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RESUMO

Streptococcus pyogenes ¢ um coco Gram-positivo, f3-hemolitico e pertencente ao
grupo A pela classificagdo de Lancefield. [. um importante patogeno causador de doengas
supurativas ¢ complicagdes ndo supurativas. Entre as bactérias, o S. pyogenes, ¢ a causa mais
comum de faringite. Estes microrganismos se tornaram alvo importante de estudos nos dias
atuais em virtude de sua capacidade de produzir doengas graves e potencialmente fatais
quando ndo identificados e tratados rapidamente. Por sua transmissdo ser através de aerossois,
locais com aglomeragdes aumenta a oportunidade de disseminagdo desse microrganismo.
Acomete principalmente criangas entre 5 ¢ 15 anos, mas lactentes e adultos sdo também
suscetiveis. A detecgdo do S. pyogemes pode ser através de técnicas bioquimicas,
microbiologicas e imunologicas. O presente trabalho teve como objetivo a produgdo de soro
hiperimune antiestreptolisina “O” (ASLO) para o diagnostico de infecgdio recente causada por
S. pyogenes. Para a produgdo do antissoro, foram imunizados por injegdes subcutaneas 2
coelhos machos da raga New Zealand. Por meio de técnicas de turbidimetria ¢ imunodifusdo
dupla, foram analisadas a especificidade e a concentragdo de anticorpo, onde foi possivel
concluir que os animais tiveram uma resposta imunolégica com um titulo de 14.4Ul/mL
(cobaia 01) e 19,1UI/ml (cobaia 02).

Palavras-chave: Streptococcus  pyogenes. Antiestreptolisina  “O7.  Imunodiagnostico.
Sorologia.



ABSTRACT

Streptococcus pyogenes is a coccus Gram-positive, f-hemolytic and it belongs to the
group A for the classification of Lancefield. It is an important pathogen causing diseases
suppuratives and complications not suppuratives. Among the bacterias, the S. pyogenes. is
without a doubt the cause more common of pharyngitis. These microorganisms became object
important of studies nowadays in virtue of it's capacity to produce diseases serious and fatal
potentially when not identified and treated quickly. For it’s transmission to be through
acrosols, local with gatherings they increase the opportunity of dissemination of these
microorganism. It attacks mainly among children between 5 and 15 years, but infants and
adults are also susceptible. The detection of the S. pyogenes can be through biochemical
techniques, microbiological and immunological. The present work had as objective the
production of serum hyper immune antistreptolysin “O™ for the diagnosis of recent infection
caused by S. pyogenes. For the productionof the anti serum, they were immunized by
injections subcutaneous two male rabbits of the race New Zealand. By means of turbidimetria
techniques and double immune diffusion, were analyzed the specificity and the antibody
concentration, where it was possible to conclude that the animals had a answer immunological
satisfactory with a title of 14,4Ul/mL (guinea 01) and 19,1Ul/ml (guinea 02).

Key-words: Streptococcus pyogenes. Antistreptolysin “O”. Immunodiagnosis. Serology.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus pyogenes ¢ uma importante bactéria patogénica Gram-positiva, que
coloniza principalmente a orofaringe ¢ a pele, sendo responsavel por processos infecciosos
supurativos e ndo supurativos. Este patogeno esta relacionado a formagdo de autoanticorpos
contra estruturas do nosso organismo, por exemplo, coragdo, tecido sinovial, sistema nervoso
central e outros.

Nos dias atuais, ha uma preocupagdo grande entre os profissionais da area de sauide.
principalmente infantil, pois ¢ onde se encontram os principais afetados pelo crescente e
continuo aumento dos casos de doengas causadas pelo S. pyogenes. Dessa forma, Benthien
(2002) acredita que com medidas de higiene pessoal e ambiental, a detecgiio de “portadores
sadios™ ¢ o controle, em fase inicial, dos surtos epidémicos, podem ¢ devem beneficiar
individuos com passado reumatico ¢ uma populagdo desconhecida e latente de candidatos ao
primeiro surto das enfermidades.

A febre reumdtica ¢ uma sequela de infec¢@o orofaringea estreptococica que ndo foi
devidamente tratada. A presenga de S. pyogenes pode ser detectada através da
antiestreptolisina 0", devido as alteragdes detectdveis nos exames, como o aumento
significativo de anticorpos. Desta maneira, possibilita diagnosticos precoces, contribuindo
para futuras intervengdes profildticas ou terapéuticas nos pacientes com doengas reumaticas e
naqueles com risco elevado de desenvolvé-las.

As técnicas imunoldgicas sdo cada vez mais utilizadas pelos laboratorios de analises
clinicas para a analise /in vitro de uma variedade de analitos, dentro delas destaca-se as
técnicas de turbidimetria e de aglutinagdo. Estas técnicas sdo aplicadas para a detecgdo das
mais diferentes afecgdes que acometem o ser humano.

Nas ultimas décadas houve um grande desenvolvimento na automagdo dos processos
do laboratorio clinico, principalmente nas dareas de bioquimica clinica ¢ hematologia, todavia
na de imunologia clinica o processo s6 ocorreu mais recentemente. constituindo uma das
altimas areas a ser automatizada. A imunoturbidimetria é uma técnica de automagdo
relevante, pois os resultados sdo altamente especificos. fornecidos com rapidez e precisio.,
minimizando as variagdes inerentes aos processos manuais, reduzindo os riscos de erros
técnicos humanos e custos. A técnica imunoturbidimétrica ¢é quantitativa, podendo ser

empregada tanto em sistema semi-automatizado ou automatizado ¢ por isso necessita de
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controles e calibradores, assim como na técnica de aglutinagdio que apesar de ser semi-
quantitativa ha necessidade de controle positivo e negativo.

Espera-se com este trabalho produzir soro hiperimune antiestreptolisina “O" que
podera ser usado na fabrica¢do de controles e calibradores que sdo componentes de Kits
imunoldgicos e auxiliar no diagnoéstico de infecgdo por S. pyogenes, uma vez que a febre
reumatica (ndo supurativa) implica grandes gastos com a satde por se tratar de doenga cronica
que necessita de acompanhamento clinico.

Os objetivos deste trabalho sdo baseados na produ¢do de soro hiperimune
antiestreptolisina O™ ¢ a aplicag¢@o deste antissoro no diagnostico in vitro de uma infecgdo
recente por S. pyvogenes.

As questdes que nortearam a investigagio realizada nesta monografia foram: os titulos
de anticorpos produzidos pelos coelhos serdo obtidos em concentragdes significativas? Os
anticorpos produzidos possuem especificidade e sensibilidade contra a estreptolisina “O”? A
produgdo do soro hiperimune podera ser utilizada como insumo na confecgdo de controles ¢
calibradores que compde um kir?

No segundo capitulo serdo abordadas as trés maneiras ainda utilizadas para
classifica¢dio dos estreptococos, as principais caracteristicas do S. pyogenes, assim como seus
aspectos estruturais, fisiologicos, patogénicos, imunologicos, epidemioldgicos, seus fatores de
viruléncia e os principais métodos de diagnostica-los.

Ja no terceiro capitulo serdo retratadas as consequéncias pos infecgdes estreptococicas,
havendo um esclarecimento sobre as doengas supurativas ¢ complicagdes ndo supurativas,
além de serem apresentadas as principais caracteristicas das doengas ¢ como se manifestam.

O quarto capitulo tem como foco principal abordar como diagnosticar uma infec¢do
recente por S. pyogenes, através da ASLO, uma vez que atualmente este € o teste de maior
aplicabilidade e utilizado como rotina nos laboratorios, devido sua capacidade de detectar o
aumento dos anticorpos antiestreptolisina O,

O quinto capitulo versa o método utilizado nessa pesquisa para produgdo de soro
hiperimune, explica-se qual a finalidade de se utilizar o adjuvante de Freund e o porqué de ser
recomendada a utiliza¢do de duas cobaias quando se trata de pesquisa em animais.

No sexto capitulo deseja-se demonstrar quais técnicas foram aplicadas e como estas
foram realizadas. Dessa mesma forma, pretende-se no sétimo capitulo apresentar os resultados

obtidos durante a pesquisa.
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2 STREPTOCOCCUS PYOGENES

Podem ser também denominados como estreptococo beta hemolitico do grupo A
(SBHGA) ou como GAS (grupo A estreptococci) (MURRAY et al, 2000). A espécie S.
pvogenes tem mostrado alto poder de adaptagdo ao hospedeiro humano, atuando como
importante agente etiologico de uma série de manifestagdes clinicas, entre as quais predomina
a orofaringite bacteriana, assim como sequelas ndo supurativas. representadas pela febre
reumatica (FR) e a glomerulonefrite (GN) e as doengas supurativas (STREPTOCOCCUS...,
[20007]).

