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Difteria pelo Corynebacterium
ulcerans: uma zoonose
emergente no Brasil e no mundo

Corynebacterium ulcerans
diphtheria: an emerging zoonosis in
Brazil and worldwide

RESUMO

O artigo revisa a literatura sobre a emergéncia de infecgdes humanas causadas por
Corynebacterium ulcerans em diversos paises, incluindo o Brasil. Foi realizada
andlise de artigos publicados entre 1926 e 2011 nas bases Medline/PubMed e
SciELO, bem como artigos e informes do Ministério da Satide. Apresenta-se um
esquema de triagem, rapido, economico e de facil execugdo, capaz de permitir a
realizacao do diagnostico presuntivo de C. ulcerans e C. diphtheriae na maioria
dos laboratdrios brasileiros ptblicos e privados. A circulagao de C. ulcerans em
varios paises, aliada aos recentes casos de isolamento do patégeno no Rio de
Janeiro, ¢ um alerta a clinicos, veterinarios e microbiologistas sobre a ocorréncia
de difteria zoonotica e a circulagdo do C. ulcerans em regides urbanas e rurais
do territorio nacional e/ou da América Latina.

DESCRITORES: Infecgdes por Corynebacterium, epidemiologia.
Reservatérios de Doencas, veterinaria. Zoonoses. Doencas
Transmissiveis Emergentes. Revisao.

ABSTRACT

The article is a literature review on the emergence of human infections caused
by Corynebacterium ulcerans in many countries including Brazil. Articles in
Medline/PubMed and SciELO databases published between 1926 and 2011
were reviewed, as well as articles and reports of the Brazilian Ministry of
Health. It is presented a fast, cost-effective and easy to perform screening test
for the presumptive diagnosis of C. ulcerans and C. diphtheriae infections in
most Brazilian public and private laboratories. C. ulcerans spread in many
countries and recent isolation of this pathogen in Rio de Janeiro, southeastern
Brazil, is a warning to clinicians, veterinarians, and microbiologists on the
occurrence of zoonotic diphtheria and C. ulcerans dissemination in urban and
rural areas of Brazil and/or Latin America.

DESCRIPTORS: Corynebacterium Infections, epidemiology. Disease
Reservoirs, veterinary. Zoonoses. Communicable Diseases, Emerging.
Review.
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INTRODUCAO

A difteria ¢ uma doenga de evolugdo aguda com mani-
festagdes locais e sistémicas. Essa doenga permanece
como uma importante causa de morbidade e mortali-
dade nos diferentes continentes, mesmo em paises com
programas de imunizagéo infantil. #355%8292 As formas
classicas da difteria sdo causadas principalmente pelo
Corynebacterium diphtheriae, produtor de toxina
diftérica (TD), e sdo caracterizadas pela presenca de
pseudomembrana acinzentada no sitio de infecg¢do
devido aos efeitos da multiplicacdo desse bacilo e
da resposta imune do hospedeiro.**¢>!"* A TD ¢ uma
potente exotoxina de natureza protéica capaz de atuar
em todos os tecidos com especial tropismo para o
miocardio, sistema nervoso, rins e supra-renais. 4829
S6 sao toxinogénicas as amostras infectadas por bacte-
riofagos especificos portadores do gene fox.

A protegdo contra a TD pode ser adquirida pela
vacinac¢ao com o toxoéide diftérico (e.g. DTP e outras
combinagdes contendo o componente diftérico), mas
ndo com antigenos somaticos.**>* O nivel de imunidade
diminui ao final da infancia e adolescéncia, depen-
dendo do calendario de vacinagdo e da reserva de C.
diphtheriae na populagdo.3>7’ A difteria pode acometer
individuos parcialmente imunizados, independente-
mente da idade, raca ou sexo. Um declinio parcial na
imunidade, aliado a falta de reforgos vacinais e a menor
exposicdo ao bacilo, contribuem para a ocorréncia
esporadica de epidemias. 2334677

Na Era da Vacinag@o, as diversas mudangas observadas
na epidemiologia da difteria'**% podem ser parcial-
mente justificadas pela prevaléncia de baixos niveis de
IgG antitoxina diftérica na populag@o de adolescentes
e adultos.”>?* Na década de 1990 ocorreu, no Leste
Europeu, a maior epidemia de difteria registrada (80%
dos casos notificados mundialmente) apos o inicio da
vacina¢do em massa. A maioria dos casos e Obitos
ocorreu em adultos infectados pelo clone epidémico
de C. diphtheriae subsp. gravis, que ainda circula na
Russia, Letonia, Lituania e Bielo-russia. 890112113

Além das mudangas na faixa etaria, tém sido observados
casos de difteria com auséncia de pseudomembranas

e de infecgdes invasivas de origens diversas em indi-
viduos previamente submetidos & vacinagao. Casos de
infecgOes invasivas, tais como endocardite, osteomie-
lite, artrite, pneumonia ¢ abscessos renais, tém sido
predominantemente relacionados a amostras atoxi-
nogénicas de C. diphtheriae subsp. mitis.

