazes de
interagir com macré6fagos humanos em graus variados, mostrando sua capacidade em aderir a
superficie celular (Gréafico 6). A amostra 809 de origem humana exibiu maior capacidade em
aderir; as amostras 210932 TD positiva de origem humana e BR-AD22 TD negativa de origem
animal apresentaram niveis proximos de aderéncia. N&o houve diferenca significativa entre as
médias (p<0,05), segundo teste Anova, porém houve diferenca estatistica significativa entre a
amostra BR-ADG61 e as amostras BR-AD22 e 210932, segundo analise comparativa.

De maneira semelhante, as amostras de C. ulcerans foram internalizadas e capazes de
sobreviver no interior de macrofagos em intensidades variadas (Grafico 7). A amostra de
origem animal BR-AD41 foi a que exibiu maior taxa de sobrevivéncia citoplasmatica; as outras
amostras, independente da presenca do gene tox ou producdo de fosfolipase exibiram niveis
similares de sobrevivéncia intracelular em macréfagos U-937. Houve diferenca significativa
entre as médias das amostras (p<0,05) segundo o teste Anova e entre a amostra 2590 e amostra
210932, segundo o teste T.
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Gréfico 6 - Aderéncia a macrofagos por amostras de C. ulcerans
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Aderéncia das amostras em graus distintos, sem diferenca estatistica significativa (Anova).
Fonte: (Da autora, 2015).

Gréfico 7 - Invasdo de macrofagos por amostras de C. ulcerans em graus distintos, houve

diferenca estatistica significativa entre as médias (Anova).

40 -
30+
o
AT
%)
[+
> 20
£
X
10+
_ T
0= T * T 1 T —_
N
‘)(\/ o(o'\v Oq/”t/ Q\?‘ (])QQ %Qq 0;5’1/
v R v v o
‘be QJQ ‘b(}

As amostras exibiram diferenca estatistica significativa entre as médias (Anova), em experimentos de invaséo.
Fonte: (Da autora, 2015).

4.16.2 Interagdo com células HelLa

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos de viruléncia de C. ulcerans,

experimentos quantitativos de adeséo e invasdo foram realizados em células HeLa com as
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amostras 2590, 290i e 2649. A amostra 2590i foi anotada durante os experimentos na instituicéo
alemd FAU, quando a 2590 original passou a exibir alteragdo no teste CAMP. As amostras
mostraram capacidade de aderir e invadir, porém em niveis diferentes. A amostra 2590i, sem
expressao da PLD (sem CAMP reverso), foi a que mais aderiu, porém apresentou 0 menor grau
de invasdo. A amostra 2649 foi a que mais invadiu, superando em até 6 vezes a amostra 2590
em invasdo (Graficos 8 e 9).

Gréafico 8 - Aderéncia em células HelLa por amostras de C. ulcerans.
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A amostra 2590i (sem expressdo de PLD) apresentou maior capacidade de aderéncia.
Fonte: (Da autora, 2017).

Gréafico 9 - Invasdo em células HelLa por amostras de C. ulcerans.
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Amostra 2649 apresentou maior capacidade de invasdo em células HeLa.
Fonte: (Da autora, 2017).
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5 DISCUSSAO

A difteria € uma doenca infectocontagiosa de evolucdo aguda e imunoprevinivel. A
vacina é composta pelo toxoide diftérico e a imunidade conferida decresce com a idade. Por
somente neutralizar a TD, mas ndo atingir o patdégeno, a vacina em suas varias combinagoes
ndo elimina a infeccdo e o estado de portador assintoméatico (MATTOS-GUARALDI et al.,
2011).

Atualmente, nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, o nimero dos casos de
difteria vem aumentando. C. ulcerans e C. diphtheriae toxinogénicos podem produzir doenca
com risco de vida que requer tratamento urgente com antitoxina diftérica (DAT) mesmo sem a
confirmacdo laboratorial. Casos de difteria com quadros clinicos atipicos, com infeccdes
invasivas e auséncia de pseudomembranas por amostras atoxinogénicas de C. diphtheriae tém
sido descritos em maior frequéncia. Além disso, a difteria vem sendo relatada em individuos
parcial ou totalmente vacinados, com ocorréncia de surtos epidémicos, inclusive no Brasil
(DIAS et al., 2011a; HACKER et al., 2016; SEKAR et al., 2017).

Infeccbes no homem por C. ulcerans eram raras e tradicionalmente limitadas a
populagéo rural em contato com animais de criacdo ou ao consumo de leite cru ou derivados
ndo pasteurizados. Entretanto, durante a Ultima década, infeccdes por C. ulcerans no homem,
como difteria, fascite necrosante e lesfes ulceradas em pele vém aumentando em varios paises
e com frequéncia sdo relacionadas a transmissdo zoonotica (MATTOS- GUARALDI et al.,
2008; MEINEL et al., 2014, 2015). Na Europa e Japdo, o relato de casos de difteria por C.
ulcerans ultrapassa o niamero de casos por C. diphtheriae (WAGNER et al., 2012; SEKIZUKA
etal., 2012; HACKER et al., 2016a; SEKAR et al., 2017).

No Brasil, em 2008, foi descrito um caso de infec¢édo fatal por C. ulcerans em paciente
humano, por amostra atoxinogénica (MATTOS-GUARALDI et al., 2008). Nessa ocasido, 0
paciente era residente na zona sul da cidade do Rio de Janeiro e ndo houve ligagéo da possivel
fonte de infecgdo com animais. Adicionalmente, em 2010 e 2014, foram isoladas amostras
atoxinogénicas em cdes assintomaticos na regiao metropolitana do Rio de Janeiro (DIAS et al.,
2010; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014).

Em 2015, no estado de Pernambuco, foram relatados casos de difteria tanto por C.
diphtheriae como por C. ulcerans. Embora houvesse um relato anterior de co-infecgéo por C.
diphtheriae e mononucleose infecciosa (MATTOS-GURALDI et al., 2011), nesse estudo foi
identificado o primeiro caso de difteria por C. ulcerans ndo produtor de TD em co-infecgdo

com mononucleose infecciosa (SIMPSON-LOUREDO et al., 2019). O paciente apresentou
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quadro de difteria classica, embora fosse considerado imunizado, o que reforga a mudanca no
perfil epidemioldgico da doenga e a necessidade de rotina laboratorial para difteria, como
observado previamente por outros autores (DIAS et al., 2011a; SIMPSON-LOUREDO et al.,
2014).

Na mesma localidade, outra paciente apresentou quadro de faringite, com suspeita
inicial de difteria. O diagndstico ndo se confirmou, porém foram isoladas duas amostras de C.
ulcerans ndo produtoras de TD em cées que tinham convivio com a paciente. A localidade em
Pernambuco de onde foram isoladas as amostras de C. ulcerans € um municipio pequeno, da
area rural, onde o convivio com animais e o consumo de produtos lacteos in natura ou sem
fiscalizacdo sanitaria é comum. Este dado reforca o fato de que, na sua origem, a infecgdo por
C. ulcerans pode ocorrer por contato frequente com gado leiteiro ou pela ingestdo de seus
derivados (DIAS et al., 2011a; MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR; DAMASCO, 2011;
HACKER et al., 2016a).

Pesavento (2007) discutiu sobre fatores de viruléncia se expressarem em decorréncia da
pressdo seletiva associada a condi¢bes socioecondémicas como densidade demografica e
condicdes higiénico-sanitarias deficentes, aliadas ao convivio intimo com animais.

Mesmo com o isolamento de amostras em animais de companhia, em nosso pais ha
poucos relatos de amostras de C. ulcerans, o que levanta a questdo que ndo ha preocupacao e
nem conhecimento diagndéstico dos profissionais da area da salde para esse patdgeno, a despeito
da Nota Técnica N° 25.000.140.269/2010-39 do Ministério da Saude que alerta sobre a difteria.
E provavel que os profissionais ndo saibam isolar o microrganismo e nem reconhecer um
quadro clinico quando ele se apresenta. Os testes de triagem e fenotipicos demandam tempo e
preparo técnico e na maioria das vezes bastonetes Gram-positivos irregulares sdo descartados
como contaminantes. Na Inglaterra e Franca foram relatados varios casos, porém sdo paises que
tém um programa de prevencao, diagndstico e tratamento bem estabelecido (WAGNER et al.,
2012).