Os estreptococos patogénicos possuem diversas caracteristicas que contribuem para
sua viruléncia. Os mecanismos de viruléncia do S. pyogenes, em particular foram mais
extensamente estudados, pois este continua sendo um patogeno de extrema importancia. onde
a pele e mucosas dos seres humanos constituem os unicos reservatorios conhecidos deste
microrganismo (KONEMAN et al, 2008).

Segundo Murray et al (2000), o papel dos estreptococos na doenga humana é
conhecido ha muito tempo. entretanto, a diferenciagdo das espécies dentro do género
Streptococcus ¢ muito complexa, visto que pelo menos trés esquemas diferentes sdo ainda
utilizados para a classifica¢do destes microrganismos:

e Propriedades soroldgicas: grupos A a H de Lancefield, K a V.
e Propriedades bioquimicas: fisiologicas.
e Padrées hemoliticos: hemolise [] completa, hemolise |a] incompleta e auséncia de

hemolise [y] (figura 01).

Figura 01 — Tipos de hemdlise. Os caracteres
(P.o,y) sdo representativos de hemélise em 4gar
sangue causada pelos Streptococeus,
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Rebecca Lancefield contribuiu grandemente para o conhecimento dos estreptococos,
com a descoberta do polissacarideo de grupo e da proteina M da parede celular, sendo estas
moléculas antigénicas a base para a tipagem destes microrganismos (EFSTRATIOU, 2000
apud NOSCHANG, 2006).

O esquema de classificagiio sorologico foi desenvolvido por Lancefield em 1933 e
aplicada inicialmente para diferenciar as cepas f-hemoliticas. Os antigenos detectados no
sistema de grupamento de Lancefield consistem na presenca de polissacarideos da parede
celular (como nos estreptococos do grupo A, B, C. F ¢ G de seres humanos) ou na presenga de
acidos lipoteicoicos da parede celular (estreptococos do grupo D e espécies de Enterococcus)
(KONEMAN et al, 2008). A maioria das cepas f-hemoliticas, algumas cepas a-hemoliticas e
nao hemoliticas, possuem antigenos grupo especifico, sendo a maior parte constituida por
carboidratos na parede celular (MURRAY et al, 2000). Alguns estreptococos néo possuem
estes antigenos de parede celular grupo especifico, assim, por exemplo, 0s microrganismos
como S. pneumoniae e as numerosas espécies de estreptococos a e y-hemoliticos sdo
coletivamente denominados Streptococcus do grupo viridans (incluindo S. mutans, S. sanguis,
S. mitis, S. salivarius e S. anginosus) e devem ser identificados por meio de suas
propriedades fisiologicas (MURRAY et al, 2000; REISNER: WOODS, 2008).

Nos anos 70, pensou-se que as sérias infec¢des por S. pyogenes haviam sido
totalmente erradicadas nos paises desenvolvidos. Entretanto, no fim da década dos anos 80
reapareceu a preocupagdo com doengas causadas por este patogeno, passando a serem
observadas com frequéncia crescente em muitos paises, devido a surtos de FR ocorridos em
diferentes dreas, além de casos de doengas sistémicas com severas complicagdes como, por
exemplo, fascite necrotizante (FN), miosite, bacteremia, escarlatina maligna ¢ a sindrome
semelhante ao choque toxico (SSCT) (LAU et al. 2003 apud NOSCHANG, 2006: REISNER:
WOODS, 2008).

O reaparecimento destas infecgdes e suas sequelas ndo estio totalmente
compreendidos, mas podem ser atribuidas a mudangas na epidemiologia de infecgdes
precedentes por estreptococos, mudangas na suscetibilidade da bactéria a antibioticos
comumente usados, e as mudangas na prevaléncia de sorotipos de maior viruléncia (MELO et
al, 2003 apud NOSCHANG, 2006: REISNER: WOODS, 2008).

A maioria das infec¢des causadas por S. pyogemes se iniciam nas vias adreas

superiores (faringe) ou na pele. Nas infecgdes da faringe, os estreptococos séo, de modo geral,



transmitidos por meio de aerossois, e a primeira etapa dessa infecgiio consiste na sua adesdo
ao epitélio da mucosa (STREPTOCOCCUS.... [2000?]).

As infecgdes cutineas sdo geralmente adquiridas por contato com pacientes portadores
de piodermites, assim instalam-se quando a pele apresenta lesdes provocadas por traumas,
picadas de inseto, cirurgias e por outros meios nem sempre evidentes. As infecgdes podem ser
superficiais ou profundas. estas tltimas podendo ser fatais (STREPTOCOCCUS..., [20007?]).

S. pyogenes podem colonizar quase todos os tecidos do organismo, mas o trato
respiratorio superior e lesdes de pele servem como foco primario da infecg@o e reservatorios
principais de transmissdo (KAO et al, 2005 apud NOSCHANG, 2006). Comumente essas
bactérias colonizam a orofaringe de criangas sadias (15 a 30%) e adultos jovens (5 a 10%,
embora lactentes também sejam suscetiveis), sendo esta colonizagdo transitoria e regulada
pela capacidade do individuo de desenvolver uma imunidade especifica contra proteina M da
cepa colonizadora e pela presenga de microrganismos competitivos na orofaringe. Portanto,
no geral, a doenga por S. pyogenes é causada por cepas recentemente adquiridas, capazes de
estabelecer uma infecgdo da faringe ou da pele, antes da produg@o de anticorpos especificos,
ou antes, da capacidade proliferativa de microrganismos competitivos (MURRAY et al,
2000).

A maioria das faringites ¢ de etiologia viral, mas, somente para as faringites
estreptococicas (cerca de 30 a 40%) (MENON et al, 2004 apud NOSCHANG, 2006: ENDO:
CARVALHO: SAKANO, 1998; SANTOS: WECKX: PIGNATARI. 2003 apud VIEIRA et
al, 2006) ¢ indicado tratamento com antibiotico, por causa da possibilidade de ocorrer
complicagdes, como a GN e a FR (representam 90% das indicag¢des de cirurgia para troca de
valvas cardiacas em criangas no Brasil) (MENON et al, 2004 apud NOSCHANG, 2006;
ATIK, 1999 apud VIEIRA et al, 2006) e entre as bactérias, o S. pyogenes, ¢ sem duvida a
causa mais comum de faringite, acrescenta Scalabrin (2003).

A faringite estreptococica apresenta diferentes sinais e sintomas, entretanto, nenhum
dos pariimetros ¢ especifico e pode ocorrer em faringites causadas por outros agentes
infecciosos do trato respiratério superior. Desta forma, o diagnostico definitivo da
faringite estreptocdcica aguda em criangas e adolescentes deve ser evidenciado

através dos aspectos clinicos e epidemioldgicos e amparados pelos resultados dos
testes laboratoriais (BISNO et al, 2001 apud SCALABRIN, 2003, p. 816).



2.1 Fatores de viruléncia

A viruléncia dos S. pyogenes é determinada por uma variedade de moléculas
estruturais, toxinas e enzimas. As manifestagdes clinicas observadas podem ser diretamente
relacionadas aos efeitos de substancias, como as exotoxinas pirogénicas e estreptolisinas
(MURRAY et al, 2000).

A capsula é a camada mais externa da célula, constituida de acido hialurénico.
Quimicamente esse material capsular ¢ idéntico a substincia fundamental ao tecido
conjuntivo, por esta razdo, atribui-se a este fato a ndo imunogenicidade dessa substincia no
hospedeiro infectado. Também protege as bactérias contra a fagocitose e assim como a
proteina M, esta envolvida na necrose de tecidos, invasdo e doenga sistémica causadas por S,
pyogenes (KONEMAN et al, 2008; MURRAY et al, 2000).

A capacidade do S. pyogenes invadir tecidos ¢ atribuida a vérios fatores de viruléncia,
entre eles, a proteina M da parede celular (LAU et al, 2003 apud NOSCHANG, 2006). Além
do seu papel como fator de viruléncia, a proteina M também desfruta de grande importancia
pritica, pois devido a sua variabilidade antigénica é permitido classificar essa bactéria em
sorotipos, sendo muito util para o entendimento epidemiologico e patogénico das infeccdes
estreptococicas (NOSCHANG, 2006).

