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RESUMO

O Streptococcus pyogenes é a bactéria que causa a maior variedade
de doengas em seres humanos, variando de impetigo e faringite a infec¢des
invasivas e complicagbes nao supurativas como a febre reumadtica e a
glomerulonefrite. As infecgdes ocorrem com maior prevaléncia em criangas e
adolescentes, com facil disseminagdo em locais fechados e com grandes
aglomerados de pessoas, como creches e escolas. A elucidagdo de surtos
envolvendo esta bactéria é de extrema necessidade para que medidas de
retengdo e controle da disseminagdo sejam postos em pratica. Neste estudo
analisamos amostras de orofaringe de todos os trabalhadores de uma industria
empacotadora de géneros alimenticios na cidade de Curitiba que apresentou
entre seus funcionarios indicativos de um provavel surto de infeccao
estreptocdcica, com o desenvolvimento de um quadro de glomerulonefrite. A
analise epidemioldgica verificou a prevaléncia de sintomas, incidéncia da
infeccao por Streptococcus pyogenes entre os funcionarios, a susceptibilidade
a diferentes classes de antimicrobianos e a variabilidade genética dos isolados
através da técnica de Pulsed-Field Gel Eletrophoresi - PFGE. O estudo
constatou que 20% dos trabalhadores apresentavam infeccédo pelo
Streptococcus pyogenes. Todos os isolados apresentaram sensibilidade aos
antimicrobianos testados. A analise molecular descreveu dois perfis de
macrorestricdo epidemiologicamente relacionados com diferenga em apenas
uma banda, caracterizando uma dele¢cao de material genético entre os clones.
Confirmando a existéncia do surto por Streptococcus pyogenes em adultos,
com um caso de glomerulonefrite.

Palavra Chave: Streptococcus pyogenes, Glomerulonefrite, Surto, Pulsed-Field
Gel Electrophoresis.



ABSTRACT

Streptococcus pyogenes is the bacteria responsable for the major
number of diseases in human beings, going from impetigo and pharyngitis to
invasible infections and non supuratives complications as rheumatic fever and
glomerulonephritis. The infections occurs more often in children and teenagers,
with a great dissemination in closed areas and crowded places as nurserys and
schools. The elucidation of epidemiologic outbreaks involving this bacteria is
extremely important to the dissemination control practice. In the present study,
orofaringe samples of every employee of a food industry located in Curitiba that
had signs of an outbreak of streptococcal infection with glomerulonephritis was
analised. The epidemiologic analisis determinate the sintoms prevalence, the
incidence of Streptococcus pyogenes infection in the employees, the
susceptibility to different classes of antimicrobial and the genetic variability of
the isolated throught the Pulsed-Field Gel Eletrophoresi (PFGE) technique. The
results demonstrated that 20% of the employees were infected by
Streptococcus pyogenes. Every isolated has presented susceptibility to the
antimicrobial tested. The molecular analisis describe two macrorestriction profile
epidemiologically related with a difference in only one band, which
characterizes a genetic deletion between the clones. This confirms an
Streptococcus pyogenes outbreak in adults, with a glomerulonephitis case.

Key words: Streptococcus pyogenes, Glomerulonephritis, Outbreak, Pulsed-
Field Gel Electrophoresis.
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1 INTRODUGAO

O interesse pelo Streptococcus pyogenes é justificado pela grande
incidéncia e principalmente pelas complicagdes que estas infecgbes acarretam.
Sao doengas de grande frequéncia e diversidade, algumas vezes graves que
requerem um acompanhamento a longo prazo e com tratamentos de alto custo
para o sistema de saude. O mais surpreendente é que se trata de infecgdes
causadas por um agente sensivel ao antibiético mais antigo e conhecido, a
penicilina, antibidtico de primeira escolha terapéutica (MELO-CRISTINO et al.,
2006; JOHNSON et al., 2002).

A facilidade de disseminagdo, que ocorre de pessoa para pessoa
através do contato direto ou pelo ar (tosse e espirros), junto com os fatores de
viruléncia associa este estreptococo a surtos de infeccbes que acomete
principalmente criangas e adolescentes (MELO-CRISTINO et al., 2006)

A infeccao estreptocdcica pode acometer a orofaringe ou a pele
desenvolvendo doengas como a faringite, escarlatina, erisipela, impetigo e a
fasciite necrosante, popularmente conhecida como a doenga da bactéria
devoradora de carne, em que o tratamento deve ser emergencial com remogao
cirurgica da parte infectada. Os S pyogenes ainda podem comprometer o
coragao ou os rins com o desenvolvimento das complicagbes n&o supurativas,
a febre reumatica e a glomerulonefrite (JOHNSON et al., 2002; KHANDKE et
al., 1987; SINGLE e MARTIN, 1992).

A glomerulonefrite pode ser desencadeada por infecgbes
estreptocdcicas tanto de pele como de orofaringe. Os M tipos especificos
nefritogénicos apresentam um mimetismo molecular com o colageno e outras
macromoléculas encontradas na membrana basal glomerular, desencadeando
reagdes autoimunes e formagdo de complexos imunolégicos que sao
depositados nos glomérulos. Esse acometimento renal desenvolve hipertenséo
arterial, edema de face e extremidades de inicio subito, hematuria e congestéo
circulatéria renal (SILVA, 1998).

O periodo de laténcia da glomerulonefrite seguida de infeccao de pele
é de trés a seis semanas e os titulos de antiestreptolisina O (ASLO) geralmente

sdo baixos. Os M tipos nefritogénicos predominantemente associados a
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infeccbes de pele sdo os tipos M2, M42, M49, M56, M57 e M60. Ja a
glomerulonefrite seguida de infecgcao de orofaringe o periodo de laténcia varia
de uma a duas semanas com titulos de ASLO elevados. Os M tipos
freqlentemente associados a glomerulonefrite desencadeados por uma
infeccao de orofaringe sédo os tipos M1, M4, M12 e M25 (BISNO, 1995;
BESSEN et al, 1996).

O relato epidemioldgico € um grande aliado das medidas de prevencgao
e controle de infecgdes estreptocdcicas. Permite a elucidacido de casos de
surtos e inicio de medidas de controle de disseminacdo em uma comunidade,
possibilitando o desenvolvimento de medidas de prevengdo como também
auxilia na criacdo de uma vacina polivalente contra os M tipos mais prevalentes
(AMEEN et al., 1997; MARKOWITZ, 1997).

A Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis -
PFGE) é atualmente a ferramenta molecular mais apropriada para elucidagao
de surtos ou epidemias, pois permite acompanhar a disseminacéo clonal de
cepas virulentas em uma familia, hospital ou comunidade por possuir alto poder
discriminatorio entre os isolados (YAN et al., 2003; GONZALEZ-REY et al.,
2003)

12
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente os isolados de Streptococcus pyogenes
coletados durante um surto de tonsilofaringite estreptocdcica, que teve como
complicagdo um caso de glomerulonefrite aguda, em uma industria

empacotadora de géneros alimenticios na cidade de Curitiba.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a susceptibilidade de isolados de S. pyogenes a variadas

classes de antimicrobianos utilizando a técnica de disco difuséo.

e Correlacionar geneticamente isolados de S. pyogenes através da
analise do perfil de macrorestricdo com a enzima Sma |, utilizando a técnica de
Pulsed-Field Gel Eletrophoresis.

e Utilizar os critérios de TENOVER para correlacionar o perfil genético
encontrado entre o caso indice de glomerulonefrite aguda e os demais
funcionarios que apresentaram tonsilofaringite  estreptocdcica para

caracterizagao genética e confirmagao do surto nesta industria.



3 REVISAO DE LITERATURA

O interesse em estudar os estreptococos iniciou na segunda metade
do século XIX, quando foi relatado por Billroth a presenga de uma bactéria,
encontrada em feridas, com formato de cocos agrupados em cadeias. Alguns
anos depois, em 1879, Louis Pasteur encontrou em mulheres mortas por
sépsis puerperal o0s mesmos cocos em cadeias e assim relacionou a presenca
desses cocos com as doengas supurativas. Em 1884, apds Fehleisen
descrever essas bactérias como responsaveis por induzir a erisipela em
humanos, Rosenbach as denominou de Streptococcus pyogenes. Nao
demorou muito para Schoétmuller observar o crescimento em placas de agar
sangue e classificar os estreptococos em hemoliticos e ndo hemoliticos. Mas
foi Brown quem sugeriu a terminologia alfa, beta e gama. A observagéo entre o
aparecimento de casos de cardite e artrite apds infeccbes estreptocédcicas que
Bela Schick, em 1912, associou os estreptococos a doengas nao supurativas, a
febre reumatica e a glomerulonefrite aguda. As observagdes de Bela Schick
foram confirmadas por Dicks em 1920 e a glomerulonefrite passou a ser
associada como uma complicagdo nao supurativa resultante de infecgdes
estreptocdcicas (BISNO,1995; QUIE, 1991).