O tratamento e antibioticoterapia de doenca diftérica causada por C. ulcerans deve
seguir as orientacOes clinicas para pacientes infectados com C. diphtheriae. Um antibio6tioco
apropriado (penicilina ou eritromicina) deve ser usado para eliminar o agente causal,
interromper a producdo de exotoxina e reduzir a comunicabilidade (WAGNER et al., 2010;
MATTOS-GUARALDI et al., 2011; SEKIZUKA et al., 2012; CDC, 2018). Entretanto, em
nosso estudo, as amostras de C. ulcerans independente da produgéo de PLD apresentaram perfis
distintos quanto a sensibilidade a penicilina. Quando o método utilizado para avaliar foi o CLSI,

a maioria apresentou sensibilidade intermediaria ou resisténcia, com exce¢do da mutante
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ELHA-1, 2649 e 210932. A amostra 2590 isolada do caso clinico apresentou resisténcia a
penicilina tanto pelo CLSI como pelo EUCAST-BrCAST, o que justifica o paciente néo ter
respondido ao tratamento inicial.

Clindamicina é considerada como uma alternativa no tratamento de portadores de
bacilos diftéricos, especialmente naqueles casos resistentes a penicilina (ZAMIRI;
MCENTEGAR, 1972). Porém, em nosso estudo, as amostras de C. ulcerans mostraram
susceptibilidade intermediaria ou resisténcia a clindamicina, de maneira semelhante a estudo
realizado no Japdo em amostras coletadas de cdes (KATSUKAWA et al., 2012). A amostra
2649 foi a Unica que apresentou sensibilidade a clindamicina por ambos os protocolos. Dessa
forma, os dados sugerem que deva existir grande preocupacao em relacdo ao uso de antibiéticos
classicamente recomendados para casos de infeccdo por C. diphtheriae bem como para C.
ulcerans; e que a realizacdo de teste de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos deve ser
considerada sempre que houver suspeita de difteria.

Testes fenotipicos demandam tempo e conhecimento da técnica e somente eles ndo séo
capazes de identificacdo inequivoca de C. ulcerans, passiveis de apresentar resultados atipicos.
Um dos testes de diagndstico essencial na triagem de corinebactérias suspeitas em caso de
difteria é o teste CAMP (SOUCKOVA; SOUCEK, 1972; DIAS et al., 2011a). Amostras de C.
ulcerans sao consideradas CAMP reverso, porém a amostra isolada nesse estudo ndo apresentou
sua formacdo. Outro método comum usado na triagem laboratorial € o API-Coryne (DIAS et
al,. 2011a; HACKER et al., 2016a), que nem sempre consegue fornecer a uma identificacdo
conclusiva das espécies bacterianas, necessitando de provas auxiliares para confirmacdo, o que
demanda tempo e conhecimento (ALIBI et al., 2015), como foi observado nesse estudo para a
amostra 2590, ndo identificada como C. ulcerans pelo método citado.

Uma técnica fenotipica moderna de diagndstico, como MALDI-TOF MS, tem sido
utilizada com maior frequencia na triagem laboratorial, com bons resultados, trazendo rapidez,
menor manipulagdo da amostra a um custo efetivo mais baixo. Corinebactérias podem
facilmente ser identificadas em 15 min por MALDI-TOF MS; a desvantagem € que ndo sdo
identificadas amostras produtoras de TD (SEKAR et al., 2017). A seguranca do teste € outro
fator importante, Konrad et al. (2010) identificaram corretamente 100% de 90 amostras de
corinebactérias isoladas em uma levantamento epidemiologico realizado em hospital.
Entretanto, em estudos mais recentes, 76,9% das amostras ndo foram identificadas ao nivel de
espécie pelo técnica de MALDI-TOF MS, somente ao nivel de género Corynebacterium spp
(ALIBI et al., 2015), como observado por esse estudo em duas amostras de C. ulcerans (2590
e 2649).
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Com base nessa questdo, a identificacdo de espécies de corinebactérias somente é
alcancada quando sdo utilizadas técnicas genotipicas, como PCR, sequenciamento de genes
housekeeping (16S rRNA e rpoB) e sequenciamento parcial ou completo de genomas
(HACKER et al., 2016a; SEKAR et al., 2017). A técnica de mPCR, onde sdo utilizados cinco
pares de oligonucleotideos € capaz de identificar as trés espécies de corinebactérias
potencialmente produtoras de TD e é muito empregada na rotina laboratorial em casos de
suspeita de difteria (TORRES et al., 2013; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014). No estudo em
questdo, a mPCR conseguiu identificar todas as amostras de C. ulcerans, incluindo a producgéo
de TD.

O desenvolvimento de sequenciamento de DNA de alto rendimento proporcionou
oportunidades para a pesquisa de genomas. A aplicacdo dessas novas tecnologias resultou em
descricdes detalhadas sobre a arquitetura do genoma e o conteido genético comum e especifico
das espécies de Corynebacterium, proporcionando sua identificacdo inequivoca (VENTURA
et al., 2007; TROST et al., 2011; BURKOVSI, 2013; HACKER et al., 2016a). As amostras
isoladas na localidade de Pernambuco foram encaminhadas para o sequenciamento, uma vez
gue o MALDI-TOF MS néo as identificou a nivel de espécie. Embora pela técnica de mPCR
elas tenham sido identificadas, o0 comportamento atipico da amostra 2590 tornou necessario
uma identificacdo a nivel de genoma.

C. ulcerans e C. pseudotuberculosis sdo as Unicas corinebactérias que produzem PLD,
compartilhando alta similaridade genética e ocupando o mesmo ramo filogenético em arvore
construida pelo alinhamento do gene rpoB (KHAMIS, RAOULT; SCOLA, 2004; DORELLA
etal., 2006). Ao lado da TD, a PLD é considerada o principal fator de viruléncia de C. ulcerans
e C. pseudotuberculosis. Em contraste com a TD, o gene pld esta presente no cromossoma de
todas as amostras de C. ulcerans (HACKER et al., 2016a). Amostras de C. ulcerans produtoras
de PLD, mas ndo da TD, sdo capazes de causar doenca severa no homem, como linfadenites,
dermatites, abscessos cutaneos, fariginte aguda e infeccBes no trato respiratorio inferior
(pneumonia e nodulos granulomatosos em tecido pulmonar) (DESSEAU et al.,1995;
HOMMEZ et al., 1999; HATANAKA et al., 2003; DIAS et al., 2011a). Consequentemente,
amostras de C. ulcerans ndo produtoras de TD ndo devem ser subestimadas. PLD pode causar
um aumento na permeabilidade vascular, tem propriedades dermonecrdticas, reduz a
viabilidade de neutrofilos e macrofagos e pode causar agregacédo plaquetaria com formacdo de
trombos intravenosos em animais de laboratério (SOUCKOVA; SOUCEK, 1972; SCHMIEL;
MILLER, 1999; DIAS et al., 2011a).



83

Embora a producdo de PLD n&o tenha sido demonstrada pela inibi¢cdo de hemdlise no
teste CAMP, a amplificacdo da sequéncia génica de pld da amostra 2590 pela PCR foi
demonstrada. Adicionalmente, o alinhamento das sequéncias de genes pld das espécies C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis e construcdo da arvore filogenética permitiu observar que C.
pseudotuberculosis mostrou uma alta similaridade entre as sequéncias, ocupando um Unico
ramo e uma grande diversidade entre as sequéncias de nucleotideos de C. ulcerans. A
heterogeneidade do gene pld de C. ulcerans pode sugerir o comportamento atipico da amostra
2590, uma vez que rearranjos no genoma bacteriano, como inativacdo ou perda de genes sao
particularmente observados em Vvarios géneros bacterianos cujo meio de vida esta ligado a
adaptacao a diversos hospedeiros e nichos ecoldgicos que proporcionam muitos intermediarios
metabolicos (VENTURA et al., 2007, TAUCH; BURKOVSKI, 2015).

O sequenciamento de genoma e genes e 0s ensaios moleculares com construcdo de
mutantes séo ferramentas valiosas para melhor compreenséao dos genes envolvidos na viruléncia
(GREEN; SAMBROOK, 2012; TROST et al., 2011). Entretanto, em determinadas amostras de
uma mesma espécie a construcdo de mutantes nao foi bem-sucedida, como observado para
amostra 809 de C. ulcerans (HACKER et al., 2015).