S. pyogenes produzem duas hemolisinas O ¢ S. A estreptolisina “S™ (SLS) ¢ uma
hemolisina estdvel na presenga de oxigénio, ndo imunogénica e toxica para uma variedade de
tipos celulares (acredita-se que a SLS interage com fosfolipideos de membrana para exercer
seus efeitos toxicos). A SLS existe nas formas intracelular, ligada & superficie celular e
intracelular. Quando (SLS) ligada a ¢élula, a exemplo da estreptolisina “O” (SLO), é capaz de
danificar as membranas de células polimorfonucleares (PMN) e plaquetas. Ja os eritrocitos
quando expostos a SLS sofrem intumescimento, seguido de lise devido & ruptura da barreira
osmotica ¢ ao extravasamento de ions da célula (ALOUF; LORIDAN.1988 apud KONEMAN
et al, 2008). mas ao contrario da SLO e dos outros tipos celulares citados nio sio observados
a microscopia eletronica poros nem fendas nas membranas dos eritrocitos afetados. A SLS
também estimula a liberagio do conteido lisossdomico apds fagocitose, com morte
subsequente da célula fagocitiria. A SLS ¢ ativa na hemélise de superficie ¢ abaixo de
superficie quando os microrganismos crescem em dgar sangue de carneiro (KONEMAN et al.
2008: MURRAY et al, 2000).
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A SLO ¢ inativada de maneira reversivel pelo oxigénio e irreversivel pelo colesterol.
Devido sua labilidade ao oxigénio, a SLO ¢ responsavel inicialmente pela B-hemélise
observada ao redor das colonias de S. pyogenes localizadas abaixo da superficie em placas
com semeadura em profundidade ou nas regides perfuradas de placas de 4gar sangue de
carneiro semeadas na superficie. £ uma enzima antigénica, e ao contrario da SLS, verifica-se
a formagdo imediata de anticorpos contra a estreptolisina “O™ (antiestreptolisina “O”) que sdo
uteis para detectar uma infec¢@o orofaringea recente por S. pyogenes através do teste ASLO
(detecta titulos elevados desses anticorpos no soro). A resposta da ASLO apds infecgdes
cutdneas € precaria, isto pode ser devido a inativagdo do antigeno pelo colesterol presente na
pele. Toxica para uma variedade de tipos celulares, incluindo células de cultura, mondcitos e
leucécitos. A ASLO induz a formagdo de poros na membrana de células suscetiveis com
subsequente lise osmotica da célula afetada, também inibe a fagocitose pelos macrofagos.
provoca degranulagdo e lise dos PMN com liberagéo de enzimas hidroliticas (KONEMAN et
al, 2008; MURRAY et al, 2000), promovendo as rea¢des inflamatorias e citotoxicas.
Atualmente ha estudos mostrando que a estreptolisina “O™ seria um mediador nio antigénico
das reagOes de reatividade cruzada entre estruturas da bactéria e estruturas do organismo
humano (DAJANI et al, 1992; BREESE; HALL, 1980: KRAUSE, 1988 apud OLIVEIRA;
SILVA; VIILE, 1997). Mas ainda se desconhece uma comprovagio do papel das
estreptolisinas na patogénese da doenga humana, observa Reisner ¢ Woods (2008).

As exotoxinas estreptococicas pirogénicas (SPE), inicialmente denominadas toxinas
eritrogénicas, sdo produzidas por cepas lisogénicas de estreptococos e assemelham-se a toxina
produzida por Corynebacterium diphtheriae. Foram descritas trés toxinas termolabeis (SPE
A. SPE B e SPE C) e imunologicamente distintas, em S. pyogenes (MURRAY et al, 2000).
Estas toxinas atuam como superantigenos ¢ interagem com células de defesa, havendo
liberagdo de algumas citocinas. Estas citocinas medeiam uma variedade de efeitos
importantes, pois constituem os principais determinantes da viruléncia na patogenia da
sindrome estreptococica semelhante ao choque toxico e a faléncia orgdnica, onde
normalmente podem ser observados em pacientes com doenga estreptococica grave. As
toxinas (particularmente a SPE A e SPE B) sdo responsaveis pelo aparecimento do exantema
observado em pacientes com escarlatina. Foi detectada a presenga da exotoxina A em mais da
metade das cepas de S. pyogenes responsdveis pela doenga do choque toxico estreptocécico
grave, embora esta toxina seja essencial na patogenia da doenga, outros fatores também sio

importantes (KONEMAN et al, 2008;: MURRAY et al, 2000).
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Foram descritas outras enzimas que também desempenham um papel importante como
fatores de viruléncia, incluindo hialuronidase, desoxirribonuclease (DNase A, B, C, D),
estreptoquinases (A e B), a-lipoproteinase, C5a peptidase, disfosfopiridina-nucleotidase
(DPNase) (MURRAY et al, 2000).

2.2 Aspectos imunolégicos

Uma faringite estreptocOcica, na maioria dos pacientes, leva a uma resposta de
anticorpos aos produtos extracelulares de S. pyogenes como, por exemplo, Anti-SLO (ASLO),
antiestreptoquinase (ASK), antihialuronidase (AHAD), antidesoxirribonuclease-B (ADNase),
antinicotinamida adenina dinucleotidase (ANADase) e antiesterase (ASE). A resposta de
anticorpos a qualquer estreptococo varia entre individuos ¢ depende do sitio de infecgdo
(FERREIRA; AVILA, 2001).

A infecgdo estreptococica das vias aéreas superiores estimula a produgdo de varios
anticorpos (autoanticorpos) que interagem com o tecido conectivo humano e inicia uma
resposta inflamatoria sistémica (LEIRISALO. 1997: AYOUB, 1986 apud OLIVEIRA:
SILVA; VIJLE, 1997). Uma possivel explicagdo ¢ a existéncia de semelhangas antigénicas
entre os componentes do Streptococcus e os tecidos humanos (BESSEN: JONES:
FISCHETTI, 1989; AYOUB, 1986 apud OLIVEIRA; SILVA: VIILE, 1997). S. pyvogenes
contém antigenos que sdo imunologicamente transreativos com o tecido cardiaco humano
(trompomiosina) (BESSEN; JONES; FISCHETTI, 1989: LEIRISALO, 1997 apud
OLIVEIRA; SILVA: VIILE, 1997).

Pesquisadores constataram a ocorréncia de reagdes imunologicas cruzadas
semelhantes entre o antigeno polissacaridico de S. pyogenes e certas glicoproteinas das valvas
cardiacas. entre o acido hialurdnico estreptocdcico (material capsular) ¢ o acido hialuronico
humano, entre as membranas celulares dos estreptococos e os nucleos neuronais caudado e
subtalamico do sistema nervoso central humano (FILLIT: McCARTY: BLAKE, 1986;
GOLDSTEIN et al, 1968; HUSBY et al. 1976: SCHWAB: CROMARTIE, 1960 apud
KONEMAN et al, 2008). Estas ultimas podem explicar o papel da infec¢do estreptococica

antecedente nos componentes neurologicos da FR. De forma semelhante, foram também
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identificadas cepas nefritogénicas de S. pyogenes pertencentes a certos tipos M (KONEMAN
etal. 2008) ',

2.3 Diagnéstico

A necessidade do diagndstico bacteriologico de faringite estreptocdcica baseia-se no
fato de que esta infecgdo deve ser tratada com agentes antimicrobianos. Muitas vezes nio é
possivel diferenciar clinicamente uma faringoamigdalite causada por S. pyogenes de uma
infec¢do provocada por outros agentes infecciosos, como 0s virus, pois existem poucos sinais
clinicos especificos e estes frequentemente falham (BISNO et al, 1997 apud SCALABRIN,
2003).

Muitos dos testes rapidos apresentam especificidade excelente (= 95%) quando
comparados com culturas em agar sangue. desta forma a terapia antimicrobiana pode ser
iniciada com base em resultados positivos de testes rapidos de boa qualidade (HEITER:
BOURBEAU, 1995;: NEEDHAM; McPHERSON; WEBB,1998 apud SCALABRIN, 2003).
Entretanto. a sensibilidade da maioria dos testes rapidos ¢ inferior a da cultura (80 a 90%), por
este motivo os testes rapidos negativos de criangas ¢ adolescentes devem ser confirmados com
a cultura da orofaringe (BISNO, 2001 apud SCALABRIN, 2003).

Devido a baixa incidéncia de faringite e risco minimo de desenvolvimento da FR em
individuos com idade acima de 20 anos, sugere-se que o diagnostico em adultos normais seja
realizado apenas através de testes rapidos de alta sensibilidade em associagdo com o
diagnostico clinico ou o uso dos critérios clinicos apenas (COOPER, 2001 apud
SCALABRIN, 2003).

As recomendagdes internacionais sugerem para a maioria dos casos de faringite
estreptococica, acompanhamento clinico ¢ o uso de testes laboratoriais para confirmar a
presenga da bactéria na orofaringe (BISNO et al, 1997; BISNO, 2001 apud SCALABRIN,
2003).

