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RESUMO

Corynebacterium diphtheriae € a espécie mais estudada do género
Corynebacterium, e o patdgeno causador de difteria, doengca associada com
infeccbes na pele ou no trato respiratério superior, com formacdo de uma
pseudomembrana, a qual € a principal caracteristica da doenca. A difteria é uma
doenca imunoprevenivel, a vacina baseada no toxoide atua apenas contra a toxina
do micro-organismo, e nao tem eficacia contra as linhagens atoxigénicas, que vém
sendo cada vez mais relatadas causando outras formas de doenca e tém recebido
cada vez mais importancia, pois estdo associadas a infec¢bes invasivas, como
endocardite e osteomielite. O presente estudo teve como objetivo compreender
melhor a epidemiologia da difteria no Brasil, utilizando Multilocus Sequence Typing
(MLST) para caracterizar 47 linhagens de C. diphtheriae toxigénicas e atoxigénicas
isoladas no Brasil entre 1980 e 2019. A tipificacdo por MLST identificou 28
sequéncias tipo (ST) diferentes, sendo 17 ST novos. A analise filogenética baseadas
no MLST confirmou a grande diversidade da espécie C. diphtheriae e mostrou que
as linhagens desta espécie foram agrupadas em quatro clados. As linhagens
toxigénicas e as atoxigénicas caracterizadas neste estudo se distribuiram em trés
dos quatro clados. Entretanto, € interessante observar que algumas linhagens
toxigénicas apresentaram estreito relacionamento filogenético como exemplo as
linhagens que causaram o surto nho Maranhdo em 2010 (ST176) e as isoladas no
surto em Pernambuco em 2015 (ST643) e as linhagens isoladas de dois casos de
difteria em Pernambuco em 2013 (ST212) e uma isolada em Sao Paulo em 2014
(ST651). Outra linhagem toxigénica atribuida ao ST176 foi isolada de um caso de
difteria em Santa Catarina em 2012. Outras duas linhagens classificadas como
ST174 foram isoladas no Rio de Janeiro em 1981 e no Acre em 2014,
respectivamente. Estes dados mostraram linhagens toxigénicas disseminadas por
estados distantes do pais. Neste estudo foi possivel avaliar também que a Unica
linhagem de C. diphtheriae depositada no PubMLST isolada do surto da Venezuela
em 2017 (ST697) esta estreitamente relacionada as linhagens pertencentes ao
ST174, isolada em 2014 no estado do Acre e alerta a probabilidade de surtos nos
estados da regido Norte do Brasil caso a cobertura vacinal seja negligenciada.Os
resultados deste estudo podem ser usados para futuros estudos epidemiolégicos
mais aprofundados, e o conhecimento maior sobre o cenério geral da difteria no
Brasil, pode auxiliar na orientacdo de acbes de prevencao e controle desta doenca
imunoprevinivel.

Palavras-chave: 1. Corynebacterium diphtheriae. 2. Multilocus Sequence Typing. 3.

Toxina diftérica. 4. Difteria. 5. Sequéncia tipo.



ABSTRACT

Corynebacterium diphtheriae is the most studied species of Corynebacterium genus,
and pathogen that causes diphtheria, a disease associated with skin or upper
respiratory tract infections, with pseudomembrane formation, which is the main
characteristic of disease. Diphtheria is an immunopreventable disease, toxoid-based
vaccine acts only against the toxin, and is not effective against atoxigenic strains,
which have been increasingly reported causing other forms of disease and have
received increasing importance, due they are associated with invasive infections,
such as endocarditis and osteomyelitis. The present study aimed to better
understanding of diphtheria epidemiology in Brazil using Multilocus Sequence Typing
(MLST) to characterize 47 toxigenic and atoxigenic C. diphtheriae strains isolated at
1980 to 2019. MLST typification identified 28 different (ST) sequences, 17 of which
are new. Phylogenetic analysis based on MLST confirmed the great diversity of C.
diphtheriae species and showed that strains of this species were grouped into four
clades. Toxigenic and atoxigenic strains characterized in this study were distributed
in three of the four clades. However, it is interesting to note that some toxigenic
strains showed a close phylogenetic relationship as an example, strains that caused
the outbreak in Maranhdo in 2010 (ST176) and those isolated in Pernambuco
outbreak in 2015 (ST643), strains isolated from two cases of diphtheria in
Pernambuco in 2013 (ST212) and an isolated one in Sdo Paulo in 2014 (ST651).
Another toxigenic strain attributed to ST176 was isolated from a case of diphtheria in
Santa Catarina in 2012. Two other strains classified as ST 174 were isolated in Rio
de Janeiro (1981) and in Acre (2014), respectively. These data showed toxigenic
lines were disseminated to states far from the country. In this study it was also
possible to evaluate that the only strain of C. diphtheriae deposited in PUbMLST
isolated from the outbreak of Venezuela in 2017 (ST697) is closely related to strains
belonging to ST174, isolated in 2014 in state of Acre and alerts to probability of
outbreaks in states in northern region of Brazil if there is a decrease in vaccination
rate. The results of this study can be used for future more in-depth epidemiological
studies, and greater knowledge about the scenario of diphtheria in Brazil and it can
help guide prevention and control actions to this immunopreventable disease.

Keywords: 1. Corynebacterium diphtheriae. 2. Multilocus Sequence Typing. 3. Diththeria toxin. 4.
Diphtheria. 5. Sequence typing.
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1 INTRODUCAO
1.1 Género Corynebacterium

O género Corynebacterium pertence a classe Actinobacteria e representa um
grupo diverso de bactérias Gram-positivas. As corinebactérias podem ser
encontradas na microbiota da pele e de mucosas em humanos e encontram-se
amplamente disseminadas no meio ambiente. Os relatos de casos de infec¢des
humanas causadas por algumas espécies do género Corynebacterium tém sido
crescentes, tanto em paises industrializados quanto em desenvolvimento, podendo
levar a Obito pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes (RAMOS, 2014).

Infec¢des de origens variadas, sendo algumas fatais, tém surgido com maior
frequéncia, em paralelo ao surgimento de linhagens multirresistentes a
antimicrobianos, como o patégeno emergente Corynebacterium striatum, o que tem
aumentado o interesse pelo estudo desse grupo de bastonetes Gram-positivos
irregulares (BGPI) (MCMULLEN et al., 2017, SOUZA et al., 2015). As manifestacdes
clinicas das infeccdes dependem da espécie envolvida, sendo os principais sitios de
infeccdo o trato urinario e respiratorio inferior, sitios intravenosos (cateter e sangue),
liquor, liquido peritoneal, feridas cirargicas, além de lesGes cutaneas, abscessos e
secrecgédo ocular (BERNARD, 2012, RAMOS, 2014).

De acordo com a atualizagdo mais recente da List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature, atualmente existem aproximadamente 174 espécies
descritas no género Corynebacterium (PARTE, 2018). A espécie mais conhecida do
género € o patégeno humano Corynebacterium diphtheriae conhecido por causar
difteria em seres humanos, ao ser lisogenizado por um fago especifico, que é capaz
de produzir e liberar uma exotoxina, chamada toxina diftérica. Ja foi descrito,
entretanto, que outras duas espécies do género: Corynebacterium ulcerans e
Corynebacterium pseudotuberculosis também podem sofrer lisogenizacdo por este
determinado fago, e por isso podem também causar difteria. Estes dois géneros séo
predominantemente isolados de animais (MOORE et al., 2015, SELIM et al., 2016).

1.2 Corynebacterium diphtheriae

C. diphtheriae € um micro-organismo patogénico, que tem como reservatorio

guase exclusivo o homem, sendo raros os relatos de casos de animais infectados
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como porcos ou cavalos (DANGEL et al., 2019). Estas bactérias sdo Gram-positivas,
em forma de bacilo, pleomérficas, ndo formadoras de esporos, imoveis, anaerébias
facultativas, e com alto contetdo GC (~53%) em seu material genético. A espécie C.
diphtheriae € classificada em trés biotipos de acordo com as propriedades
bioquimicas: mitis, gravis e intermedius (HASSAN et al.,, 2018). Linhagens de C.
diphtheriae classificadas como pertencentes ao biotipo belfanti, foram recentemente
classificadas como uma espécie nova, Corynebacterium belfantii de acordo com

analises genbmicas (DAZAS et al., 2018).

1.3 Difteria

Trata-se de uma doenca que pode ser fatal, sendo por isso de notificacdo
compulséria imediata (até 24 horas) em todo territério nacional, de casos suspeitos e
confirmados, conforme Portaria de Consolidagao n° 4, de 28 de setembro de 2017
(BRASIL, 2018a). A doenca é de evolucdo aguda e pode acometer pessoas nao
imunizadas ou parcialmente imunizadas, com manifestacdes locais e sistémicas, que
permanece como uma importante causa de morbidade e mortalidade nos diferentes
continentes, inclusive em paises com programas efetivos de imunizacado infantil
(BITRAGUNTA et al., 2010, MAN et al., 2010, SAIKYA et al., 2010, SANTOS et al.,
2015).

As formas clinicas mais comuns da difteria sdo faringeas e cutaneas. Os
principais sintomas de ambas as formas da doenca sédo causados pela acdo do
principal e mais bem estudado fator de viruléncia de C. diphtheriae, a toxina diftérica
(TD) (PEIXOTO et al., 2016).

Infeccbes cutdneas de difteria sdo mais comuns em regides tropicais,
geralmente sem apresentacgdes clinicas sistémicas, surgem em forma de lesbes de
pele infectadas e ulceras, ocorrendo frequentemente em combinacdo com mas
condicbes de higiene (ZAKIKHANY; NEAL; EFSTRATIOU, 2014). Podem servir
como reservatoério e fonte para disseminacdo dos patdgenos toxigénicos e causar
difteria faringea em individuos suscetiveis, o que representa um problema para a
saude publica (HASSAN et al., 2018, MEINEL et al., 2016).

A manifestacdo da difteria no trato respiratorio superior, que acomete mais
comumente a faringe, pela adesado da bactéria nas células faringeas do hospedeiro,

representa a forma classica desta doenca. O periodo de incubacgéo € de 1-5 dias, e
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tem inicio insidioso, com febre baixa e dor de garganta. Apdés 2-3 dias, em
decorréncia dos efeitos da liberacdo da TD e da resposta imune do hospedeiro,
ocorre linfadenopatia juntamente com a formacdo de pseudomembranas
acinzentadas, que ficam fortemente aderidas no sitio de infeccdo, compostas de
células necroticas, fibrinas, células inflamatérias e bactérias. As pseudomembranas
podem levar a obstrucdo das vias respiratorias, e consequentemente, a morte por
asfixia (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020, HASSAN
et al., 2018, SEKAR et al., 2017).

Complicacdes na doenca também podem ocorrer apdés a TD se ligar a
diversos tipos de células, podendo causar danos no miocardio, no sistema nervoso
periférico e nos rins (SKOGMAR; THAM, 2018).

Acreditava-se, até meados da década de 80, que a TD era produzida
exclusivamente por linhagens de C. diphtheriae que carreavam o0 gene tox. No
entanto, foram reportados casos de difteria em animais e humanos, causados por C.
ulcerans toxigénico. Bacteriéfagos portadores do gene tox, porém distintos dos que
infectam C. diphtheriae, sdo capazes de lisogenizar C. ulcerans, que por sua vez
passam a produzir TD. Entretanto, as sequéncias da TD em C. ulcerans apresentam
alteracbes nos dominios de translocacdo e de ligacdo ao receptor quando
comparadas com C. diphtheriae (SHARMA et al., 2019).

Outra espécie também conhecida pela producdo de TD é C.
pseudotuberculosis, que ao sofrer lisogenizacdo por fago contendo o gene tox, é
capaz de causar difteria em animais e raramente em humanos. Um estudo do
genoma deste micro-organismo mostrou que a sequéncia do gene tox de C.
pseudotuberculosis difere da sequéncia de C. ulcerans e C. diphtheriae (VIANA et
al., 2017). Nesses casos em que ocorre variagado na sequéncia do gene tox e TD, a
efetividade da vacinacao é desconhecida (MOORE et al., 2015).

Na maioria dos paises, a difteria € considerada uma doenca do passado,
dado que existe tratamento e vacina para evita-la. Eficazes programas de vacinacao
em todo o mundo sdo capazes de manter uma alta cobertura vacinal, e
consequentemente, conter novos casos da doenca. Por outro lado, a consequéncia
do declinio dos casos de difteria no mundo ao longo dos anos foi acompanhada por
uma perda de conhecimentos concretos em relagéo ao seu tratamento, fazendo com
gue seja mais dificil para os profissionais de saude identificar, isolar e tratar

rapidamente os pacientes. A difteria acabou, entdo, tornando-se uma doenca
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negligenciada e esquecida, apesar de sua gravidade (MEDICOS SEM
FRONTEIRAS, 2017).

1.4 Toxina diftérica

A TD é uma potente exotoxina que corresponde a um polipeptideo de 353
aminoacidos, e apresenta uma dose letal minima menor que 50-100 ng/kg de peso
corporal. TD é composta de dois fragmentos: A e B, que estdo unidos por pontes
dissulfeto. Possui conformacdo em forma de Y, com trés diferentes dominios: C
(pertence ao fragmento A), T e R (pertencem ao fragmento B). Estes dominios por
sua vez, estdo relacionados respectivamente com as principais fungbes da toxina:
catalisacdo, translocacdo e ligacdo ao receptor especifico (FORBES, 2017,
VIGUETTI, 2010).