A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) criou um indice
Disability-Adjusted Life Year (DALY), em que cada
unidade representa um ano de vida saudavel perdido,
por doenga, internagdo ou mesmo obito (levando em
conta a expectativa de vida de cada pais) a cada 100.000
habitantes. Os dados de 2002 sobre a mortalidade e inci-
déncia de difteria relacionaram as seguintes regides com
maiores DALY's: América Central [Haiti (> 50 DALYs) e
Republica Dominicana], Africa Subsaariana [Repiiblica
Democrética do Congo e Serra Leoa e Asia [Nepal e
Myanmar] (> 15 DALYs).> A atual epidemia que vem
ocorrendo na India apresenta DALYs > 7, a cobertura
vacinal ¢ inferior a 80% e apenas 56% das criangas estao
protegidas contra a difteria (> 0,1Ul/ml).*

Os paises das Américas do Sul e do Norte, Europa
Ocidental e Oceania apresentaram indices inferiores
a 1 DALY.® No Brasil, o Programa Nacional de
Imunizag¢des foi estabelecido no inicio da década de
1970.%¢ Segundo os dados do Ministério da Saude,
atualmente a cobertura vacinal atinge 99% da popu-
lagdo infantil. Entretanto, nas Gltimas décadas, casos
de difteria ainda ocorrem na maioria dos estados
brasileiros.*$6¢-8efeh Apenas no periodo de 2008/09
foram confirmados 89 casos de difteria. Em 2010,
em trés municipios do estado do Maranhdo, onde a
cobertura vacinal chega a 56%, foram confirmados 27
casos de difteria (2 obitos), sendo a maioria em criangas
com esquema de vacinagdo completo. Nao se pode
descartar a possibilidade de subnotificacao de casos no
Brasil e em outros paises em desenvolvimento devido
a falta de esclarecimento da populacdo para a busca de
atendimento médico e as dificuldades de obtengao do
diagnostico clinico-laboratorial em casos de difteria,
em particular quando os pacientes estdo parcialmente
protegidos contra a a¢do da TD.

* Secretaria de Sadde do Estado do Rio de Janeiro. Proporgao de casos e 6bitos por difteria segundo faixa etaria, 1978-2002. Rio de Janeiro:

Assessoria de Doengas Imunoprevisiveis; 2002.

" Wikipedia: The Free Encyclopedia. Diphtheria World Map - DALY - WHO2002 [citado 2010 nov 15]. Disponivel em: http://en.wikipedia.org/

wiki/File:Diphtheria_world_map_-_DALY_-_WHO2002.svg

¢ Ministério da Sadde, Fundacao Nacional de Satde, Centro Nacional de Epidemiologia. Evolucao temporal das doencas de notificagao
compulséria no Brasil de 1980 a 1998. Bol Epidemiol.1999; 3 Ed Espec:1-48.
4 Ministério da Sadde, Fundagao Nacional de Sadde. Difteria: situagdo atual da doenga [citado 2002 mar 23]. Disponivel em: http://www.

funasa.gov.br/guia_ epi/htm/doencas/difteria/index.htm

¢ Ministério da Sadde, Fundacao Nacional de Satde, Centro Nacional de Epidemiologia. Guia de vigilancia epidemioldgica. 4. ed.
Brasilia (DF); 1998 [citado 2010 mar 10]. Difteria; capitulo 5.6. Disponivel em: http://www.cro-rj.org/biosseguranca/Guia de%Vigilancia

Epidemiologica.pdf

"World Health Organization. Diphtheria. Geneva; 2010 [citado 2010 set 7]. Disponivel em: http://www.who.int/topics/diphtheria/en/index.html
& Santos LS, Sant’Anna LOS, Cosme LMSS, Hirata Jr RH, Mattos-Guaraldi AL. Perfis fenotipicos e genotipicos de amostras de Corynebacterium
diphtheriae isoladas em recente surto epidémico ocorrido no Maranhao. In: 44° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica; 2010; Rio de Janeiro,

Brasil. / Bras Patol Clin, 2010;46:4.

