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Pharyngitis; Introduction: The most common pathogen in bacterial pharyngotonsillitis is group A B-hemolytic
Cytokines; streptococcus, although groups B, C, F, and G have also been associated with pharyngotonsillitis.
Streptococcus Objective: To assess the levels of the cytokines TNF-c, IL-6, IL-4, and IL-10 in bacterial pharyn-

gotonsillitis caused by group A and non-A (groups B, C, F and G) -hemolytic streptococcus.
Methods: The study was conducted at a pediatric emergency care unit. The sample comprised
children (5-9 years old) with acute bacterial pharyngotonsillitis diagnosed between December
of 2011 and May of 2012. The research involved collection of blood samples from the patients,
enzyme-linked immunosorbent assay detection of TNF-a, IL-6, IL-4, and IL-10, and collection of
two oropharyngeal swabs for bacterial isolation. Additionally, the medical history of the study
participants was also collected.

Results: In the studied group (mean age: 5.93 years), higher pharyngotonsillitis incidence was
observed in the female gender (64.76%). Higher incidence of tonsillar exudates was observed
with groups A and C. No statistically significant differences in cytokine levels were observed
among groups. However, the group A and the control group showed a difference in the IL-6 level
(p = 0.0016).

Conclusions: The groups A and C groups showed higher cytokine levels than the groups B and
control groups, suggesting similar immunological patterns.
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PALAVRAS-CHAVE

Avaliacdo das citosinas produzidas por estreptococos B-hemoliticos

Introducdo: O patogeno mais comumente associado a faringotonsilite bacteriana é o estrepto-
coco B-hemolitico do grupo A, a despeito dos grupos B, C, F e G terem também sido associados

Objetivo: Determinar os niveis das citosinas TNF-a,, IL-6, IL-4, e IL-10 na faringotonsilite bacte-
riana causada pelos estreptococos B-hemoliticos do grupo A e ndo-A (grupos B, C, F e G).

Método: O estudo foi conduzido em uma emergéncia pediatrica. A amostra estudada compreen-
deu criancas (entre 5 e 9 anos) com faringotonsilite aguda bacteriana diagnosticada entre de-
zembro de 2011 e maio de 2012. A pesquisa envolveu a coleta de amostras sanguineas dos pa-
cientes, a deteccao, através do ELISA, de TNF-q, IL-6, IL-4, and IL-10, além da coleta de dois
swabs orofaringeos para isolamento bacteriano. Adicionalmente foi coletada a historia médica

Resultados: No grupo estudado (idade média: 5,93 anos), a maior incidéncia de faringotonsilite
foi observada no género feminino (64,76%). Foram detectadas maiores incidéncias de exsudatos
tonsilares nos grupos A e C. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes dos
niveis de citosinas entre os grupos. Porém os grupos A e o controle mostraram diferenca nos ni-

Conclusodes: Os grupos A e C mostraram maiores niveis de citosinas que os grupos B e o controle,
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com a faringotonsilite.
dos participantes do estudo.
veis de IL-6 (p = 0.0016).
sugerindo mecanismos imunologicos similares.
Introducao

Faringotonsilite aguda (FT) é uma das condicoes mais comuns
encontradas por pediatras, otorrinolaringologistas e clinicos
gerais em suas praticas diarias. Estima-se que mais de 50%
dos casos de FT sejam de origem viral; e que dentre os casos
bacterianos, o patégeno mais comum seja o estreptococo
B-hemolitico do grupo A (EGA)."* Contudo, estreptococos
B-hemoliticos dos grupos B, C, F e G (especialmente C e G)
também podem causar FT de uma maneira autolimitada
e sem sequelas supurativas, como, por exemplo, a febre
reumatica.*?

Nos ultimos 50 anos, a incidéncia global de faringotonsili-
tes bacterianas causadas pelos grupos B, C, F e G tém au-
mentado. Um estudo de 2011, abordando a prevaléncia dos
grupos de estreptococos 3-hemoliticos C e F em pacientes
com faringite aguda, demonstrou que estes micro-organismos
causam FT em 6,2% de todos os casos de infeccoes estrepto-
cocicas agudas.®®

Por sua vez, os estreptococos dos grupos C e G (EGC e EGG)
tém sido descritos como pyogenes-like, porque estes orga-
nismos compartilham importantes fatores de viruléncia, tais
como hemolisinas, estreptolisina O, enzimas extracelulares
e proteinas M, de modo semelhante aos EGA. Eles também
podem causar FT exsudativa isolada além de celulite, tor-
nando-se, assim, clinicamente indistinguiveis aos EGA. Estu-
dos prévios demonstram que o EGC provoca uma forte
resposta imunoldgica, como pode ser visto a partir do aumen-
to da titulacao de antiestreptolisina O (ASO) durante a infec-

cdo por estreptococos da orofaringe.*'" O EGB também
apresenta fatores de viruléncia de modo similar ao EGA, in-
cluindo hemolisinas, polissacarideos encapsulados e pepti-
dase do C5a; e em algumas cepas, a hialuronidase pode
também aparecer.™

Diante dos dados acima referenciados acerca do compar-
tilhamento de fatores de viruléncia e do desenvolvimento
de FT clinicamente semelhantes, principalmente entre os
grupos A, C e G, este estudo pretendeu avaliar os niveis de
citosinas TNF-q, IL-6, IL-4 e IL-10 em pacientes com FT,
a fim de distinguir as faringotonsilites causadas pelos EGA
e nao-EGA.