Durante cinco décadas de estudos, essas bactérias foram classificadas
somente com base nas caracteristicas apresentadas por suas colbnias em
cultivo, reagbes bioquimicas e hemoliticas. Rebecca Lancefield demonstrou
que grande parte dos estreptococos beta hemoliticos apresentava em sua
parede celular um carboidrato C que poderia servir como fonte de identificacao
sorolégica, propondo classifica-los em grupos representados pelas letras (A-H
e K-V) (LANCEFIELD, 1941).

3.1 COMPLICACOES DA INFECGAO

Os estreptococos beta hemoliticos do grupo A (EBHGA) possuem

relevancia clinica em todo o mundo sendo responsaveis por doengas
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supurativas e nao supurativas que afetam principalmente criangas e
adolescentes. Por apresentar como principal sitio de infeccdo o trato
respiratério superior € a principal bactéria encontrada em infeccbes de
orofaringe. As infecgdes recorrentes de orofaringe e de pele pelo Streptococcus
pyogenes sdo o ponto de partida para que o individuo desencadeie
complicagbes nao supurativas que resultam em graves sequelas. (TODD,
1996).

Normalmente as infecgbes de orofaringe sdo auto limitadas, mas o
microrganismo pode contaminar superficies adjacentes e resultar em abscesso
peritonsilar, otite média, sinusite e quando ha disseminagdo para o trato
respiratorio inferior o Streptococcus pyogenes pode causar pneumonia ou
ainda meningite (KAPLAN, 1980).

As infeccdes de pele podem causar a piodermite, a erisipela, celulite e
a fascite necrosante principalmente em regides tropicais. Dos sitios primarios
pode ocorrer a disseminagao hematogénica ocorrendo a bacteremia. No trato
genital feminino o estreptococo pode aparecer como responsavel por febre
puerperal ou vulvovaginites. O maior risco € a ocorréncia de sepsis, como
complicagcdo em qualquer um dos sitos mencionados (CONE et al., 1987;
SWINGLER et al., 1988; ACHARYA et al., 1988; JOHNSON et al., 1996;
ARAGON et al., 1999).

A disseminagao dos estreptococos ocorre com grande facilidade em
ambientes fechados e com grande numero de pessoas. Os estreptococos do
grupo A sado os principais responsaveis pelas infec¢gdes bacterianas de
orofaringe, representando 30% entre criangas que apresentam manifestagdes
clinicas da infecgdo das vias aéreas superiores (VIEIRA et al, 2006)

A faringoamigdalite é facilmente transmitida entre membros da mesma
familia e entre criancas que freqlientam creches ou escolas, a incidéncia da
tonsilofaringite estreptocdcica € de duas a 18 vezes maior do que nas criangas
de mesma faixa etaria que nao freqientam creches (VIEIRA et al., 2006; LAU
et al., 2003).

15



3.1.1 Complicagcbes Nao Supurativas

3.1.1.1 Febre Reumatica

A febre reumatica esta sempre vinculada a infecgbes prévias de
garganta por Streptococcus pyogenes, o paciente apresenta febre alta com
dores nas articulagdes, artrite, nodulos subcutdneos e cardite. A grande
complicagcédo da febre reumatica é a cardite, que pode ocasionar leséo
permanente nas valvulas cardiacas (SCHWEON e NOVATNACK, 2003;
OLIVER, 2000).

A alta incidéncia em paises em desenvolvimento é devida as mas
condigcdes de moradia, aglomerados de pessoas, diagnéstico inadequado de
faringite estreptocécica, tratamento inadequado da infecgéo e auséncia de um
acompanhamento, o que leva a recorréncias da infecgdo e consequente
disseminacao de cepas virulentas (KUMAR et al., 1999; ZHENG et al., 2009).

As complicagbes da febre reumatica sdo provenientes de uma
desordem auto-imune, desencadeada pelos antigenos bacterianos. A produgao
de anticorpos contra as estruturas antigénicas dos estreptococos promove uma
reagao cruzada com as proteinas humanas. Devido a uma similaridade entre
as sequéncias de aminoacidos, ha a formacao de epitopos semelhantes entre
as estruturas protéicas humanas como a miosina, tropomiosina, queratina e
outras moléculas do hospedeiro com os antigenos bacterianos. E €& essa
mimicrasia molecular que promove a reagao cruzada (OLIVIER, 2000; SMOOT,
2002).

Os antigenos bacterianos que podem estar envolvidos com a reagéo
cruzada na febre reumatica é a proteina M, o epitopo do N-acetil-glucosamina
e a capsula de acido hialurénico. Somente alguns sorotipos M possuem
epitopos capazes de promover a reacdo cruzada. Os sorotipos que
normalmente estao envolvidos nos casos de febre reumatica sdo M1, M3, M5,
M6, M18, M19 e M24 (OLIVIER, 2000; SMOOQOT, 2002).

O tratamento é feito com antiinflamatérios e antimicrobianos

intramuscular a cada quatro semanas. O antibiético de escolha € a penicilina G



benzatina ou penicilina G procaina, podendo utilizar como alternativa
terapeutica a eritromicina. O acompanhamento é fundamental tendo em vista
que 10% dos casos em que o tratamento é feito de maneira adequada o
Streptococcus pyogenes permanece na orofaringe (SCHWEON e
NOVATNACK, 2003).

3.1.1.2 Glomerulonefrite

A glomerulonefrite também ¢é uma complicagdo nao supurativa
proveniente de uma infeccdo prévia por Streptococcus pyogenes, porém
diferente da febre reumatica, a glomerulonefrite ndo esta vinculada somente a
infeccdbes de orofaringe. Pode ser desencadeada por uma faringite,
normalmente no inverno, e por infeccbes cutdneas, que apresenta maior
incidéncia no verao (EFSTRATIOU, 2000).

E uma complicacdo da infeccdo estreptocécica que é desenvolvida em
aproximadamente 15% dos pacientes infectados pelo Streptococcus pyogenes.
Normalmente 90% dos pacientes recuperam-se sem maiores intervengdes,
com reparo da fungado renal em aproximadamente quatro semanas (HAHN et
al., 2005; VINEN e OLIVEIRA, 2003).

A sintomatologia clinica da glomerulonefrite é caracterizada por uma
retengao de liquidos com formagao de edema, dor de cabega, nausea, vomito e
anorexia. A sindrome nefritica aguda eleva a pressdo sanguinea devido a
reducdo da funcdo renal. No exame urinario evidencia-se proteinas e
eritrocitos. Na dosagem de anticorpos anti-estreptolisina pode ocorrer elevagao
dos titulos, porém em alguns casos este aumento pode ndo ser evidenciado,
tendo em vista que alguns sorotipos nefritogénicos ndo produzem estreptolisina
(COUSER, 1999; MCSHAN et al., 2008).

A complicagdo da glomerulonefrite se da com a deposicdo de um
antigeno estreptocdcico na regido glomerular apés uma infecgdo por
Streptococcus pyogenes. A formagao de complexos imunes de anticorpos com
esses antigenos cria depdsitos na regido que sofre alteragdes na
permeabilidade da membrana glomerular, esses fatores acabam por
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desencadear a captacdo de células inflamatérias. Assim como na febre
reumatica, a glomérulonefrite também apresenta uma desordem autoimune em
que o antigeno estreptocécico forma uma reagdo cruzada com as estruturas
glomerulares (EFSTRATIOU, 2000; SCHWEON e NOVATNACK, 2003).

Na glomerulonefrite desencadeada por infecgao de pele os M tipos que
predominantemente estdo envolvidos sdo os tipos M2, M42, M49, M56, M57 e
M60. E na glomerulonefrite desenvolvida a partir de infecgdes de orofaringe os
M tipos predominantes séo os tipos M1, M4, M12 e M25. Apesar do M12 ser o
principal M tipo nefritogénico ha publicagcbes demonstrando que nem todas as
cepas M12 s&o nefritogénicas (MCSHAN et al., 2008).

Existe um periodo de laténcia entre a infeccdo estreptocdcica e o
desenvolvimento da glomerulonefrite aguda. Na glomerulonefrite seguida de
infeccdo de pele o periodo de laténcia pode ser de trés a seis semanas e os
titulos de estreptolisina O geralmente sdo baixos. Nos casos em que a
glomerulonefrite é seguida de uma infecgdo de orofaringe o tempo de laténcia
reduz para uma ou duas semanas e ocorre elevagdo dos titulos de
estreptolisina O (MCSHAN et al., 2008; ZHENG et al., 2009).