" Ministério da Sadde, Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo — SINAN. Casos confirmados de difteria: Brasil e Grandes Regides,
1997-2006. Brasilia (DF); 2007 [citado 2010 mar 10]. Disponivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/casos_difteria.pdf
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A partir de meados da década de 1980, o ntimero de
casos de difteria de natureza zoondtica causada pelo C.
ulcerans aumentou em diferentes paises. Na Inglaterra,
o numero de casos de difteria pelo C. ulcerans superou
o relacionado com o agente etioldgico classico, C.
diphtheriae.>"0°%10101315 Apesar de o C. ulcerans
toxigénico ser atualmente reconhecido em diversos
paises industrializados como um patogeno emergente,
sua capacidade de causar doenga em humanos, inclusive
entre habitantes de centros urbanos, ainda ¢ freqiiente-
mente negligenciada.!®70-1%8

Desse modo, a presente revisdo teve como objetivo
analisar aspectos relacionados a emergéncia de C. ulce-
rans como agente etioldgico da difteria zoonotica no
Brasil e outros paises que realizam a vacinagao triplice
bacteriana (DTP), contra difteria, tétano e coqueluche,
e outras combinagdes contendo o componente diftérico.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Estudos e pesquisas sobre a difteria zoonoética foram
coletados a partir de busca nas bases de dados Medline/
PubMed e SciELO. As palavras utilizadas na busca
foram: “diphtheria”, “Corynebacterium ulcerans”,
“zoonotic diphtheria”, “laboratorial diagnosis”,
“diphtheria clinical cases”, “molecular epidemiology”
e “infected animals”, no periodo de 1926 a2011. Foram
excluidos aqueles com foco em descri¢ao de casos de
difteria pelo C. diphtheriae ocorridos fora do Brasil.
Adicionalmente, foram analisados artigos em portu-
gués e inglés, disponiveis em formato eletronico, com
foco em: situacdo da difteria no Brasil, procedimentos
laboratoriais e niveis séricos de anticorpos antitoxina
diftérica em adultos.

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E CLINICOS

O género Corynebacterium pertence ao grupo de
bastonetes Gram-positivos irregulares (BGPIs), de
crescimento aerobico, iméveis, ndo esporulados e cata-
lase-positivos. Nos tltimos anos foram descritas mais
de 60 espécies de corinebactérias, sendo diversas rela-
cionadas com a colonizagao e/ou infec¢@o em humanos
e animais. A analise filogenética de subunidades de
seqiiéncias 16S rRNA permitiu identificar C. ulcerans,
C. diphtheriae e Corynebacterium pseudotuberculosis
como espécies distintas potencialmente produtoras de
TD.5"! C. ulcerans e C. pseudotuberculosis sdo capazes
de hidrolisar a uréia, o que os diferencia presuntiva-
mente da espécie tipo do género, o C. diphtheriae.

A espécie C. ulcerans, gelatinase-positiva e nitrato-
negativa e descrita por Gilbert & Stewart em 1926, pode
produzir quadros clinicos diversos, dependendo do tipo
e quantidade de toxinas secretadas.®*¢ Diversos estudos
tém investigado os mecanismos de patogenicidade,
além da produgdo de TD em amostras de C. diphthe-
riae; 34749897310 eptretanto, pouco tem sido documentado
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sobre os fatores de viruléncia de C. ulcerans. Os meca-
nismos de viruléncia descritos para C. pseudotubercu-
losis incluem os lipidios toxicos associados a parede
celular que podem mediar a resisténcia bacteriana ao
ataque dos fagdcitos.*? Atualmente uma exotoxina do tipo
fosfolipase D (PLD) ¢ considerada o principal fator de
viruléncia produzido por C. pseudotuberculosis durante
ainfecgdo. PLD apresenta atividade de esfingomielinase
e pode aumentar localmente a permeabilidade vascular,
contribuindo para disseminagao do patdgeno nos tecidos
do hospedeiro.**>C. ulcerans também ¢ capaz de
produzir PLD, além de TD.*!

Nao ¢ recente a preocupacgao de que o C. ulcerans
poderia apresentar o potencial de emergir como pato-
geno capaz de albergar o bacteriofago codificador de
TD e, portanto, causar quadros de difteria classica.
Estudos mostraram que alguns bacteridofagos teriam
seletividade sobre C. ulcerans ndo induzindo a
produgdo de TD.* Contudo, também foi constatada a
capacidade de o bacteriofago B infectar amostras de C.
diphtheriae, C. pseudotuberculosis e C. ulcerans, cons-
tituindo risco para o surgimento de quadros de difteria
causados por tais espécies.¥5% A variabilidade na
capacidade de producdo de TD entre as amostras de C.
ulcerans ja foi documentada.**!"® A maioria dos casos
clinicos em humanos e animais foi relacionada com
cepas produtoras de TD (Tabelas 1 e 2).!1:18:5662