Nos paises desenvolvidos a cultura e os testes rapidos de detec¢lo de antigeno
estreptococico em material colhido da orofaringe sdo preconizados de rotina, o que
ndo acontece em nosso pais, onde a maioria dos casos de faringoamigdalite fica sem
o acompanhamento laboratorial. Geralmente, sdo verificados apenas os sinais ¢ 0s

sintomas clinicos do paciente que, muitas vezes, levam a prescrigdo desnecessaria de
agentes antimicrobianos (SCALABRIN, 2003, p. 815).

' Os aspectos genéticos niio foram aprofundados na presente pesquisa.
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Os estreptococos isolados de amostras clinicas humanas sdo identificados através de
suas propriedades hemoliticas, testes sorologicos para detecgiio de antigenos capsulares ou de
parede celular, testes fisiologicos e bioquimicos. Alguns desses testes realizados no
laboratério fornecem resultados presuntivos, enquanto outros proporcionam resultados
definitivos. Portanto, antes de efetuar testes para identificagdo, ¢ preciso certificar-se de que
os cocos Gram positivos em estudo sejam catalase negativo, classificando-os nos grupos de
Streptococcus (KONEMAN et al, 2008).

Antigamente, as Unicas exigéncias para a caracterizagdo preliminar dos S. pyogenes
eram a determinagdo da ocorréncia de hemolise ¢ o resultado do teste de catalase. Entretanto,
com o reconhecimento de vdrios outros grupos de bactérias semelhantes a Streprococcus em
infecgdes humanas, designou-se a necessidade de efetuar testes adicionais. Esses ¢ outros
microrganismos “de aspecto semelhante™ podem ser preliminarmente diferenciados entre si ¢
das especies de Streptococcus e Enterococcus através de determinados testes como, por
exemplo, morfologia na coloragiio pelo Gram, hemolise em dgar sangue de carneiro, teste de
catalase, teste de leucina aminopeptidase (LAP), teste de pirrolidonil arilamidase (PYR),
motilidade, sensibilidade a vancomicina entre outros (KONEMAN et al, 2008).

A cultura tradicional de estreptococos em dgar sangue, incluindo a identificagdo
definitiva de S. pyogenes, pode levar 24 a 48 horas (DAJANI, 1995 apud SCALABRIN,
2003), por esta razio, tem sido cada vez mais comum o uso de testes rapidos, como por
exemplo. os imunologicos para pesquisa de antigenos estreptococicos (CUNNINGHAM,

2000 apud SCALABRIN, 2003).

2.3.1 Testes laboratoriais rapidos

Detecgao antigénica: As técnicas para detecgdo direta do S. pyogenes em amostras de
swab de garganta sem o uso de culturas vém sendo amplamente empregadas em laboratorios
clinicos desde o inicio da década de 1980. Nos Kits comercializados, sdo utilizados métodos
de aglutinagiio em latex ou imunoensaio para a detecgio dos antigenos (KONEMAN et al,
2008; MURRAY et al, 2000; TRABULSI et al, 2002). Embora estes ensaios sejam muito
especificos, a sensibilidade dos testes ¢ baixa (provavelmente inferior a 75 a 80%), assim
todos os resultados negativos devem ser confirmados através de culturas (CUNNINGHAM.
2000 apud SCALABRIN, 2003).



Detecgdo de anticorpos: Os exames sorologicos para detectar os anticorpos em
amostras de soro agudo ou convalescente para estreptolisina *O” ¢ DNase B sdo utilizados
primariamente para diagnosticar a FR e a GN apos infecgdo com S. pyogenes (REISNER:;
WOODS, 2008), sendo a antiestreptolisina “O” (ASLO) o teste laboratorial mais comumente
utilizado para determinar uma infecgdo anterior por S. pyogenes e seu estado evolutivo
(PRESTES-CARNEIRO; ACENCIO; POMPEI, 2005).

Os pacientes com doenga causada por este microrganismo produzem anticorpos contra
muitas enzimas especificas. Embora haja produgio de anticorpos contra proteina M, que sio
importantes para manter a imunidade, estes anticorpos aparecem tardiamente na evolucdo
clinica da doenga e sdo tipo-especificos. Ao contrario, a determinagdo dos anticorpos contra a
estreptolisina “O™ ¢ util para confirmar a preseng¢a de FR ¢ GN em decorréncia de infecgdo
estreptococica recente, além de estes anticorpos aparecerem 3 a 4 semanas apos a exposi¢ao
inicial ao microrganismo e persistirem (MURRAY et al, 2000).

A produgdo de outros anticorpos contra enzimas estreptococicas, em particular a
DNase B, pode ser detectada em pacientes com piodermite e faringite estreptocdcicas,
devendo-se realizar o teste anti-DNase B se houver suspeita de GN estreptococica (MURRAY
et al, 2000). Fato importante que, apds piodermites, os niveis de ASLO sfo geralmente
baixos, pois esta hemolisina ¢ provavelmente inativada pelos lipideos cutineos, acrescenta
Trabulsi et al (2002).

A responsabilidade deste patdgeno pelo processo infeccioso terd que ser determinada
juntamente com as manifestagdes clinicas do paciente e pela pesquisa de anticorpos séricos
duas a trés semanas apos o inicio da doenga. Os trés exames mais utilizados para o
diagnostico sorologico das infecgdes pelo S. pyogenes sido os que detectam anticorpos contra
estreptolisina “O” (evidencia anticorpos em 85% dos pacientes), hialuronidase (evidencia
anticorpos em 95% dos pacientes) e desoxirribonulease (evidencia anticorpos em 95% dos
pacientes), quando sdo realizados todos juntos, o exame evidencia anticorpos em praticamente
100% dos pacientes.  Importante lembrar que a auséncia de resposta soroldgica potente,
geralmente indica que as manifestagdes reumatologicas e renais ndo estdo relacionadas a uma

infec¢do pelo S. pyogenes (TRABULSI et al, 2002).
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3 PRINCIPAIS DOENCAS POS INFECCOES ESTREPTOCOCICAS

3.1 Doengas estreptocicicas supurativas

3.1.1 Importancia clinica

As infecgoes mais frequentes causadas pelo S. pyogenes localizam-se na faringe
(faringite) e amigdalas (faringoamigdalites), e na pele (piodermites e erisipela).
Disseminando-se a partir destes focos primarios, particularmente das faringoamigdalites, a
bactéria pode determinar bacteremia e infectar diferentes orgdos e tecidos do organismo,
podendo dar origem as sequelas ndo supurativas (TRABULSI et al, 2002).

A faringite estreptococica ¢ a infecgdo mais comum causada pelo S. pyogenes, onde a
maioria dos casos pode ser observada em criangas de idade escolar (5 a 15 anos),
principalmente durante o inverno ou a primavera. Depois de um periodo de incubagio a parte
posterior da faringe pode encontrar-se inflamada e edemaciada. podendo haver um exsudato
branco-acizentado sobre as amigdalas e apresentar febre. As complicagdes da faringite
estreptococica podem ser supurativas (abcesso peritonsilar, abeesso retrofaringeo. adenite
cervical supurativa, otite média, sinusite, mastoidite, bacteremia), ndo supurativas (febre
reumdtica aguda e cronica, glomerulonefrite) ou mediadas por toxinas (sidrome semelhante ao
choque toxico) (SHULMAN, 1994; SHULMAN, 2003 apud KONEMAN et al, 2008). Em
casos de auséncia de complicagdes, a faringite estreptococica ¢ autolimitada. Além da
faringite, esse microrganismo pode causar uma variedade de infecgdes cutineas superficiais,
incluindo impetigo (piodermite), erisipela, celulite, sepse puerperal e infec¢des pos-parto
(KONEMAN et al, 2008). Mas existem outras doengas que ocorrem devido a complicagdes de
uma faringite estreptococica como, por exemplo, a escarlatina que ocorre quando estimula a
produgdo de uma exotoxina pirogénica. A principio, a lingua é recoberta por um revestimento
branco-amarelado que posteriormente ¢ retirado, mostrando uma superficie vermelha e
inflamada (“lingua de morango™). O exantema desaparece em 5 a 7 dias, sendo acompanhado

de descamagdo (MURRAY et al, 2000).
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A fascite necrotizante (FN) ¢ uma infecgdo que ocorre profundamente no tecido
subcutdneo e caracteriza-se por extensa destruigdo do musculo e da gordura, disseminando-se
ao longo dos planos fasciais. Inicialmente, ha evidéncias de celulite, e, em seguida, formam-
se bolhas, ocorre gangrena e sintomas sistémicos. Esta doenga caracteriza-se por toxicidade
sistémica, faléncia de multiplos 6rgdos e morte (taxa de mortalidade superior a 50%).
Consequentemente ¢ necessario um tratamento imediato para a sua prevengio e a fascite deve
ser tratada agressivamente com desbridamento cirtrgico do tecido ndo viavel (MURRAY et
al, 2000).