3.2 MORFOLOGIA DO ESTREPTOCOCOS DO GRUPO A

3.2.1 Composigéao celular

O Streptococcus pyogenes possui uma capsula de revestimento mais
externo, formado de acido hialurénico, o mesmo que encontramos nha
substancia fundamental do tecido conjuntivo explicando assim a falta de
imunogenicidade dessa estrutura no hospedeiro infectado. Esta capsula esta
relacionada com a viruléncia da célula, devido as suas caracteristicas
antifagocitaria (MURRAY, 2004). A sua espessura pode variar de acordo com a
producdo do acido hialurénico e da hialuronidase. Normalmente a capsula é
perdida na fase de crescimento estacionario da bactéria, devido a preparagao

de hialuronidase durante as fases finais de crescimento logaritmico. A principio
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o acido hialurénico ndo é imunogénico em humanos, porém ha pesquisas que
demonstraram titulos de anticorpos contra o acido hialurdénico desnaturado
parcialmente. A infeccdo e adesdo da célula ocorrem com a digestdo da
capsula pela hialuronidase, resultando na exposicdo da proteina M intacta
(STOLLERMAN, 1999).

E na parede celular que encontramos os antigenos grupo especificos.
A parede celular do grupo A possui um antigeno de estrutura complexa, um
polissacarideo formado de L-ramnose e N-acetil-D-glicosamina unidos através
de ligagbes covalentes aos glicopeptideos. Também na parede celular,
encontramos as proteinas M, T e R, que sdo antigenos encontrados em
fimbrias que compdem a superficie da parede celular (MOSES et al., 1997;
JOHNSON et al., 1996).

As funcdes das proteinas T e R ainda nao estdo definidas, porém
sabe-se que a proteina M esta relacionada com a capacidade antifagocitaria
dos estreptococos do grupo A, isso € explicado pela capacidade de ligagéo da
proteina ao fator H, reduzindo a formacédo do complexo C3b B que faz a
opsonizagao da célula (MOSES et al., 1997; JOHNSON et al., 1996).

A proteina M é formada pela regido C-terminal, N-terminal e por quatro
blocos de aminoacidos repetidos localizados entre as duas regides terminais,
os blocos sdo denominados de A, B, C e D. Os blocos B, C e D tem sua
formagdo conservada entre os diferentes tipos de proteinas M. Ja o bloco A
apresenta-se com uma sequéncia unica de aminoacidos para cada proteina M,
juntamente com uma pequena sequéncia de aminoacidos do N-terminal, sdo as
sequéncias hipervariaveis da proteina M (JOHNSON et al., 2002; SMOOT et
al., 2002).

E sobre essas porgdes supervariaveis que os estreptococos do grupo
A criaram a variagdo genética com diferente antigenicidade. Esse mecanismo
consiste em uma recombinagdo génica no bloco de repeticdo A e na curta
sequUéncia de aminoacidos do N-terminal. Com isso a célula bacteriana pode
desviar o reconhecimento dos anticorpos M especifico e também gera uma
maior diversidade de M tipos. Devido a esse mecanismo, as infecgbes
ocasionadas por EBHGA induzem uma imunidade especifica para o tipo
sorolégico que gerou a reagao imune, mas nao cria imunidade contra os outros
sorotipos (POSTOL, et al., 2009)
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Atualmente sao reconhecidos mais de 90 sorotipos-M diferentes, e
como a imunidade para as infecgbes estreptococicas do grupo A é tipo M
especifica. Porém foi evidenciado que uma determinada regido da proteina M
apresenta uma sequéncia de aminoacidos comum a varios tipos de proteina M,
com base nessa informagao os esforgos para a produgéo de uma vacina estao
concentrados na porgao altamente conservada da proteina M (STOLLERMAN,
1999; KONEMAN, 2001; KAO et al., 2005).

Dentre os sorotipos ja classificados é possivel distribui-los de acordo
com a patogenia. Os sorotipos M1, M2, M4, M12, M25, M42, M49, M55, M56,
M57, M59, M60 e M61 sdo mais associados com glomerulonefrite aguda
enquanto que os sorotipos M1, M3, M5, M6, M16, M18, M19 e M24 estao
associados com a febre reumatica (OLIVER, 2000; STOLLERMAN, 1999;
TYRRELL et al., 2002).

3.2.2 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia do S. pyogenes determinam a sua capacidade
de aderir e invadir as células do hospedeiro, impedir que seja opsonizado e
fagocitado, bem como produzir enzimas e toxinas que serdo responsaveis
pelos efeitos patogénicos do SBHGA (MURRAY, 2004).

Esses fatores sdo representados pela capsula antifagocitaria, acido
lipoteicdico, proteina M, proteina F, exotoxinas pirogénicas, estreptolisina S,
estreptolisina O, estreptoquinase, DNase e Cb5a peptidase (BRANDT et al.,
2003).

A infeccdo do SBHGA inicia com a sua aderéncia as células do
hospedeiro, isso ocorre mediado por uma variedade de antigenos, porém o0s
mais importantes sdo a proteina M junto com o acido ipoteicdico. Este faz uma
ligagdo com os acidos graxos na fibronectina e células epiteliais enquanto que
a proteina M reforga a fixagdo podendo invadir a células epiteliais, o que
explica as infeccbes persistentes. A capacidade que cada sorotipo tem de

aderir as células do hospedeiro e colonizar diferentes sitios varia de acordo
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com a sua carga genética, pois sado os genes portados por cada sorotipo que
iram expressar as adesinas (EDWARDS et al., 2003; MURRAY, 2004).

Considerado o maior fator de viruléncia dos S. pyogenes, a proteina M
fornece a este patégeno a capacidade de evitar a fagocitose. A proteina M tem
a capacidade de se ligar ao fator H responsavel pela regulacdo da via
alternativa do complemento. O sistema complemento tem um mediador de
fagocitose, componente C3b, que é desestabilizado pelo fator H. Dessa forma
quando o componente C3b liga-se na regido da proteina M é digerido pelo fator
H, evitando a fagocitose. Além desse mecanismo também temos a ligagao de
fibrinogénio com a proteina M que acaba por bloquear a ativagdo do sistema
complemento pela via alternativa, diminuindo a quantidade de C3b ligado.
Acompanhado da proteina M temos a C5a peptidase que faz a degradagao do
complemento C5a, mediador de inflamagéo responsavel pela quimiotaxia dos
neutréfilos e fagécitos mononucleares (EDWARDS et al,, 2003; MURRAY,
2004, KONEMAN, 2001).

Ha também outros fatores, que sao responsaveis pelos efeitos da
infeccdo. S&o as exotoxinas pirogénicas estreptococicas (Spe), representadas
por trés toxinas termolabeis diferentes, SpeA, SpeB e SpeC. Os genes para as
toxinas A e C, sdo encontrados em um bacteriéfago lisogénico do estreptococo
€ 0 gene para a toxina B é cromossémico. O gene SpeB pode ser encontrado
em todos os estreptococos do grupo A, ja os outros dois genes podem ou nao
estar presentes. Elas atuam como antigenos potencializados, assim
macrofagos e células T auxiliares interagem rapidamente com as toxinas,
liberando IL-1, IL-2, IL-6, fatores de necrose tumoral (TNF-a), (TNF-B) e
interferon desencadeando eventos como a sindrome toxica estreptocdcica, e o
exantema em pacientes com escarlatina (EDWARDS et al., 2003; MURRAY,
2004, KONEMAN, 2001).

Outra forma que o S. pyogenes possui para potencializar a infecgao é
a producéao de estreptoquinases. Essas enzimas hidrolisam coagulos de fibrina,
com isso ndo ha formacdo de barreiras de fibrina, permitindo a rapida
disseminacdo dos S. pyogenes. A determinacdo de anticorpos
antiestreptoquinase pode ser usada como marcador de infecgdo. Outra forma
de disseminar o agente € por meio de desoxirribonucleases, denominadas de

DNase A, B, C e D que séo imunoldgica e eletroforeticamente diferentes, fazem
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a despolimerizacao do DNA livre na secrecdo, diminuindo a viscosidade e
facilitando a disseminagcdo dos patégenos. Junto com os titulos de
antiestreptolisina O (ASLO), os anticorpos contra DNase B s&o importantes
marcadores de infecgbes faringeas e cutdneas (EDWARDS et al.,, 2003;
MURRAY, 2004, KONEMAN, 2001).

Uma das caracteristicas de identificagcdo do S. pyogenes é o halo de
hemolise que forma ao redor da colbnia, em agar sangue. Este halo é formado
pela estreptolisina S, uma hemolisina que atua tanto na presenca como na
auséncia de oxigénio, ndo é antigénica, mas pode ser responsavel pela acao
leucotdxica dos SBHGA. Outra hemolisina presente nesses estreptococos é a
estreptolisina O, diferente da anterior esta s6 é ativa na auséncia de oxigénio e
€ antigénica. Apresenta efeito toxico em uma variedade de tipos celulares,
dissolve os lisossomos dos leucécitos, liberando enzimas hidroliticas que
danificam leucécitos, mondcitos e outras células. Por ser antigénica, a
determinagao de titulos de anticorpos contra a estreptolisina O (ASLO) ajuda
no diagnostico de infecgdes faringeas recentes por estreptococos. Para
infeccbes cutdneas a determinacdo desses anticorpos nao é reprodutivel,
provavelmente pela acgéo inibitéria do colesterol sobre a estreptolisina O.
Nessas circunstancias a determinagdo de anti-DNase B se faz mais
reprodutivel (EDWARDS et al., 2003; MURRAY, 2004, KONEMAN, 2001).