O mecanismo de acdo da TD se da pela ligacdo do receptor do fragmento B
(dominio R) a um receptor de superficie celular do hospedeiro. Embora nédo toxico, é
o fragmento B que permite a entrada da TD na célula. A TD, entéo, transloca pelo
caminho do endossomo, onde muda de conformacao ao ser exposta a um pH &cido.
O dominio T ajuda na clivagem e na liberacdo do dominio catalitico (fragmento A)
para o citoplasma, o qual ird gerar um bloqueio na sintese protéica (Figura 1)
(VIGUETTI, 2010).

O fragmento A atua na inibicdo da sintese protéica pela ribosilacdo da
adenosina difosfato do fator de alongamento EF-2, levando a morte das células
hospedeiras. Uma Unica molécula do fragmento A introduzida diretamente no citosol
é suficiente para matar a célula eucariética (FORBES, 2017, TROST et al., 2012).

Ao multiplicar-se na porta de entrada, o bacilo diftérico produz TD que se
dissemina sistemicamente e atua em todos os tecidos, com especial tropismo para o
miocardio, sistema nervoso, rins e suprarrenais (DIAS, 2011, MATTOS-GUARALDI;
HIRATA JR; DAMASCO, 2011).

As cepas toxigénicas de C. diphtheriae carreiam o gene tox estrutural
presente em corinebacteri6fagos lisogénicos (Btox+, ytox+, wtox+). Os
corinebacteriéfagos tox+ infectam C. diphtheriae e se integram ao cromossomo
bacteriano, convertendo linhagens nao-toxigénicas em toxigénicas (MATTOS-
GUARALDI; HIRATA JR; DAMASCO, 2011, ZAKIKHANY; NEAL; EFSTRATIOU,
2014).
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Figura 1 — Dominio da molécula da toxina diftérica, revelados por analise cristalografica.

Fonte: (FERREIRA, 2013)

Embora o gene tox faca parte do genoma do fago, a regulacdo da expresséo
da TD é controlada pela bactéria. O gene tox, que € responsavel pela codificacdo
dos fragmentos A e B da toxina, é diretamente regulado pelo repressor dixR (do
inglés, diphtheria toxin repressor), presente no cromossomo de C. diphtheriae, e que
faz parte de um grupo de proteinas reguladoras dependentes de metal. Em
ambiente apresentando baixa concentracdo de ferro, o gene regulador dtxR é
inativado, e a transcricdo do gene tox é induzida (DANGEL, et al., 2019, DIAS, 2011,
MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR; DAMASCO, 2011, SANGAL; HOSKISSON,
2016).

O ferro é um cofator essencial para importantes funcdes celulares, tais como
biossintese de DNA e respiragdo celular. Por este motivo, € uma estratégia comum
do hospedeiro infectado limitar a disponibilidade de ferro a fim de suprimir o
crescimento bacteriano. Desta forma, a bactéria precisa competir com o hospedeiro
por ferro para estabelecer a infeccdo, um mecanismo que é relacionado com a
producdo de TD por C. diphtheriae toxigénico, ja que a sintese de TD depende de
concentragcbes baixas de ferro. Vale ressaltar que, segundo estudos, como o de
Trost et al., jA se sabe que existem alguns genes em C. diphtheriae que estédo

relacionados com a biossintese de siderdforos, que atuam na captacdo de ferro
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pelos micro-organismos, facilitando a absorcdo deste metal por C. diphtheriae e

facilitando o sucesso da infeccédo (TROST et al., 2012).

1.5 Linhagens néo-toxigénicas carreadoras do gene tox

Apesar do gene tox ser altamente conservado, por volta da década de 90,
durante uma grande epidemia de difteria que aconteceu na Europa, diversos
estudos passaram a relatar o surgimento de linhagens que sofreram mutacdo na
sequéncia do gene tox. Estas linhagens perderam a fungcéo do gene, deixando de
expressar a proteina, porém continuavam genotipicamente tox+, ou seja, possuiam
0 gene tox, mas nédo sintetizavam a TD. Estas linhagens passaram a ser chamadas
de n&o-toxigénicas carreadoras do gene tox (do inglés non-toxigenic tox gene-
bearing — NTTB) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017, ZAKIKHANY; NEAL,;
EFSTRATIOU, 2014).

A verificacdo da presenca do gene tox em linhagens de C. diphtheriae é feita
rotineiramente em laboratérios, pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), no entanto, para verificacdo da funcionalidade do gene € necessario realizar
também o teste de Elek. Por conta disso, muitas linhagens reconhecidas como
toxigénicas por possuirem o0 gene tox, na verdade podem nao ter uma TD ativa
(BILLARD-POMARES et al., 2017, DOYLE et al., 2017).

Um estudo realizado na Australia em 2017, por Doyle et al., analisou a
sequéncia do gene tox de 14 linhagens de C. diphtheriae tox+. Das 14 linhagens
analisadas, duas apresentaram gene tox ndo funcionais devido a mutacdes por
delecdo de um unico nucleotideo no fragmento A da toxina, e codon de terminacao
prematuro, respectivamente, resultando no truncamento da sequéncia peptidica da
toxina e perda da funcdo da mesma (DOYLE et al., 2017).

As linhagens NTTB ndo séo consideradas toxigénicas, mas sao potenciais
riscos para saude publica por serem consideradas como reservatério do gene tox,
ISSo porque podem passar a expressar um gene funcional por reversdo da mutagao
que ocasionou a perda de fung¢do do gene, ou ainda por recombinacdo homodloga
entre corinebacteridfagos, podendo se tornar toxigénicas (SANGAL; HOSKISSON,
2016).

1.6 Linhagens atoxigénicas
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Linhagens de C. diphtheriae que perderam completamente o gene tox, sao as
chamadas atoxigénicas. Estas linhagens vém emergindo cada vez mais,
principalmente em paises com altas coberturas vacinais, onde ha maior pressao
seletiva sobre as linhagens toxigénicas, resultando na prevaléncia da circulacao de
C. diphtheriae atoxigénica, como consequéncia da adaptacédo da bactéria a pressao
seletiva vacinal. Isso mostra que a resposta imune induzida pela vacina pode
influenciar na dinamica evolucionaria deste micro-organismo (FORBES, 2017,
GROSSE-KOCK et al., 2017).

As linhagens atoxigénicas de C. diphtheriae também tém surgido como causa
frequente de processos infecciosos que podem variar desde lesdes cutaneas e
faringites, a doencas invasivas severas. A vacina feita com toxoide diftérico atua
apenas na TD produzida pela bactéria, ndo prevenindo doencas causadas por
linhagens atoxigénicas, por isso individuos imunizados com o toxoide diftérico
podem apresentar infecces invasivas como bacteremia, osteomielite e endocardite
causadas por C. diphtheriae atoxigénica, na auséncia de lesdes mediadas pela
toxina. Apesar da caracteristica destrutiva das infec¢des invasivas, 0s aspectos de
patogenicidade que favorecem a capacidade invasiva de certas linhagens de C.
diphtheriae permanecem pouco claros (CLINTON et al., 2013, GOMES, 2012,
ZAKIKHANY; NEAL; EFSTRATIOU, 2014).

No entanto, o sucesso das infeccdes causadas por C. diphtheriae
atoxigénicas, despertou o interesse de estudar outros fatores de viruléncia além da
toxina. Apesar de ainda pouco conhecidos, j& foram demonstrados fatores de
viruléncia relacionados a adeséo e a invasao celular, o que explica a ocorréncia de
doencas invasivas e persistentes. Infeccdes sistémicas causadas por C. diphtheriae
sugerem que esse patdgeno é capaz de se ligar as células epiteliais do hospedeiro,
obtendo acesso a tecidos mais profundos e persistindo nesses tecidos (OTT et al.,
2010).

1.7 Outros fatores de viruléncia

by

Dentre os fatores de viruléncia associados a capacidade de adesdo e de
invasdo, pode-se destacar a formacdo de pili na superficie da célula de C.

diphtheriae; proteinas de superficie DIP0733, DIP1281 e a proteina 67-72 p que
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além de estar associada nos processos de adesao e de invaséo celular, também ja
teve comprovado seu papel na inducédo da morte celular por apoptose (BRODZIK et
al., 2019, OTT et al., 2010, WEERASEKERA et al., 2018).

Estudos feitos por Weerasekera et al. (2018) indicaram que a proteina
DIP0733 é crucial tanto na interacdo da bactéria com células epiteliais hospedeiras
guanto na patogenicidade. Isso foi demonstrado pela investigacao da funcdo de uma
regido espiral C-terminal, presente em um homologo da proteina DIP0733, que foi
encontrada apenas em espécies patogénicas de corinebactérias. Para investigar a
funcdo desta regido, foi realizado um ensaio com a expressdao de uma forma
truncada da regido espiral C-terminal da DIP0733 em C. diphtheriae, e foi
comparado com uma forma integra desta regido, a fim de verificar se haveria
mudanc¢a na viruléncia do micro-organismo. Como resultado foi percebida uma
menor taxa de adesdo e de invasdo celular das linhagens que tiveram a regiao
espiral C-terminal truncada, implicando na reducéo da viruléncia da bactéria. Este
resultado ressalta a importancia da proteina DIP0733 na viruléncia de C. diphtheriae
(WEERASEKERA et al., 2018).

Ja a proteina DIP1281 tem sua funcdo associada com a organizacdo da
camada protéica de superficie externa de C. diphtheriae. A auséncia desta proteina
na superficie da bactéria parece causar alteragdes estruturais na superficie celular,
que impedem a adesdo e a invasdo de C. diphtheriae na célula hospedeira (OTT et
al., 2010).

Quanto ao papel da proteina 67-72 p encontrada na superficie da célula de C.
diphtheriae, foi inicialmente conhecida apenas por sua funcdo na invasdo e na
colonizacdo de células hospedeiras. No entanto, estudos mais recentes
comprovaram que esta proteina tem também capacidade de induzir morte celular,
enviando sinal de apoptose nos estagios iniciais da infeccéo, funcado que era antes
exclusivamente atribuida a agéo da toxina diftérica (BRODZIK et al., 2019).

Por fim, existem ainda os pili, que sdo proteinas adesivas que se encontram
ancoradas na parede celular bacteriana e desempenham papel importante na
colonizagdo e patogenicidade de C. diphtheriae. Cada pilus € composto de trés
proteinas: SpaA que é responsavel pela formacao do eixo do pilus, SpaB que forma
a base, e SpaC que forma a ponta do pilus. A polimerizacdo de cada pilus especifico
€ dada pela acdo de enzimas sortases especificas. Estudos realizados com

linhagens que perderam Srta (sortase responsavel pela producdo de SpaA) tiveram
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a capacidade de aderir as células faringeas reduzidas em 90% (BRODZIK et al.,
2019, CHANG et al., 2018).

Diversos estudos relatam a existéncia de grande diversidade em grupos
(clusters) de genes de pili em C. diphtheriae, estes grupos de genes estao presentes
em ilhas de patogenicidade adquiridas horizontalmente pelo micro-organismo. A
diversidade de clusters de genes de pili entre diferentes linhagens pode estar
associada com a variacao de viruléncia entre linhagens de C. diphtheriae (CHANG et
al., 2018, SANGAL et al., 2015, TROST et al., 2012).

1.8 Aspectos epidemiolégicos da difteria

Observa-se um aumento da incidéncia de difteria nos meses frios e secos
(outono e inverno), quando é mais comum a ocorréncia de infec¢des respiratorias,
principalmente devido a aglomeracdo em ambientes fechados, que facilitam a
transmissao do bacilo. Contudo, ndo se observa esse padrdo sazonal nas regioes
sem grandes oscilacdes de temperatura. A doenca ocorre com maior frequéncia em
areas com precarias condi¢des socioeconémicas, onde a aglomeracédo de pessoas €
maior, e onde se registram baixas coberturas vacinais (BRASIL, 2014).

A transmissao do bacilo diftérico ocorre principalmente de pessoa a pessoa
por goticulas de secrecdes respiratdrias. Em regibes endémicas, especialmente em
areas tropicais, as infeccdes de lesdes de pele podem servir como reservatério para
o bacilo diftérico em uma variedade de feridas de pele, como picadas de inseto,
traumas, Ulceras leishmaniéticas e neoplasicas (MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR;
AZEVEDO, 2013).

Uma das maiores epidemias de difteria e a maior registrada apds o inicio da
vacinagcdo em massa, ocorreu na década de 1990 na Federacdo Russa, e espalhou-
se rapidamente pelos Novos Estados Independentes. De 1990 a 1998 foram mais de
157.000 casos, que resultaram em aproximadamente 5.000 mortes. A populacao
adulta foi a principal acometida, e a razédo pela qual a epidemia aconteceu, foi devido
a queda da cobertura vacinal, migracdo de militares e de civis, precéarias condi¢cdes
de higiene e sanitarias, e a desorganizacdo dos servicos de saude associados a
revolta politica (DIAS, 2011, GROSSE-KOCK et al., 2017). Todos estes fatores

citados associados a uma reduzida exposi¢cdo natural ao patdégeno nas décadas
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anteriores resultaram em niveis de anticorpos abaixo dos niveis de prote¢cdo, o que
tornou a populacéo suscetivel (SETH-SMITH; EGLI, 2019).