Sinais clinicos de difteria demonstrados pela amostra de C. ulcerans 2590 incluiram a
presenca de uma membrana branco acinzentada, "pescoco de touro™ e sinais de toxicidade
sistémica. O fato de sinais de difteria cléssica estarem presentes em quadro de infecgdo por
amostra de C. ulcerans TD e PLD-negativas aponta para a participacdo de outros fatores
envolvidos nos mecanismos da viruléncia e que necessitam de estudos adicionais. Ainda, em
razdo do aumento do nimero e da severidade dos casos de infec¢fes em individuos parcial ou
totalmente imunizados, esses mecanismos vém sendo objeto de estudos mais detalhado.
Pesquisas prévias demonstraram a existéncia de um conjunto de fatores de viruléncia presentes
em amostras de C. ulcerans, além da TD e exotoxina PLD, tais como: catalase, proteases,
deoxiribonuclease (DNAse), neuraminidase H (NanH), endoglicosidase E (EndoE) e
subunidades de pili adesivos do tipo SpaBDEF (TROST et al., 2011; BURKOVSKI, 2013;
HACKER et al., 2016a).

Nesse sentido, amostras de C. ulcerans apresentaram potencial de toxigenicidade em
experimentos in vivo, como demonstrado anteriormente em experimentos em animais de
laboratério e pela formacdo da Glcera com deposito de fibrina em pacientes (SOUCKOVA;
SOUCEK, 1972; MATTOS-GUARALDI et al., 2008; DIAS et al., 2011b). Amostras de C.
ulcerans possuiram atividade artritogénica amostra-dependente, ndo relacionada & produgéo de

catalase, DNAse e TD e demonstraram um maior potencial artritogénico e de mortalidade
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quando comparadas com amostras de C. diphtheriae durante infecgdo experimental in vivo em
camundongos (DIAS et al, 2011b).

Estudo anterior avaliou modelo de infeccdo intranasal por C. ulcerans em camundongos,
onde o patdgeno foi recuperado de trato respiratdrio superior, circulacdo periférica e
disseminado para pulmdes, figado e rins, caracterizando infeccao sistémica (MOCHIZUKI et
al., 2015). Outro estudo comprovou a atividade fosfolipasica em ensaios utilizando sangue de
caprinos, com alteracdes detectadas em contagem de hemaécias, volume globular médio (VGM),
concentracdo de hemoglobina, entre outros (MAHMOOD et al., 2016). Em nosso estudo, a
infeccdo por via corrente sanguinea foi capaz de causar alteracdes no perfil hematoldgico
murino em graus variados. Formacdo de rouleaux eritrocitario, indicador de inflamacéo pela
hiperfibrinogenemia e hiperglobulinemia (SCHALM, 2001) foram observadas para todas as
amostras, exceto para a mutante ELHA-1. Leucocitose, que da mesma forma é observada na
resposta inflamatoria, foi detectada durante a infeccdo, independente da producdo de TD ou
PLD pelas amostras de C. ulcerans. Entretanto, a resposta a infeccdo por inoculacdo na pele
teve resultados distintos, sendo nitida a influéncia de PLD na formacédo de lesGes/Ulceras. A
amostra 2590 PLD negativa como a mutante ELHA-1 ndo foram capazes de induzir lesdes.

Modelos de animais invertebrados vém sendo empregados em estudos de interacdo
patégeno-hospedeiro com bactérias diversas (JANDER; RAHME; AUSUBEL, 2000; OTT et
al., 2012). Entre eles se destaca 0 nematddeo C. elegans como esquema de avaliacdo facil e
rapida da viruléncia e frequentemente servindo como exemplo de rota de infec¢do oral de
patdgenos humanos e animais como C. diphtheriae, C. pseudotuberculose e C. ulcerans (OTT
et al., 2012; SANTOS et al., 2015b). Em ensaio realizado por Ott et al. (2012), n&o foi
observada diferenca entre as percentagens de sobrevivéncia dos nematddeos quando infectados
pela amostra selvagem BR-AD22 produtora de PLD e sua mutante com cépia truncada ELHA-
1, porém, diferencas foram detectadas quando avaliadas entre as espécies de corinebactérias. O
sitio de colonizagéo das diferentes espécies de corinebactérias também foi observado, com C.
diphtheriae ocupando a faringe e TGI anterior, C. ulcerans 809 ocupando o TGl médio e BR-
AD?22 dispersa por todo o corpo.

Entretanto, em nosso estudo, a sobrevivéncia de C. elegans em resposta a infeccéo por
amostras de C. ulcerans foi observada em diferentes niveis. A influéncia de expressdo de PLD
nesse modelo foi determinante, uma vez que amostras que nao expressavam PLD (2590 e
ELHA-1) levaram a 6bito maior percentagem de vermes, enquanto amostras PLD-positivas
exibiram menor capacidade de morte de nematddeos, independente da produgdo de TD.

Entretanto, outros fatores de viruléncia podem estar envolvidos e levando A construcéo de
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clones de amostras de C. ulcerans com plasmideos de fluorescéncia mCherry permitiu a
visualizagdo da colonizacdo/infeccdo em TGl e vulva dos nematddeos com a formacgédo de DAR.
Outro exemplo de invertebrado que vem sendo empregado em estudos de interacdo
patdgeno-hospedeiro € a lagarta de G. mellonella, que possui um sistema imune mais complexo
(OTT etal., 2012). Ensaio anterior mostrou diferencas entre as corinebactérias C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, que induziram efeitos mais severos do que C. diphtheriae. Foi observada
diminuicdo drastica das alteracGes quando comparadas amostra selvagem BR-AD22 produtora
de PLD e sua mutante ELHA-1 (OTT et al., 2012). Essa alteracéo foi igualmente observada em
nosso experimento. As amostras ELHA-1 e 2590 PLD-negativas ndo foram capazes de matar
nenhuma lagarta, em contraste com as amostras PLD-positivas. Ambos 0s experimentos
demonstraram a influéncia da PLD em modelos animais com sistema imune mais complexo.

Apesar dos nameros crescentes de infec¢bes e desfechos fatais, os dados referentes a
colonizagdo de superficies e de tecidos de superficie mucosa humanos sdo escassos (HACKER
etal., 2015). Estudos prévios demonstraram a capacidade de C. ulcerans em se ligar a proteinas
da matriz plasmatica e tecidual - Fbg, Fn e colageno Tipo I- em niveis variados (SIMPSON-
LOUREDO et al., 2014).

Fb é a principal proteina do plasma humano, e tem sua sintese dramaticamente
aumentada durante a inflamac&o ou sob condicGes de estresse, tais como infecgdes sistémicas.
Portanto, ndo surpreende que muitos patdgenos bacterianos possam interagir com Fbg e
manipula-lo biologiamente (RIVERA et al., 2007). Fbg estd primariamente envolvido na
cascata de coagulacdo através de sua conversdo em fibrina insolUvel. Patogenos bacterianos
possuem habilidade em explorar mecanismos envolvidos no sistema de coagulacdo para
colonizar proteinas de matriz expostas ou evadir-se de mecanismos imunes de remocao
bacteriana (MOSESSON, 1975; LANTZ et al., 1985; SUN, 2006). A presenca de Fbg nas
superficies bacterianas pode ser um excelente meio de evitar a fagocitose em hospedeiros
humanos, como previamente descrito para outros patogenos Gram-positivos (SCHUBERT et
al., 2002; RENNERMALM.; NILSSON.; FLOCK etal., 2004; PIERNO et al., 2006), incluindo
C. diphtheriae (GOMES et al., 2009; SABBADINI et al., 2010). Semelhante a C. diphtheriae,
diferencas qualitativas e quantitativas na expressdo de adesinas de ligacdo ao Fbg podem
contribuir para as varia¢des no potencial de viruléncia para o hospedeiro humano e na formagéo
de pseudomembranas pelas cepas de C. ulcerans (SABBADINI et al., 2010, SIMPSON-
LOUREDO, 2014b). No estudo atual, as amostras de C. ulcerans interagiram com Fbg em

diferentes niveis. A amostra BR-AD 22 PLD-positiva apresentou uma capacidade maior de
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ligagdo quando comparada com sua mutante ELHA-1; as duas amostras PLD-negativas, 2590
e ELHA-1 demonstraram capacidade semelhante de ligacdo ao Fbg.