3.2.3 Identificagao Laboratorial

Os estreptococos s&o bactérias gram-positivas de morfologia esférica
ou ovoide com diametro entre 0,5 e 2,0 ym, apresentam-se em pares ou em
cadeias formada em um unico plano com tamanhos variados. Sdo anaerébios
facultativos, catalase negativos, podem ser encapsulados ou nao
encapsulados, exigem meios de cultura enriquecidos para serem isolados,
podem apresentar trés comportamentos diferentes em meios enriquecidos com
sangue, diferenciando-os em alfa, beta ou gama hemoliticos (STOLLERMAN,
1999; EFSTRATIOU, 2000).
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A primeira analise de identificacdo de um estreptococo é feita pela
observagao em uma lamina corada pela técnica de Gram, preparada a partir de
um esfregaco de amostra ou de um cultivo de estreptococos. Nesta andlise
observa-se cocos gram-positivo agrupados formando uma cadeia linear. A
observagao do seu comportamento em placas de agar sangue determina a sua
segunda caracteristica. Quando estes sao capazes de formar um halo de
hemolise parcial, evidenciado por uma coloracdo esverdeada ao redor da
colbnia, classificamos como um estreptococo alfa hemolitico. Quando a lise dos
eritrocitos da placa ao redor da col6nia é total o agente é classificado como um
estreptococo beta hemolitico. E quando o estreptococo € incapaz de produzir
hemolise ao redor da colbénia é classificado como um gama hemolitico
(KONEMAN, 2001; MURRAY, 2004; LAU, et al., 2003).

Dentre os estreptococos beta hemoliticos (EBH) a classificagdo
sorolégica proposta por Rebecca Lancefield determinada pela constituigdo do
carboidrato C, presente na parede celular permite classifica-los em 20 grupos
sorolégicos diferentes (grupos de Lancefield) representados por letras
maiusculas do alfabeto-A,B,C,D,E,F,G,H,|,J,K,L,M,N,O,P,Q, R, S, T,
U e V (KONEMAN, 2001; MURRAY, 2004; LAU et al., 2003).

O teste de PYR, um teste presuntivo para identificacdo de
estreptococos beta hemolitico do grupo A (EBHGA) descrito pela primeira vez
em 1982 por Facklam e seus colaboradores. Facklam utilizou L-pirrolidonil-3-
naftilamida que ao ser hidrolizado por uma aminopeptidase bacteriana
especifica (pirrolidonil arilamidase) libera B-naftilamida que é detectada pela
adicdo de N, N -dimetilaminocinamaldeido, formando uma coloracdo vermelha
no meio. Posteriormente foram incluidas algumas modificagdes transformando
o teste para tiras de papel de filtro, facilitando o teste. A suscetibilidade a
bacitracina também é um teste complementar na identificacdo de EBHGA, a
presenca de um halo de sensibilidade de qualquer tamanho ao redor de um
disco de bacitracina de baixa concentragéo (0,04 unidades) em placa de agar
sangue € considerado prova positiva para presungdo de SBHGA (KONEMAN
et al., 2001; MALHOTRA-KUMAR et al., 2003).

Outro teste de identificacdo de SBHGA de maior reprodutibilidade ¢é
realizado com a identificagdo do carboidrato de grupo especifico presente na

parede celular. O processo de identificagdo inicia com a extragao enzimatica do
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antigeno e segue com aglutinagdo usando particulas de latex (KONEMAN et
al., 2001; MALHOTRA-KUMAR et al., 2003).

Identificado o agente como SBHGA ainda € possivel prosseguir com a
identificacdo determinando os sorotipos. Essa identificacao é fundamentada na
presenca de duas proteinas de superficie celular, proteina M e proteina T.
atualmente s&o reconhecidos mais de 90 sorotipos-M e 25 sorotipos-T (YAN et
al., 2003; STOLLERMAN, 1999; EFSTRATIOU, 2000).

3.2.4 Susceptibilidade a antimicrobianos

Até o momento os estudos de sensibilidade a antimicrobianos dos
S. pyogenes vem descrevendo resultados semelhantes aos achados de
décadas atras. Quando se trata da penicilina os estudos confirmam a
sensibilidade universal ao primeiro antibiético produzido. O que torna a
penicilina o antibiotico de primeira escolha terapéutica. Porém ja ha a descrigao
de uma tolerancia a agao desta droga, caracterizada por uma resposta lenta a
terapia. Que pode ser justificado por penetragdo inadequada do antibiético nas
criptas amigdalianas e no tecido adendide, locais em que a bactéria pode ficar
alojada (JOHNSON, 2002; SKOCZYNSKA et al., 2007; LAU et al., 2003;
PRESTES-CARNEIRO et al., 2005; MELO-CRISTINO et al., 2006).

Em casos de alergia ou faléncia terapéutica sao utilizados os
macrolideos como drogas de segunda escolha terapéutica. Porém ja existem
estudos relatando uma mudanca na suscetibilidade a estes antibioticos pelo S.
pyogenes (BISNO, 2002; YOUNG et al., 2004; RICHTER et al., 2005).

A resisténcia do S. pyogenes a eritromicina foi descrita pela primeira
vez em 1954 por LOWBURY e seus colaboradores. Depois disso outros casos
de resisténcia a eritromicina foram descritos em paises de continentes
distintos. No Japao cepas datadas de 1969 a 1972, Canada em 1974, Finlandia
1999, Estados Unidos e Puerto Rico em 2002 e América Latina em 2003
(MELO-CRISTINO et al., 2006; HSUEH et al., 2001).

A modificagao ribossomal através de uma metilase € o mecanismo de

resisténcia mais encontrado entre os Streptococcus spp, codificado pelo gene
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erm (erythromycin resistance methylase), envolve residuos de adenina na
subunidade 23S do RNAr (YOUNG et al., 2004; RICHTER et al., 2005).

O gene erm determina resisténcia a eritromicina e com resisténcia
indutiva as streptograminas B e lincosamidas, ocasionando uma alteragcdo no
ribossomo que determina um decréscimo na taxa de ligagdo dos macrolideos,
lincosamidas e streptograminas B ao sitio alvo. J& o gene mef (A) determina
resisténcia aos macrolideos, porém continua sensivel as lincosamidas e
estreptograminas (YOUNG, et al., 2004; RICHTER et al., 2005).

Em 2007 foi publicado um trabalho com analise de isolados coletados
durante seis anos em Madrid e Gipuzkoa — Espanha. PEREZ-TRALLERO e
seus colaboradores analisaram as caracteristicas genéticas das cepas
resistentes a eritromicina com fendtipo MLSy, e qual a freqiéncia de aumento
de cepas resistentes durante o periodo de 1999 a 2005. Utilizaram a tipagem
emm, tipagem T e seqUéncia de multilocus. Nos resultados foi encontrado uma
resisténcia de 21,3% com um crescimento de variacdo anual de 14,3% para
28,9%. Os autores também demonstraram que o fendtipo de resisténcia da
maioria das cepas, nos primeiros quatro anos, era o fenétipo M, porém em
2004 e 2005 aproximadamente 50% dos isolados era fenétipo MLSB (PEREZ-
TRALLERO et al., 2007).

Outro estudo realizado na Franga com 1500 isolados de S. pyogenes
coletados de criangas, pesquisou a susceptibilidade a eritromicina,
azitromicina, josamicina, clindamicina e streptogramina B. 6,2% das cepas
eram resistentes a eritromicina, 3,4% apresentavam o fenétipo cMLSB com
genes erm B e 2,8% o fendtipo M com o gene mef A (BINGEN et al., 2000).
Em 2004 os mesmos autores avaliaram a diversidade genética de 322 cepas
de Streptococcus pyogenes, também de orofaringes de criangas. Dos isolados
resistentes a eritromicina 69,4% era portador do gene erm B, 4,2% do gene
erm A e 26,4% do gene mef A (BINGEN et al., 2004).

Uma pesquisa realizada sobre 1011 isolados coletados de 10 Centros
Europeus em 2002 encontrou resisténcia a eritromicina em 12,3% das cepas.
Desses 60,5% potavam o gene erm A (sub classe ermTR), 23,4%

expressavam o gene mef A e 14,5% gene erm B (NAGAI et al., 2002).
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Na Alemanha o estudo foi realizado em 381 cepas de S. pyogenes,
50,6% apresentavam mef A, 31,5% erm A e 13,0% erm B. Os pesquisadores
relataram 23 multilocus com sequéncias diferentes (REINERT et al., 2004).

Nos Estados Unidos os niveis de aumentados de resisténcia dos
Streptococcus pyogenes também foi relatado em um estudo que abrangeu
varias regides do pais. Dos isolados de orofaringes 6,9% foram resistentes a
azitromicina, 6,6% resistentes a claritromicina e 0,5% a clindamicina. O
fendtipo de resisténcia MLSB representou 56% dos isolados e os outros 44%
fendtipo M (RICHTER et al., 2005).