O principal clone toxigénico determinado pela metodologia de Multilocus
Sequence Typing (MLST), a sequéncia tipo 8 (ST8), foi o responsavel pelo inicio da
epidemia na Russia e continuou circulando apés o periodo de epidemia na Europa,
conforme relatado em estudo que aponta a persisténcia do ST8 até os dias de hoje
(DANGEL et al., 2018). Outro estudo feito por Czajka et al. relatou a presenca do
ST8 na Polbdnia entre 2004 e 2016, ja apods a grande epidemia da Russia, causando
infecgdes invasivas e infecgdes de pele. No entanto, foi observada a substituicdo do
perfil de toxigenicidade das linhagens de ST8, que foram anteriormente isoladas
como toxigénicas na RuUssia, e anos depois foram isoladas como atoxigénicas na
Polbnia. A troca do perfil de toxigenicidade é atribuida a pressao seletiva exercida
pelo aumento do nimero de individuos vacinados (CZAJKA et al., 2018).

De 2016 a 2017 na Alemanha, foi verificado um aumento da circulacdo de C.
diphtheriae atoxigénicas, caracterizado em sua maior parte pelo ST8. Esta
sequéncia tipo (ST) é a mais abundante encontrada no banco de dados que utiliza a
metodologia de MLST para tipagem de C. diphtheriae (PUBMLST, 2020) e
provavelmente na Europa (DANGEL et al., 2018). Atualmente, diversos surtos
epidémicos que continuam acontecendo no mundo, como na india, Africa do Sul,
Venezuela e entre os refugiados sirios na Alemanha e na Suica (BRASIL, 2018a,
MEINEL et al., 2016, MAHOMED et al., 2017, SANGAL et al., 2017).

No Brasil, o nUmero de casos notificados vem decrescendo progressivamente
nas Ultimas décadas, devido a ampliacdo da cobertura vacinal, apesar da difteria
permanecer endémica nas diferentes regifes, sendo a principal e mais afetada a
Regido Nordeste. De 2008 a 2018, o Ministério da Saude registrou 46 casos de
difteria apenas no nordeste do Brasil, enquanto a regido com menos registro, neste
mesmo periodo, foi a Regido Centro-oeste, com cinco casos. Destaca-se, entretanto,
a ocorréncia de um surto de difteria, em 2010, no estado do Maranh&o com 28 casos
da doencga e um surto em Pernambuco em 2015 com 11 casos (BRASIL, 2019b,
SANTOS et al., 2015).

O Ministério da Saude registrou um total de 89 casos de difteria no Brasil, nos
altimos dez anos. Ndo se pode, no entanto, descartar a possibilidade de
subnotificacdo 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
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dificuldades de obtencéo do diagndstico clinico-laboratorial em casos de difteria, em
particular quando os pacientes estdo parcialmente protegidos contra a agao da TD
(BRASIL, 2019b, DIAS et al., 2011, SANTOS et al., 2015).

Atualmente no mundo ainda ha paises com surtos ativos de difteria. Nas
Américas, trés paises vém notificando casos da doenca: Colébmbia, Haiti e
Venezuela. A Colébmbia confirmou oito casos, incluindo trés 6bitos, entre janeiro e
dezembro de 2018. No Haiti, o surto que se iniciou no ano de 2014, vém se
estendendo até a atualidade. Do ano de 2014 até 2018, 264 casos foram
confirmados, com 106 mortes. Os casos reportados em 2018 no Haiti foram maiores
do que em 2016 e 2017, e segundo a atualizacdo epidemioldgica disponibilizada
pelo site da Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS), o aumento do nimero
de casos reportados esta associado ao desenvolvimento da sensibilidade dos
sistemas de vigilancia nacional. A faixa etaria mais atingida nestes paises
compreende criancas com 6 a 14 anos de idade (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2019).

Na Venezuela, um surto de difteria que se iniciou em julho de 2016, continua
ativo, e desde entdo, o numero de casos confirmados e Obitos é crescente. Até o
inicio de 2019, foram reportadas 270 mortes por difteria na Venezuela, sendo a
maior taxa de incidéncia reportada nos menores de 15 anos de idade (BRASIL,
2019a, ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019a). O surto de difteria
ativo na Venezuela é motivo de preocupacao para os sistemas de saude e vigilancia
do Brasil, tendo em vista que a Venezuela faz fronteira com o Brasil, e muitos
venezuelanos imigram para o Brasil em virtude da crise politica e econdmica
daquele pais. Em 2018, existiam aproximadamente 180 mil refugiados e migrantes
venezuelanos no Brasil, com uma média de 500 novas pessoas chegando por dia
(ALTO COMISSARIADO DAS NAC}GES UNIDAS PARA OS REFUGIADOS, 2019).
Uma especialista em imunizacdo da OPAS ressaltou que a situacdo do Haiti e da
Venezuela acende um alerta para os paises que fazem fronteira com eles, como
Brasil, Republica Dominicana e Colémbia (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2019b).

Um dos aspectos epidemiologicos mais relevantes da atualidade, em relacéo
a doencas transmissiveis, especialmente as negligenciadas, como a difteria, sdo os
viajantes, que devido a globalizacdo tém cada vez mais facilidade de mobilidade

entre um pais e outro em poucas horas, e os refugiados provenientes de locais com
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baixas condi¢Bes socioecondmicas, sanitérias e baixas taxas de coberturas vacinais,
que migram para 0os mais diversos paises, em busca de melhores condi¢es de vida
(MAY; MCDOUGALL; ROBSON, 2013, MEINEL et al., 2016).

Viajantes e refugiados que migram de areas endémicas para difteria como
Africa, india e América do Sul, para paises onde a incidéncia da doenca € baixa,
devido a altas coberturas vacinais, acabam levando este patdgeno para regides
onde antes ndo havia circulacdo dele. Apesar das altas coberturas vacinais,
populacdes que ndo tem contato com determinado micro-organismo se tornam mais
suscetiveis quando os niveis de anticorpos vacinais comeg¢am a decair (FORBES,
2017, ZASADA, 2015).

Um fator agravante no caso dos refugiados € que frequentemente estes
individuos possuem um vago histérico médico e falta de conhecimento sobre o
status vacinal, sem contar que barreiras culturais, de idiomas e experiéncias
traumaticas vividas por estes grupos, levam a perda de detalhes importantes sobre a
rota de viagem e outros aspectos relevantes para o manejo médico (MEINEL et al.,
2016).

A preocupacdo dos 6rgdos de saude publica com a possibilidade de novas
epidemias de difteria ainda é constante, devido a permanéncia do agente etiol6gico
circulando na populacdo (GAYRETLI et al., 2017). A vacinagdo em massa que
ocorreu em alguns paises modificou as manifestacdes clinicas da doenca. A
ocorréncia de infeccBes localizadas ou sisttmicas em humanos, incluindo
pneumonia, bacteremia, osteomielite, entre outros, por cepas atoxigénicas enfatiza a
expressao de outros mecanismos de viruléncia além da producédo da toxina diftérica
(TORRES et al., 2013, SANTOS et al., 2015, PEIXOTO et al., 2016).

1.9 Tratamento

O tratamento para pacientes com suspeita de difteria envolve isolamento dos
mesmos e administracdo do soro antidiftérico derivado de equino (anticorpo
policlonal 1gG), que tem por finalidade inativar a TD circulante o mais rapido
possivel. No entanto, este ndo tem efeito sobre a toxina ja impregnada no tecido, ou
seja, apés a toxina entrar na célula, o soro ndo tem mais efeito sobre ela. E

fundamental que o soro antidiftérico seja administrado intravenosamente ou
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intramuscularmente, o mais rdpido possivel apds o inicio da doenca (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Vale ressaltar que o acesso global ao soro se encontrava limitado, pois a
maioria dos fabricantes ndo estava produzindo o soro. A indisponibilidade do produto
e episodios de atraso também estavam sendo relatados na Europa e em outros
lugares (SMITH et al., 2016, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

No Brasil, o soro antidiftérico que € produzido pelo Instituto Butantan (S&o
Paulo) se encontrava disponivel apenas em baixa poténcia para utilizacdo, sem
previsdo para normalizagéo na distribuicdo do produto. Devido a indisponibilidade do
soro tanto no mercado nacional quanto no internacional e aos riscos atrelados ao
uso de soro de baixa poténcia, foi solicitado a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), autorizacdo para utilizacdo de soro antidiftérico com poténcia
abaixo da especificacdo do produto, que é de 1.000 Ul/mL. O uso foi autorizado e
estava sendo utilizado desde 2013 (BRASIL, 2018b). No entanto, no inicio de 2020,
o Ministério da Saude emitiu um oficio informando sobre a normalizacdo da
distribuicdo do soro diftérico na poténcia de 1.000 Ul/mL, revogando a Nota
Informativa anterior (NI no. 162/2019 — CGPNI/DEVIT/SVS/MS) que orientava a
administragao de soro numa poténcia menor (BRASIL, 2020).

Como o soro antidiftérico (SAD) ndo possui efeito sobre a bactéria, para a
eliminacdo do patégeno, é administrado antibidtico, que pode ser eritromicina ou
penicilina (BRASIL, 2014). ApGs 48 horas do inicio do uso do antibiético, o individuo
ndo € mais capaz de transmitir a doenca, no entanto, é de suma importancia que o
tratamento seja feito até o final para garantir que a bactéria tenha sido eliminada por
completo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).

Em casos mais graves, onde a pseudomembrana esta causando obstrucao
respiratoria, € necessario que se faca intervencdes como traqueostomia, remocao
mecanica das pseudomembranas, intubagdo ou possivelmente oxigenagao por
membrana extracorpdrea para evitar a morte por asfixia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

1.10 Vacina

A introducéo da vacina com toxoide diftérico aconteceu em 1923, e a difusédo

da vacinagdo em massa, entre 1940 e 1950, levou a quase total eliminagdo da
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doenca nos paises industrializados. No entanto, a difteria continuou endémica em
muitos paises em desenvolvimento (DU PLESSIS et al., 2017).

A protecdo contra C. diphtheriae pode ser naturalmente obtida através da
passagem de anticorpos maternos pela barreira transplacentaria durante os
primeiros meses de vida do feto ou através de infec¢cdes assintomaticas. A
imunidade adquirida é obtida através da vacinacdo com o toxoide diftérico (EXx.
vacina triplice bacteriana — DTP contra difteria, tétano e coqueluche) e ndo com
antigenos somaticos. A vacinacdo com o toxoide diftérico confere protecdo apenas
contra a TD e néo contra a colonizagao ou infecgéo pelo micro-organismo (BRASIL,
2014, BRASIL, 2015, MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR., DAMASCO, 2011;).

Segundo o Ministério da Saude, o esquema de vacinacdo deve ser iniciado no
primeiro ano de vida, sendo a primeira dose aos 2 meses de idade, a segunda dose
aos 4 meses e a terceira dose aos 6 meses. Depois, doses de reforco devem ser
administradas aos 15 meses e aos 4 anos de vida. Por fim, séo feitos reforcos a
cada dez anos da data da ultima dose administrada (BRASIL, 2014, BRASIL, 2015).

Um declinio parcial na imunidade de adultos aliado a falta de reforcos vacinais
e uma menor exposicdo ao bacilo contribuem para a ocorréncia esporadica de
epidemias. Um eficaz programa de vacinacdo € capaz de conter o avanco de
epidemias, porém néo erradica o estado de portador assintomético na populacéo.
Assim, temos tanto a circulacdo de cepas atoxinogénicas quanto toxinogénicas
(GAYRETLI et al., 2017).

Desde 2010, a cobertura vacinal com a DTP no mundo, permaneceu em torno
de 86%, sendo que a necessaria para proteger contra surtos e doencas evitaveis por
imunizagdo é 95% (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019c).
Atualmente, as guerras e as grandes instabilidades socioecondmicas que vém
acontecendo no mundo, acabam afetando os sistemas de saude, tornando 0 acesso
a vacina limitado ou inexistente, 0 que acarreta uma brusca queda da cobertura
vacinal e consequente aumento dos casos da doencga. Este fato demonstra um
grande problema de saude publica, ja que por se tratar de uma doenca
negligenciada, ndo ha medidas de controle e tratamento rapidas e eficazes
(MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2018).

1.11 Tipagem molecular utilizando o Multilocus Sequence Typing
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A utilizacdo de técnicas de tipificacdo molecular, quando foram desenvolvidas,
mostraram diversidade intraespécie significativa, como exemplo, o MLST que foi
proposto em 1998. As técnicas de tipificacdo molecular passaram entédo a substituir
as anteriores que eram com bases bioquimicas e morfologicas, as quais forneciam
uma resolucéo limitada (BOLT et al., 2010).

Para tipagem molecular de linhagens de C. diphtheriae circulantes e
envolvidas em surtos epidémicos, utiliza-se a metodologia MLST, com o intuito de
agrupar as linhagens relacionadas em complexos clonais (CC) por meio do
sequenciamento e andlise de fragmentos de sete genes constitutivos
(housekeeping). Os genes constitutivos estdo localizados no cromossomo e
codificam funcdes essenciais para o metabolismo microbiano. Cada um dos sete
genes € amplificado, sequenciado, analisado, e de acordo com as mutacfes
encontradas na sequéncia, determina-se o numero de genes alelos para aquele
locus. Para cada gene, as sequéncias sdo referidas como alelos e o conjunto de
diferentes alelos define a ST de cada linhagem bacteriana. Grupos com o0 mesmo
perfil de alelos representam clones. As sequéncias que diferem em apenas um
nucleotideo séo consideradas como alelos diferentes (BOLT et al., 2010).