Fn é uma glicoproteina complexa encontrada na forma solivel em muitos fluidos
corporais (sangue, saliva) e na forma insoltvel como um componente de superficies celulares,
membranas basais, e matrizes extracelulares. Fn plasmatica soltvel interage com varias batérias
e superficies celulares, podendo servir como um receptor para a aderéncia da bactéria a célula
epitelial do hospedeiro, tendo assim, um importante papel no tropismo tecidual e
simultaneamente de ligacdo ao Fbg, fibrina, colageno, células humanas e bactérias (MOSHER,
1975; RUOSLAHTI; VAHERI, 1975; ENGVALL; RUOSLAHTI, 1977; ENGVALL;
RUOSLAHTI; MILLER, 1978,). Colageno Tipo | é a forma mais prevalente de varios tipos
distintos de colageno observados em paredes arteriais, 0ssos, dentina, derme, tenddes e parede
uterina. Todos os tipo de colageno sdo ativos na ligacdo com Fn, porém em graus variados
(ENGVALL; RUOSLAHTI; MILLER, 1978). A ligacdo ao colageno e Fbg é mediada pelo
mesmo sitio de ligac&o da Fn.

As amostras de C. ulcerans mostraram afinidade a Fn plasmatica e colageno Tipo |
humanos em intensidades variadas. De forma semelhante ao Fbg, a amostra BR-AD22 foi a que
apresentou o maior grau de ligacdo com Fn e colageno, como foi observado em estudo anterior
(SIMPSON-LOUREDO et al., 2014a). A amostra 210932 apresentou ligacdo maior a Fn do
que as amostras ELHA-1 e 2590, porém nao houve diferenca quando observada a ligacdo ao
colageno.

Nematddeos exibem uma matriz extracelular rica em colageno, chamada cuticula. As
barreiras extracelulares da matriz formam linhas de defesa contra estressores ambientais
quimicos e microbianos. Estudos prévios demonstraram que o efeito nocaute de genes
necessarios para cuticula de C. elegans e a integridade epidérmica alterou diversas respostas ao
estresse celular (DODD et al, 2018). Nesse estudo, BR-AD22 PLD-positiva e 210932 PLD e
TD positivas apresentaram maior capacidade de interagir com colageno Tipo | e em acordo
com estudo anterior, apresentaram menor capacidade de causar Obito dos nematodeos,
possivelmente devido a afinidade com a cuticula colagenosa da matriz extracelular de vermes,
0 que diminuiria a disponibilidade de bactérias livres como fonte de alimento e consequente,
menor ingestdo. De maneira inversa, as amostras 2590 PLD-negativa e ELHA-1 PLD mutante,
com menor interacdo com o colageno Tipo I, foram capazes de matar maior percentual de
nematodeos, uma vez que nao ficaram aderidos ao colageno da cuticula e colonizaram o TGI.
Os dados sugerem que a atividade bacteriana da PLD pode favorecer a interagdo da cuticula e

a inibicéo da ingestdo de C. ulcerans por vermes.
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O primeiro passo no processo de infeccdo de patdgenos extracelulares é geralmente a
adesdo e a colonizacdo da superficie dos tecidos do hospedeiro. Evidéncias de outros patégenos
Gram-positivos sugerem que adesinas de superficie bacteriana reconhecendo moléculas de
adesdo na matriz podem servir como candidatas com potencial antigénico para o
desenvolvimento de novas imunoterapias, inclusive para doenca do tipo diftérica e infeccbes
invasivas causadas por C. ulcerans (RIVERA et al., 2007). Varios quadros de doenca invasiva,
como nodulos pulmonares, artrite, abscesso axilar e peritonite foram relatados onde o agente
causal foi o C. ulcerans, portanto a capacidade de adesdo e colonizacdo esta presente nesse
patdgeno, a despeito da presenca de TD.

J& foi comprovada a habilidade de C. ulcerans em interagir com células epiteliais (Hep2
e Detroit562) e macrofagos humanos. Esses dados enfatizam a capacidade de C. ulcerans, um
patdgeno classicamente relacionado a infeccdo animal, de colonizar e/ou infectar tecidos
humanos. A habilidade em causar les@o e se disseminar pelos tecidos parece estar relacionada
a capacidade de sobrevivéncia intracelular e independe da presenca de TD e Shiga-like,
conforme demonstrado nos ensaios de células HEp2 e cobaios (SANTOS et al., 2010;
SIMPSON-LOUREDO et al., 2014b; HACKER et al., 2015, 2016b). No presente estudo, foi
observado que a atividade citotoxica da PLD ndo impediu a interacdo dos patdgenos com
macrofagos e células epiteliais (HeLA). Todas as amostras de C. ulcerans expressaram
mecanismos de interacdo e sobrevivéncia no interior de macr6fagos humanos em graus
variados, independente da producao de PLD e TD.

Em estudo executado anteriormente, a atividade fosfolipasica de C. ulcerans nédo
interferiu na adesdo e invasao de células HeLa (HACKER et al., 2015). Em contraste, no estudo
atual, a expressdo da PLD pelas amostras mostrou interferéncia na aderéncia e invaséo de
células HeLa, uma vez que a amostra 2649 produtora de PLD aderiu menos porém foi capaz de
se manter viavel em maior nimero no interior das células; de maneira oposta, 2590 PLD-
negativa aderiu mais e invadiu menos, em acordo com estudo publicado por Lucas et al (2010),
onde amostra selvagem de Arcanobacterium haemolyticum produtora de PLD aderiu em menor
grau e invadiu em maior nimero quando comparada com mutante ndo produtora de PLD. Tais
resultados corroboram que a PLD de C. ulcerans é mais importante para a disseminagdo no
hospedeiro do que na adeséo as células do hospedeiro (HACKER et al., 2015).

A capacidade de formar biofilme é uma preocupacao na Medicina, no que concerne a
possibilidade em propiciar infecgbes graves e resistentes ao uso de antimicrobianos (GOMES
et al., 2013). Alguns fatores determinam a formacdo e extensédo de biofilme quando um

dispositivo médico é contaminado. Os biofilmes favorecem a manutengédo dos organismos em
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superficies abidticas e substratos organicos e protege 0s micro-organismos da fagocitose, de
anticorpos opsonizantes, da ativacdo do complemento e da fagocitose (GOMES et al., 2009).
Conforme relatado por Trost et al. (2011) e Meinel et al (2014), C. ulcerans possui em seu
genoma genes codificadores para proteinas de adesdo em superficie e proteinas de fimbrias,
responsaveis pelo contato e adesdo as células do hospedeiro. Em estudo anterior, foi
demonstrada a capacidade de formac&o de biofilme por amostras de C. ulcerans em superficies
abioticas, como poliuretano e poliestireno. Através da microscopia eletrénica de varredura foi
possivel observar e evidenciar diferentes niveis de formacédo e arranjo do biofilme sobre o
poliuretano (SIMPSON-LOUREDO, 2014). No presente estudo, a viabilidade de bactérias
sésseis em biofilme foi investigada. As amostras de C. ulcerans mostraram capacidade de se
manter viaveis independente da producdo de PLD e TD, em diferentes niveis, 0 que estd em
acordo com o experimento anterior. Esse dado reforca que embora a PLD de C. ulcerans tenha
um papel menor na aderéncia a superficies bioticas e abiéticas, ndo impede a manuten¢édo de
bactériss viaveis no biofilme e possa disseminar-se para outros locais do organismo do
hospedeiro.

O ferro € essencial para o crescimento bacteriano, mas sua disponibilidade no corpo
humano é muito limitada, porque esta quase totalmente presente sob a forma de complexos
como metaloproteinas ou glicoproteinas. Durante a infec¢do, a restricdo do ferro é estimulada,
uma vez que respostas do hospedeiro as bactérias invasoras inclui a hipoferremia. A limitacao
de ferro pode fazer com que os patdgenos bacterianos crescam mais lentamente; no entanto,
pode estimular os micro-organismos a produzirem maior dano tecidual, uma vez que muitos
fatores de viruléncia sdo controlados pelo suprimento de ferro no ambiente. C. diphtheriae é
capaz de superar as condi¢des do hospedeiro, produzindo sider6foros ou outros mecanismos de
absorcdo de ferro que permitem expressar fatores de viruléncia, como toxinas e
enzimas. Citotoxinas, siderdforos, heme oxigenase e lipoproteinas da superficie celular sdo
reguladas tanto pelo ferro quanto pelo gene DtxR. A expressdo de fatores de aderéncia por
varias espécies bacterianas € influenciada pelo acréscimo de ferro no meio. A restri¢do de ferro
no meio de crescimento promove a formagéo de biofilme (MOREIRA et al., 2003). Em
experimento realizado por Moreira et al. (2003), o ferro exerceu papel regulador em
propriedades de adesao do bacilo diftérico, a caréncia de ferro no meio modulou a expresséo de
carboidratos de superficie de C. diphtheriae.