Em 2003 foi publicada uma pesquisa realizada no Rio de Janeiro, em
que foi analisada a susceptibilidade de 357 isolados de S. pyogenes a dez
antibidticos. A sensibilidade a penicilina foi confirmada nos isolados, como
também para cefens e vancomicina. A resisténcia para tetraciclina e
sulfametosaxol-trimetoprin foi elevada com porcentagens de 43% e 77,9%
respectivamente. A resisténcia a eritromicina foi baixa quando comparado aos
estudos realizados em outros paises, trés isolados foram resistentes e trés
apresentaram resisténcia intermediaria. O fendtipo IMLScB (erm TR) foi
expresso em trés isolados e trés apresentaram o fendtipo M (mef A) (D’
OLIVEIRA et al., 2003).

A resisténcia aos macrolideos vem gerando problemas para alguns
paises, levando-os a determinar novas condutas para o tratamento de
infeccbes por S. pyogenes, com restricbes ao uso desses antibioticos. No
Brasil ainda sao raros os estudos de verificagdo da suscetibilidade a
antimicrobianos dos SBHGA, bem como a analise de variabilidade genética dos

isolados de casos de infecgbes benignas ou invasivas.

3.3 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Diante da frequéncia e da gravidade das complicagdes geradas pelas
infeccdes estreptococicas €& crucial o desenvolvimento de pesquisas
epidemiolégicas com a finalidade de descrever os sorotipos envolvidos com as

formas mais graves. SO a partir dessas informagdes sera possivel a
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implantacdo de trabalhos objetivados no desenvolvimento de uma vacina
multivalente.

Tratando-se da exposi¢cao de dados epidemioldgicos, as ferramentas
de analise genética tornam-se fundamentais. A biologia molecular possibilita
um grande poder de discriminacdo entre isolados com identificacdo de
linhagens dentro de um mesmo sorotipo, possibilitando novas classificagdes e
descricdo de um perfil cromossomal de maior relagdo com as formas graves da
infecgdo (ALVES, 2003; GONZALEZ-REY et al., 2003; YAN et al., 2003).

Com a tipagem molecular podemos detectar a fonte de infecgdo e
fornecer evidéncias laboratoriais para identificar um surto. Ao escolher o
método de tipagem genética deve-se buscar uma metodologia que permita a
diferenciagédo clara das cepas, com uma reprodutibilidade consideravel. Nas
pesquisas epidemiologicas envolvendo S. pyogenes dos Ultimos anos
encontramos métodos moleculares bastante variados, como Restriction
Endonucleases Analysis (REA), Ribotyping, tipagem do gene emm, Pulsed-
Field Gel Electrophoresis (PFGE) e Random Amplifield Polymorphic DNA
(RAPD), todas séo capazes de fazer a diferenciagdo entre varios clones de
SBHGA. Porém algumas com maior reprodutibilidade, poder discriminatério ou
menor custo do que outras (GONZALEZ-REY, et al., 2003; YAN et al., 2003;
TENOVER et al., 1995).

O método utilizado para estudos epidemiolégicos envolvendo o
Streptococcus pyogenes considerado mais rapido, facil e menos oneroso é
com uma boa reprodutibilidade é o RAPD, também conhecido por AP-PCR
(Arbitrary Primed PCR) (MICHELI et al., 1994; GONZALEZ-REY et al., 2003).
No entanto temos algumas publica¢gdes que realizaram a andlise comparativa
da técnica de RAPD com a técnica de PFGE e demonstraram que o poder
discriminatoério do PFGE é mais satisfatério do que os resultados de RAPD.

Em 1997 foi publicado um trabalho que utilizou o PFGE para realizar a
analise genética de isolados de S. pyogenes. Os autores notaram que a
utilizagcdo da enzima de restricdo Smal na técnica de PFGE determinava um
poder discriminatorio para a técnica superior aos resultados obtidos com a
técnica de RAPD, mesmo usando trés primers distintos (BERT et al., 1997).

GONZALEZ-REY e seus colaboradores obtiveram resultados

semelhantes quando comparou as duas técnicas. O autor confirmou as
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facilidades, o baixo custo e a rapidez da técnica de RAPD frente a outras
metodologias de tipagem molecular, porém o PFGE obteve resultados com
maior poder discriminatério e uma reprodutibilidade interlaboratorial melhor que
o RAPD (GONZALEZ-REY et al, 2003). Alguns autores apontam a baixa
reprodutibilidade do RAPD quando comparado com padrées de bandeamento
de outros laboratérios como um fator negativo da técnica (VAN BELKUM, 1995;
LASKER, 2002; TYLER, 1997).

No Brasil, DUARTE e seus colaboradores (2005) demonstraram que
as duas metodologias resultaram em um poder discriminatério satisfatério. Mas
a o PFGE se destaca pela exatiddo na diferenciacédo de clones. O PFGE
evidenciou perfis com bandas mais homogéneas facilitando a interpretacéo.

A técnica de macro restricdo de eletroforese em campo pulsado
(PFGE) tem a desvantagem de ser trabalhosa e demorada, com protocolos de
no minimo cinco dias. Entretanto € a técnica de referéncia para tipificar grande
parte das bactérias pela alta discriminacdo e 6tima reprodutibilidade
(GONZALEZ-REY et al., 2003).

No PFGE nédo ha analise de alguns fragmentos de cromossomo, mas
sim a analise de todo o material genético. Este é digerido por enzimas de
restricdo que fazem o reconhecimento de sequéncias raras, formando grandes
fragmentos. Para a digestao do material genético de Streptococcus pyogenes a
enzima Smal tem sido bastante utilizada devido ao conteudo de G+C presente
nestas cepas serem menos frequentes (TENOVER et al., 1995; DUARTE et al.,
2005).

Enquanto que a eletroforese convencional é limitada a analise de
fragmentos de até 50 kb o PFGE separa fragmentos de até 1500 kb. Isso é
possivel devido a alternancia periédica do campo elétrico. Como o campo
elétrico é formado por eletrodos dispostos em um hexagono as moléculas sé&o
permanentemente forcadas a modificar a orientagao da corrida (ALVES, 2003;
TENOVER et al., 1995).

Como a analise do material genético no PFGE é feita na integra, a
observagao de possiveis eventos genéticos, como a ocorréncia de mutagdes
pontuais, delecbes ou insercdes, torna-se mais eficiente. E como ocorre a
formagao de poucas bandas durante a corrida, aproximadamente de 10 a 20
fragmentos, a leitura fica facilitada (FASOLA, LIVDAHL & FERRIERI, 2003).
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TENOVER (1995) também descreve as provaveis formas de se
encontrar as bandas dentro do perfil eletroforético. De acordo com a diferenca
de bandas e o posicionamento destas é possivel determinar quais eventos
genéticos (delecao, insercdo, mutagdes pontuais) que ocorreram para distinguir
os perfis (TENOVER et al., 1995).

3.4 EPIDEMIOLOGIA

A descricdo de dados epidemiolégicos de determinado patdgeno
permite a melhor compreensdo das patologias relacionadas a esse agente.
Diversos trabalhos publicados em todo o mundo tém objetivado a descrigéo de
casos de patologias relacionadas ao S. pyogenes. No Brasil ainda s&o poucas
as informacdes sobre o comportamento de SBHGA, principalmente a descricao
de diferentes sorogrupos.

Em outros paises, estudos envolvendo criangas serviram para alarmar
quanto a importancia de um diagnéstico correto. Smith e seus colaboradores
analisando criangas de cinco meses a doze anos de uma instituicdo de
cuidados diarios, encontraram uma prevaléncia de 36% de positividade para
EBHGA entre as criangas e de 8% entre os funcionarios (SMITH et al., 1989).
Em 1992 foi relatado um surto dentro de um desses centros de cuidados
diarios para criangas, onde foi encontrado 61% de positividade para SBHGA
entre criangas de um a sete anos (FALCK & KJELLANNDER, 1992).

O alarmante destes dados ndo esta apenas relacionado a alta
frequéncia, mas sim pelo fato do Streptococcus pyogenes ser o precursor de
duas sequelas ndo supurativas graves, febre reumatica e glomerulonefrite
aguda. A estimativa € de que a febre reumatica e a cardiopatia reumatica
afetam 12 milhdes de pessoas, com mais de 400.000 mortes por ano
(NORDET & ACHUTTI, 1995).

Em 2009 Vieira levantou dados sobre a prevaléncia de Streptococcus
pyogenes em orofaringe de criangas que frequentam creches, comparando
duas regido do Brasil. Vieira identificou na regido de S&o Paulo uma

prevaléncia semelhante ao que encontramos nos dados internacionais. Ja na
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regido Norte os valores acusaram uma prevaléncia maior, com 26% de culturas
positivas entre as criancas (VIEIRA et al., 2009).