Segundo Das Vertentes (2012), MLST € amplamente utilizado para tipagem
molecular em estudos epidemiolégicos, gracas ao aumento na disponibilidade e
reducdo do custo do sequenciamento, e também devido ao desenvolvimento da
tecnologia de informacdo (DAS VERTENTES, 2012). Esse método € uma das
ferramentas de genotipagem usadas para epidemiologia molecular, j& que se baseia
em comparacdes detalhadas de um patégeno usando informacfes genéticas. As
relacbes genéticas podem ser visualizadas em arvores filogenéticas, onde os
isolados podem ser agrupados e possiveis ligacdes moleculares epidemiologicas
podem ser fornecidas (SETH-SMITH; EGLI, 2019). Por se basear em sequéncias
nucleotidicas, o MLST € considerado um método rapido, de alta acuracia, boa
reprodutibilidadede e grande capacidade discriminatoria, podendo até mesmo
distinguir linhagens estreitamente relacionadas (DAS VERTENTES, 2012).

As linhagens podem ser discriminadas com base em uma unica alteragéo
nucleotidica em apenas um dos sete genes analisados. A tipagem feita pela analise
nucleotidica traz uma vantagem ao MLST em relacdo a outras técnicas de tipagem

como o Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e a ribotipagem que é a elevada
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capacidade discriminatéria. A ribotipagem era até entdo considerada padrdo ouro
entre as técnicas de tipagem (BOLT et al., 2010).

O PFGE é uma técnica baseada na andlise de padrbes de bandas de
eletroforese, podendo haver uma analise incorreta dos resultados, além de néao
permitir a realizac@o de inferéncias filogenéticas entre as linhagens, e nédo revelar
claramente a estrutura populacional ou mecanismos evolutivos dentro de uma
espécie (VIGUETTI, 2010). Ja a ribotipagem consiste na amplificacdo de sequéncias
de regibes espacadoras entre os genes do rRNA 16S e 23S (SCHUMANN, PUKALL,
2013). No entanto, a ribotipagem necessita de métodos altamente padronizados
para que nao haja dificuldades na sua reprodutibilidade (BOLT et al., 2010).

Para validar a acuracia e o poder discriminatério do MLST, Bolt et al.
compararam dados de linhagens tipadas por ribotipagem com o esquema proposto
de MLST, e de modo geral, houve concordancia entre ambos. No entanto, o0 MLST
obteve uma melhor resolucdo em dois casos: identificou a variagdo de um locus
dentro de um ribotipo, e fez a distincdo dentro de dois isolados de um ribotipo (BOLT
et al., 2010).

Atualmente, sdo aproximadamente 716 ST depositados no banco de dados
PubMLST (http://pubmist.org/cdiphtheriae/) considerando as espécies C. diphtheriae
e C. ulcerans. O esquema de MLST para o bacilo diftérico foi proposto em 2010 por
Bolt et al., utilizando as sequéncias de sete genes constitutivos, com um total de 150
linhagens de C. diphtheriae de 18 paises diferentes, no periodo de 1957 a 2006,
sendo a maioria das linhagens (= 96) toxigénicas (JOLLEY; MAIDEN, 2010, LOWE
et al., 2011). No Brasil, um estudo epidemiolégico utilizando MLST foi realizado com
seis estirpes atoxigénicas (quatro casos de endocardite e dois casos de pneumonia)
do Rio de Janeiro, entre os anos de 1993 e 2000, que foram classificadas em seis
ST distintos, sendo que uma das linhagens pertenceu ao ST 128, um clone
anteriormente visto na Roménia em 1964, na Franca, nos anos de 1987 e 2003, e na
Argélia em 2003 (VIGUETTI et al., 2012).

1.12 Relevancia e justificativa

No Brasil hd uma caréncia de informacdes sobre a epidemiologia de estirpes
brasileiras, principalmente as toxigénicas de C. diphtheriae, patbgeno reemergente

de notificagdo compulsoria que tem sido isolado de diferentes sindromes infecciosas.
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Em decorréncia do programa de imunizacdo no pais, casos de difteria vém
decrescendo nas Ultimas duas décadas. Entretanto, casos e surtos epidémicos
esporadicos ainda ocorrem no Brasil, destacando-se o surto de difteria no Maranhao
em 2010, onde a maioria dos 28 casos confirmados acometeram criancas
imunizadas ou parcialmente imunizadas, resultando em trés Obitos, e o surto em
Pernambuco em 2015 com 11 casos e um 6bito (SANTOS et al.,, 2015, BRASIL,
2017), além de casos de infecc¢des invasivas causadas por estirpes ndo toxigénicas
(ENCINAS et al., 2015).

Estes dados, aliados a falta de informacdo sobre linhagens brasileiras,
enfatizam a necessidade e importancia de se estudar este micro-organismo que €
atualmente negligenciado.

Apesar de surtos epidémicos ainda acontecerem no Brasil, existe falta de
informacéo e conhecimento sobre a doenca, por parte dos profissionais de saude no
que diz respeito a identificacdo e diagnéstico do patégeno (MATTOS-GUARALDI et
al., 2011).

O estudo epidemioldgico e o aprimoramento dos sistemas de vigilancia das
doencas sdo de extrema importancia para se conhecer, intervir e recomendar acdes
que visem seu controle; para tanto é necessario conhecer os diferentes
componentes da cadeia de transmissdo, assim como 0s seus fatores de risco
(BRASIL, 2010).

A OMS estabelece como umas das trés medidas no controle da difteria a
prevencao de mortes e complicacdes pelo diagndéstico precoce e manejo apropriado
dos casos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Assim, a realizagdo de
estudos epidemioldgicos moleculares € importante para a caracterizacao de estirpes
circulantes no Brasil, principalmente no que se refere as toxigénicas, jA que 0s
efeitos gerados pela toxina sdo muito graves, podendo causar danos no musculo
cardiaco, no tecido nervoso e ainda levar a obito pelo blogueio da passagem de ar,
devido a formacdo de uma pseudomembrana no trato respiratorio superior.

Vale ressaltar que a Vigilancia Sanitaria surgiu com o intuito de evitar a
propagacdo de doencas, e suas acdes envolvem a promocgdo, protecdo e
recuperacédo da saude, assim como a fiscalizacdo de portos, aeroportos e fronteiras.
Portanto os dados obtidos neste estudo poderao auxiliar na tomada de medidas de
prevencdo e propagacdo da difteria pelo Brasil e pelo mundo, o que abrange as

acOes de Vigilancia Sanitaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar a metodologia de MLST para realizar uma analise epidemiol6gica
molecular de linhagens de C. diphtheriae, toxigénicas e atoxigénicas, para orientar

acOes de prevencao e controle da Vigilancia Sanitaria.

2.2  Objetivos especificos

o Atribuir ST para as linhagens de C. diphtheriae isoladas no Brasil;

o Determinar a diversidade genética de C. diphtheriae e avaliar as possiveis
relacBes clonais entre as linhagens brasileiras (envolvidas em surtos ou nédo) e as
linhagens do mundo, a fim de caracterizar as linhagens circulantes em surtos
epidémicos;

o Correlacionar os clones de C. diphtheriae com as caracteristicas clinicas das

diferentes estirpes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Linhagens bacterianas e cultivo e identificacéo

Neste estudo foram utilizadas 47 linhagens bacterianas pertencentes ao
Laboratorio de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica (LDCIC) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, que atua como Centro Colaborador de
Diagnostico para Difteria do Ministério da Saude. A identificacdo no LDCIC foi
realizada por métodos fenotipicos utilizando o sistema APl Coryne (BioMerieux), e
por métodos genotipicos utilizando a PCR multiplex para identificacdo de bactérias
corineformes toxigénicas. A confirmacao da identificacdo da espécie foi realizada no
Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas (LIPMED) do Instituto Oswaldo
Cruz (10C) da Fundacg&o Oswaldo Cruz (Fiocruz), utilizando a analise da sequéncia
do gene rpoB. As sequéncias das linhagens foram comparadas com a sequéncia do
gene rpoB da linhagem tipo depositada no GenBank, empregando a ferramenta
BLAST-NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Os isolados foram cultivados
em agar sangue (agar BHI acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro) a
37° C por 48 h. Todas as linhagens foram preservadas e depositadas na Colecéo de
Bactérias do Ambiente e Saude (CBAS) da Fiocruz. Os dados referentes as

linhagens bacterianas estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados das linhagens de C. Diphtheriae (continua).

Nnggfég Localidade Doenca/ Sitio de isolamento Tox” Sexo Idade Ano°
9 Riode Janeiro  Difteria/ Orofaringe Neg! F® 16 2011
90 Rio de Janeiro Leséo cutédnea/ Secrecdo Pos' NI° NI 1980
371 Rio de Janeiro Infecgéo cirargica na face/ Secregao Neg m" 45 1998
477  Rio de Janeiro Infecgdo cirargica de nasofaringe/ Faringe Neg F 14 1998
812 RiodeJaneiro  Carcinoma de Laringe/ Pneumonia/ Pulmdo  Neg M 71 2000
813 RiodeJaneiro  Carcinoma de Laringe/ Pneumonia /Faringe  Neg M 71 2000
814 Riode Janeiro  Carcinoma de Laringe/ Pneumonia/ /Laringe  Neg M 71 2000
1104 Riode Janeiro  Angiofibroma de nasofaringe/ Faringe Neg M 16 2002
1139  Rio de Janeiro  Ulcera venosa cronica na perna/ Secregio Neg M 77 2002
1176 Rio de Janeiro Burkitt's linfoma/Cérebro/ LCR Neg M 14 2002
1178 Rio de Janeiro Burkitt's linfoma/Cérebro/ LCR Neg M 14 2002
1219 Riode Janeiro  Carcinoma de septo nasal/ Radionecrose no Neg M 74 2003
maxilar /Secrecao
1233  Riode Janeiro  Ulcera crbnica / Nasofaringe Neg F 32 2003




Tabela 1 — Dados das linhagens de C. Diphtheriae (continuacéo).
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Ndmero

LDCIC? Localidade Doenca/ Sitio de isolamento Tox” Sexo Idade Ano°
1491 Riode Janeiro  Carcinoma na par6tida/ Otite e Mastoidite/ Neg M 4 2004
Secrecédo do ouvido
1624  Rio de Janeiro  Carcinoma da Laringe/ Pneumonia/ Puimdo  Neg M 56 2005
1641  Rio de Janeiro Inflamacéo do tumor de nasofaringe/ Neg M 73 2005
Nasofaringe
1911  Riode Janeiro  Cisto de Nasofaringe/ Rinite purulenta/ Neg M 8 2008
Nasofaringe
2494 Pernambuco Difteria/ Nasofaringe Pos F 5 2013
2495 Pernambuco Difteria/ Nasofaringe Pos F NI 2013
2496 Pernambuco Difteria/ Nasofaringe Pos M 8 2013
2497 Pernambuco Difteria/ Nasofaringe Pos F 1 2013
2520 Rio de Janeiro  Ulcera cutanea/ secregéo Neg M NI 2013
2587 Sao Paulo Difteria/ Orofaringe Pos M 45 2014
2626 Pernambuco Endocardite/ Sangue Neg M 23 2015
2628 Pernambuco NI/ Secrecéo Neg F 18 2015
2634 Rio de Janeiro Endocardite/ Sangue Neg M 21 2015
2635 Rio de Janeiro Difteria/ Nasofaringe Neg M 21 2015
2636 Rio de Janeiro Difteria/ Orofaringe Neg M 21 2015
2666  Rio de Janeiro Endocardite/ Sangue Neg NI NI 2015
2667  Rio de Janeiro Endocardite/ Sangue Neg F 19 2015
2685 Pernambuco Difteria/ Nasofaringe Pos M 7 2015
2717 Pernambuco Difteria/ Orofaringe Neg F 25 2016
2893 Rio de Janeiro Endocardite/ Sangue Neg F NI 2018
2962 Minas Gerais Leséo cutédnea na perna/ Secre¢éo Neg F 76 2019
3681  Santa Catarina  Difteria/ Nasofaringe Pos M 21 2012
3683 Sao Paulo Difteria/ Escarro Pos F 86 2014
3684 Acre Difteria/ Orofaringe Pos F 6 2014
5003 Rio de Janeiro Carcinoma de Bexiga/ Nefrostomia/ Sitio de  Neg M 73 2008
insercdo do cateter
5015 Rio de Janeiro Carcinoma do septo nasal/ Osteomielite no Neg F 41 2009
osso frontal/ Osso
HCO06  Rio de Janeiro Endocardite/ sangue Neg M 27 2010
L10S24 Bahia Ulcera leishmaniotica/ Secrecéo Neg NI NI 1980
MA 19 Maranhao Difteria/Nasofaringe Pos F 3 2010
MA 23 Maranhéo Difteria/ Nasofaringe Pos F 5 2010
MA 52 Maranhéo Difteria/ Nasofaringe Pos M 6 2010
MA 131 Maranhéo Difteria/ Nasofaringe Pos F 2010
MA 136 Maranhéao Difteria/ Nasofaringe Neg F 11 2010
MA 150 Maranhao Difteria/Nasofaringe Pos F 6 2010

Legenda: °LDCIC — Laboratério de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica; "Tox —

toxigenicidade verificada pela deteccdo do

feminino; 'Pos — positiva; °NI — no informado; "M — masculino.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

gLene tox; ‘ano de isolamento; dNeg — negativa; °F —
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3.2 Extragado do acido desoxirribonucleico

3.2.1 Extracéo por lise térmica

Apbs incubacgdo das linhagens por 48 horas a 37°C em agar sangue, uma
pequena quantidade de massa bacteriana foi transferida para microtubo com 1 mL
de solucdo salina 0,85 %, que foi centrifugado a 24.000 g por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e a cultura bacteriana foi ressuspensa em 500 uL de
agua ultra pura estéril livre de Dnase e Rnase e submetido a banho-maria fervente
(100°C) por 15 minutos. Apds esta etapa, a suspensdo bacteriana foi imediatamente
congelada a — 20°C (BAIO et al., 2013).