3.2 Complicagoes estreptocdcicas nio supurativas

No manejo da faringite, existe muita preocupagdo quanto as complicagdes ndo
supurativas (complicagdes de natureza ndo infecciosa) bem conhecidas das infecgdes por
Streptococcus  pyogenes: a febre reumatica e a glomerulonefrite (BISNO, 2000:
MARKOWITZ; KAPLAN, 2000; STOLLERMAN, 2001 apud KONEMAN et al, 2008). Os
S. pyogenes variam na sua capacidade de provocar FR ou GN. e. atualmente, foram
identificados determinados tipos M de estreptococos como reumatogénicos ou nefritogénicos

(KONEMAN et al, 2008).

3.2.1 Febre reumatica

A febre reumatica (FR - rheumatic fever) ¢ uma complicagdo ndo supurativa,
inflamatoria, sistémica ¢ autoimune da infecgdo recente por S. pyogenes (estreptococo [3-
hemolitico do grupo A, de cepa reumatogénica) e ocorre de 2 a 5 semanas apos uma faringite
por esta bactéria (BISNO, 2000 apud KONEMAN et al, 2008). Pode ocorrer em qualquer
idade, mas acomete preferencialmente, individuos com 5 a 15 anos de idade (KONEMAN et
al, 2008), sendo responsavel por frequentes episodios de faringite ou faringoamidalite
estreptococica (TRABULSI et al, 2002). A profilaxia do primeiro surto de FR depende do
diagnostico preciso de faringoamigdalite estreptococica e da indicagio precoce de tratamento
especifico adequado (KONEMAN et al, 2008).
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A infecgdo na garganta ¢ transmitida de pessoa para pessoa e, portanto, quanto maior o
numero de pessoas aglomeradas, maior o risco de contrair a doenga. Desta forma, torna-se
facil a disseminagio e aumentam as chances de propagagéo da infecgio em locais que retinem
muitas pessoas (informagdes mencionadas e esclarecidas no capitulo 2). Esse ¢ o motivo pelo
qual a FR incide com maior frequéncia nos paises em desenvolvimento (desinformagio,
ajuntamento em moradias pequenas) (SILVA, [20-]).

Para apresentar a FR, ¢ preciso ter predisposigdo genética e, por isso, apenas 3%
daqueles que tem infec¢do na garganta pelo S. pyogenes apresentam a doenga (SILVA, [20-]).
Sendo um exemplo muito comum, as criangas, onde intimeras dessas apresentam frequentes
infecgdes de garganta, especialmente nos primeiros anos de vida. Porém, isto ndo ¢ suficiente
para predispo-las a apresentar FR. Em um ter¢o dos casos, a estreptococcia ¢ inaparente €
menos de 10% dos adultos e 15 a 20% das criangas normais sdio portadoras assintomaticas de
S. pyogenes em orofaringe ou nasofaringe (BENTHIEN, 2002). Os individuos que sofrem um
episodio de FR sdo particularmente predispostos a outros episddios, em consequéncia de
infecgdes estreptococicas, subsequentes, das vias aéreas superiores (TRABULSI et al, 2002).

Uma das consequéncias da FR sdo as sequelas cardiacas (cardites) que sucedem as
crises agudas, que de acordo com a Sociedade Brasileira de Reumatologia — SBR (2005) sao
caracterizadas por inflamagdo nas trés camadas (na membrana que o reveste, no misculo ¢ no
tecido que recobre as véavulas). Suas complicagdes correspondem principalmente as lesdes das
valvulas mitral ¢ aortica. Essas leses valvulares reumaticas sdo as mais frequentes lesdes
cardiacas nos jovens, e uma das principais causas que levam a cirurgia cardiaca (SILVA, [20-
]). A cardite ¢ a manifestagao clinica mais tipica ¢ significativa da FR, podendo causar danos
irreversiveis no coragio ou até mesmo a morte do paciente, pois sistema de defesa da pessoa,
em resposta a infecgdo pelo S. pyogenes. ataca os tecidos do coragdo, com mais frequéncia os
tecidos das valvulas. Normalmente se encontra de forma assintomatica, dificultando o seu
diagnostico, mas quando se apresenta associada a outros sinais, conduz ao diagnodstico de
forma direta (SILVA, [20-]). Além da valvula mitral. a patologia cardiaca afeta
frequentemente o endocardio, o miocérdio e o pericardio (KONEMAN et al, 2008).

A artrite ¢ a manifesta¢do mais frequente (80%) e os sinais clinicos correspondem a
dor, inchago, calor, rubor nas articulagdes e limitagdo dos movimentos. A dor geralmente ¢é
intensa, de curta duragdo e regride de forma espontdnea. Atinge com maior frequéncia
multiplas articulagdes (joelhos, tornozelos, cotovelos, punhos e ombros) ¢, com menor

frequéncia os sintomas surgem na coluna e nas pequenas articulagdes de maos ¢ pés (SILVA.
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[20-]). Quando simultaneamente com a cardite, aparecem nodulos subcutineos, firmes e
indolores, que normalmente se localizam nas extremidades, proximos as dreas Osseas dos pés
e das maos (KONEMAN et al, 2008).

A coréia (Coréia de Sydenhan) ¢ uma manifestagdo neuroldgica caracterizada por
espasmos musculares, falta de coordenagdo e fraqueza muscular, que surgem durante a FR ou
depois de virios meses. Esses ataques de FR geralmente duram 3 a 6 meses (KONEMAN et
al, 2008).

Entre as diversas doengas reumaticas, a FR talvez seja o maior desafio diagndstico,
pois ainda ndo existe um teste laboratorial especifico para diagnosticar a doenga. As
manifestagoes clinicas e valores alterados em testes laboratoriais ndo sio exclusivos da FR e
nem sempre a infecgdo estreptococica causadora fica evidente. Tal dificuldade leva a falsos
diagndsticos ¢ ao ndo diagnostico de formas incomuns (SILVA, [20-]). Para evitar
diagnosticos equivocados, sdo empregados desde 1944 os Critérios de Jones, que
constantemente passam revisdes (SILVA, [20-]). Os Critérios de Jones sdo utilizados apenas
como um guia para o diagndstico, uma vez que ha outras doengas que podem preencher estes
critérios, além de casos atipicos de doenga reumatica que podem ndo satisfazer esses critérios
(OLIVEIRA; SILVA: VIILE, 1997). De acordo com Silva ([20-]), estes critérios estabelecem
que a alta probabilidade de FR ¢ quando, além da evidéncia de infec¢do prévia na garganta
pelo S. pyogenes, sdo detectadas dois critérios maiores ou um maior ¢ dois menores, descritos
a seguir:

Critérios maiores: Poliartrite (artrite em varias articulagdes), cardite, miocardite,
pericardite, coréia de Sydenhan, eritema marginado e nédulos subcutaneos.

Critérios menores: Artralgia (dores articulares), febre baixa ¢ precoce (< 39°), provas
de atividades infamatérias elevadas como, por exemplo, a velocidade de hemossedimentagdo
(VHS), proteina C reativa (PCR), antecedentes de doenca reumdtica, ocorréncia pregressa de
infecedo estreptococica, evidenciada por uma cultura positiva de material de garganta ou teste
de antigeno direto positivo para S. pyogenes, ou por titulos elevados ou crescentes de
anticorpos antiestreptococicos (p.ex., ASLO, anti-DNaseB, anti-hialuronidase) (DAJANI,
1993 apud KONEMAN et al, 2008: OLIVEIRA: SILVA; VIILE, 1997). A obtengdo de um
finico teste positivo para anticorpo antiestreptocdeico ndo ¢ diagnostico de FR, por esta razio
se recomenda a realiza¢do de todos os trés testes de anticorpos especificos se houver alta

suspeita da doenga (DAJANI, 1993 apud KONEMAN et al, 2008). Mas, estas caracteristicas



sdo bastante inespecificas, pois estdo presentes na maioria das doengas inflamatorias,
infecciosas ¢ outras afecgoes constitucionais (OLIVEIRA; SILVA; VIILE, 1997).

Uma historia de FR anterior sugere um diagndstico de recorréncia na presenca de
outros sinais sugestivos, mas o diagnostico ¢ considerado presuntivo quando ha coréia isolada

ou cardite indolente (sem crise anterior) (SILVA, [20-]).