Um grupo de pesquisadores chineses avaliou a existéncia de dois
surtos de infeccao de orofaringe por Streptococcus pyogenes associados a
dois casos de glomerulonefrite. Os pesquisadores utilizaram o PFGE como
ferramenta molecular para caracterizar os dois tipos de clones envolvidos no
surto. A analise de susceptibilidade das cepas demonstrou resisténcia a
eritromicina e a tetraciclina (ZHENG, 2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS

Durante o més de abril de 2004, varios funcionarios de uma empresa
empacotadora de géneros alimenticios na cidade de Curitiba, Parana
procuraram ajuda médica por apresentarem febre, dor no corpo e dor a
degluticdo. Dentre os funcionarios que apresentaram queixas, houve um caso
de internacdo que posteriormente foi confirmado o diagndstico de
glomerulonefrite aguda.

Diante dos relatos dos trabalhadores e das evidencias clinicas
suspeitou-se de um provavel surto de faringite estreptocdcica dentro da
industria. A epidemiologia foi acionada e foram coletadas amostras de
orofaringe de todos os funcionarios da empresa.

Durante o periodo de duas semanas foram enviadas 100 amostras
coletadas da orofaringe dos trabalhadores ao Laboratério de Pesquisa e
Identificacdo de Estreptococos do Laboratério Central do Estado — LACEN,
sendo que 98 pertenciam a funcionarios e duas amostras foram coletadas da
médica e da enfermeira que fizeram o atendimento aos pacientes.

Os funcionarios que apresentaram cultura positiva para S. pyogenes
receberam a indicagdo de tratamento por penicilina benzatina 1.200.000 Ul.
Duas semanas depois, todos os funcionarios que apresentaram cultura positiva
para Streptococcus pyogenes foram submetidos a mais uma coleta de
secrecao de orofaringe para verificar a eficacia terapéutica.

Os isolados de Streptococcus pyogenes foram armazenados em

freezer - 80°C em sangue de carneiro desfibrinado.



4.2 IDENTIFICAGCAO LABORATORIAL DOS ISOLADOS

As amostras foram coletadas utilizando-se um swab armazenado em
meio de Stuart. No LACEN as amostras foram semeadas pela técnica de
esgotamento em meio agar sangue (Tryptose Blood Agar, suplementado com
5% de sangue de carneiro desfibrinado), em seguida as placas foram
incubadas a temperatura de 36°C por 18-24 horas.

A caracterizagao fenotipica é formada com a identificagcdo de cocos
gram-positivos (FIGURA 1a), presenga de hemolise total ao redor das colbénias
em meio Agar sangue, caracterizando colbnias beta hemoliticas, conforme
FIGURA 1b, em seguida foi realizado os testes de catalase e Pyr.

As provas de identificagdo foram concluidas com a classificagdo
soroldgica de Lancefield, utilizando o Kit Diagnostic Reagents, Streptococcal

Grouping kit (Oxoid — Basingstoke, United Kingdom).

(a) (b)

FIGURA 1 — IDENTIFICACAO FENOTIPICA DO Streptococcus pyogenes

FONTE — o autor (2009)

LEGENDA: (a) coloragdo de Gram, a seta evidencia cocos gram-positivos com arranjo em
cadeia; (b) a seta destaca o crescimento do S. pyogenes em agar sangue com formacéo de

halos com hemodlise total.




4.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE POR DISCO DIFUSAO

A susceptibilidade a antimicrobianos foi testada em meio de agar
Mueller Hinton suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado. Foi
realizado uma suspenséo bacteriana em salina, respeitando a escala de 0,5 de
Mac Farland. Os antimicrobianos testados foram os seguintes: ampicilina 10ug
(Oxoid - Basingstoke, United Kingdom), clindamicina 2ug (Oxoid - Basingstoke,
United Kingdom), cloranfenicol 30ug (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom),
eritromicina 15ug (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom), penicilina 10ug
(Oxoid - Basingstoke, United Kingdom), tetraciclina 30ug (Oxoid - Basingstoke,
United Kingdom), vancomicina 30ug (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom),
azitromicina 15ug (Oxoid - Basingstoke, United Kingdom) e cefepime 30ug
(Oxoid - Basingstoke, United Kingdom), de acordo com as normas do CLSI
(Clinical and Laboratory Standard Institute, 2008).

4.4 PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS

A analise molecular desse estudo foi realizada pela técnica de
eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis - PFGE). Os
isolados foram reativados em caldo Tood Hewit Broth (THB) e incubados a
36°C por 20-24 horas.

Para obtencdo de crescimento puro foi realizado um repique em placa
de agar sangue a partir de uma col6nia. Em seguida o isolado foi inoculado
novamente em THB.

Uma aliquota de 1,5 mL da cultura bacteriana, THB, foi submetida a
uma centrifugagdo de 5000 rpm por 5 minutos sob uma temperatura de 4°C,
em seguida a centrifugagcao o precipitado foi lavado por duas vezes com
tampao PIV (Tris-HCI 0,01M, pH 8,0 contendo NaCl 1M), com 1 mL na primeira
lavagem e 0,5 mL na segunda, sempre nas mesmas condigdes da

centrifugacao inicial.
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Apéds a ultima lavagem o precipitado e homogeneizado com 200uL de
PIV e levado ao Banho Maria de 51°C. Sem tirar o tubo do Banho Maria foi
adicionado 200uL de agarose de baixo ponto de gelificagdo a 1,5% (BioRad).
Sem retirar a mistura do Banho Maria, uma aliquota de 80 pL foi retirada para
ser adicionada a uma forma de acrilico. Esse processo é repetido até esgotar a
mistura, possibilitando a confeccao de cinco blocos (plugs) de agarose
contendo os microrganismos.

Ainda no mesmo dia os plugs foram embebidos em uma solugdo de
lise que é formada de tampao EC (Tris-HCI 6,0Mm pH 8,0, NaCl 1M, EDTA
tetrassodico 0,1M pH 8,0, deoxicolato de sédio a 0,2% e sarcosil a 0,5%), neste
tampdo é acrescentado lisozima (500uL/mL), mutanolisina (25 U/mL), Brij
(25%) e RNAse | (50puL/mL). Os plugs devem permanecer nesta solucdo
durante 18 horas em Banho Maria de 37°C.

Apds a permanéncia em tampéao de lise, toda a solugao foi retirada do
tubo, para dar lugar a solugao contendo proteinase K. Esta solugéo é formada
de tampéao ESP (EDTA tetrassodico 0,5mM pH 9,0, sarcosil 1%) e proteinase K
0,1 mg/mL. Novamente os plugs permaneceram na solu¢do em Banho Maria,
porém, a temperatura de 51°C e por 24 horas.

Passada as 24 horas foi realizada a lavagem dos plugs para remover o
tampao ESP. A lavagem teve inicio apds a retirada de toda a solugao de
proteinase K de dentro do tubo contendo os plugs. Em seguida foi adicionado
10mL de tampéo TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA dissédico 1mM pH 8,0) e
submeteu-se a uma leve agitagdo durante uma hora. Transcorrido esse tempo
o tampéo TE foi trocado para iniciar uma nova lavagem, esse processo foi
repetido por quatro vezes.

Apés as quatro lavagens, foi separado um plug de cada amostra a ser
analisada. Em micro tubos, devidamente identificados para cada cepa é posto
0 plug e adicionado o tampao da enzima Smal (Tris-HCI 6mM pH 8,0, HCI
20mM, MgCl, 7H,0 a 6mM e 2B-mercaptoetanol a 0,04%) permanecendo a
temperatura ambiente por 20 minutos.

Transcorrido os 20 minutos o tampao de Smal foi retirado do micro
tubo e adicionado 90 pL de uma solugdo formada de 3 pL enzima Smal,
tampéao de Smal (10% do volume total da solugéo) e agua ultrapura necessaria

para completar 90uL. Adicionado essa solugdo em cada eppendorff estes
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foram incubados em Banho Maria a temperatura de 30° C durante vinte a
quatro horas.

Foi preparado o gel de agarose 1,1% preparado com tampédo TBE
0,5X. Cada plug retirado do eppendorff foi posto em um dos pogos do gel de
corrida. Os pogos foram recobertos com agarose 1%.

O gel contendo os blocos foi colocado no aparelho de PFGE (CHEF-
DR IIl da BioRad), em tampao TBE 0,5% a 12°C.

Foi utilizado a seguinte programagao: Pulsos inicias de 5 e finais de
35, 6 V, tempo de corrida de 24 horas e um angulo de 120° (FIGURA 2).

FIGURA 2 — CHEF-DR Ill DA BioRad
FONTE - o autor (2009)
LEGENDA: seta (a) programador de corrida, seta (b) cuba eletroforética.

Depois de transcorrido as 24 horas, retirar o gel do aparelho para que
este seja revelado em solugdo de brometo de etidio, durante vinte minutos
(FIGURA 3). Em seguida o gel é levado para um transiluminador de luz
ultravioleta. As bandas ja separadas no gel sdo entdo fotografadas em um
sistema de fotodocumentagdo com uma camera Polaroid 667 (Polaroid).