Método

O estudo foi realizado em uma Unidade de Pronto-atendi-
mento da cidade de Aracaju. A populacao do estudo incluiu
criancas (entre 5-9 anos de idade) com FT bacteriana aguda
diagnosticada entre dezembro de 2011 e maio de 2012.

O calculo amostral foi realizado sobre a incidéncia geral
de FTs agudas, que segundo Simoes et al. (2002), em um
estudo realizado em Portugal, foi de 3.440,3/105 para o gru-
po etario de cinco a nove anos.¢ A populacao de criancas
nesta faixa etaria na cidade de Aracaju é de 40.442 habitan-
tes, segundo o Censo 2010 (IBGE, 2012). Aplicando a incidén-
cia relatada pelo estudo citado anteriormente na formula
para calculo amostral para populacéo finita (Qui-quadrado),
chegou-se a uma amostra de 50 criancas.
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0 grupo controle foi composto por 25% do total da amostra
(12 pacientes), que foram selecionados entre os acompa-
nhantes das criancas (parentes) admitidas no pronto-socorro
em decorréncia de condicdes nédo relacionadas a doencas
respiratorias. As criancas acompanhantes foram declaradas
saudaveis por seus pais.

Os critérios de inclusao na pesquisa foram:

1. Ter hipotese diagndstica de FT bacteriana evidenciada por
pelo menos dois sintomas: odinofagia repentina, febre,
dor de cabeca, nausea, vomito e dor abdominal, inflama-
cao tonsilofaringeal, petéquias palatinas, adenite cervical
anterior e rash escarlatiniforme.

2. Nao apresentar historico de doenca cardiovascular

3. Residir no municipio de Aracaju.

Foram excluidos os pacientes com suspeita de FT viral e
apresentando os seguintes sintomas: conjuntivite, coriza, tos-
se, diarreia, rouquidao, estomatites ulcerativas discretas e
exantema viral."

O estudo foi dividido em duas etapas: a primeira consistiu
na coleta de amostra sanguinea dos pacientes com hipotese
diagnostica de faringotonsilite aguda bacteriana, para a rea-
lizacao do teste ELISA para TNF-a, IL-6, IL-4 e IL-10, além da
coleta de dois swabs de orofaringe, para isolamento bacte-
riano em placa Petri com agar sangue. Ja a segunda etapa foi
composta por inquérito individual, no qual constavam dados
referentes as condicdes socioecondmicas e ao histérico de
salde da crianca.

Etapa microbiologica

A metodologia para a etapa microbiologica desta pesquisa foi
descrita baseada nos Mddulos Il e V do Manual de Microbio-
logia Clinica para o Controle de Infeccao em Servicos de
Salde da ANVISA, que diz respeito a procedimentos labora-
toriais microbioldgicos e identificacdo de bactérias de impor-
tancia médica, respectivamente.™

Os swabs de orofaringe foram coletados mediante técnica
descrita por Levy et al. (2004) a fim de serem cultivados para
recuperacao do Streptococcus sp. A técnica utilizada seguiu
a sequéncia descrita: Foi solicitado ao paciente que abrisse
bem a boca; utilizando um abaixador de lingua e swabs es-
téreis foram realizados esfregacos sobre as amigdalas e fa-
ringe posterior, com o objetivo de coletar o material nas
areas mais proximas aos pontos de supuracao, evitando ou-
tros sitios da cavidade oral.™

Para a identificacao presuntiva das colonias de estrepto-
cocos beta-hemoliticos, os espécimes foram semeados em
placa de Petri com agar sangue de forma asséptico, e incu-
bado por 24 horas na estufa bacteriologica, em jarra, através
do método da vela a 35° + 2 °C. Apds a incubacao, as colonias
foram testadas com catalase com o intuito de eliminar os
Microccocacea (estafilococos), que geralmente dao resultado
positivo para atividade da catalase, enquanto que os estrep-
tococos, em geral, apresentam o teste da catalase negativo.
Como teste comprobatorio, a coloracao de Gram foi feita nas
colonias catalase negativas, com posterior visualizacao do
aspecto morfologico e tintorial dos espécimes no microscopio
optico sob 6leo de imersao.