3.2.2  Glomerulonefrite

A glomerulonefrite (GN) ¢ uma doenga inflamatoéria do glomérulo renal e esta
associada a infecgdes faringeas (faringoamidalite) ou cutaneas (piodermites) anteriores por S.
pyogenes (KONEMAN et al, 2008). Segundo Murray et al (2000). esta doenga esta associada
a cepas nefritogénicas especificas e, as cepas faringeas se diferem das cepas encontradas na
piodermite. Em geral, os pacientes jovens apresentam recuperagdo sem qualquer problema.
Todavia, o prognostico em longo prazo para pacientes adultos ndo estda bem claro, podendo
ser observada a perda progressiva e irreversivel da fungiio renal. Como a FR, trata-se também
de uma doenga de natureza imunologica (TRABULSI et al, 2002). A GN pode ser observada
dentro de apenas 10 dias apds a faringite ou 3 a 6 semanas apds as infecgdes cutdneas
(ANTHONY et al, 1969 apud KONEMAN et al, 2008). Em geral, pode-se demonstrar uma
infec¢do antecedente por S. pyogenes devido ao isolamento de microrganismos da garganta ou
de lesdes cutineas, ou devido a elevagdo dos titulos de anticorpos antiestreptococicos. As
respostas de ASLO apos infecgbes cutdneas estreptococicas ndo estdo confiavelmente
aumentadas (BISNO, 2000 apud KONEMAN et al, 2008).

Entre varios estudos, a teoria mais convincente ¢ a de que os estreptococos induzem a
formagdo de anticorpos antiestreptococicos contra antigenos capsulares (acido hialurdnico),
da parede celular (anticarboidratos de grupo, anti-M e outras proteinas associadas) e antigenos
de membrana celular que exibem reagdo cruzada com diversos componentes antigénicos nos
tecidos cardiacos, musculo esquelético e articulagdes. Embora se tenha demonstrado a
ocorréncia de reagdes cruzadas entre cepas nefritogénicas de estreptococos e tecidos renais. as
anormalidades patologicas da nefrite podem. na realidade, ser devidas ao deposito de
imunocomplexos pré-formados, que contém antigenos estreptococicos e anticorpos do

hospedeiro nos tecidos glomerulares, ou a ligagdo renal de produtos estreptocécicos apos
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deposi¢éo de anticorpos, produzindo imunocomplexos (BISNO et al, 1978; GORONCY-
BERMES et al, 1987; HOLM et al, 2000; TUNG et al, 1978; VAN et al, 1978 apud

KONEMAN et al, 2008).
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4 ANTIESTREPTOLISINA “O” (ASLO)

Streptococcus pyogenes produz duas hemolisinas, O e S. Ambas hemoliticas, mas
somente a hemolisina “O™ estimula o desenvolvimento de anticorpos especificos, a
antiestreptolisina “O”. Esses anticorpos sido produzidos pelo nosso organismo para combater o
estreptococo durante ou logo apés uma infec¢iio de garganta (MOURA et al, 2006) .

Pacientes com doenga por S. pyogenes. produzem anticorpos contra varias enzimas
especificas do nosso organismo (BENTHIEN, 2002), podendo levar a sequelas como, por
exemplo, a febre reumatica (FR). Os pacientes com FR frequentemente produzem uma
resposta imune humoral a estreptolisina “O” (RCL COMERCIAL, 2002). As maiores
dificuldades do diagndstico decorrem principalmente da inexisténcia de sinais
patognomonicos e de exames laboratoriais especificos. O teste usado para medir os niveis de
anticorpos contra esta hemolisina ¢ denominado ASLO (KONEMAN et al, 2008; RCL
COMERCIAL, 2002).

Segundo Moura (2006), o titulo de anticorpos antiestreptolisina “O™ (ASLO ou ASO)
pode ter valor diagndstico em casos de pacientes que estdo ou esteve ha pouco tempo com
infec¢do estreptococica. Como sdo comuns infecgdes por este patogeno, na maioria dos
individuos, a presen¢a desses anticorpos, quando em pequenos titulos, ndo pode ser
considerada, mas em titulos altos ou o aumento de titulos em dosagens seriadas sdo
significativos. Um titulo elevado de ASLO em individuos com sintomas clinicos apropriados
reforga, por exemplo, o diagnostico de FR. Esta dosagem ¢ muito util para documentar,
portanto, recente faringite estreptococica em um paciente com FR (RCL COMERCIAL,
2002).

Titulos elevados ou ascensdo do titulo entre duas amostras indicam infecgdo aguda ou
sequela pos-estreptococica. Titulos elevados sdo observados em 80 - 85% dos pacientes com
FR. Os titulos se elevam uma semana apos a infecgdo aguda, alcangando o pico em 2 a 4
semanas ¢ se normalizam apés 6 a 12 meses. O valor de referéncia ou Cur off da ASLO ¢é >
200 Ul/mL, quando os titulos sdo menores que 200 Ul/mL e existe forte suspeita de FR, ¢
recomendavel nova titulagdo em amostra colhida 4 semanas apds a primeira (CAMPOS,

2003).

* A antiestreptolisina™O™ foi descrita com maior énfase, devido a sua relevéincia nesta pesquisa.
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De acordo com Cartaxo ([2000?]) a solicitagdo do exame laboratorial ASLO ¢ o mais

comum entre as varias especialidades médicas como, por exemplo, os cardiologistas,

reumatologistas e imunologistas para o diagnostico laboratorial da FR, porém sdo necessarias

algumas consideragdes com relag¢@o ao resultado e a sua interpretagdo:

Valores normais do ASLO variam com a idade do individuo.

O exame ASLO ndo expressa a atividade de doenga.

Nao ha relagdo direta entre elevagdo e normalizagdo dos titulos do ASLO com a
gravidade da FR.

Ha possibilidade de o ASLO manter-se elevado por um determinado periodo de tempo
(at¢ meses), sem causa aparente, mesmo com provas de atividade inflamatoria
normalizada.

A precoce institui¢do de antibidticos e corticoides de 2 a 14 dias apds a infecgdo por
estreptococos podem diminuir a resposta imunoldgica do individuo, apresentando
baixos titulos de ASLO.

A titulagem do ASLO deve ser precedida da precipitagdo de inibidores ligados as beta-
liproteinas do soro, podendo levar a um titulo falsamente elevado do ASLO em
individuos reumaticos ou ndo.

A elevagio do titulo do ASLO representa apenas uma resposta a uma prévia infec¢do
estreptococica e a sua elevagdo ndo indica em absoluto o diagndstico da FR, portanto,
titulos elevados de ASLO significam infec¢io estreptococeica recente e nio FR.

Com o conhecimento destes dados, evita-se o falso diagnostico de FR e, assim, 0 uso

indiscriminado. confuso e continuado de medicamentos.

4.1

Reacio do litex

Em 1932, Todd verificou que a estreptolisina “O™ (SLO). obtida de filtrados de

estreptococos hemoliticos, comportava-se como antigeno ¢ poderia ser utilizada para titular a

ASLO no soro de animais imunizados (TODD, 1932a: TODD, 1932b apud FERREIRA,

2001). A partir de entdo foram desenvolvidos testes para a detec¢do de anticorpos ASLO

(FERREIRA, 2001).
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Dentre estes testes estd a reagdo de latex, um teste rapido de aglutinagdo para a
detecgio da ASLO no soro humano (LABORATORIO BURIGO, 2007). Este teste ¢ baseado
na capacidade de estreptococo f-hemolitico do grupo A produzirem varias toxinas
extracelulares que estimulam a produgdo de anticorpos (RCL COMERCIAL, 2002), sendo
estes, portanto encontrados em soros de pacientes portadores deste patogeno
(LABORATORIO BURIGO. 2007). Um Kit imunologico ¢ composto por particulas de latex
sensibilizadas por SLO que ao adicionar o soro do paciente contendo ASLO ocorre uma

reagdo de aglutinagdo (figura 02).

Figura 02 — Aglutinagdo. Representagdio de
uma aglutinagiio em latex devido a formagio
de imunocomplexo Ag-Ac,

Ha diversos reagentes comerciais desenvolvidos no mercado, com diferentes
eficiéncias  diagnosticas (FERREIRA, 2001). A SLO ¢ fortemente antigénica,
consequetemente pacientes infectados produzem anticorpos especificos detectdveis pelo
reagente LABORATORIO BURIGO, 2007).

A reagdo de latex para a pesquisa de anticorpos ASLO tem sido proposta como
alternativa para triagem de casos suspeitos (FERREIRA, 2001). Este reagente demonstrou
uma boa eficiéncia diagndstica, onde apresentou uma sensibilidade de 91%, especificidade de
86%, valor preditivo positivo de 83% e o valor preditivo negativo de 93% (GERBER, 1990
apud FERREIRA, 2001).

A literatura tem se mostrado otimista com o reagente de latex quando comparado a
outras técnicas e a conclusdo de varios autores é que, no futuro, poderiio ser desenvolvidos
reagentes de latex para a detec¢do de multiplos anticorpos, uma vez que as particulas de latex
poderiam ser sensibilizadas com diferentes antigenos de S. pyogenes (GERBER, 1990 apud
FERREIRA., 2001).