Para a analisar a clonalidade de perfis eletroforéticos separados por
PFGE adotamos os parametros descritos por TENOVER em 1995. Para haver

duas cepas consideradas idénticas é necessario que o perfil de fragmentacao
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demonstrado no gel, apds a agao da enzima de restricdo deve ser idéntico. A
presenca de 1 a 3 bandas diferentes indica que houve um evento genético
alterando o perfil das cepas, isto levaria a conclusdo de que as cepas
pertencem aos mesmo complexo clonal consideradas intimamente
relacionadas. Quando observa-se a diferenga de 4 a 6 bandas entre os perfis,
determinamos que houve dois eventos genéticos, havendo a possibilidade das
cepas pertencerem ao mesmo complexo clonal, o que as tornariam
possivelmente relacionadas. Nos perfis em que ha mais de sete bandas
diferentes determinamos como cepas distantes, pertencentes a complexos
clonais diferentes (TENOVER et al., 1995).

FIGURA 3 — CUBA ELETROFORETICA COM ELETRODOS EM POSICAO HEXAGONAL
FONTE - o autor (2009)
LEGENDA - (a) posicionamento do gel de agarose, (b) gel de agarose no interior do campo

elétrico.
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5 RESULTADOS

Durante o surto foram analisadas 100 amostras de secrecao
tonsilofaringeana, sendo que 98 pertenciam aos funcionarios da empresa, uma
amostra da médica e uma da enfermeira que participaram da coleta das
amostras. Dentre estas amostras 26 funcionarios apresentaram cultura positiva
para estreptococos beta hemoliticos. Desses isolados vinte (77%) foram
identificados como Streptococcus pyogenes, quatro (15%) pertencentes ao

grupo B e dois (8%) pertencentes ao grupo C; conforme GRAFICO 1.

8%

0O Grupo A
B Grupo B
B Grupo C

GRAFICO 1 — ISOLADOS DE ESTREPTOCOCOS BETA HEMOLITICOS EM FUNCIONARIOS
DE UMA INDUSTRIA PARANAENSE.

Entre os 20 funcionarios que apresentaram cultura positiva para
Streptococcus pyogenes, 17 apresentavam sintomas como febre, cefaléia, dor
nas pernas, dor nas costas, dor a degluticdo, e hiperemia de orofaringe. Uma
funcionaria apresentou sintomas graves e foi encaminhada para internamento

tendo como diagnostico a glomerulonefrite (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 — PREVALENCIA DE SINTOMAS DESCRITOS PELOS 20 PACIENTES COM
CULTURA POSITIVA PARA S. pyogenes.

Os 20 funcionarios que apresentaram cultura positiva para
Streptococcus pyogenes receberam orientagdes para iniciar o tratamento com
penicilina benzatina 1200.000 Ul. Desses, 15 aderiram ao tratamento,
enquanto que cinco funcionarios néo seguiram a terapia recomendada.

Vinte dias apds a primeira coleta, novas amostras foram coletadas dos
vinte funcionarios que apresentaram cultura positiva para SBHGA para
comprovacido da eficacia terapéutica. Nessas amostras foi identificado oito
culturas positivas para Streptococcus pyogenes. Desses oito isolados cinco
pertenciam a funcionarios que nao aderiram ao tratamento proposto e todos
permaneciam com os sintomas relatados anteriormente. Os trés isolados
restantes pertenciam aos funcionarios que aderiram ao tratamento, mas
permaneceram com os sintomas da doenca.

A analise da variabilidade genética dos Streptococcus pyogenes foi
realizada pela técnica de PFGE. Os perfis obtidos pela eletroforese em campo
pulsado determinaram a presenga de dois clones diferentes que passamos a
denominar de Clone A e Clone A (FIGURA 4).
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FIGURA 4— PERFIL DE MACRORESTRICAO DOS CLONES A E A,
LEGENDA — PA: padraode peso molecular; A: clone A; A; : clone A;.
FONTE — O autor (2009)

A paciente que apresentou o quadro de glomérulonefrite foi
considerada por esse estudo como sendo o caso indice. O Streptococcus
pyogenes isolado neste paciente apresentou o perfil eletroforético
correspondente ao clone A.

Analisando todos os perfis encontramos uma incidéncia de 71,43% do
Clone A e de 28,57% do Clone A;.

Nas figuras 5 e 6 cada perfil clonal esta representado pela letra “P”

acompanhado de um numero correspondente a cada paciente.

39



FIGURA 5 — PERFIL DE MACRORESTRICAO DE 14 ISOLADOS
LEGENDA — PA: padrao; A: clone A; A, : clone A,
FONTE — O autor (2009).

O perfil de macrorestricdo dos isolados obtidos dos funcionarios na
segunda coleta esta representado pelas siglas inicias (P) acompanhado de um
asterisco (*). Sete desses isolados apresentaram o mesmo perfil encontrado na
primeira amostra, porém um dos isolados (P8* - Clone A4) apresentou um perfil
diferente da primeira amostra (P8 — Clone A). Este paciente relatou nao ter feito
nenhum tipo de tratamento (Figura 6).
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PA P12 P13 P14 P16 P19 P20 P19° P1* P14* P17 P7 P8 P13°P15

FIGURA 6 — PERFIL DE MACRORESTRIGAO DOS 14 ISOLADOS RESTANTES
LEGENDA - PA: padréo.
FONTE — O autor (2009)

O gel de eletroforese demonstrou a presenga de dois perfis clonais,
que permite destacar a existéncia de um evento genético responsavel pela
diferenca de bandas. De acordo com TENOVER, o desaparecimento de uma
banda maior sem o aparecimento de duas bandas menores novas caracteriza
um evento de delecdo no cromossomo.

Na analise de susceptibilidade os antimicrobianos por disco difusao, foi
observado que todos os isolados apresentaram-se sensiveis aos
antimicrobianos testados. Os antimicrobianos testados foram: ampicilina,
clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, penicilina, tetraciclina, vancomicina,

azitromicina e cefepime.
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6. DISCUSSAO

A identificagcao de isolados de orofaringes dos funcionarios da industria
empacotadora de géneros alimenticios demonstrou a alta incidéncia de
estreptococos beta hemolitico em um grupo de convivio diario, caracterizado
pelo predominio de Streptococcus pyogenes. A identificagdo dessa bactéria em
20% das amostras equipara-se aos resultados obtidos na década de setenta
em Fortaleza, o estudo apresentou 49% de isolados coletados de universitarios
positivo para estreptococos beta hemolitico (NORONHA, 1975). Em 1983, na
cidade de Araraquara, SP a analise de estudantes de primeiro grau resultou em
uma frequéncia de 17,6% de estreptococos beta hemolitico, dos quais 79,3%
pertenciam ao grupo A, 5,8% ao grupo C e 14,9% ao grupo G (MEDONCA et
al., 1983).

A primeira discrepancia dos resultados dessa pesquisa com o0s
resultados ja publicados é a existéncia do Streptococcus pyogenes em adultos.
Em 2007 Steer e colaboradores descreveram as caracteristicas de infecgdo do
SBHGA, relatando o predominio das infeccdoes em criangcas e adolescentes,
com pequena incidéncia em adultos. SOUZA e colaboradores (1990),
analisaram amostras coletadas de 972 criangas entre seis e treze anos de
idade, no Rio de Janeiro. A identificagao sorologica dos estreptococos isolados
de orofaringe foi analisada de acordo com o grupo socioeconémico. Amostras
obtidas de criangas de baixa renda 5,5% pertenciam ao grupo A, enquanto que
nas criangas de nivel socioeconbmico médio, 41,6% dos isolados foram
identificados como pertencentes ao grupo A (SOUZA et al., 1990).

Vieira, em 2006, ao fazer um estudo comparativo entre diferentes
regides do Brasil encontrou, no caso de maior prevaléncia, uma porcentagem
inferior ao demonstrado por esta pesquisa (Vieira et al, 2006).

Algumas décadas atras pesquisas mostraram altos indices de SBHGA
na populagéao brasileira. Castro em 1961 estudou trés grupos de estudantes
assintomaticos do Rio de Janeiro e observou que dos isolados 8,5% era do
grupo A e 20,8% pertenciam aos grupos B,C e G. Em 1980, Benchetrit também
no Rio de Janeiro, analisou 433 amostras de pacientes com suspeita de
infeccao do trato respiratério sendo isolados 161 cepas, da qual 112 (69,5%)

correspondiam ao grupo A, 32 ao grupo G, 10 ao grupo B, 03 ao grupo C, 01
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ao grupo F e 03 ndo grupaveis. Ja em Sao Paulo trés anos depois, Vernin
encontrou prevaléncias diferentes para os grupos soroldgicos, 23% dos
isolados pertenciam ao grupo A, 9% pertencia ao grupo C e 8% ao grupo G
(CASTRO, 1991; NORONHA 1975).