Os efeitos de TD produzida pelo C. ulcerans sao:
freqiiente ocorréncia de sangramento nasal durante
infecgdes; lesoes de pele que mimetizam a difteria
cutanea tipica; lesdes da arvore traqueobronquica
com pseudomembrana, hemorragia, comprometimento
de linfonodos cervicais e morte celular por apop-
tose B176BILIS A gcorréncia de necrose e ulceragio
da mucosa, sindromes clinicas no trato respiratdrio
inferior, como pneumonia ¢ ndédulos pulmonares
granulomatosos, foram atribuidas a produgdo de TD
e PLD 16,44,52,97

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Classicamente, a espécie C. ulcerans tem sido descrita
como agente etiologico de quadros diversos de infec-
¢des em animais, principalmente de mastites em gado
bovino. Os primeiros casos de infec¢des em humanos
foram normalmente associados ao consumo de leite
nao fervido/pasteurizado e derivados, além de casos
de trabalhadores rurais portadores assintomaticos de
C. ulcerans na nasofaringe. Isso mostra a capacidade
desse patogeno de circular entre hospedeiros humanos
e animais e de causar difteria de natureza zoono-
tica.>7434632 De modo geral, as infec¢Bes diftéricas
causadas pelo C. ulcerans tém sido relacionadas com
pacientes parcialmente imunizados com toxoéide difté-
rico, resultados negativos na pesquisa de portadores/
contactantes e fonte de infec¢do indeterminada.'®®
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Figura 1. Distribuicdo mundial de casos notificados de infec¢des pelo Corynebacterium ulcerans em humanos (estrelas) e em

animais (tridngulos), 1972 a 2010.

Conforme apresentado na Tabela 1, além dos quadros
com caracteristicas semelhantes a difteria respiratdria
e cutdnea, as amostras de C. ulcerans também tém sido
relacionadas a outros quadros clinicos em humanos,
tais como sinusite, tonsilite, faringite, pneumonia e
peritonite. O crescente nimero de casos de infecgdes
por C. ulcerans em caes e gatos desde 2006 ressalta
a importancia de se ampliar o conhecimento relativo
aos aspectos epidemioldgicos dessa zoonose emer-
gente. Casos de infec¢des pelo C. ulcerans ocorridos
em diversas espécies de animais, como macacos,
esquilos, lontras, orcas, camelos ¢ ledes, além de
céles, gatos, porcos, cabras e bovinos, também foram

descritos na literatura internacional (Figura 1 e Tabela
2). 1,17,18,55,62,96,103

N° de casos
14
124
101
8-
6
4

0 r r I r I

2 -

Dentre os 37 estudos relacionados com infecgdes
em humanos, foi possivel determinar o sexo de 37
individuos e a idade em 32 oportunidades. Uma
predominancia de casos (n = 24; 65%) e dbitos (n =5;
71%) foi observada em individuos do sexo feminino.
Interessantemente, a maioria das infecgdes em animais
pelo C. ulcerans também ocorreu em fémeas (mastites).
Wagner et al''® (2010) realizaram um levantamento dos
casos de infecgdes por C. ulcerans e C. diphtheriae
na Inglaterra, de 1986 a 2008, e também encontraram
predominancia de casos em mulheres (76%), assim
como obitos (75%). A média de idade dos portadores
de C. ulcerans (38 anos) foi mais elevada que a média
dos portadores de C. diphtheriae (15 anos). Do mesmo
modo, a Tabela 1 mostra tendéncia de os portadores
de C. ulcerans terem idade elevada, em média de 53

. . . .
<> <* e
N
o> <<(§ N

Figura 2. Distribui¢do nos diversos paises dos casos de infeccdo humana por Corynebacterium ulcerans relatados na literatura

disponivel, 1984 a 2010.
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anos, a maioria com mais de 60 anos, o que contrasta
fortemente com o perfil etario dos casos de infec¢ao
por C. diphtheriae no Brasil e no mundo.

Conforme apresentado na Tabela 1 e Figuras 1 e 2,0 C.
ulcerans vem sendo motivo crescente de preocupacao
das autoridades em satde publica em muitos paises:
Inglaterra,”!'"* Franca,! Alemanha,'® Holanda,'*®
Italia,"® Suica,*-** Dinamarca,” Japdo,* Canada!’ e
Estados Unidos.!>!37 Apenas cinco casos de infecgdes
humanas, ocorridos na Inglaterra ¢ Dinamarca, foram
documentados em periodo anterior a década de 1990.
A partir de 1990, foram relatados diversos casos de
pacientes humanos que ndo apresentavam fatores de
risco associados as infec¢des pelo C. ulcerans, tais
como consumo de leite cru ou contato com animais
de fazenda. Portanto, o risco de transmissdo entre
pequenos animais e entre seres humanos tornou-se um
motivo de preocupagéo.17:18:55:62.70.96.107

humano foi negativa

Além de bovinos e caprinos, cdes e gatos passaram
a ser responsaveis pela transmissao de C. ulcerans
para hospedeiros humanos. Para dois casos de difteria
causados por C. ulcerans descritos na Franga (2005 e
2006) a fonte de infecgdo foi o cdo de estimagdo.'?