5 PRODUCAO DE SORO HIPERIMUNE

A produgdo de antissoro hiperimune ¢ utilizada para o diagnéstico de uma variedade
de infecgdes. A produgdo deste pode ser através de imunizagdes em animais e tem sido
utilizada com sucesso por diversos profissionais imunologistas, sendo possivel a obtengio de
anticorpos monoclonais ou policlonais, dependendo do grau de pureza do soro que se deseja.

Os anticorpos policlonais sdo obtidos através da purificagiio de todos os anticorpos
presentes no sangue do animal, sendo que, o anticorpo contra o antigeno previamente
inoculado ¢ predominante. Se o objetivo é produzir anticorpos altamente especificos, o
antigeno deve ser purificado até atingir a homogeneidade, mas também ¢ possivel utilizar uma
mistura de diferentes antigenos em uma Gnica imunizagdo ¢ obter anticorpos para todos
(PAIVA; FIGUEIREDO: PAIVA, 2003).

Segundo Harlow ¢ Lane (1998), a escolha do animal, depende da quantidade de soro
que se quer produzir, da quantidade de antigeno existente, de qual espécie o antigeno foi
isolado e do tipo de anticorpo que se deseja produzir (monoclonal ou policlonal).

O coelho ¢ uma espécie muito usada, sendo geralmente a escolha para obtengdo de
anticorpos policlonais devido a conveniéncia do tamanho, facilidade de manuseio, vida
relativamente longa (5 — 8 anos) ¢ volume de anti-soro produzido (HANLY et al, 1995 apud
LEAL, 2008). A quantidade de soro que se pode obter ¢ de aproximadamente 40 ml por
sangria (informagdo verbal) °.

Um fator de elevada importancia, ¢ que estes animais, individualmente, podem variar
bastante na sua resposta imunoldgica a um determinado antigeno (CLAUSEM, 1988 apud
RODRIGUES, 1998). Para evitar problemas de variagdo nas respostas entre os animais,
recomenda-se a imunizagdo de pelo menos dois animais, para qualquer antigeno (BALL et al,
1990 apud RODRIGUES, 1998).

O antigeno pode ser injetado via subcutinea ou via intramuscular, este ultimo ¢
realizado quando se deseja uma absor¢do mais lenta. Os primeiros anticorpos aparecem em
torno do sétimo dia atingindo seu pico de produ¢do no décimo dia. Mas a primeira resposta
imunoldgica a um antigeno ¢ geralmente fraca, exigindo mais de uma inje¢do de inoculagio.
A partir da segunda injegdo, grandes quantidades de anticorpos sdo produzidas com picos de

produg¢do que perduram por duas a quatro semanas (HARLOW; LANE, 1998).

' Informagdo fornecida pela Doutora Agda Andrade, pesquisadora do setor de imunologia da Industria
Biotécnica em Varginha, em margo de 2009,



I© preconizado que a adicdo de adjuvantes ¢ importante, pois desta forma aumenta
consideravelmente a resposta imunoldgica, contornando o problema de fraca
imunogenicidade na pesquisa. Os adjuvantes sdo substdncias que ao serem adicionadas ou
emulsificadas com um antigeno, potencializam a produgdo de anticorpos. Em geral, possuem
duas finalidades diferentes: um composto por particulas inertes possui a finalidade de proteger
o antigeno de uma rapida degradagio pelo organismo do animal, ¢ outro capaz de ativar a
resposta imunologica a antigenos, induzindo pequenos granulomas. Como exemplo deste o
Adjuvante Completo de Freund (CFA), composto por Oleos e Mycobacterium tuberculosis
inativados. O CFA é um dos imunomoduladores mais comumente utilizados (GONTIIO,
2005).

A hiperimunizag¢do de animais experimentais com CFA emulsionado com antigeno e
administrado subcutaneamente, seguido de injeg¢des de reforg¢o, com intervalos de semanas ou
meses entre elas, resulta em altos nivelis circulantes de antigeno-anticorpo especifico
(BILLIAU:; MATTHYS, 2001 apud GONTIIO, 2005) ¢ a capacidade imunomodulatéria do
CFA na indugdo da resposta imunologica pode ser demonstrada em diversos estudos (KAHN:

ARCHER; GOLD. 2001 apud GONTIJO, 2005).

5.1 O uso de controles no laboratorio de analises clinicas

Os laboratorios clinicos (LC) produzem resultados analiticos que s@o uteis para o
diagnostico, prognostico, controle do tratamento ¢ prevengdo de enfermidades, por isso todo
laboratorio deve dispor de um sistema que assegure a qualidade de seus resultados. O controle
de qualidade ¢ um conjunto de agdes sistematicas capazes de reconhecer ¢ minimizar os erros
que podem ocorrer nas fases pré-analitica, analitica e pos-analitica. Esse sistema ¢ composto

por véarias ferramentas como o uso dos materiais de controle.

Qualquer material usado para controlar a qualidade de um procedimento de medida ¢
um material de controle. Por ndo possuir grau de incerteza definido, os materiais de controle
ndo podem ser utilizados como calibrador, que possuem a finalidade de monitorar a precisdo

do sistema analitico.

No laboratorio clinico o material de controle ¢ usado para avaliar as caracteristicas

metrologicas de um procedimento de medida, para validar os resultados de uma série de
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amostras ¢ para estudar comparativamente os resultados de diferentes laboratérios, Podem ser
compostos por uma matriz sintética (ndo protéica) ou protéica composta por fluidos
biologicos devidamente estabilizados. Em geral, essa tltima ¢ a preferida por sua similaridade
com os espécimes de pacientes. Para garantir a sua utilidade no controle dos procedimentos de
medida, os materiais de controle devem apresentar homogeneidade, estabilidade, reatividade e

valor.

Os materiais de controle possuem valores médios esperados bem como a faixa de
variaglio proposta pelo fabricante. A concentragéio do analito no controle deve estar proximo a
faixa de referéncia clinica, embora o ideal ¢ que se utilize controles com 3 niveis de
concentragdo: baixo (nivel 1), médio ou normal (nivel 2) e elevado ou patologico (nivel 3). O
controle de nivel 3 deve ser acima do limite superior do intervalo de normalidade, enquanto
que o nivel | deve ser abaixo do valor de referéncia. No caso do controle de ASLO encontra-
se disponivel no mercado controles compostos por nivel 1 cujo valor de ASLO é de 90

UI/mL, nivel 2 com valor de 254 Ul/mL e nivel 3 com valor superior a 350 Ul/mL.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Aclimatagio dos animais

Antes de iniciados os experimentos, os coelhos permaneceram em periodo de
aclimatagio de 15 dias no biotério do Centro Universitario do Sul de Minas (UNIS/MG). Este
periodo foi essencial para que estes animais se adaptassem a temperatura, a iluminagdo, a
umidade, as gaiolas, e aos tratadores. Todo esse procedimento se torna de extrema
importancia, a fim de se evitar algum tipo de stress nos coelhos, o que poderia levar a

alteragdes relevantes aos resultados esperados na pesquisa.

6.2 Sequéncia das imunizagoes

O antigeno estreptolisina “O™ utilizado nas imunizagdes foi gentilmente cedido pelo
laboratorio da USP de Ribeirdo Preto.

Foram realizadas no total cinco imunizag¢des através de injegdes subcutianeas com
intervalos de sete dias entre a primeira ¢ a segunda imunizagdo e com intervalos de trés dias
entre as subsequentes. Em cada inoculagdo foram utilizados diferentes volumes (ANEXO A)
e injetado apenas 0,5 ml por sitio de aplicagdo, com a intengdio de evitar a ocorréncia de
necrose na pele dos coelhos. Foi utilizada SLO ressuspensa em adjuvante completo de
FREUND na primeira das injegdes (para uma indu¢@o mais rapida da resposta imune) ¢
incompleto nas demais (para aumentar ainda mais a resposta imune).

Os coelhos foram sangrados na artéria central da orelha antes da primeira inoculago,
antes da quarta e sete dias apos a quinta (ultima) inoculagdo. Ao final de todas as
imunizagoes, foi realizada a extragdo de maior quantidade sanguinea, onde os coelhos
anestesiados foram submetidos a uma pungdo venosa para extra¢ao de sangue correspondente

a 15% do peso de cada animal, procedimento este realizado por uma médica veterinaria.



6.3 Purifica¢io do antissoro

O método convencional para obtengdo de anticorpos policlonais ¢ a purificagdo
através de técnica de precipita¢do por sulfato de amonio (HARLOW; LANE, 1998), onde em
altas forgas idnicas, conseguidas pela adi¢do de grandes quantidades desse sal hiperssolivel a
uma solugdo de proteina (soro), ha a remog¢do da dgua de hidrata¢do das moléculas, levando a
predominancia da interagdo proteina-proteina, resultando em precipitagio. Este efeito é
denominado de “salting-out” ou precipitag¢do por sais (BASSO; BOGO, [20-]; FERNADEZ e
ALVES, entre 1990 ¢ 2008).