Apos a confirmacao microscopica dos estreptococos, um
teste de co-aglutinacao usando o Phadebact® Strep AD, F e G

Test - Bactus AB TEST® foi realizado. As colonias de estrep-
tococos B-hemoliticos do grupo A (Streptococcus pyogenes)
foram identificadas através da utilizacao de bacitracina em
uma concentracao em 0,04 Ul, com a formacao da zona de
inibicdo como resultado de sensibilidade.

Etapa soroldgica

A amostra sanguinea coletada de cada paciente, 4 mL, foi
acondicionada em frasco contendo gel separador e centrifu-
gada a 5.000 rpm por 15 minutos, sendo o soro aliquotado
em trés amostras de 500 pl e armazenado a -80 °C. A técnica
do teste ELISA para todas as citosinas foi realizada de acordo
com as orientacoes do fabricante do kit ELISA Ready-SET-Go!®,
da EBIOSCIENCE. As concentragoes das citosinas séricas foram
determinadas em pg/mL, utilizando curvas-padrao previa-
mente descritas pelo fabricante: IL-4 (2 pg/mL-200 pg/mL);
IL-6 (2 pg/mL-200 pg/mL); IL-10 (2 pg/mL-300 pg/mL);
e TNF-o (2 pg/mL-200 pg/mL).

A técnica da dosagem da proteina C-reativa (PCR) foi de-
senvolvida de acordo com o fabricante (BIOTECNICA - kit
Turbilatex). Basicamente, o método consiste na aglutinacao
de particulas de latex recobertas com anticorpos anti-PCR
humanos pela proteina C-reativa (PCR) presente na amostra.
A aglutinacao provoca acréscimo na absorbancia proporcional
a concentracao de PCR na amostra e, por comparacao, com
um calibrador de PCR de concentracao conhecida, pode-se
determinar o contetdo de PCR na amostra ensaiada em
540 nm.

Analise estatistica

Os dados foram armazenados em banco de dados em planilha
do Microsoft Excel 2010. Para comparacao das citosinas es-
tudadas, bem como os sinais e sintomas entre os grupos, foi
utilizado o teste ANOVA e Kruskal-Wallis, com pos-teste de
Bonferroni’s e Dunn’s, respectivamente, e intervalo de con-
fianca de 95%. Os dados foram analisados utilizando softwa-
re GraphPad-Prisma5 (GraphPad software, San Diego,
CA-USA).

Etica

O presente protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado no
comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de
Sergipe (CEP), sob o n° CAAE 0098.0.107.000-11.

Resultados

A populacao estudada era composta por 74 criancas (62 sin-
tomaticas e 12 controles) com idades variando entre 5-9 anos
(idade média de 5,93 + 1,69 anos). Em termos de género,
69,76% da amostra foi formada pelo género feminino
(p = 0,03).

Em relacao aos achados microbioldgicos, foi observado
que os estreptococos o-hemoliticos ocorreram em 46,55%
da populacao estudada. Coldnias B-hemoliticas foram isola-
das de 36,21% das amostras. Destes isolados, 47,61% foram
catalase positivo, presumivelmente Staphylococcus aureus,
enquanto que 52,39% foram catalase negativo, presumivel-
mente Streptococcus sp. Os isolados de catalase negativo
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foram testados adicionalmente utilizando-se o teste de co
-aglutinacao de latex, e os resultados deste teste foram
usados para subdividir os estreptococos beta-hemoliticos
nos grupos A, B e C de Lancefield; outros grupos nao foram
detectados entre as amostras. Em relacao aos diferentes
grupos, EGA mostrou uma incidéncia de 36% entre as amos-
tras estreptococicas isoladas, enquanto que a incidéncia de
EGC e EGB foi de 18% e 46% entre os isolados, respectiva-
mente.

Em relacao as citosinas séricas entre os diferentes grupos
de estreptococos beta-hemoliticos, observou-se que os ni-
veis da IL-6 (pg/mL) foram significativamente maiores no
grupo A do que no controle (p = 0,0016). Apesar de nao
apresentar niveis significativamente maiores quando com-
parados aos outros grupos, a média de EGC foi a maior
(30,41 £ 25,98 pg/mL), superando, inclusive, aquela apre-
sentada pela EGA (24,13 + 12,22 pg/mL). Os niveis médios
de EGB foram maiores que os controles, indicando infeccao
ativa; porém, estes niveis foram 2 a 2,5 vezes menores que
aqueles apresentados pelo EGA e EGC, respectivamente
(tabela 1).

Um resultado similar foi observado durante a quantificacao
de TNF-a, o qual ndo mostrou diferencas significantes entre
o0s grupos, a despeito de EGA e EGC terem maiores niveis do
que o EGB, os quais foram similares ao grupo controle. Os
niveis de citosinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 foram tam-
bém determinados, porém nao mostraram diferencas esta-
tisticamente significantes entre os grupos, incluindo o grupo
controle (tabela 1).