Até o presente momento ndo sdo descritos em literatura recente experimentos que
avaliem a influéncia de ferro na expressao de fatores de viruléncia de C. ulcerans. Nesse estudo

as amostras foram avaliadas para a expressdo de PLD quando crescidas em condicdes de
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privacdo e suplementacédo de ferro, uma vez que a PLD se liga aos fosfolipideos da membrana
de eritrocitos de carneiro no teste CAMP e o ferro regula propriedades de adesdo. Nao houve
diferencas entre as amostras testadas, porém houve uma diminuicao discreta na formacéo do
CAMP reverso na amostra 210932 TD-positiva.

Em resumo, C. ulcerans é um patdgeno que vem crescendo em importancia em salde
publica pelo aumento do numero de casos em diferentes paises, com quadros de difteria e
infeccdes invasivas e em pele. A identificacdo rapida de C. ulcerans em casos de suspeita, assim
como o uso apropriado de antibioticos sdo essenciais para um bom desfecho da doenca. C.
ulcerans possui potencial zoono6tico, se adapta a uma ampla variedade de hospedeiros e possui
diversos fatores de viruléncia, o que indica a natureza multifatorial da doenga. O estudo da
espécie pode proporcionar a resolucdo de medidas de vigilancia epidemioldgica mais eficazes

e a pesquisa de outros possiveis alvos para confec¢do de vacinas, que ndo a TD.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

e Testes bioquimicos e fenotipicos convencionais ndo foram capazes de identificar todas as
amostras de C. ulcerans, assim como o teste semi-automatizado API-Coryne.

e O meétodo MALDI-TOF MS, atualmente muito utilizado para identificacdo de amostras
bacterianas ndo deu uma identificacdo em nivel de espécie para as amostras de C. ulcerans
deste estudo.

e Testes genotipicos (PCR e sequenciamento) apresentaram confiabilidade para identificacéo
de amostras de C. ulcerans e devem ser empregados, especialmente em casos de amostras
com comportamento fenotipico atipico.

e Este estudo relatou o primeiro caso de difteria simultanea por C. ulcerans e Ml, em parceria
com a SVS-Pernambuco, em individuo imunizado, o que destaca a relevancia do
diagnostico clinico da difteria em individuos previamente imunizados, assim como a
geréncia e o controle da difteria.

e Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos sdo essenciais como rotina laboratorial e
para o tratamento em casos de suspeita de difteria, uma vez que a amostra de C. ulcerans
isolada do caso clinico (2590) ndo apresentou sensibilidade a penicilina G por ambos os
métodos de avaliacdo (CLSI e EUCAST-BrCAST).

e O teste CAMP foi um método fenotipico eficaz para observacédo da expressdo da PLD por
amostras de C. ulcerans.

e A PCR foi capaz de identificar a amplificacdo de sequencias de nucleotideos do gene pld
nas amostras estudadas.

e O gene pld da espécie C. ulcerans apresentou uma grande variabilidade genética quando
comparado com o gene pld de C. pseudotuberculosis.

e Osresultados obtidos sugeriram que a PLD pode influenciar no processo de interagéo de C.
ulcerans com as proteinas de matriz extracelular e plasma, uma vez que houve diferenca
significativa entre a amostra selvagem BR-AD22 e a mutante com copia truncada para pld
ELHA-1. A amostra 2590 PLD-negativa exibiu resultados semelhantes aos da amostra
ELHA-1 na interacdo com as proteinas testadas.

e C. ulcerans é capaz de se manter viavel em biofilme, porém em niveis menores que a
espécie altamente formadora de biofilme, C. striatum, independente da producéo de TD ou
PLD.
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Estudos adicionais sdo necessarios para a construcdo de mutante com cépia truncada do
gene pld da amostra 2590, uma vez que néo foi obtido sucesso nessa construcdo, apesar das
diversas sequencias de oligonucleotideos desenhadas.

A execucdo de construcao de clones com plasmideos de fluorescéncia em amostras de C.
ulcerans foi realizada.

C. ulcerans foi capaz de infectar em véarios graus o nematddeo C. elegans; a expressdo de
PLD pode influenciar, uma vez que amostras ndo produtoras de PLD induziram a um maior
numero de Obitos; de modo contrério, a sobrevivéncia foi maior para amostras produtoras
de PLD. A colonizacdo do TGI dos nematédeos por amostras de C. ulcerans foi observada
nos ensaios de microscopia de fluorescéncia com plasmideo mCherry.

Foi demonstrada a influéncia de PLD expressa por C. ulcerans nos ensaios de viruléncia
em lagartas de G. melllonella.

C. ulcerans foi capaz de induzir alteracdes em perfis hematoldgicos de camundongos
(alteragdes morfoldgicas e no numero de células) e na resposta inflamatéria no local de
infeccdo. A producédo de PLD por amostras influencia nos processos de estabelecimento de
infeccdo local e sistémica, porém a producdo de TD intensifica a resposta do hospedeiro.
A concentracdo de ferro durante o crescimento bacteriano ndo interferiu na expresséo de
PLD pelas amostras quando avaliadas pelo teste CAMP.

C. ulcerans foi capaz de aderir e sobreviver no interior de macréfagos em niveis variados,
independente da producéo de PLD.

Para células HelLa foi observada a interferéncia de PLD nos processos de aderéncia e
invasdo, uma vez que a amostra PLD positiva aderiu em menor grau, mas foi capaz de
sobreviver em niveis acima da amostra PLD negativa.

Concluindo, a PLD é uma importante exotoxina produzida por C. ulcerans, porém néo é
primordial em todos os processos de patogenicidade, o que indica a natureza multifatorial
da viruléncia do patégeno. Estudos adicionais devem ser feitos em relacdo a variabilidade

genética do gene pld no sentido de esclarecer seu processo de leitura e ativag&o.
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Abstract Zoonotic Diphtheria by Corynebacterium
ulcerans is increasingly occurring in children, ado-
lescents and adults. In addition to diphtheria tox-
in (DT), phospholipasc D (PLD) is considered as
xvirulence factor of C. ulcerans. In the present study, a
first case of concurrent diphtheria by a PLD-negative
C. ulcerans and infectious mononucleosis (IM) was
XAverified. Clinical and microbiological profiles and
binding propertics to human Fibrinogen (Fbg),
Fibronectin  (Fn) and type I collagen (col T)
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biotinylated proteins and virulence to Caenorhabditis
elegans were investigated for C. ulcerans strain 2590
(clinical isolate) and two control strains, includingl®
PLD-positive BR-AD22 wild type and PLD-ncgative
ELHA-1 PLD mutant strains. MALDI-TOF assaysgim
and a multiplex PCR of genes coding for potentially
toxigenic coryncbacteria identified strain 2590 as non-
DT producing. Interestingly, strain 2590 did not
express PLD activity in the CAMP test although the
presence of pld gene was verified. PLD-negative 2590
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T} il

detcrmined in accondsnce o CLS1 puidelines (201.5]).
agenl V129 (150 pg) ws= also evalusied (CLSI
2015}

Phosphuliparse [ activity lests

PLD activity was cvabusiod by the CAMP e (e
imhibation of bemolysis by Siaphyplococrss o)
(Sumpeos-Loweode of al. AM4). As prumes wad i
mPCR are not specific o O mlorrans pld pene, PCR
assgys based on method previously described using
prvmers larpeling . mlcermns pld pese (PLID R1 and
PLDF) wene also camied ol (Pacheco of al. 2007

ECM and plasmas prodeins binding assays

{Foe), fibrosoctin (Fa) and type | collagen {all fnom
Sipma Chemical Co.) were performed & previously
deseribvend by Simgros -1 ownido of al  (A014). Bricfly,a
profcin solutions. o concentrations varying from 5 1o
005 g (1 W37 *0). Alguots (100 pl.) of bacterial
suspensions (5 x 107 CFU/mL) were mined with
1 hat 37 *C. The reaction was read in & = 450 nmina
microdiier plate mesder. The colowr istessity of e
paned o the sandsd corve by GraphlPsd Prism 6.0
version. The results were expressed i micrograms of
sifhered proicins, in a2 mean + 50 of three indepen-
dent zoays porformed m inplicate. The mean of the
hinding propertics was compancd by Tokey's multiple
Cxmmparison el

) Springer

6 7 days wntil the worms booome saarved, mdicated
by clomping behavior. Subsequently, the nematodes
wore mfcciod with difforent . wlcerans strams, =
well s E coli OPS). Infection of L4 stage larval
worms was camed ol wath X0 pl of each baciora
straim {from an overmight culture) on nematode growth
modis (NGM) plates 3 200 or 37 °C for M b
Wiorms wore sscssead cach day following mfection
and the desd pemmotodes were countiod s peimoved
cvery 24 h For each strain, approximalcly 6 nema-
T wone s, sl the assays wore perfomad thaoe
and all safistical amalyses wore porformed with
CraphPad Przm 600 vorson, with P ovalees of lesx
than 005 comsidered significant.  Morphological
changes of (© slegans dunny micracton belween
pemalndes and baclenia were imspecied by hight
microscnpy (Nikon C-DED Y50) amd phetographed:
deformed anal region (Dar) morphology, agprepales
of worms (Worm-star fomaion) asd wolcmal opg
haiching (Worm bagging) (Ot cf al. 2012; Antuncs
ci al M6 The chomiavis sssay proboco] wes
adapied from Antmnes o al. (2016).