Observacoes
Cepa isolada de nasofaringe. O estado de portador foi eliminado pela
antibioticoterapia. A pesquisa de humanos contactantes foi negativa
Duas cepas distintas foram isoladas do mesmo cdo em intervalo de tempo
de 3 meses. A pesquisa de portador contactante realizada no proprietario foi
negativa
Isoladas 04 cepas de C. diphtheriae var. belfanti do ouvido de dois gatos. A
pesquisa de 10 contactantes (2 proprietdrios e 8 veterinarios) foi negativa.
Cepa de C. diphtheriae var. gravis isolada de pus. A pesquisa de contactante

RG] ; o R :

T ° ° Ensaios de ribotipagem também tém sido realizados
T [} ] 3] . ~ y, e o

3 E l Z z P para determinar a relagdo genética entre os micror-

O ganismos isolados desses animais ¢ de humanos. No

Reino Unido foi observado que amostras toxinogénicas

= 3 o _E isoladas de gatos com corrimento nasal bilateral eram
122 . .
é £ S ° £ 5 a pertencentes aos mesmos ribotipos de C. ulcerans
Il o T [eYo] . . .
Z 5 <o z - z isolados de humanos infectados, mostrando a capaci-
< Z Z g
5 ;E; el dade de esses animais atuarem como reservatorio do
wv O 7 . . .
© patodgeno.'®1% Similarmente, foi observada amostra de
o g . C. ulcerans isolada de humanos na Itdlia pertencente a
Q . . .
2 S g g g um mesmo ribotipo encontrado em amostras isoladas
= s} «”
) c 3 5 5 na Inglaterra.'”
o S & o S
c
§ 2 § ‘5 'z Embora o C. diphtheriae seja classicamente conside-
o — ’
o o rado um patégeno humano, no ano de 2010 foram rela-
tados casos de infecg¢des por C. diphtheriae em gatos
©
9 % < < < - (otite severa) e em cavalo (lesdo cutdnea purulenta),*' ¢4
TSI > > > . " . . o .
S= = k= = = sugerindo a emergéncia de potencial zoondtico também
= joT8} oo =18} 0 . .
oz < < < i) para o C. diphtheriae (Tabela 2).
£ £
X
Q c o~
- A transmissdo homem a homem do C. ulcerans
€37 ainda ndo foi evidenciada, mas varios pesquisadores
e — o . . .
2 < - = S z recomendam o isolamento de pacientes infec-
[) —_ . . ;. ;.
TIZ|l R 2 £ ] tados. 2711436070107 No primeiro e Gnico caso clinico
[oN @) @] ] . ~ .
2 § © O de infec¢do humana por C. ulcerans notificado no
e Brasil,™ o histérico de vacinagdo da paciente e a fonte
de infeccdo eram desconhecidos. Alguns dias apos
k] - a morte da paciente, um dos profissionais de saude
© . .
§" 36 8 5 S | g envolvido no caso apresentou um quadro de farin-
% é g § g & % gite conseqiiente a exposi¢do ao patdgeno e iniciou
S 5 = o 2 ) g ) imediatamente antibioticoterapia com eritromicina
B = o . . . ~
o S 8 5 s 5 & 1S antes da coleta de material para cultura e identificagao.
e L = - © - = s Apesar de a cultura ter apresentado resultado negativo,
i & o z 0 paciente apresentou sinais de miocardite em exames
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cardiologicos clinicos, incluindo ecocardiografias e
repetidos eletrocardiogramas.

Ainda ndo foram totalmente esclarecidas as causas que
contribuem para o aumento do nimero de casos de
infeccdo pelo C. ulcerans em humanos e animais domés-
ticos. Uma vez que foram observados ribotipos similares
em processos infecciosos humanos e animais, é possivel
que algumas amostras de C. ulcerans apresentem
fatores de viruléncia adicionais decorrentes de pressao
seletiva, associados as condi¢des socioeconOmicas
desfavoraveis, sobretudo em areas de superpopulagio
predominada por condi¢des higiénico-sanitarias inade-
quadas. Adicionalmente, em alguns paises, tais como os
Estados Unidos, o nimero de animais domésticos que
vivem no interior dos lares, circulando em areas tais
como cozinhas e quartos de dormir, tem sido bastante
significativo,’ favorecendo o processo de transmissdo
de diversos agentes e zoonoses para os seres humanos,
possivelmente também o C. ulcerans.”