A velocidade com que esta bactéria se difundiu dentro do ambiente de
trabalho demonstra sua alta capacidade de disseminagdo com potencial para
desencadear um surto epidemiolégico. A analise sintomatolégica dos
funcionarios descreve a existéncia de uma pequena variedade de sintomas que
nao sado capazes de distinguir se a cepa era ou nao uma cepa nefritogénica.
Zheng e seus colaboradores publicaram em 2009 a existéncia de dois surtos
envolvendo cepas nefritogénicas, nos dois casos o quadro sintomatolégico de
inicio era simples, com irritacdo de orofaringe e febre. De forma inesperada o
quadro evolui para inchagos repentinos e aumento de pressao.

Alguns relatos de casos isolados de glomerulonefrite sdo encontrados
na literatura, como o trabalho publicado em 2007 por Fujino descrevendo um
caso de glomerulonefrite em mulher adulta apos varias infecgdes recorrentes.
Em 2008 McShan publicou a existéncia de quatro casos isolados de
glomerulonefrite em diferentes regides da china, todos desenvolvidos pelo tipo
M49. Porém a identificacdo de surtos envolvendo focos de glomerulonefrite é
pouco documentado. Zheng et al em 2009 publicou a existéncia de dois surtos
porém ficou constatado a presenga de 11 clones distintos. Diferente do que
ocorreu no caso relatado por esta pesquisa, em que apenas dois clones
epidemiolégicamente relacionados foram os responsaveis pela disseminagao
dos casos de faringite.

Na Franga com 1500 isolados de S. pyogenes coletados de criangas,
pesquisou a suscetibilidade a eritromicina, azitromicina, josamicina,
clindamicina e streptogramina B. 6,2% das cepas eram resistentes a
eritromicina, 3,4% apresentavam o feno6tipo cMLSB com genes erm B € 2,8% o
fendétipo M com o gene mef A (BINGEN et al.,, 2000). Em 2004 os mesmos
autores avaliaram a diversidade genética de 322 cepas de Streptococcus
pyogenes, também de orofaringes de criangas. Dos isolados resistentes a
eritromicina 69,4% era portador do gene erm B, 4,2% do gene erm A e 26,4%
do gene mef A (BINGEN et al., 2004).
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Diferente do que tem ocorrido em alguns paises e em algumas regides
do Brasil, a analise de susceptibilidade aos antimicrobianos demonstrou um
comportamento caracteristico dos Streptococcus pyogenes, descrevendo uma
alta sensibilidade aos antibiéticos testados (STEER et al., 2007). Apesar das
cepas terem apresentado grande capacidade de disseminacido e viruléncia,
nao apresentam genes de resisténcia a antimicrobianos.

Apesar de a faringite estreptocdcica poder ser auto-limitada o uso de
antibidticos faz-se necessario, principalmente nas situagdes em que ha a
suspeita de um surto (KAPLAN e SHET, 2004). Diante dos resultados desse
estudo verifica-se que uma parcela dos funcionarios que tiveram cultura
positiva para Streptococcus pyogenes na primeira coleta aderiram ao
tratamento com penicilina e permaneceram como portadores do SBHGA na
segunda coleta. Kaplan e Johnson em 2001 objetivando detectar falhas na
terapia antimicrobiana para SBHGA, relataram que a penicilina n&o foi efetiva
em tratar infeccbes causadas por diferentes sorotipos, entre os quais, o
sorotipo nefritogénico M4 (KAPLAN e JOHNSON, 2001).

A utilizacdo do PFGE como ferramenta de analise molecular foi
determinado pelo seu alto poder de diferenciagdo genética e por ser de facil
interpretacao. A metodologia é bastante trabalhosa, com um protocolo que leva
oito dias contando da cultura de crescimento até o dia da revelagao do gel de
corrida. O alto custo da analise também é um fator negativo para a escolha da
metodologia. Porém em casos de suspeita de surto o PFGE ainda demonstra
com maior facilidade de interpretacéo as variagoes genéticas de cada isolado
permitindo a identificacdo de eventos genéticos possivelmente relacionados
com as pequenas diferengas entre clones (TENOVER, 1995). Na identificacéo
de provaveis surtos é uma ferramente que apresenta maiores parametros de
diferenciagéo e comparagao (ZHENG et al., 2009).

Na analise dos isolados desse estudo evidenciamos com facilidade a
presenca de dois clones considerados parentes proximos. A presenca de
apenas dois fragmentos diferentes entre as amostras confirma a proximidade
genética dos isolados. Segundo Tenover (1995), quando evidenciamos dois ou
trés fragmentos diferentes entre as amostras € indicativo de que ha uma

diferenga genética, caracterizando as cepas como parentes préximos com a
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mesma origem. Tenover ainda descreve as formas de identificacdo do evento
genético que adicionou ou subtraiu a banda de diferenciacao.

A denominacdo dos dois clones como clone A e clone A; foi
determinado elegendo o isolado do caso de glomerulonefrite como sendo o
caso indice, o qual teve o seu perfil eletroforético representado pela letra A.
Analisando os 28 isolados, encontramos a presenca de 20 perfis do Clone A e
8 perfis que se distinguiam do primeiro perfil apenas pela delecao de uma
banda maior e aparecimento de uma banda intermediaria, esse perfil passou a
ser chamado de clone A;. De acordo com Tenover, quando temos parentes
préximos, distintos por apenas uma diferenga genética devemos denomina-los
de Clones representados por letras maiusculas do alfabeto com uma distingao
numeérica entra as letras (TENOVER, 1995).

Ainda com base no artigo de Tenover, analisando os dois clones,
encontramos o evento genético que determinou os dois perfis. Como o caso
indice determinou um perfil com uma banda superior € o clone A4 apresentou o
perfil com uma exclusdo de banda superior e introducdo de uma banda
intermediaria. Podemos interpretar tal diferenca como delecdo de um
fragmento de DNA. Se as diferencgas entre os perfis estivessem acusando uma
terceira banda diferente com peso molecular bem menor, poderiamos afirmar
que houve a insercdo de um ponto de restricdo na estrutura do DNA
(TENOVER, 1995).

Analisando os perfis de primeira coleta e o de segunda coleta,
notamos que os pacientes que apresentaram cultura positiva na segunda
amostra ainda estavam colonizados pelo mesmo perfil. Isso pode implicar em
duas hipéteses. A primeira é fundamentada em uma infec¢cado posterior, ou
seja, o individuo fez o tratamento correto e de forma eficiente e a infecgao foi
resolvida, como a segunda coleta ocorreu vinte dias depois é possivel que o
funcionario tenha entrado novamente em contato com o agente infeccioso,
transformando-o novamente em um portador do S. pyogenes. A segunda
hipétese ¢é fundamentada em uma falha terapéutica, embora exista
sensibilidade in vitro para os isolados de S. pyogenes ao antibiético penicilina,
falhas terapéuticas podem ocorrer entre 25 e 35% dos casos. Isso pode ocorrer
devido a capacidade do microrganismo permanecer protegido da agao do

agente antimicrobiano ou pela falta de adesao ao tratamento. No funcionario
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P8 encontramos perfis diferentes nas duas coletas, como o paciente afirma nao
ter realizado o tratamento, entendemos que este funcionario fez a auto-
limitagdo da infecgdo pelo primeiro clone. Entretanto o paciente entrou em
contato com uma nova cepa, porém com o clone A; (CONLEY et al., 2003;
COSTA et al., 2003; GERBER et al., 1999; MELLO et al., 2003; SANS et al.,
2005).

Tenover afirma que linhagens provenientes de surtos pertencem a
mesma espécie e sao epidemiologicamente relacionadas, uma vez que sao
isoladas num mesmo periodo, dentro da mesma area e provenientes de uma
fonte comum de infeccdo. Tais isolados sao clonalmente relacionados,
apresentando os mesmos fendtipos e genotipos (TENOVER, 1995).

Diante dessas definigdes e levando-se em conta os resultados obtidos
neste trabalho, confirmou-se a ocorréncia de um surto de faringite
estreptocdcica na industria de produtos alimenticios, na cidade de Curitiba-PR,
em marco de 2004, com circulacdo de dois clones no local. O isolado do
primeiro paciente que apresentou sintomas de faringite seguida de
glomerulonefrite agrupou-se com mais 19 isolados do surto, apresentando
similaridade genética de 100% por meio da técnica de PFGE. Com isso estes
isolados sao pertencentes a um sorotipo nefritogénico, caracterizando um surto

de glomerulonefrite.
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7 CONCLUSAO

e Todos os isolados apresentaram sensibilidade aos seguintes
antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, cefepime, azitromicina, penicilina,

clindamicina, eritromicina, tetraciclina e vancomicina.

e A técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis diferenciou dois clones
epidemiologicamente relacionados com diferenga de dois fragmentos no perfil
clonal, demonstrando uma alteragdo genética ocasionada por delecdo de um
fragmento de DNA. Confirmando a alta sensibilidade da técnica na analise de

variabilidade genética.

e O caso indice descreu o perfil clonal que tomamos como referéncia para
evidenciar um surto, que foi confirmado com a presengca de dois clones

epidemiologicamente relacionados.
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