In order b0 visnalize gul colonisation. nemalodes
wore mibecied with © wloerors dramm 2990 rans
formed with fworescent plasmid pXMJ I 9mchery &=
well 2z mnbabelled E coli OF5) and sirams wene
analysed by foorescence: micrmscopy. Infecton of 24)
LA stape larval worms was carmiod out with 30 pl of
cach hacieria strain (foom an overmight caliure) on
NGM plates o 2 °C for M b C slegpons was



tramslorred o plates with 30l ol onlabelbed F eoli
OFS0 for further 24 by (o allow the gl W clear of
Muaoreseend orpuninms el coll dobng, Wonns wers
assessel cnch day Tolliwing infection. Transfer bick
i K coli OIS B8 essential Tollowing infection as
corynchiclonn are nol & prolermed prey sounce for O
elegany wml cominoed Teeding resulis in the senn
inles alempting W leive the cullome plales, Nems
iilos were puralysed with 20 mM sodivm aside,
imginbedl onbs agar pids and phosisgpraphod using a
Laica DIME Muorescence microscope (000 et o, 2002,
Aomlumes gl al, 20060,

Hesully

Hmcierial icomlilhcal ion

Climical bacierial solale wos wendifiod by MALLT
TOF. The resull was consisient wilth maleca b
tclembilication of € weerans by o mulliples CR
(mPCHY of penes coding for polentially loxigenic

Fig. 1 Marphokopical amd phonisype fostueos of ©arsebar
terime wloevany simin 2V bsolated  froms 0 pationl wiih
comganmenl s diphihenia and infeciime mwnimeboos s,
& Irepmlar Ciewi psibive mels obsord by Clerame slaiming;
b Calomial merphidopy o chawalale-delluriia agar;, @ 10N As0
prositivelest; d nogalivn phasplaolipesa 1 (PLEY prosuction by
€, wlvevany prsin D0 in CAMIY s (] snd dF). BR-ALVED
wat by PR positive (600 ) s HEILAC T PLE ningstivn mland
(o) wenre used s contrals of csperimenis
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corynehaciennl. Figure | illostrbed phenoiypi les
tures of © wleerans sinin 2590 including colonial
imorplelasgry,  pigpmenlain, bomdalysig and D8 Ase
activity, The prosence of fox gene coding for D7
pospaence was ool delected for stoin 2590 (Fig. 2)
Phimadypae profiles of O aleerans sirains aro dis
playeed b Tabde 1, PLD-nogative 2560 and PLD
pemitive BE-ADZ2 sirmns shivwed APLosdes 015777
and 001100, espectively, with dilferences s ler
imamiabiom of rilme, gyloss, secmse, mannose, D oss

and glycogen,
Amtimicrohial susceptibility profiles

PLIFnegalive ©, wlerans sirin 25390 showed resis
fance o penicillin G sl clindemycin, smwong 12
antimicrobinl apenis lesied, 68 ohsorved Tor PLD
pesitive stong, indepembent of I prodection, Caom
prarmlive analysos af PLU-positive wild type BE-ALDZ2
with PLID-pegative ELIA-1 mulant showed diller
ences b suscoplibilily oo b lsciuns  antimicrobial
apgends: Penicilling B w 5; ampicilling 5 o B (Table 2),

PLLY nctivity
The prosence of pld gene segquence coding for €

wleerans woa detected for strmls 2990 and 1FLDD
pemitive BR-ADGED wilid dypo and DT positive 2108932

JaSrRNA

]

1 F) 1 4 &

Fig. & Corymebvactenioem alverams sirmin 2500 isolaied rom a
pationl with cosowrenl wnodic dphthons sl inlectioes
i beomin evabusiod by an lXCE Tor lentially oxigonic
coaryninhisonal coding for 1065 AN A, rpal, diphahonia bosin b
aned £ wlveroms pivd gonos, Lane 10 8E- A2 sl typa; lane 2
5D lane B0 EMEREE € wloesans rsing and lann A segalive
ol el (idoomised walor); ke 5 ldder {1060 k)

&) Springer
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Antnnn vas Loouwseebiok

sirmbis (Fig, 23 Dhowever, PLID eaprossion evidosted
by CAMP fesd gave negilive rosulis Gor both 2590 and
BELIA- 1 pdid szl sirabis (g, 1),

Ciproficmssie
3 g

. .o BOM o plasonn pooteins binding properties
. 2
E 3& . B .. Hesulis of evalustion an ability of ©, wleerans o biod
i bvmian Uhjs, Faoamld iype 1 collagen malocules ano
E displuyed in Fig. 3. The highest affinity 1o Py, Fo and
typo 1 collnpgon wis observed for PLD-positive BR
3 . - ADZE wild type strain (P < 00005), BLIA-1 pid

imuland slrnin prescndsd sigailicant redisction in sdber
ence bevels o Fhig, Fooand type | callagen, when
commpred B fhe R ALK wild typee steiin on lnding
" @ woo@ propertios (o uman FEMC lisma proteins, |lowever,
FLIF segtive sirmin 2590 showed similar levels of
collagen, I and Fa bimling sclivities o PLD-positive
2032,

(10 g Boep Biep

Claenorhalditly elegans survival bn respoase Lo C
wlerrans inleation

(15 gd

Dheaih of pesnalosdes wan delected sinee the liml day
ot infection with all PLE positive amd PLI- pegn
liyes € wheerans sirmins losied, bl ol dilfenad lovels
(Fig. 4} Tha highesi kevols of maoralily of nemabisbes
wiere observed Tor PLIpepative O wleeraay slain
250 (69%) and BLILA -1 muolanl stmdn (679%). LI
positive . sloerans BE-ADZD wild type (4395 and
2NAA2 comirol (A44% ) struing exprossed a lower abiliny
of lending death of nematodes, independes of 170
prondisciion. Presently, € wleerons sirsins wens Toumld
ainahibe tiv kil DOC ool waarms during isscased timae of
caperiments (4 days). Heslin also showas) negalive
chemotigis hehavior of the nemuodes iowardy all ©
wleerans siming loslod (dela mol shown),

(G0 g

I1rp

{

E
R
-]
R

Musrphwalisgical chanpes of . elegans in respnse
i 7 mileerany infociion

(15 ug)

Duta chisplayed i Fig, 5 showed that ol Tour ©
sleerars sirning testod wore Gowmd capable of imbscing
anuplsialasgricald chamgees ol wnal region {Uar phensoiype)
(Fig. Su, h). Moreover, all lour straing induced intermal
opp hwtching (hagging) (Mg, S0 and loomaton of
“worm-star” mpEregates (stae formation) (Fig, Se-g)
i elegans nemuiodes, Dhillerences i number of
infectod worms oxpressing manpholagical changos

10 ugd

WWWMWWWWM
3
5
5
]

LD

Teble 2 Amimicrobisl mscepohlny profles of Cormmpbarsrrion slornens wouins evelneed by dick-Cifomos metsod
Assiioobea]| gracentibilny rofles determined secercieg (CLSI (2015}
& mngeotible. K oetistert forraeSeee bomliooictsy were corccered s oedetert s NP oot Setemsine