SITUACAO ATUAL NO BRASIL E NOS PAISES
EMERGENTES

Conforme ilustrado na Figura 1, o nimero de casos
notificados nos paises emergentes ¢ bastante reduzido.
Na América Latina, ha casos descritos em animais na
Argentina™ e no Brasil,"” mas em humanos, apenas no
Brasil™ (Tabelas 1 e 2). Nao ha registros na literatura de
isolamento de amostras de C. ulcerans na india, China,
Oceania e todo o continente africano. Nao podemos
deixar de aventar a hipotese de ocorrer a circulagao do
patégeno pelos diferentes continentes e de que possa
haver subnotificacdo de casos devido a caréncia de
disponibilidade de redes de laboratdrios habilitados
para o isolamento e identificagdo do patégeno. Além do
Reino Unido, poucos paises apresentam rotinas labora-
toriais estabelecidas e exigem a notificagdo compulsoria
de infecgdes humanas pelo C. ulcerans e o isolamento
de amostras atoxinogénicas.

Em agosto de 2010 o Ministério da Satde emitiu um
alerta’ sobre a situag¢do da difteria no Brasil. Esse
documento informa mudancas no perfil clinico-
epidemiologico da doenca, tais como auséncia de
pseudomembranas, desvio de faixa etaria, ocorréncia
de difteria zoonotica e circulagdo de C. ulcerans e C.
diphtheriae no Pais. Outros pontos destacados foram: a
adogao das mesmas medidas de controle preconizadas
para a espécie C. diphtheriae em casos confirmados
de difteria por C. ulcerans; notificagdo, tratamento e
monitoramento de todos os casos suspeitos de difteria
com isolamento de cepas ndo produtoras de toxina,
pelos profissionais da area de saude.

Difteria zoonética pelo C. ulcerans no Brasil ~ Dias AASO et al

No Brasil foi descrito (no ano de 2008) um tinico caso
de infec¢do fatal em humanos causada por C. ulcerans™
e posteriormente (2010) foi detectada a condi¢do de
portador assintomatico de um cdo, ambos na area
metropolitana da cidade do Rio de Janeiro (RJ)."
Resumidamente, uma idosa apresentou diversas lesdes
cutaneas recobertas por pseudomembranas em ambos
os membros inferiores e foi a dbito em decorréncia
de complicagdo cardio-respiratoria, mesmo apos anti-
bioticoterapia e soroterapia. O microrganismo isolado
do trato respiratdrio inferior da paciente, produtor de
exotoxina que apresentava diferencas na subunidade
A da molécula, mostrou-se resistente aos antimicro-
bianos penicilina G (MIC 0,19 mg/l) e clindamicina
(MIC 1,5 mg/1). Variagdes nos perfis de sensibilidade
j& haviam sido anteriormente observadas por outros
autores.'>¥” Do mesmo modo que ocorrido em outras
oportunidades, como nos Estados Unidos, 1?7 Sui¢a,*
Alemanha,>*!"" Inglaterra®%>'® ¢ Japdo,***7%%a origem
da infeccdo ndo foi esclarecida (Tabelas 1 ¢ 2).

Segundo Pesavento et al,* (2007) varias doengas estdo
reemergindo e algumas hipdteses buscam explicar essa
ocorréncia: status sanitario da populacdo, migracdes,
ambientacdo dos patégenos as novas condigdes e
fatores ambientais, entre outros. Segundo os autores,
abrigos animais apresentariam varias condigdes
predisponentes para esse fendmeno: estresse, imunos-
supressao, superpopulacdo, alta exposicao, alta rota-
tividade animal, desnutri¢do e uso indiscriminado
de antibidticos, tornando-se um fator de risco para a
populag@o humana e animal.

Esses fatos motivaram a realizagdo de um levantamento
microbiologico em cdes aparentemente saudaveis de
um abrigo de animais. De um grupo de apenas 60 caes
cujas amostras de secre¢des nasais e oculares e lesdes
de pele foram analisadas, foi detectado um cao fémea
portador assintomatico de C. ulcerans. ¥

O encontro de C. ulcerans no ambiente infectando
e/ou colonizando humanos e/ou cées '*7° sugere que
a escassez de dados epidemiologicos em nosso Pais
pode estar relacionada ao fato de os clinicos ¢ os
microbiologistas ndo estarem atentos para a possibi-
lidade de infeccao e desconhecerem aspectos clinicos
e microbiologicos de processos infecciosos causados
pelo C. ulcerans. Ademais, ndo existem procedimentos
de rotina que permitam o isolamento e identifica¢do do
patdgeno nos laboratdrios clinicos.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO: ESQUEMA
DE TRIAGEM

As epidemias de difteria ocorridas nas tltimas décadas
tém for¢ado uma geragdo de clinicos, laboratoristas

 Marquezi D. Algo novo no reino dos humanos. Galileu. 2007;(197):41-53.