3.2.2 Extragdo quimica

Algumas linhagens tiveram o DNA extraido pelo kit comercial Sigma-Aldrich
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep. Resumindo, com auxilio de uma
alca estéril, foi removida uma parte do crescimento bacteriano cultivado em agar
sangue, que foi transferida para um microtubo com 1 mL de solugéo salina 0,85 %,
que foi centrifugada a 24.000 g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e a
cultura bacteriana foi utilizada no ensaio de extracdo quimica. ApOs esta etapa, se

iniciou a extracdo de DNA segundo recomendac@es do fabricante.

3.3 Multilocus Sequence Typing

As amostras foram submetidas a amplificacdo e purificacdo dos amplicons e
ao seguenciamento e andlise dos sete loci que compdem o esquema de MLST para
C. diphtheriae conforme proposto por Bolt et al. (2010) e descrito no site:
https://pubmist.org/cdiphtheriae/. O sequenciamento de DNA foi realizado na
plataforma de sequenciamento de Sanger do IOC. As sequéncias dos iniciadores
utilizados nas reacdes da PCR e nas reacfes de sequenciamento estdo descritas

nas Tabelas 2 e 3.



Tabela 2 — Genes, funcdo dos genes, iniciadores da PCR e tamanho dos amplicons.
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N Iniciadores Tamanho
Genes Funcéo do gene l
Forward Reverse amplicon
atpA Cadeia alfada ATP ~ GCGATTGCGAACTACACC CTCGAGGAATACCTRACC 1029 pb
sintase
dnak Subunidade alfa da TGCGTCATCTGATTGAAA  CGGTCCAATAAGACACCA 858 pb
DNA polimerase lI
dnaK Chaperona DNA K ACTTGGGTGGCGGTACTT TGGTGAACGTCTCGGAAC 696 pb
fusA Fator de TACCGCGAGAAGCTCGTT GAAGGTTGGGTCCTCTTC 683 pb
elongamento EF-G
leuA 2-isopropilmalato CGTGCACTTCTACAACTC  ACCGTGATCGGTCTTCAT 865 pb
sintase
odhA Componentes E1 e CGGCAAGGAAASCATGAC GTTGTCGCCRAACATCTG 505 pb
E2 da 2-oxoglutarato
dehydrogenase
rpoB Subunidade 8 da AAGCGCAAGATCCAGGAC TCGAACTCGTCGTCATCC 845 pb

RNA polimerase

Legenda: pb, pares de base; R, guanina ou adenina.
Fonte: (https://pubmist.org/)

Tabela 3 — Sequéncias dos iniciadores para a reacdo de sequenciamento e tamanho dos fragmentos
considerados para analise por MLST.

Gene Iniciadores Tamanho do
Forward Reverse fragmento
atpA AGAAGGCGACGAAGTMAAG CRGAATCAGAAGCTGGWGCA 378 pb
dnak GTGCGACAAGCTGGTGTG GGCTTWCGGCCATTYTTG 354 pb
dnaK AGATGGCTATGCAGCGTCT GATGAGCTTGGTCATCACG 345 pb
fusA CGTAAGCTGACCGTTAACTC CCATGGACTCRAGGATGA 360 pb
leuA CCYATCATCATCAAYCTGCC CAGCTGGTTGCAGTAYTC 384 pb
odhA TBCAAGATCGCATYGARRC TWGGCTCGATGTGKCCTTC 381 pb
rpoB CGWATGAACATYGGBCAGGT TCCATYTCRCCRAARCGCTG 342 pb

Legenda: pb, pares de base; R, guanina ou adenina; Y, timina ou citosina; K, guanina ou timina; W,
adenina ou timina.
Fonte: (https://pubmist.org/)

3.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase
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As reacOes de PCR para as linhagens de C. diphtheriae foram realizadas
conforme descrito no site: https://pubmilst.org/cdiphtheriae/. Foram amplificados sete
genes constitutivos (atpA, dnak, dnak, fusA, leuA, odhA e rpoB), de acordo com o
esquema de MLST para C. diphtheriae. A PCR foi realizada em um volume final de
50 L. Cada reacao foi composta de agua ultra pura estéril livre de Dnase e Rnase,
tampao de reacdo 1X, 3 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada dANTP (dNTP — [dATP,
dCTP, dGTP, dTTP] 10 mM), 100 ng de cada iniciador, 1,5 U da enzima Taq
polimerase (Promega) e 3 uL do DNA. As condi¢cfes para a amplificacdo dos genes
foram: pré-desnaturacéo a 94°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e uma etapa final de extensdo a
72°C por 7 minutos. Para verificar a amplificacdo dos fragmentos dos genes foi
realizada eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampdo TAE (Tampao tris-
acetato-EDTA) 1X. Para tal, 5 yL de cada produto da PCR foram aplicados nos
orificios do gel acrescidos de 2 uL de loading buffer. Em um dos orificios do gel foi
aplicado o padrao de DNA contendo fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos
(100 pb DNA ladder, Invitrogen). ApGs eletroforese realizada em tampédo TAE 1X,
sob uma corrente de 60 V por 1 hora, os géis foram corados com brometo de etidio
(0,5 mg/mL) e visualizados no fotodocumentador (BioRad).

3.3.2 Purificacdo dos produtos de PCR

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit PCR DNA & Gel Banda
Purification (GE Healthcare), conforme instrugbes do fabricante. Para verificar a
concentracdo dos amplicons foram realizadas eletroforeses em gel de agarose a
1,5% em tampao TAE (Tampéao tris-acetato-EDTA) 1X conforme descrito no item
anterior. Para os produtos purificados, foram aplicados no gel de agarose 3 uL do
DNA purificado adicionado de 1 pL do loading buffer e em um dos orificios de cada
gel foram acresentados 2 uL do padrdo de DNA contendo fragmentos de DNA de

tamanhos conhecidos (100 pb DNA ladder, Invitrogen).

3.3.3 Sequenciamento dos genes

O DNA purificado na etapa anterior foi utilizado como molde para a reacéo de

sequenciamento realizada com o sistema comercial Big Dye Terminator Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems), conforme as recomendacdes do fabricante.
Posteriormente os produtos desta reagao foram precipitados com 80 pL de uma
solucéo com 75% de isopropanol, centrifugados por 45 minutos a 12.000 ga 21°C e
0s sobrenadantes desprezados pela inversao cuidadosa da placa em papel de filtro.
A placa foi invertida em cima de outro papel de filtro, centrifugada por 1 minuto a
6.000 g a 21°C e o processo de secagem foi realizado no termociclador a 75°C por 5
minutos. Os sedimentos foram entdo ressuspensos em 10 pL de formamida,
centrifugados por 1 minuto a 6.000 g a 21°C, incubados a 95°C por 5 minutos e
resfriados imediatamente em banho de gelo. Apds a corrida no sequenciador (ABI
PRISM 3100 Applied Biosystems DNA Sequencer) as sequéncias nucleotidicas

foram analisadas.
3.3.4 Edicao das sequéncias e submisséo ao banco de dados PubMLST

ApGs o sequenciamento, as sequéncias forward e reverse dos sete genes de
cada linhagem foram alinhadas e editadas no software Lasergene SegMan
(DNASTAR), onde foi gerado um cromatograma (Figura 2) e um arquivo em formato

fasta para de cada gene analisado.

Figura 2 — Exemplo de um cromatograma gerado pelo sequenciamento de genes.

370 320 380 400 410
I 1 I 1 i I i 1 I
P Translate w Trace G CTGCAGCSGTCHAHG CTCHSEGTC -

ottt

C T GCAGCGTOCAGC CCHRGTC

- y\/\/\/\ﬁ\[\/\(\/\(\[\/\(\/\m

g ¢ T G C A6 CG6 T CAGCCDRGTCGALLGSAGT CCHDRZETGCAGSR2CCGGCRTC CRZZLG

PL10S24 atpk R_VVV-20082019_F02.abl (1€>651) ¢

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

As sequéncias nucleotidicas obtidas que foram salvas em formato fasta,
foram submetidas ao banco de dados PubMLST para C. diphtheriae e C. ulcerans, o
gual faz um alinhamento das sequéncias de interesse e compara com as sequéncias
de referéncia de cada gene no banco de dados. Apds este alinhamento realizado
pelo PUbMLST foram determinados o numero do alelo de cada gene e o niumero de

ST de cada linhagem, quando ja existente no banco de dados.
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Linhagens que tiveram novos ST, ou seja, ST que n&o existiam no banco de
dados, tiveram seus respectivos cromatogramas e sequéncias, em formato fasta,
enviados para o curador do PUbMLST no site do banco de dados para que fossem

analisados e determinados um novo nimero de ST.

3.4 Anélise dos dados de Multilocus Sequence Typing

3.4.1 Analise da distancia alélica dos ST pela ferramenta GrapeTree

A relacéo de distancia entre as linhagens pode ser inferida pela diferenca de
alelos que existe entre cada uma delas. Os dados de MLST de cada linhagem
depositados no banco PubMLST foram avaliados, pela ferramenta GrapeTree, cujo
acesso foi realizado no referido site (http:/pubmist.org/cdiphtheriae/). Para tal, foi
seguida a sequéncia: isolates — Third party tools — GrapeTree.

Para a analise, os numeros de identificacdo (ID) de cada linhagem depositada
no banco de dados do MLST foram selecionados e a ferramenta calculou a distancia
entre os alelos de cada linhagem, gerando um diagrama de circulos, no qual pode-
se visualizar o numero de cada ST dentro de cada circulo, a quantidade de
linhagens que apresentaram o referido ST, representado pelas cores diferentes e
tamanho dentro dos circulos, e a diferenca de alelos que sdo mostradas em
nameros nas linhas que os ligam.

As linhagens foram selecionadas usando 0s seguintes critérios: todas as
linhagens brasileiras deste estudo e as isoladas em outros estudos ja realizados no
Brasil, além das linhagens isoladas em diferentes paises e depositadas no banco de
dados de MLST entre 2015 e 2019. Além destas, as linhagens mais relacionadas
segundo a analise realizada pela ferramenta ITOL tiveram os ID selecionados e

incluidos.

3.4.2 Analise filogenética dos dados utilizando a ferramenta iTOL

A analise filogenética realizada neste estudo se baseou nos resultados
obtidos pela ferramenta iTOL que é disponibilizada pelo PubMLST. O iTOL utiliza as
sequéncias nucleotidicas concatenadas dos ST das linhagens depositadas no banco
de dados. Esta ferramenta utiliza o método de agrupamento neighbor-joining e
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possibilita a sobreposi¢do de dados das linhagens. Para acessar o iTOL foi seguida
a sequéncia: (http://pubmlist.org/cdiphtheriae/) — isolates — Third party tools — iTOL.
Para a andlise, os dados de todas as linhagens da espécie C. diphtheriae
depositadas no banco de dados do PubMLST foram selecionados para gerar uma
arvore filogenética com os dados das linhagens sobrepostos. Foi realizada outra
analise considerando apenas a espécie C. diphtheriae excluindo as linhagens da
nova espécie descrita como C. belfantii. O iTOL permitiu gerar arvores filogenéticas

circulares, lineares e ndo enraizadas.
3.5 Aspectos éticos
O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,

pela Plataforma Brasil e foi aprovado segundo o registro CAAE no.
25847614.8.0000.5259 e parecer numero 3.728.797.
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4 RESULTADOS

4.1 Linhagens bacterianas e identificacao

Todas as 47 linhagens bacterianas avaliadas neste estudo, foram oriundos do
Brasil, das regifes: Norte, Nordeste, Sul e Sudeste, do periodo de 1980 a 2019. As
linhagens foram identificadas como C. diphtheriae pelo LDCIC. A confirmacao da
identificacdo da espécie realizada pela CBAS, utilizando a analise da sequéncia do
gene rpoB, mostrou que a similaridade de todas as linhagens estudadas
comparando com a cepa tipo de C. diphtheriae, apresentou valores acima de 95,0%.
Os valores de similaridade variaram de 99,02 a 100,00% exceto para a linhagem
3683 cujo valor foi 99,89 %. A linhagem 3683 (C. belfantii) apresentou similaridade
de 99,89%.

4.2 Alelos e sequéncias tipo das linhagens de C. diphtheriae

Os alelos determinados para os sete genes de cada linhagem analisada neste
estudo e seus respectivos numeros de ST estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Linhagens bacterianas com os respectivos perfis de alelos e sequéncia tipo (ST)

(continua).
Numero Numero dos alelos dos genes Sequéncia
LDCIC atpA dnaE dnakK fusA leuA odhA rpoB tipo (ST)
9 3 2 131 4 3 2 4 634
90 3 2 3 6 3 3 2 67
371 3 2 2 4 3 32 6 172
477 2 2 2 3 11 64 4 536
812 3 2 123 38 43 2 4 635
813 3 2 123 38 43 2 4 635
814 3 2 2 4 3 32 6 172
1104 3 2 2 4 3 32 6 172
1139 5 2 a7 3 3 74 9 637
1176 5 2 a7 3 3 74 9 637
1178 5 2 47 3 3 74 9 637
1219 5 2 47 3 3 74 9 637
1233 2 2 13 19 3 4 3 638
1491 3 4 8 1 7 2 9 173
1624 3 2 123 38 43 76 4 639
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Tabela 4 - Linhagens bacterianas com os respectivos perfis de alelos e sequéncia tipo (ST)
(continuacao).