[
weranr  G(10
S
P i)
ELMA-D
D
T
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Fig. 3 Influeneo of Phospholipanse 13 (PLIY on hisding 0
bman librssogen, fibeosectin and typa 1 collagen by O
ryarbacieriem  aloerams  ewilasiial vareyime Nk
v bl mssny (LISA ) PLD positive - ATEY wild
Dype, HLATA-D PLIY mutesd, 19100 pogsiive 2591 amd FLEE
sl ATORNE sbrdes, | Bjhest alTaity o0 1y, P asd Tygeo 1
vollagien Bor R-ATNED stmis (7 < 0008) The nesalin wem

eapressod inmean & S1¥al theoa mmdoponident assays ponl ormod
in iripiciin

. slegans
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Fig. 4 Cacnmebaboliny elegomy moniality (%) deo by 4 days
infocthon by Coryacbocierium  uleermay  phaspholipase 1
(LR} positien 1B-ADI2E wild-typo, 20EECE wirning and PLIY
momaive 250, 100 | mitand strabns, Fscherchia cofi O S0
wn-palbjenie hactonin wos ussi an nepalive costrol

wire ohserved since the firsl day  post-infeotisn,
inclespendent of IXT or PLEY prosbuciion,
Carnnrhabditis legans opps can be retined aml
habch imsiae te parcatal by, o process called “worm
bapging™ due b the crontbon of o bag of worms, ©
slerrans string wealod wene capable of inducing wirmm
bapging o dillerent bevels: PLID-negalive 25000 and
PLIF pegative ELIA-1 mulant stoins induced bag
i i e gaane number (oo ) ol desd nabuli worms,
while PLID-pesitive 210832 contrad  sirain induced
bapping i an adull worm. PLED positive B ADES
wild-iype strain wis capible o e the highest
mmpber of bagging pheooiype (oo 4], including
alive sdull semmodes (0 o 25 Additionally, LI
nepgulive sirain 290 wis capable o islece colonia
fiem ol nemnbode g as ohserved by (honesconco
wignals usbng mCherry-labelbed bacteria (Fig. Sd).
Star formution was sheorved post-infoctbon by all
plrains of O wleerans, Higher mamber of womis o
cnch siar was observed Tor PLID positive B ADES
wild-iype amld PLID-pogalive ELIHA-1 mutasl siriin
el shovwed thae lowest ability of Killing nenabodes.
Interestingly, for PLIMnegative strain 2590 amd
PLUY ot 2RO comirol straim, incdependemst of
IFT prresdiscticm, sqwme ol U sl wonms developed
eysl-like structmes in the vulvaruleros reghon, an
umisial msibe of inlection on (he nemalode bosl,
pujrpesting infection of the wens by O wesnmns

&) Springer
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Fig. § Marphological changos of C Caenorhabvlinty efegany in
osponse 0 Corymebacterivm  wleerans isfocton. o b Dar
phenotypo; € cyst ko sracturos s (he vilvir slotus roglos,
d worm bagging: ¢ ¢ star formation

(Fig. 5¢). 'Thix event during exposure of C. elegans by
this bactecial pathogon may also contribute 1o produce
an incrense in host mortality rate,

Discussion
Presently, detection of a PLD negutive C. wleerans

from u concurront case of diphtherin and TM was lirst
documented 1o Braziliun Noctheastern region, Data

highlighted that € wdeerany should b included in the
group of harmful pathogens thut can be  found
dinserminatod and transmitiod in urban arcay of differ
ent Brazilian regions as well ax in other South
American countries (WHO 2018),

Making an scewrnte diagnosis is especinlly dif ieult
in cases of concurrent diphtherin and IM. These Gty
may explain the small number of previous reported
cosos available in thoe modical liteeaturo  (Mattos
Guaraldi ot al. 2001), The adeguacy of the protocoly
for microbiological diagnosis implemented in public
and privale laboratories may sucoessfully  provide
identification of potentinlly toxigenic corynebacterial
species, Present findings emphasised (he oflicacy of
the following tests used for the idontification of
diphtherin puthogens, including €. wleerans: DNAse
scroening fest, MALDETOF and mPCR for simulia
neous identification and toxigenicity.

Pationts who have probable or confirmed diphtheria
are cligibde o serothorapy against D1 (diphtheria
antitoxin DAT) and classically recommended antibi
otics (penicillin G or eeythromycin) should be initiated
Immedintely without wiiting for bacteriologicnl con:
ficmation (Mattos Guaraldi et al, 2011), Clindamycin
was formerly considered s oo allemative o the
treatmont of the carner of diphtheria bacilli (Percira
ot wl. 2008). The increasing problems with multidrug
resistance (MDR) in relution o Corynebacterium spp.
aro exnmples of chidlenges confronting muny cown-
triox  (Mattos Guaraldi of al, 2014). Brazilian €'
diphtheriae steniog wero ovaluwted foe their suscepti-
bility o 31 antibacterial drugs and resistance o
penicillin G was found in 14.8% of these string, and
A.2% showed docreased susceptibility to erythromycin
(Percio ¢ al, 2008). In o previous study, that (it
describod € wleerans producing a diphthenn like
toxin in a case of human with pulmosry infection in
the Rio de Janciro metropolitan area (Boazil), thix
pathogen showod maodorme suscoptibility to penicillin
G and clindamycin (Mattos-Guaraldi of al. 2008), In
Japan, soveral (n - 39) C. wleerans dog strains showed
resistance o decressed sensitivity 1o clindamycin
(Katsukawn of al, 2002). In thix study, resistunce o
both penicillin and clindamycin was also demon-
strated for PLD negative € wleerany strain 25%),
I'herefore, datn are of vidue 1o human aod velerinary
practiionenss and sugpest thid some concern oxists
reganding  the  wwe of  clssically  rocommended



antibicdics Tor cases of mfection by © diphtherioe as
well as for O wlcerans.

Clinkcal sagns of diphthena by O wleerans sinun
250 and 1M incheded presence of a prayish-while
membrane, “bull neck™ and sipns of sysiemic loxicity_
Hivweyer, mPCR gave negative resulis for fex pene
coding for DT, Although the production of PLD was
nal dhemaonsirabed by the CAMP besi, the presence ol
pld pene sequence was detecied by PCR. The fact that
. wlcerany wsolaled from o patiend presenting clinical
signs of diphitheria were characierised as non-prodecer
of X and FLIY comdinms that other Gaclors involve
ment in virulence mechanizms of this pathogen nead
Terther 'invlzd'ig_:'il:m_ Prizviouos pondanic n:nq‘nml'i\rﬂ
analyses of C. mlcerans sirains showed gencs encoding
aher candulale virulence Gsctors ke ribasome-hind
ing protein, serine-prolease, neuraminidase H, endo-
glycosidase E, and subuniis of adbesive pili of the
SpallEF type (Trost et al, 2001). New comparative
slndics are pecessary Lo investigate the presence of
alore meniwned genes in stoan 2590 penome,

Despite rising mumbers of infections and potentially
fatal ouicomes, data on the colonization of heman
mucosal surfaces and tissoes are lacking op 1o now.
Provious siudies showed the ability of PLI positive £
wicerans sirains W bind o plasmatic and tissee matnix
proteins—Fhe, Fon oand type | collagen—at varied
lewels (Simpson-Lovredo et al. 2004), PLD-positive
. wleerans sirains showed a higher anbritogenic and
moriality podential when compared (o O, diphtheriae
sirains during an in vive cxperimential infection in
mice (IHas et al. 2A0lik). PLID [r:m-'l[i.w anel I¥T
negative C wlheerans BR-ADZ (dog) and 209 (hu-
mien) sirams were foond able (o mierct and saraye
within human epithelial (Detroit 562 and Hela) cell
lime=, In the same way, muolanl sirams of DIPO733
hosmodog CULC22 00609 and PLD-negative (ELHA-
3 and ELHA-1) generated from BR-AD22 wild-type
strain also expressead the ability iointcract and samive
within Detroit 562 and Hela cell lines (Hacker ef al.
2015,

Previous studies described O elegans as an inver-
lzhrade iractable model for cost-effective amd rapid
assessment of vimolence that ofien serves a5 an oral
infection roule madel of human asd animal potentally
ioxigenic pathopens as O diphiheriee, O prendoi-
berrulosis and . wleerans (000 et al, 20 2). In coniast
i the nonpathogenic Corypebacterinm glefamicum
and E. coli OP50, pathopenic corynehacteria were able

oy cobonize O, slegany in a siaun-specific manner. In
this case, the sdbesion mies of BR-AD22 wild type
and ELHA-1 pld mtant were wentical (001 @ oal,
2.