J Ministério da Satde, Secretaria de Vigilancia em Satde, Coordenacao de Vigilancia das Doencas de Transmissao Respiratoria e
Imunopreveniveis. Informe sobre a difteria no Brasil: alerta sobre o cendrio atual [nota técnica]. Brasilia (DF); 2010 [citado 2010 nov 17]. Nota
técnica. Disponivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nt_difteria_29_09_2010.pdf
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¢ epidemiologistas em diversas partes do mundo a
relembrar velhas licdes e desenvolver novos métodos
de diagnostico microbioldgico, prevencdo, controle
e tratamento da difteria.®!721:2627-2935 Em paises emer-
gentes, nos quais a incidéncia de difteria permanece
relativamente alta e a cobertura vacinal continua insu-
ficiente, o suporte laboratorial deve ser implementado
diante das deficiéncias recorrentes nesse segmento.*

E indispensavel a triagem acurada, rapida, econdmica
e de facil execucao, capaz de permitir a realizagdo do
diagnostico presuntivo de casos de difteria causados
tanto pelo C. ulcerans quanto pelo C. diphtheriae na
maioria dos laboratorios brasileiros, visando a redugao

SWAB

v
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+
agar chocolate telurito
ou meio de Tinsdale

v

Semear coldnias
suspeitas de bastonetes
ou cocobacilos
Gram-positivos (BGPI)

v

Testes de DNAse,
urease,
reacdo de CAMP
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de subnotifica¢des decorrentes de resultados laborato-
riais falso-negativos.

Na Figura 3, o algoritmo proposto permite o isolamento
de bastonetes Gram-positivos potencialmente produ-
tores de TD utilizando-se meios de cultura (agar sangue
e agar chocolate telurito) e testes bioquimicos rotinei-
ramente utilizados nos laboratério de bacteriologia
clinica (atividade deoxinucleasica [DNAse], hidrélise
da uréia e reacdo de CAMP-reverso utilizando cepa
de Staphylococcus aureus produtora de beta-lisina).
Na possibilidade da utilizacdo do meio de Tinsdale
podem ser descartadas as amostras de BGPIs cistinase-
negativas. Amostras cistinase-positivas e produtoras de

Coloragao
de Gram

— | e

BGPI

DNAse-positivo
Urease-negativo
CAMP-negativo

BGPI
DNAse-positivo
Urease-positivo
CAMP-reverso

BGPI
DNAse-negativo
Urease-negativo
CAMP-negativo

BGPI
DNAse-negativo
Urease-positivo
CAMP-reverso

. .

. .

C. diphtheriae C. ulcerans

C. ulcerans | | Outras corinebactérias

Pesquisa de
toxinogenicidade

I —

Resultado
negativo

«— @

Testes bioquimicos
convencionais

Testes moleculares

v v

C. ulcerans,
C. pseudotuberculosis
ou C. diphtheriae atoxinogénico

Figura 3. Esquema para triagem de Corynebacterium ulcerans.
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H,S, sdo identificadas pela presenca de halo marrom
em torno da coldnia.>*3

Os resultados positivos no teste de DNAse * sugerem
a presenca de C. diphtheriae e de C. ulcerans. Ao
contrario de C. diphtheriae, as amostras de C. ulce-
rans sao urease-positivas e fazem reacdo de CAMP-
reverso. ¥ Raras vezes podem ser isoladas amostras
de C. pseudotuberculosis potencialmente produtoras
de TD que apresentam resultados negativos nos testes
de DNAse e positivos nos testes de cistinase, urease
e CAMP-reverso. Amostras cistinase-negativas e
DNAse-negativas devem ser consideradas como
“outros corineformes”.

Além dos testes bioquimicos convencionais, o sistema
semi-automatizado API Coryne (BioMérrieux, Lyon,
Franga) também ¢ capaz de identificar esses patogenos,
incluindo as amostras atipicas de C. ulcerans ¢ de C.
diphtheriae fermentadoras de sacarose freqiientemente
isoladas no Brasil. 3¢’

Os laboratdrios que ndo apresentarem recursos dipo-
niveis para a execucdo de testes de toxinogenicidade
deverdo enviar as cepas para analises complementares
ao Laboratorio Central de Saude Publica de sua regiao
e/ou ao Laboratdrio de Referéncia Nacional e ao Centro
Colaborador em difteria. Os laboratdrios que apresen-
tarem recursos diponiveis para a execugao de técnicas
moleculares capazes de identificar C. diphtheriae e C.
ulcerans e determinar a presenga do gene fox*7°808687
também deverdo enviar as cepas aos mesmos labora-
torios competentes para que seja realizado o controle
epidemiologico.