Para a realiza¢do desta técnica o soro obtido foi colocado em um erlenmeyer, onde foi
adicionado sulfato de aménio (50%). Esta foi submetida a agitagdo magnética por um periodo
aproximado de 24 horas, durante este periodo os anticorpos (IgG) foram precipitados pelo sal.
Apos esta precipitagdo a solugdo foi centrifugada por 15 minutos a 5000 rpm reservando-se
apenas o sedimento. Nos tubos contendo sedimento adicionou-se 50% do volume total de soro
de salina, dessa forma na amostra da cobaia 01 colocou-se 4mL de salina e para amostra da
cobaia 02 colocou-se 3mL de salina. Essa solugdo foi colocada dentro de uma membrana de
nitrocelulose, foram dialisadas contra uma solug@o salina a 0,85% e submetidos a agitagdo
magnética por 48 horas. Durante este periodo foram realizadas 8 trocas da solugdo salina a
0,85%. Apos dialise, foi adicionado nas amostras 0,1% de Azida sédica como conservante e

as mesmas foram armazenadas entre 2 a 8°C.

6.4 Testes de qualidade do antissoro

6.4.1 Avaliagdo da especificidade do antissoro

A técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose, também conhecida como técnica
de Ouchterlony foi utilizada para avaliar a especificidade dos anticorpos purificados. Esta
técnica se baseia na capacidade precipitante dos imunocomplexos formados, quando antigeno

¢ anticorpo se difundem no gel de agarose e sofrem ligagdo cruzada. O imunocomplexo



apresenta-se sob a forma de linhas, bandas ou arcos de precipitagio perpendiculares a linha do
eixo entre os orificios (ROITT; BRASTOFF; MALE, 2003).

De acordo com Ferreira (2001), a velocidade de difusdo de cada substincia em gel de
agarose ¢ regida pelas leis de difusdo e é dependente da concentra¢do ¢ tamanho de cada
molécula, tamanho dos poros do gel, temperatura, concentragio do agar e de sua pureza.

Foram utilizadas placas contendo gel de agarose a 1% contendo seis orificios externos

(onde se encontram os soros) e um central (onde se encontra o antigeno — SLO) (figura 03):

Figura 03 — Imunodifusdo dupla.
Esquema da disposi¢do do antigeno
(estreptolisina “0”) e do antissoro
puro com suas respectivas diluigdes.

Estas placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas. em seguida foram
mantidas em temperatura ambiente por mais 5 dias, uma vez que o aparecimento das bandas

pode ser demorado.

6.4.2 Avaliagio da concentragdo do antissoro

Para quantificar a ASLO in vitro produzida pelos animais, utilizou-se o procedimento
analitico turbidimétrico, que ¢é uma técnica imunoldgica automatizada. Esta técnica
fundamenta-se na diminui¢do da luz transmitida, que ¢ medida ao atravessar uma amostra em
que ocorreu a reaglio antigeno-anticorpo (Ag-Ac), inclui-se entre os métodos de andlise
quantitativa de solugdes coloidais ou de suspensdes. baseado na medigdo da absor¢do de luz.

Portanto, as particulas de latex recobertas com estreptolisina “O™ presentes no reagente do Kif
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foram aglutinadas por anticorpos antiestreptolisina “O” presente no soro dos animais,
havendo a formagdo do complexo Ag-Ac insolivel que provocou um acréscimo na turbidez
proporcional a concentragdo dos anticorpos da amostra e por comparagdo com um calibrador
de ASLO de concentragdo conhecida, foi possivel a determinagdo do contetido destes

anticorpos na amostra analisada.



7  RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 Controle negativo

A coleta antes da inoculagdio do antigeno serviu como controle negativo,
demonstrando que os coelhos ndo teriam uma infecgdo recente com o S. pyogenes antes da
primeira inoculagdo. Desta forma, o soro obtido foi submetido a testes imunoldgicos,
apresentando auséncia de resposta imunoldgica. Posteriormente a amostra foi armazenada a -

20°C.

7.2 Imunodifusio dupla (ID)

Como desvantagem, esta técnica exige maior quantidade de imunocomplexos (Ag-Ac)
para ocorrer a reagdo, pois ¢ uma técnica considerada muito especifica e pouco sensivel.
Como a resposta dos animais foram baixas, a reagdo na ID foi negativa, ndo havendo
formacao das linhas de precipitagdo nas placas (figura 04). Desta forma. ndo foi possivel a
confirmagdo da especificidade Ag-Ac por esta técnica na pesquisa em questdo € por isso,
recorremos a técnica de turbidimetria por ser mais sensivel e automatizada.

A nao precipitagdo pode ser devido a qualidade do antigeno, perda da atividade da
SLO, uma vez que esta enzima ¢ muito sensivel na presenga de oxigénio, resposta inadequada

dos animais ou amostra hemolisada.

Antlissoro
[1[““

'-fd'
Antigeno

Figura 04 Placa de imunodifusdo. A
auséncia das linhas de precipitagdo, ndo
permitiu  confirmagdo da especificidade
antigeno-anticorpo por esta iécnica nesta
pesquisa.
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7.3 Turbidimetria

A andlise do soro apds a quinta inoculagio revelou um resultado de 14,4 Ul/mL
(cobaia 01) e 19.1 Ul/mL (cobaia 02), confirmando a resposta imunoldgica dos animais contra

a ASLO, sendo possivel doséa-los através desta técnica (figura 05).
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ASUE 19.1 IU/ml | Figura 05 —  Turbidimetria.
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CONCLUSAO

Apos a andlise dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que houve
resposta imunologica dos animais, porém com titulos baixos. A antiestreptolisina “O™ obtida
pode ser usada como controle de nivel baixo, permitindo a sua utilizagdo em testes de
detecgdo de anticorpos (ASLO) para diagnostico rapido de uma infecgdo recente causada pelo
Streptococcus pyogenes e o estado evolutivo da doenga. Desta forma, com a associagdo do
diagnostico clinico e laboratorial, a indicagdo precoce de tratamento especifico adequado,
torna possivel a cura da infecgdo, prevengdo das complicagdes supurativas e ndo supurativas,
erradicagdo do microrganismo da orofaringe e profilaxia do primeiro surto de febre reumatica.

Infelizmente no mercado de diagndstico in vitro no Brasil existe uma caréncia enorme
de fabricantes de kits destinados aos testes imunologicos, pois os que existem sdo de
fornecedores estrangeiros e de alto custo, além das taxas de importagdo, frete e remessa de
divisas para fora do pais. Diante do exposto. a produgdo de anticorpos anti SLO no presente
trabalho vem corroborar com essas questdes, uma vez que tais anticorpos sdo usados na
fabricagdio de controles e calibradores que compdem um kif imunologico. bem como no
controle de qualidade de um teste imunolégico.

Desta forma, percebe-se através dos resultados obtidos, que novas inoculagdes devem
ser realizadas, para obtengdo de titulos de ASLO mais elevados como os niveis 2 e 3
mencionados nesta pesquisa. Mas, diante do prazo estabelecido para o encerramento da

pesquisa e auséncia de mais estreptolisina O, o trabalho foi concluido mesmo assim.
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ANEXO A - VOLUMES ADOTADOS NA IMUNIZACAO
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Suspensio de antigeno | Adjuvante de Freund Volume total
1" Inoculagiio 0,5 ml 0.5 ml (completo) 1,0 ml
2" Inoculagio 0,5 ml 0.5 ml (incompleto) 1.0 ml
3" Inoculacio 0.5 ml 0,5 ml (incompleto) 1.0 ml
4" Inoculagio 0.5 ml 0.5 ml (incompleto) 1.0 ml
5" Inoculagio 1,0 ml 1,0 ml (incompleto) 2,0 ml
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ANEXO B - COMITE. DE ETICA

UNIFENAS

\ COMITE-DE:ETICAIEEM PESQUISA?

PARECER N.° 20A/2008

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP, da UNIFENAS,
Setor de Experimentagdo Animal, tendo analisado, nesta data, o protocolo do
projeto de pesquisa intitulado, PRODUGAO DE SORO HIPERIMUNE ANTI
ESTREPTOLISINA “O”, de autoria da. Profa. Dra Agda Andrade, resolveu

enquadra-lo na categoria de aprovado.

Alfenas, 11 de novembro de 2008.
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Data para apresentagio do relatério final: 01/12/09
Modelo do Relatdrio Final e Parcial: http:/iwww.unifenas.br/pesquisa/