Al present, experimenis dealing with . elegans
survival im responss oo infection by diversse FLID-
positive  and PLD-negative . wlcerany  sirains,
showed  death of pemaboides al differcnt levels,
alibough in provious sisdies ELHA-1 pld mostant
strain showed identical colonsation behwvior com-
pared with the parenial sirain BR-AD22 in the
elegans sysiem (00 el al. 2002). Interestmgly, the
highest levels of morality of worms were commenily
obmerviad for FLID nuplhrﬂ i wleerany siram 2590
(69%) and ELIA-1 mulant strin (67%). PFLD-posi-
tive O wloerans BR-ADZ? wild iype (48%) and
2132 control (44% ) strains expressed a lower ability
of leading death of nematodes, indepeadend of DT
produection. However, both PLD-positive and FLID-
nmegative . wleerans siraing werne found usable wo kill
TP ol worms during: wsessed tme of experimenis,

Ii iz henelicial for C. elegans o avoid pathogenic
bacierna s demonstraled with Preedomonas aemgi
moga (Fou el al. 2003). In order o invesligate il ©
elegany was able lo distinguish different pathogenic
strains of Corynebacterinm species, E coli OPS50
sirain was clearly preferred when tested with O
diphtherige and O, wlcerans stmins, However, oo
preference of O elegans was observed Tor pon-
pathopenic O plhaamicem, which showed only a
minor effect on nematode survival (Zamin and
McEntegar 1972). In the present sisdy, . elegans
wis capable to cscape from O pleerans sirains,
independent of PLEY and DX producion,

Memalodes express a collagenous exiracellular
mairix called cuticle. Exiracellular madrix  barmiers
and inducible cyloprolective penes form successive
lines of defense apgainsl chemical and microbial
cavimonmendal sinessors. In O elegany, dismption of
spme cuticle collagen gepes activales osmolyie and
antimicrobial response penes. Physical damage 1o the
cuticle of pematodes also activates  astimicrobial
respemnses. Previous studies demonstrated the effect
of knocking down gencs reguired for cuticle and
epulermal inlegrity on diverse cellular siress responses
{Dodd et al. 2008} The authors described that
disrupiom of specific bands of collagen, called annular
Turmows, coactivales deloxification, hyperosmaotic, and
antimicrobial responsc gemes, bul not other siness
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responses. Disnuption of olher cutiche siructures and
cpidermal integrity docs not have the same effecl.
Presently, PLID posative BE-AL22 and 210932 <irains
presented higher ability o ineract with type Doollagen
and, as expecied, showed lower ability o kill nema-
indes, possibly due o afliniby o collagemms exim-
cellular matnx cuticle of worms. Conversely, PFLD-
nepative X539 and ELHA-1 PLI mutant sirains with
lowier ability to inderact with type | collagen were ahble
in kill a higher percentage of nemplodes, Daia
suggested thal bacterial FLD activity may [Evor
inkeraction of cutick: and infibition of ingestion of
. wleerans by worms.

In conclusion, this is the sl case of concument
diphtheria by C. wicerans ami IM that highlights the
relevance of climcal diagnosis of diphihena in preyi
oasly immunised individuals, as owell as, management
and conirol of diphtheria worldwide,  Additional
simdics conceming mechanisms of vimlence of O
uleerans remain pecessary. Since O prewdotibercu-
dersix PLI} activily may be repulated by a vanety of
environmenial conditions (beal shock, cell density)
{MeKean ed al. 27), mechanismes of muliifaciorial
nabure of C. wicerans FLD expression also need furiher
invesligalion.
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Simpson-Louredo’?3, L; Vianna, VG'; Azevedo, C A"3; Souza, C'; Bravo, SB*; Dias, AA?; Hirata Jr, R'; Villas Boas, MHS?; Burkovski, A3; Mattos-Guaraldi, AL

Institutions: 1-Universidade do Estado do Rio de Janeiro; 2-Fundagdo Oswaldo Cruz; 3-Friedrich-Alexander

Introduction

Diphtheria of zoonotic nature and extrapharyngeal infections caused by Corynebacterium ulcerans
have increasing in developing and industrialized countries (2,4,7). In the past years, this disease was
related to dairy cattle contact and consumption of unpasteurized dairy products, thus it was
restricted to rural population (2). Nowadays, a wide range of domestic and wild animal species have
been identified like C. wlcerans reservoir, as dogs and cats (2). This pathogen produces

i D (PLD), a i i with ic properties; it is capable

to produce diphtheria toxin (DT). The role of PLD in the mechanisms that C. ulcerans uses to cross
host barriers and get access to deeper tissues need further investigation. Previous studies verified
binding of C. ulcerans to extracellular matrix proteins, interaction with epithelial cells and
macrophages and induction of arthritis in mice (3,4,5). This assay was carried out in order to
observe effects of PLD in C. ulcerans of distinct strains (Tab. 1) in blood cells considering quantitative
i ical profiles.

and in murine h

Methods

After a week, blood collection
by cardiac punction and mice
were euthanized

Bacterial suspension (0.1 mL) of 1 x109
CFU in saline injected in caudal vein of
fifteen Swiss-Webster mice (3/strain)
| sedated with ketamine and xylazine

*bacterium ulcerans strains used in this study

- Host pld gene tox gene Reverse CAMP afareinios
+ - - Data no published
+ + + Viana et al., 2014
+ - + Dias et al.,, 2010
disrupted + - Hacker et al., 2015

Table 1. C. ulcerans strains according the host, pld and fox genes and reverse CAMP
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Results

In mice: only ELHA-1 did not produce skin lesion on the injection local. One mouse injected with
210932 strain died.

Total number and relative proportions of red blood cells (RBC) and the percentage of hemoglobin
indicated a significant change (50% reduction) only for DT-positive 210932 strain.

Red blood cell rouleaux formation was observed for all C. ulcerans tested, except PLD-negative mutant
ELHAL.

Al

is with is was r for 210932, BR-AD22 and PLD-i negallve mutant ELHAl
Leukocytosis was also observed independent of DT and PLD F il toxic
granulation was only shown for the DT/ PLD-positive 210932 strain.

C. ulct and induced at different levels by all strains tested related
to PLD and DT production.

Observation

n. Baso | Eosin
L m-u
wml.
32

13100 878 1197 56 Anisocytasis, polychromasia, neutrophilic
relative and

10800 465 588 15 79 4 0 2 Anisocylosis (++), polychromasia, rouleaux formation
(+4), rare acantocytes, platelet aggregation (+++),
leukocytosis, neutrophil toxic granulation

18700 69 65 43 47 10 0 0 ),
leukocytosis.

13100 613 542 5 44 0 0 0 Rouleaux formation (+++), platelet aggregation (+++),
neutrophilic leukocytosis, relative lymphopenia

9900 574 719 73 2 0 2 Polychromasia, rare acantocyles, platelet

“

12600 720 883 18 8 0 0 1 Rouleaux formation (++), platelet aggregation(++),
neutrophilic leukocytosis

8600 720 1074 17 79 2 0 2 Platelet aggregation (++)

6100 846 1262 16 77 5 0 2 Platelet aggregation (+)

10000 913 1411 23 T 4 0 2
leukocytosis

7400 707 961 8 90 2 0 0 Reactive lymphocyte (+), platelet aggregation (+++)

9400 675 994 8 90 1 0 0 Reactive lymphocyte (+), platelet aggregation (+++)

9350 805 831 14 8 5 0 0 Platelet aggregation (++)

Table 2. Blood cell counting and morphological cell changes. (+) few; (++) moderate; (+++) intense

D

(C) Neutrophil toxic granulation (D) Red blood cell rouleaux formation

Figure 2, (A) Acantocyte
(B) Platelet Aggregate

Conclusions
*Only ELHA pld-mutant did not induce red blood cell rouleaux formation that can restrict the flow of blood throughout the
host body causing systemic effects in the earlier stages of infection.
*Anisocytosis with normocytosis that may denote early iron deficiency were present for all strains, independing of PLD or
DT production as well as platelet aggregation that contributes to blood flow reduction.
*Leukocytosis, frequently a sign of an inflammatory response and neutrophil toxic granulation, commonly found in
patients with sepsis, confirm the capability of C. ulcerans in generate infection and systemic damage in multiple sites in
addition to respiratory system. This feature were showed for all strains.

*In summary, PLD production is important to establish the infection in local and systemic sites, but DT production
enhances C. ulcerans virulence.
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