Numero Numero dos alelos dos genes Sequéncia
LDCIC atpA dnaE dnaK fusA leuA odhA rpoB tipo (ST)
1641 3 2 13 4 3 75 3 640
1911 3 2 36 80 38 3 3 650
2494 2 2 132 2 3 641
2495 2 2 124 2 3 584
2496 3 1 13 16 38 2 9 212
2497 3 1 13 16 38 2 9 212
2520 2 1 37 19 24 3 4 175
2587 3 1 13 16 38 73 9 651
2626 3 2 124 71 80 2 4 642
2628 3 2 124 71 80 2 4 642
2634 2 2 36 19 3 3 6 171
2635 2 2 36 19 3 3 6 171
2636 2 2 36 19 3 3 6 171
2666 3 2 6 3 3 2 67
2667 3 2 6 3 3 2 67
2685 2 4 17 4 81 5 2 643
2717 28 2 60 2 3 3 2 636
2893 5 2 47 3 74 9 637
2962 3 1 110 19 20 60 647
3681 2 4 17 4 7 2 176
3683 6 7 10 79 82 12 10 644
3684 3 2 13 38 14 33 4 174
5003 3 2 13 1 3 75 4 645
5015 3 2 131 4 3 2 4 634
L10524 3 2 13 4 3 2 3 679
MA 131 2 4 17 4 7 5 2 176
MA 136 3 4 133 3 7 1 4 649
MA 150 2 4 17 4 7 5 2 176
MA 19 2 4 17 4 7 5 2 176
MA 23 2 4 17 4 7 5 2 176
MA 52 2 4 17 4 7 5 2 176
HCO06 2 1 32 38 13 3 3 615

Legenda: Os ST novos foram apresentados em negrito.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

4.3 Andlise datipagem molecular por MLST
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As 47 linhagens caracterizadas por MLST foram agrupadas em 28 ST
diferentes: ST67, ST171, ST172, ST173, ST174, ST175, ST176, ST212, ST536,
ST584, ST 615, ST634, ST635, ST636, ST637, ST638, ST639, ST640, ST641,
ST642, ST643, ST644, ST645, ST647, ST649, ST650, ST651 € ST679. Dentre estes
ST, 17 foram ST novos, ou seja, tiveram pelo menos algum alelo, ou uma
combinacéo de alelos que nao existia no banco de dados do PubMLST, que por sua
vez, atribuiu nimeros de ST novos, que sdo: ST634, ST635, ST636, ST637, ST638,
ST639, ST640, ST641, ST642, ST643, ST644, ST645, ST647, ST649, ST650,
ST651 e ST679 (Tabela 4). No total, 19 ST foram relacionados a uma Unica
linhagem e nove ST foram atribuidos a mais de uma linhagem (Tabela 4). Apenas o
ST176 foi atribuido a linhagens isoladas em mais de um estado brasileiro. Em 2010,
linhagens do ST176 com toxigenicidade positiva causaram o surto de difteria no
Maranh&o e foi verificado também o mesmo ST em 2012 em Santa Catarina, com
toxigenicidade positiva, causando difteria (Tabela 1).

Alguns ST ocorreram em anos diferentes, como o ST637, que foi um novo ST
determinado neste estudo, ou seja ndo houve a caracterizacédo deste ST em nenhum
pais até o momento. O ST637 foi determinado em cinco amostras do Rio de Janeiro:
trés do ano de 2002, um de 2003 e um de 2018. Os sitios de infeccdo foram
variados entre amostras isoladas de lesdo de perna, no cérebro, lesdo no maxilar e
sangue. Todas foram linhagens atoxigénicas. Outros ST, como ST171, ST172,
ST176, ST634 e 637 também foram atribuidos a linhagens isoladas em anos
diferentes (Tabelas 1 e 4).

4.4  Toxigenicidade das linhagens e quadro clinico

Quanto a presenca ou auséncia do gene tox dos isolados de C. diphtheriae
estudados, de 1980 a 2019 no Brasil, houve um predominio de linhagens
atoxigénicas na amostragem avaliada. Dentre as 47 linhagens analisadas neste
periodo, 32 foram atoxigénicas, sendo 26 s6 na cidade do Rio de Janeiro, uma em
Minas Gerais e cinco no nordeste (Pernambuco, Bahia e Maranhao). Estas
linhagens foram isoladas de diferentes quadros clinicos, sendo sete linhagens
isoladas de casos de endocardite, oito de infeccdo de feridas de pele e cirurgica,

quatro de pneumonia, quatro de difteria e nove de outros quadros clinicos.
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As linhagens toxigénicas foram representadas por 15 linhagens, sendo dez
isoladas na regido Nordeste (Pernambuco e Maranh&o) e as cinco restantes isoladas
no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina e Acre. Catorze linhagens foram
isoladas de casos de difteria e uma linhagem de um caso de difteria cutanea (Tabela
1).

45 Relacdo alélica entre as sequéncias tipo utilizando a ferramenta

GrapeTree

A ferramenta GrapeTree do banco de dados PubMLST mostrou a relacdo dos
perfis alélicos das linhagens depositadas no banco de dados PubMLST incluindo os
28 ST atribuidos as linhagens deste estudo (Figura 3). A andlise realizada mostra
uma ampla diversidade de ST (perfis alélicos) nas linhagens avaliadas com as
diferencas de alelos entre os ST (Tabela 1, Figura 3). Alguns ST com variantes de
um unico locus (single locus variant — SLV) foram determinados. Os SLV contém
apenas um alelo de diferenca entre si, e consequentemente compartilham alta
similaridade genética. Nas linhagens estudadas, os ST que possuem um Unico alelo
de diferenga foram: ST176/ ST643; ST212/ ST651; ST584/ ST641; ST635/ ST639 e
ST640/ ST679. Dentre estes, ST176/ST643, ST212/ST651 e ST584/ST641, foram
atribuidos a linhagens toxigénicas que causaram difteria. J4 as linhagens
atoxigénicas classificadas como ST635 e ST639 causaram pneumonia e as
linhagens ST640 e ST679 foram isoladas de outras infec¢des (Tabela 1 e 5, Figura
3).

Os ST mais similares foram comparados em relacédo a diferenca de alelos e
as diferencas nucleotidicas dos alelos divergentes (Tabela 5). As comparacdes
foram feitas utilizando ST deste trabalho e ST previamente estudados por Viguetti et
al. (2012), como ST80 e 128. Os ST com um alelo diferente apresentaram de um a
cinco nucleotideos diferentes. Notou-se que os ST128 e 615, que tém trés locus
variantes entre si, possuem um total de 12 nucleotideos diferentes, enquanto os ST
172 e 67, com quatro locus variantes, possuem apenas dez nucleotideos distintos
(Tabela 5). Também ficou evidente a relacao entre os ST640 e 645 e os ST80 e 615,
0S quais possuem dois locus variantes entre si, porém apresentam a diferenca de

oito e seis nucleotideos, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Numero de nucleotideos diferentes entre alelos de sequéncias tipo relacionadas.

NUmero total de

Sequénciatipo (ST) Alelosdiferentes nucleotideos diferentes
635 x 639 odhA 1
584 x 641 dnaK 1
212 x 651 odhA 1
176 x 643 leuA 2
679 x 640 odhA 5
640 x 645 fusA e rpoB 8
80 x 615 fusA e rpoB 6
128 x 615 dnakK, fusA e rpoB 12
172 x 67 dnak, fusA, rpoB e odhA 10

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

4.6 Andlise filogenética utilizando a ferramenta iTOL

A andlise filogenética gerada pela ferramenta iTOL estd apresentada na
Figura 4. Foram utilizadas todas as linhagens depositadas como C. diphtheriae
disponiveis no banco de dados do PubMLST, inclusive as linhagens brasileiras que
fazem parte deste estudo e que também foram depositados neste banco de dados.
As linhagens de C. diphtheriae do biotipo belfanti, que atualmente pertencem a outra
espécie, C. belfantii, se agruparam separadamente das demais linhagens da referida
espécie. Na Figura 4A a mesma andlise foi representada por uma arvore
filogenética ndo enraizada, onde os nodulos com mais de uma linhagem foram
colapsados para facilitar a visualizacdo dos principais clados. Apenas uma linhagem
brasileira pertenceu a C. belfantii e foi atribuida a esta o novo ST644 (Figura 4B).

Para facilitar a analise das linhagens pertencentes a C. diphtheriae, as
linhagens de C. belfantii foram retiradas da analise posterior (Figura 5). A Figura 5
mostra que as linhagens da espécie C. diphtheriae foram agrupadas em quatro
clados. As linhagens deste estudo se mostraram dispersas na analise e se
distribuiram por trés dos quatro clados, indicando grande diversidade genética. Para
facilitar a visualizacdo e andlise do relacionamento filogenético das linhagens de C.
diphtheriae na anélise, a Figura 5 foi ampliada dando origem as Figuras 5A, 5B, 5C
e 5D.



Figura 3 - Representacéo grafica da distancia entre ST das linhagens de C. diphtheriae, incluindo as do presente estudo utilizando a ferramenta GrapeTree.

Os ST circulados foram caracterizados neste estudo e as cores dos circulos estdo de acordo com as cores dos clados da ferramenta iTOL. O ST marcado

com quadrado roxo é C. belfantii, e marcado com quadrado preto foi um ST isolado na Venezuela.




Figura 4 - Analise filogenética gerada pela ferramenta iTOL, utilizando as linhagens de C. diphtheriae do PubMLST. O agrupamento destacado inclui a cepa

tipo da espécie C. belfantii que foi depositada no referido banco de dados.
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Figura 4A - Analise filogenética ndo enraizada utilizando as linhagens de C. diphtheriae do PubMLST. Os principais clados estdo destacados sinalizados na

figura.
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Figura 4B - Imagem ampliada da figura 4 mostrando o clado referente a espécie C. belfantii. A linhagem brasileira 3683 (ST644), pertencente a espécie C.

belfantii estd destacada em vermelho.
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Figura 5 - Analise filogenética das linhagens da espécie C. diphtheriae depositadas no banco
PubMLST utilizando a ferramenta iTOL. As linhagens foram agrupadas em quatro clados. As
linhagens deste estudo foram agrupadas nos clados 1 (cores tons de azul), 3 (cores tons de verde) e

4 (cores tons de vermelho e amarelo)

Tree scale: 0.001 +—

As linhagens pertencentes aos ST650, ST171, ST175, ST615, ST647, ST638,
ST174, ST212, ST172, ST651, ST640, ST679, ST634, ST635 e ST639 ficaram
distribuidas no clado 1 (Figura 5A). A linhagem deste estudo, isolada mais
recententemente (2962), de ferida em um paciente em Minas Gerais em 2019, foi
classificada como pertencente ao ST647. De acordo com esta analise filogenética,



49

esta linhagem estd mais relacionada a uma linhagem toxigénica isolada na Bélgica
em 2018 pertencente ao ST624 (Figura 5A). Esta anélise mostrou que as linhagens
atribuidas aos ST639, ST635, ST634, ST679, ST640, ST651 e ST212, possuem 0
mesmo ancestral. Todos esses, por sua vez, ficaram agrupados em um mesmo
ramo, sendo os ST: 639, 635, 634 e 640 representantes de linhagens atoxigénicas
isoladas no Rio de Janeiro, além do ST679 atribuido a uma linhagem atoxigénica
isolada no Bahia. As linhagens dos ST635 e ST639 apresentam maior similaridade
genética entre si, com diferenca de apenas um alelo utilizando a metodologia de
MLST. Os ST651 e ST212 atribuidos a linhagens isoladas em Sao Paulo no ano de
2014 e em Pernambuco no ano de 2013, respectivamente, demonstraram alto grau
de relacionamento filogenético, também com diferenca de apenas um alelo (Tabela
5). As linhagens classificadas como ST172 foram isoladas no Rio de Janeiro, sdo
atoxigénicas e ficaram agrupadas separadamente em outro ramo. Assim como, as
linhagens classificadas como pertencentes aos ST174 e ST638 se agruparam
também no clado 1 em outro ramo (Figura 5A).

Ainda no clado 1, verificamos o relacionamento filogenético das linhagens
pertencentes aos ST: 171, 175, 615 e 650 que foram agrupadas em outro ramo.
Todas as linhagens dos referidos ST sé&o atoxigénicas e foram isolados no Rio de
Janeiro (Figura 5A).

Apenas linhagens deste estudo classificadas como ST67, ST636 e ST645
foram agrupadas no clado 3 e ndo se mostraram relacionadas. Duas linhagens
pertencentes aos novos ST636 e ST645, respectivamente, sdo atoxigéncias. Trés
linhagens foram atribuidas ao ST67, uma toxigénica isolada no Rio de Janeiro em
1980 e duas atoxigéncias isoladas de endocardite em 2015, também no Rio de
Janeiro (Figura 5B).