Considerando o curto periodo de incubagio da doenga
(de um a seis dias), recomenda-se a coleta de material
para pesquisa de C. ulcerans e C. diphtheriae (naso e
orofaringe e de lesao de pele) de pessoas e animais que
tiveram contato com o caso (suspeito ou confirmado)
nos ultimos 10 a 14 dias.

PAPEL DO TOXOIDE DIFTERICO NA
PREVENCAO

A concentragdo de anticorpos protetores em indivi-
duos adultos decresce 10% ao ano.”® A importancia de
programas de refor¢o vacinal na populagio adulta foi
comprovada na Finlandia.” Os dados disponiveis na
literatura relativos a cobertura vacinal de individuos
jovens e adultos no Brasil sdo escassos.!*?*228102Na
cidade do Rio de Janeiro, somente 30% dos adultos
estdo completamente protegidos contra a agao da TD,"
a semelhanga do observado em outros paises, como
a Turquia.'’ Esses dados enfatizam a importancia da
aplicacdo de doses de refor¢o com o toxoide diftérico
a cada dez anos a fim de evitar decréscimos nos niveis
de anticorpos da populacdo.'®
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Entretanto, a eficacia do toxodide diftérico contra a
difteria zoonotica causada pelo C. ulcerans ainda
permanece desconhecida. Os estudos relacionados na
Tabela 1 mostraram que a maioria (aproximadamente
75%) dos casos de difteria zoonotica tem ocorrido em
pacientes adultos que haviam sido total ou parcialmente
vacinados com toxoide diftérico.

Ainda existem muitos aspectos que necessitam de
melhor avaliagdo nao s6 no ambito do diagndstico
clinico-laboratorial, mas também no tratamento e na
prevencao das doencas causadas pelo C. ulcerans. Da
mesma forma, uma melhor compreensao da epidemio-
logia molecular e das caracteristicas de C. ulcerans,
bem como da toxina produzida que se assemelha a TD
de C. diphtheriae.

Estudos recentes revelaram diferengas na seqiiéncia
de nucleotideos entre os genes fox de C. ulcerans e C.
diphtheriae, bem como entre genes fox de diferentes
amostras de C. ulcerans. Algumas amostras isoladas
de pacientes apresentando quadro de infec¢ao extrafa-
ringeal apresentaram diferencas nas seqiiéncias da TD,
predominantemente nos dominios de translocagao e de
aderéncia.9,70,80,99,109

Esses fatos podem contribuir para que os individuos
vacinados com toxoéide diftérico ou submetidos a soro-
terapia ndo apresentem protegao total contra as infecgoes
causadas pelo C. ulcerans. Mesmo que seja considerada
a possibilidade de um efeito protetor do toxdide difté-
rico contra a difteria causada pelo C. ulcerans (ou seja,
pela presenga de sintomas clinicos atenuados), deve-se
lembrar que a vacinacdo s6 previne a acdo da TD e
provavelmente nao impede a colonizagdo por corine-
bactérias toxigénicas. Os pesquisadores concordam que,
na falta de uma vacina comprovada contra C. ulcerans,
o toxoide diftérico permanece uma alternativa razoavel,
especialmente nos casos de convalescentes. Por outro
lado, ainda consideram que sdo escassas as evidéncias
de que a vacinagdo com o toxoide diftérico, mesmo
quando atualizada, impedira a difteria zoondtica ou
outras doengas causadas pelo C. ulcerans.**'"

CONSIDERACOES FINAIS

A circulagdo de C. ulcerans em varios paises, somada
aos recentes casos descritos no Brasil de infecgdes ocor-
ridas em humanos e animais, permite aventar a hipotese
da ocorréncia de difteria zoonotica e a circula¢ao do
C. ulcerans em regides urbanas e rurais do Pais. Ha,
portanto, necessidade de adequagdo dos protocolos de
diagnéstico microbiologico de C. ulcerans além de C.
diphtheriae, utilizando métodos alternativos de triagem
que possam ser implantados nos laboratorios da rede
publica e privados. A implementacao da vigilancia
epidemioldgica e laboratorial podera contribuir para um
aumento no namero de casos confirmados de difteria
classica e zoondtica no Brasil.
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