No clado 4 foram agrupadas linhagens toxigénicas e ndo toxigénicas isoladas
no Rio de Janeiro, Maranhdo e Penambuco. As linhagens atribuidas aos ST: 173,
176, 536, 584, 637, 641, 642, 643 e 649 foram agrupadas neste clado (Figura 5C).
Nesta analise, podemos observar linhagens classificadas em diferentes ST
distribuidas em varias ramificagdes. Entretanto, os ST: 584, 641 e 642 atribuidos a
linhagens isoladas em Pernambuco em 2013 e em 2015 se agruparam. A analise
filogenética mostrou proximidade genética muito relevante entre as linhagens
toxigénicas dos ST584 e ST641 isoladas de dois casos de difteria em Pernambuco

em 2013, os referidos ST se diferenciam por apenas um alelo. Outra ramificacédo
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também foi observada contemplando linhagens toxigénicas que causaram surto de
difteria classica no Maranhdo em 2010 e em Pernambuco em 2015, que foram
classificadas como pertencentes aos ST176 e ST643, respectivamente. As linhagens
classificadas como ST173, ST536, ST637, ST642 e ST649 sdo nao toxigéncicas e
nao sao relacionadas entre si (Figura 5C).



Figura 5A - Imagem ampliada da figura 5 mostrando o clado 1 e o relacionamento de linhagens deste estudo na andlise filogenética realizada utilizando a

ferramenta iTOL. Os ST das linhagens deste estudo estdo destacados com cores de tons azuis. ST toxigénicos estéo indicados com setas.
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Figura 5B - Imagem ampliada da figura 5 mostrando o clado 3 e o relacionamento de linhagens deste estudo na andlise filogenética realizada utilizando

ferramenta iTOL. Os ST das linhagens deste estudo estdo destacados com cores de tons verdes. ST toxigénico esta indicado com seta.
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Figura 5C - Imagem ampliada da figura 5 mostrando o clado 4 e o relacionamento de linhagens deste estudo na andlise filogenética realizada utilizando a

ferramenta iTOL. Os ST das linhagens deste estudo estdo destacados com cores de tons vermelhos e amarelos. ST toxigénicos estéo indicados com setas.
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5 DISCUSSAO

A difteria € uma doenca reemergente, pouco conhecida atualmente em paises
desenvolvidos, ja tendo sido, porém, causadora de grandes epidemias que levaram
a muitas mortes na era pré-vacinal. Poucos estudos epidemiolégicos foram
realizados acerca da difteria no Brasil, em vista de se tratar de uma doenca
imunoprevinivel, consequentemente tornou-a negligenciada (MEDICOS SEM
FRONTEIRAS, 2017).

E comum que as pessoas acreditem, erroneamente, que pelo fato de n&o
presenciarem mais esta doenca, ndo ha necessidade de se prevenirem com a
vacina. Fato € que quando ndo se percebe a circulacdo de uma determinada doenca
na populacao, para qual existe vacina, isso € devido a elevadas taxas de cobertura
vacinal para aquela doenga (CONASS, 2017, BRONIATOWSKI et al., 2018). Caso a
cobertura vacinal seja reduzida podem ocorrer surtos. A OMS e o Ministério da
Saude apontaram que desde 2016 a cobertura vacinal referente a terceira dose da
vacina contra difteria, tétano e pertussis (DTP3) vem caindo no Brasil, se mantendo
abaixo de 90%, sendo que de acordo com o Ministério da Salde, a cobertura
preconizada é de 95% (SAID, 2019, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Por
outro lado, a doenca acaba recebendo menor atencdo também dos profissionais de
saude. Poucos laboratérios buscam a presenca de C. diphtheriae em espécimes
clinicos, ou por nao cogitarem a hip6tese de uma infeccdo por C. diphtheriae, ou
simplesmente por ndo possuirem meios de cultura apropriados para o isolamento
adequado do micro-organismo, assim como, o manejo clinico da parte de médicos,
gue cada vez mais se tornam despreparados para o diagndéstico. Resumindo, a
gueda da cobertura vacinal, os movimentos antivacinas, aliadas a um despreparo
dos profissionais da saude no diagndéstico da doenca, séo fatores que podem tornar
a populacédo mais exposta e consequentemente aumentar a chance de novos surtos
ocorrerem (BRONIATOWSKI et al., 2018).

Apesar da difteria ser uma doenca de notificagdo compulséria imediata
(BRASIL, 2018a), existe uma expressiva subnotificacdo desta doencga no pais, 0 que
muitas vezes acontece devido a precariedade de diagnostico clinico e/ou
laboratorial. Na amostragem considerada neste estudo temos linhagens toxigénicas
que nao estdo contempladas na lista de “Casos Confirmados de Difteria no Brasil” do

Ministério da Saude (https://saude.gov.br/saude-de-a-z/difteria), uma linhagem
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toxigénica isolada de um caso de difteria em Santa Catarina em 2012 e trés
linhagens toxigénicas isoladas de quatro casos de difteria em Pernambuco em 2013.
Pelos dados do Ministério da Saude n&o houve caso de difteria em Santa Catarina e
foi registrado apenas um caso dos quatro casos da doenca que foram confirmados
pelo laboratério LDCIC/UERJ em 2013.

O Brasil € um pais que apresenta caracteristicas que favorecem a
endemicidade da difteria, como a presenca de regides com condicbes soécio-
econbmicas precarias onde ha maior aglomeracdo de pessoas, 0 que facilita a
transmissdo do bacilo, além do clima tropical (MATTOS-GUARALDI; HIRATA JR;
AZEVEDO, 2013; BRASIL, 2014). Um estudo australiano feito por May et al. (2013),
demonstrou o quanto viagens a regides tropicais estavam associadas a infec¢éo por
C. diphtheriae. O estudo apontou que de 63 pacientes que tiveram historico
conhecido de viagem, 70% tinham histérico de C. diphtehriae presente em uma
ferida ndo cicatrizada, obtida durante alguma viagem para um destino tropical (MAY;
MCDOUGALL; ROBSON, 2013). No Brasil, o Nordeste € uma das regides que
apresenta condicGes socio-econdmicas menos favorecidas, e é inclusive onde estao
presentes os dois estados que apresentaram surtos mais recentes de difteria no
Brasil: Maranh&o em 2010 e Pernambuco em 2015.

Em paises desenvolvidos, poucos casos de difteria causados por linhagens
toxigénicas acontecem, e quando ocorrem, na maioria das vezes sdo casos
importados. Na Nova Zelandia, pais em que raramente sdo notificados casos de
difteria, ocorreram dois casos de linhagens toxigénicas provenientes de refugiados
do Afeganistdo em 2015 (REYNOLDS et al., 2016). Paises europeus, como
Alemanha, Suica e Bélgica também ja reportaram casos importados de difteria
(LINDHUSEN-LINDHE, DOTEVALL, BERGLUND, 2012; MEINEL et al., 2016;
MARTINI et al., 2019).

Este estudo visou compreender melhor a epidemiologia de C. diphtheriae no
Brasil utilizando a metodologia de MLST. A analise de diferengas alélicas entre os
ST foi realizada, mas como esperado, nao foi eficiente para o estudo de casos ao
longo de varios anos, pois por se tratar de uma espécie com altas taxas de
recombinacédo, provavelmente pode ter acumulado diversas mutagdes nos genomas.
Para a espécie avaliada as inferéncias evolutivas foram realizadas utilizando a
andlise filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas concatenadas do

esquema proposto pelo PubMLST.
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As linhagens brasileiras de C. diphtheriae estudadas, demonstraram que se
trata de uma espécie com alta diversidade genética, o que pdde ser observado pela
variedade de ST encontrados. Quarenta e sete linhagens foram classificadas em 28
ST. A diversidade genética existente neste micro-organismo ja foi previamente
verificada em estudos, como o de Bolt et al. (2010), que identificou evidéncias para
recombinacdo em C. diphtheriae, apontadas pelas discordancias significativas das
arvores filogenéticas entre todos os alelos do MLST, denotando que haja relevante
diversidade dentro da espécie, uma vez que, em populacdes clonais, a relacéao
filogenética para todos os loci deve ser a mesma (BOLT et al., 2010). Altas taxas de
recombinacdo em C. diphtheriae podem ser explicadas pelo fato de ocorrerem
recombinacdes com maior frequéncia em bactérias que colonizam o trato respiratério
superior, pois é um nicho de uma grande variedade de bactérias, propiciando
oportunidades para haver recombinacgéo génica (GROSSE-KOCK et al., 2017).

Viguetti et al. (2012) realizaram um estudo utilizando a tipagem por MLST
para avaliar linhagens brasileiras. Oito linhagens de C. diphtheriae foram avaliadas,
sendo uma toxigénica isolada de um caso de difteria e as demais atoxigénicas
isoladas de infecc¢des invasivas. Naquele estudo foram encontrados seis ST novos:
ST171, ST172, ST173, ST174, ST175 e ST176. Todos estes ST foram encontrados
também nas linhagens deste estudo e ainda ndo foram descritos em outros paises
de acordo com o banco do PubMLST. Dos 28 ST encontrados no presente estudo,
17 ST sdo novos, isto €, aproxidadamente 61% dos ST ndo foram encontrados em
linhagens da espécie em outros paises até o momento. Além disso, se
considerarmos os ST descritos para linhagens brasileiras por Viguetti et al. (2012),
outros seis ST ainda ndo foram descritos em outros paises. Apenas 4 ST (ST67,
ST212, ST584 e ST615) foram atribuidos a linhagens deste estudo e a linhagens
isoladas em outros paises. O ST67 foi o mais compartilhado com outros paises, ele
ocorreu na Franca em 2000, Bélgica em 2017, Filipinas em 2016 e 2017, Russia em
2012, 2015, 2016 e 2018, e no Vietnam em 2016, segundo levantamento realizado
no banco de dados PubMLST. No presente estudo, este ST foi apresentado em trés
linhagens isoladas no Rio de Janeiro, uma toxigénica que causou lesdo cutanea em
1980, e as outras duas néo toxigénicas causando endocardite em 2015. De acordo
com os dados do banco PubMLST, duas linhagens toxigénicas isoladas na
Alemanha e na Franca em 2011 foram classificadas também como pertencentes ao

ST212 e neste estudo duas linhagens classificadas como ST212 foram isoladas de
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dois casos de difteria em Pernambuco em 2013. Os outros dois ST, ST584 e ST615
foram isolados também isolados na Alemanha e na Inglaterra respectivamente, no
ano de 2018.

No presente estudo, 15 linhagens toxigénicas foram avaliadas e classificadas
em nove ST diferentes, sendo que dez linhagens foram isoladas dos estados de
Pernambuco e Maranh&o. Apesar da variabilidade entre os ST estudados no Brasil,
0S que representaram linhagens dos ultimos surtos epidémicos de difteria (MA 2010
e PE 2015) se mostraram relacionados geneticamente, conforme foi evidenciado no
agrupamento dos ST176 e ST643 que diferem apenas em dois nucleotideos no alelo
leuA (Figura 5C, Tabela 5). O ST176 foi atribuido também a um caso de difteria que
ocorreu em Santa Catarina em 2012. Interessante observar que uma linhagem
atoxigénica isolada de endocardite em 1999 no Rio de Janeiro também foi
classificada como pertencente ao ST176 (VIGUETTI et al.,, 2013). Também ficou
evidente o relacionamento genético entre cepas que circularam em Pernambuco em
2013, onde dois ST deste estado, ST584 e 641, foram agrupados no mesmo clado
(clado 4) em um ramo distinto dos ST176 e 643, e foram atribuidos a linhagens
toxigénicas, diferindo em apenas um nucleotideo no alelo dnak (Figura 5C, Tabela
5). Interessante observar que outras duas linhagens toxigénicas isoladas em
Pernambuco em 2013, caracterizadas como pertencentes ao ST212 ndao
apresentaram relacdo genética com as demais linhagens isoladas em Pernambuco
em 2013 (ST584 e ST641), porém foram agrupadas no clado 1 com uma linhagem
toxigénica isolada em S&o Paulo em 2014, diferindo de apenas um nucleotideo no
alelo odhA (Figura 5A, Tabela 5). No clado 1, em ramos distintos, outras linhagens
toxigénicas foram agrupadas, uma linhagem isolada em S&o Paulo em 2014 e duas
linhagens classificadas como ST174 isoladas no Rio de Janeiro em 1981 (VIGUETTI
et al., 2012) e no Acre em 2014. Deste modo, o estudo mostrou que ST de linhagens
toxigénicas foram disseminados por estados distantes do pais, como o ST174 e
ST176 e que as linhagens toxigénicas dos dois surtos apresentaram estreita relacédo
filogenética. Por outro lado, a existéncia de linhagens toxigénicas classificadas em
ST nao relacionados, aumenta a possibilidade do surgimento de novos surtos no
Brasil. Neste estudo néao foi possivel prever a distribuicdo correta das linhagens
toxigénicas devido a amostragem e a subnotificacédo de casos.

A presenca de linhagens toxigénicas de C. diphtheriae que apresentaram ST

predominantes e que sdo encontrados ao longo de varios anos seguidos € comum,
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como o caso do ST8, por exemplo, que desde a grande epidemia da RuUssia na
década de 90, tem sido identificado constantemente em paises como Polbnia e
Bielorrissia (GROSSE-KOCK et al., 2017, CZAJKA et al., 2018). Entre 2016 e 2017,
o0 ST8 também foi encontrado em linhagens da Alemanha (DANGEL et al., 2018). A
prevaléncia de um ST ocorrendo em surtos, também foi relatada em outros estudos
como os ocorridos na Africa do Sul e na Tailandia (DU PLESSIS et al., 2017,
PAVEENKITTIPORN et al., 2019). No surto de difteria na Africa do Sul em 2015, as
linhagens toxigénicas predominantes foram atribuidas ao ST378 (DU PLESSIS et al.,
2017) e no surto ocorrido na Tailandia em 2012, o principal ST atribuido as
linhagens foi 0 ST243 (PAVEENKITTIPORN et al., 2019).

Uma linhagem isolada de um caso de difteria em Sé&o Paulo foi classificada
como pertencente ao ST644 (Figura 4 e 4B). Na analise filogenética realizada neste
estudo, verificamos que a linhagem se agrupa com linhagens da nova espécie C.
belfantii descrita em 2018 (DAZAS et al., 2018), inclusive a cepa tipo da espécie esta
depositada no banco do PubMLST. Entretanto, este banco de dados ainda nao
atualizou as reclassificagbes que vém ocorrendo na espécie C. diphtheriae.
Recentemente, outra espécie toxigénica de Corynebacterium foi descrita, o
Corynebacterium rouxii (BADELL et al., 2020), mas ndo sabemos o relacionamento
desta com C. diphtheriae e C. belfantii na analise filogenética que realizamos, uma
vez que nao sabemos se ha linhagens no banco de dados do PubMLST desta
espécie, pois a cepa tipo e as demais linhagens utilizadas na descricdo da espécie
nova ndo estdo contempladas no referido banco até o momento. A analise dos
clados observados nesse estudo sugerem que as linhagens identificadas como C.
diphtheriae sejam submetidas a um estudo taxon6mico amplo (Figura 4 e 4B).

Atualmente C. diphtehriae toxigénica € mais frequentemente encontrada em
paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, como o Brasil, Venezuela, Haiti e
Colébmbia (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION - WORLD HELATH
ORGANIZATION, 2019), porém ha uma auséncia de estudos de MLST nestes
locais, 0 que prejudica a realizacdo de estudos epidemiologicos das linhagens
destes paises. No final de 2016 a Venezuela informou a Organizagdo Pan-
Americana de Saude e a OMS sobre difteria no pais, apés muitos anos sem haver
relatos. A comunidade Amerindia, que tem acesso limitado a sistemas de saude,
apresentou dez casos de difteria ocasionados por linhagens toxigénicas, em

fevereiro de 2017. Neste periodo um venezuelano de 4 anos foi para a cidade de
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Boa Vista, capital de Roraima, onde veio a O6bito pela doenca (LODEIRO-
COLATOSTI, et al., 2018). Isso realgca a importancia da necessidade de bons
sistemas de vigilancia e da realizacdo de estudos epidemiologicos para contencao
de casos importados de difteria para o Brasil. Neste estudo, avaliamos o
relacionamento filogenético da unica linhagem de C. diphtheriae depositada no
PubMLST isolada da Venezuela em 2017 com as linhagens brasileiras e verificamos
que ela foi classificada como ST697 e estd estreitamente relacionada com as
linhagens pertencentes ao ST174, isolada em 2014 no estado do Acre (Figura 5A).
Estes dois ST diferem por apenas um nucleotideo. Este dado fortalece a
possibilidade de compartiihamento de linhagens toxigénicas na regidao Norte do
Brasil e paises vizinhos que compfem a Amazbnia ou a ocorréncia de casos
importados e até a probabilidade de surtos, caso a cobertura vacinal seja
negligenciada naquela regiao.

As linhagens de C. diphtheriae possuem outros fatores de viruléncia que
garantem o sucesso em infec¢cdes mesmo nas linhagens que ndo contém o gene tox
(ANTUNES et al., 2018). Estudos mostraram que existem proteinas secretadas por
C. diphtheriae atoxigénicas que possuem pequenas variagcbes mesmo em linhagens
com o mesmo ST, e que estdo envolvidas na viruléncia do micro-organismo. Foi
constatada também a presenca de pequenas variagbes entre genes de pili, em
linhagens com o mesmo ST. Estas variacdes podem levar a perda ou ganho de
funcdo génica, podendo contribuir para diferencas na viruléncia de cada cepa do
mesmo ST (SANGAL et al., 2015), o que justifica linhagens com mesmo namero de
ST associadas a diferentes tipos de doenca.

Neste estudo, verificamos linhagens com a mesma sequéncia tipo que
causaram diferentes infec¢cdes. O ST176 que foi atribuido a cinco linhagens
toxigéncias isoladas no surto de difteria no Maranh&o (2010) e em uma linhagem
toxigénica que causou difteria em Santa Catarina (2012), foi também caracterizado
numa linhagem atoxigénica associada a um quadro invasivo de endocardite ocorrido
no Rio de Janeiro em 1999 (VIGUETTI et al., 2012). Este fato ressalta que pode ter
ocorrido aquisicdo do gene tox durante o processo evolutivo desta ST. O gene tox
estd presente em corinebacteriéfagos, os quais podem lisogenizar C. diphtheriae,
levando a conversdo de uma linhagem atoxigénica para uma toxigénica (SANGAL,;
HOSKISSON, 2016). No caso do ST67, foi primeiramente isolado como toxigénico
em 1980, e em 2015 foi encontrado sem a presenca do gene tox, 0 que sugere que
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possa ter perdido o gene devido a pressao seletiva da vacina. De acordo com 0s
dados do PubMLST, em outros paises as linhagens atribuidas a este ST também
apresentaram variagdo na presenca do gene tox. O mesmo ocorreu com o0 ST8 que
foi o principal ST da epidemia da Federacdo Russa nos anos 90, e apareceu na
Polbnia anos depois como atoxigénico (CZAJKA et al., 2018).

Nos paises onde os programas de vacinagcdo sdo eficazes, e
consequentemente garantem mais altas taxas de coberturas vacinais, sdo cada vez
mais frequente casos de infeccdo por C. diphtheriae atoxigénica. Isto se deve ao
fato, da espécie poder ter sofrido pressédo seletiva da vacina com o toxoide,
mudando o perfil geral de toxigenicidade das linhagens de C. diphtheriae de
toxigénica para atoxigénica. (ZASADA, 2015; BENAMROUCHE et al., 2016;
CZAJKA et al., 2018). Na Alemanha 19 casos de linhagens nao toxigénicas foram
identificados no periodo de 2016 a 2017 (DANGEL et al., 2018). Czajka et al.
relataram que do fim da década de 90 até 2016, houve a circulacdo apenas de
cepas nao toxigénicas na Polbnia (CZAJKA et al.,, 2018). Um levantamento dos
dados do PubMLST, ratifica o que é apontado nos estudos de MLST feitos na
Europa, que demonstraram crescente aumento de cepas ndo toxigénicas de C.
diphtheriae. Paises como: Alemanha, Reino Unido, Franca e Bélgica, possuem um
elevado numero de isolados atoxigénicos depositados na base de dados do
PubMLST, de 2010 até o momento atual.

A predominancia de C. diphtheriae atoxigénica foi observada na amostragem
deste estudo. Trinta e duas das 47 (68,01 %) linhagens de C. diphtheriae foram
atoxigénicas, sendo o maior nimero proveniente no estado do Rio de Janeiro.
Porém nao se pode concluir que foi o estado verdadeiramente mais afetado por este
patdgeno. Este dado pode estar associado a capacidade de profissionais da saude
detectarem infeccbes, principalmente na cidade do Rio de Janeiro, e devido a
colaboragéo e localizagdo do laboratério LDCIC/UERJ. Pela andlise filogenética
realizada, assim como as linhagens toxigénicas, as ndo toxigénicas também
apresentaram grande diversidade, contemplando a maioria dos novos ST descritos
neste estudo. Alguns ST atoxigénicos deste estudo foram isolados mais de uma vez
em pacientes diferentes e causaram variados tipos de doenca, como por exemplo,
linhagens atribuidas ao ST637 que foram isoladas de caso de endocardite e de
Glcera cronica, ratificando que ndo é possivel fazer a relacdo entre ST e patologia.

Interessante observar que alguns perfis de ST continuaram presentes durante o
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periodo avaliado, como exemplo o ST634 que foi atribuido a uma linhagem em 2009
e depois em 2011.

No estudo de Viguetti et al. (2012), quatro linhagens de C. diphtheriae
atoxigéncias foram descritas causando endocardite no Rio de Janeiro. Outro caso de
endocardite na mesma cidade foi descrito por Encinas et al. (2015) por uma
linhagem de C. diphtheriae atoxigéncia isolada em 2013. Neste estudo, mais cinco
linhagens atoxigéncas desta espécie foram descritas causando endocardite no Rio
de Janeiro (ST67, ST615, ST171, ST637) e uma em Pernambuco (ST642), que
enfatiza o potencial invasivo de linhagens atoxigénicas de C. diphtheriae que néo
apresentam relacionamento filogenético préximo. Neste contexto, as linhagens
atribuidas ao ST171 merecem destaque e estudos posteriores, uma vez que foram
atribuidas a casos de endocardite nos anos de 2000, 2013 e 2015.

Por fim, este estudo abordou varios aspectos sobre a epidemiologia molecular
das linhagens brasileiras toxigénicas e atoxigénicas de C. diphtheriae utilizando o
esquema de tipagem molecular por MLST. Os resultados obtidos geraram
conhecimento sobre a epidemiologia das linhagens toxigénicas e atoxigénicas de C.
diphtheriae que circulam no Brasil, inclusive sobre o relacionamento das linhagens
toxigénicas e dos Ultimos surtos que ocorreram no Brasil. Além disso, o estudo
possibilitou a verificagéo do relacionamento de uma linhagem que causou difteria na
Venezuela com linhagens toxigénicas brasileiras, preocupacao atual devido a surtos
no pais vizinho e a migracao daquela populacéo para o Brasil. Portanto, estes dados
podem colaborar com estudos futuros sobre a epidemiologia das linhagens do Brasil,
assim como podem ser utilizados para orientar acdes de prevencdo, como O
fortalecimento dos programas de vacinacdo para garantir coberturas vacinais
recomendadas em todos os estados brasileiros e consequentemente melhoria no

controle da difteria atuando assim, na Vigilancia Sanitaria.
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6 CONCLUSOES

o A anadlise da sequéncia do gene rpoB nao diferenciou as espécies de C.
diphtheriae e C. belfantii conforme recomendado na literatura, porém o esquema de
MLST permitiu a confirmacdo da identificacdo das linhagens analisadas neste
estudo. Apenas uma linhagem toxigénica foi identificada como C. belfantii.

o A metodologia de MLST atribuiu 28 sequéncias tipo (ST) as 47 linhagens
avaliadas, sendo 17 ST novos, isto €, que nao foram caracterizados em linhagens
depositadas no banco de dados do PubMLST.

o Todas as linhagens brasileiras deste estudo foram depositadas no banco de
dados PubMLST e poderéo ser utilizadas para estudos epidemioldgicos futuros.

o Apenas quatro ST atribuidos a linhagens deste estudo também circularam em
outros paises, de acordo com levantamento realizado no banco de dados PubMLST.
o A amostragem avaliada apresentou um predominio de linhagens com
auséncia do gene tox, sendo 68,01 % das linhagens atoxigénicas. Estas foram
isoladas de diferentes quadros clinicos.

o O estudo das diferencas alélicas realizado pelas analises feitas pela
ferramenta GrapeTree ndo foi eficaz para avaliar o relacionamento filogenético entre
as linhagens.

o A ferramenta iTOL permitiu a determinacdo da relacdo filogenética entre as
linhagens deste estudo com as depositadas no banco de dados do PubMLST.

o A variabilidade genética das linhagens brasileiras também foi confirmada na
analise filogenética, onde as linhagens de C. diphtheriae foram agrupadas em quatro
clados. As linhagens caracterizadas neste estudo se distribuiram em trés destes
quatro clados. De acordo com as andlises, tanto linhagens toxigénicas, quanto
atoxigénicas, se mostraram dispersas nos clados observados.

o A grande quantidade de ST encontrados pela técnica de MLST confirma a
grande variabilidade genética da espécie estudada. Entretanto, os ST que
participaram dos surtos de difteria no Brasil foram SLV: ST176/ST643, indicando que
evoluiram entre si. Outras linhagens toxigénicas também apresentaram estreito
relacionamento, indicando a disseminacdo da difteria, como as classificadas como
ST174, ST176, ST212.
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o Linhagens atoxigénicas isoladas de pacientes diferentes e classificadas com o
mesmo ST foram relacionados a varios tipos de doenca, ratificando que néao é
possivel correlacionar ST com patologia.

o Cinco linhagens anteriormente descritas na cidade do Rio de Janeiro como
atoxigénicas e atribuidas a quadros de endocardite, e mais cinco linhagens
atoxigénicas do atual estudo, também associadas a endocardite, enfatizam o
potencial invasivo de linhagens com auséncia do gene tox e a presenca de outros
fatores de viruléncia além da TD.

o Apesar de se tratar de uma doenca de notificacdo compulséria imediata,
existe a subnotificacdo de casos de difteria. Linhagens toxigénicas avaliadas neste
estudo ndo foram notificadas ao Ministério da Saude.

o O estudo proporcionou um melhor entendimento sobre a epidemiologia
molecular de linhagens brasileiras toxigénicas e atoxigénicas de C. diphtheriae, no

Brasil.
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