Devido a um aumento significativo dos niveis de IL-6 por
conta de infeccoes por EGA, os niveis de PCR foram também
medidos, os quais demonstraram um significativo aumento
dos niveis entre os estreptococos B-hemoliticos em relacao
ao grupo controle (p = 0,0007); porém, diferencas estatisti-
camente significantes nao foram observadas entre os grupos,
a despeito dos niveis médios no grupo EGA serem maiores do
que nos outros grupos, sugerindo que o EGA leve a uma res-
posta inflamatoria mais intensa (tabela 2).

Discussao

0 desenvolvimento e a regulacao de uma resposta autoimu-
ne dependem da producao e liberacao de citosinas, as quais
podem determinar a diferenciacdo de células T antigeno-es-
pecifico em uma apropriada linhagem de células T efetoras.
A resposta imune a infeccao é regulada pelo balanco entre

os mecanismos indutores da producao de citosinas do pa-
drao Th1 e do Th2. As citosinas derivadas do padrao Th1
(IL-2 e IFN-y) induzem a uma resposta imune por via celular,
enquanto que a citosina derivada do padrao Th2 (IL-4) su-
prime a resposta mediada por via celular e induz a resposta
humoral, a qual envolve a liberagao de IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10.151

Neste estudo, a determinacao dos niveis das citosinas IL-4,
IL-6 e IL-10 e TNF-o. em criancas com faringotonsilite aguda
por estreptococos beta-hemoliticos revelou niveis elevados
das citosinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a.. Por outro lado,
os niveis das citosinas anti-inflamatorias, especialmente IL-4,
foram similares aqueles encontrados no grupo controle, su-
gerindo uma mudanca para uma resposta imune mediada
pelo padrao Thit.

Os niveis das citosinas pro-inflamatdrias nos grupos EGA e
EGC apresentaram valores médios maiores do que aqueles
nos grupos EGB e controle; de modo semelhante, as médias
das citosinas anti-inflamatorias estiveram mais elevadas nos
grupos EGA e EGC, sugerindo mecanismos imunologicos simi-
lares. No intuito de avaliar o grau de homeostase entre
a producao das citosinas pro-inflamatdrias e os fatores anti
-inflamatérios, calculou-se a razao do TNF-o. em relacao as
citosinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10. A proporcao foi
a maior para a infeccao por EGC, sugerindo tendéncia a uma
resposta imune e inflamatodria mais aguda, com desvio ao
padrao Th1.'

Os niveis de citosinas refletem a manifestacao de sinais
e sintomas. Foram observadas manifestacées mais agressivas
em pacientes com FTs causadas pelos grupos EGA e EGC quan-
do comparados com aquelas causadas pelo EGB, especial-

Tabela 2 Comparacao dos niveis de PCR (mg/L) por grupos
de estreptococos hemoliticos em relacdo ao grupo controle
através do teste ANOVA

Grupos de Lancefield PCR

EGA 59,67 + 22,99
EGB 40,50 + 29,17
EGC 48,50 + 44,55
Controles 1,10 £ 1,19
p 0,0007

Niveis de referéncia: PCR (< 3,0 mg/L).

Tabela 1 Comparacéo dos niveis de citosinas (pg/mL) nos diferentes grupos de estreptococos B-hemoliticos através do teste

ANOVA
Grupos de Lancefield IL-4 IL-10 TNF IL-6
EGA 10,40 + 5,48 19,40 + 10,16 76,00 + 138,40 24,13 + 12,22
EGB 7,66 + 0,52 28,32 + 14,43 10,85 + 17,41 12,01 £ 11,22
EGC 11,97 + 5,56 30,98 + 22,49 120,81 + 128,42 30,41 + 25,98
Controles 10,45 + 3,01 12,8 + 11,6 8,88 + 7,52 0,91 + 0,68
p 0,377 0,10 0,076 0,061

Niveis de referéncia: IL-4(0-38,7 pg/mL); IL-6 (0-5,9 pg/mL); IL-10 (1,5-9,1 pg/mL); e TNFo (0-20 pg/mL).
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mente em relacao aos exsudatos tonsilares (fig. 1).
As faringotonsilites causadas pelos EGB geralmente mostram
niveis menores de citosinas pro-inflamatérias quando com-
parados com os niveis encontrados em outros grupos; estes
dados sugerem uma resposta imune mais leve aos fatores de
viruléncia deste grupo, refletindo assim manifestacdes clini-
cas mais brandas® (fig. 1).

Os niveis de IL-6 no soro de criancas com FT causada por
estreptococos beta-hemoliticos aumentaram entre os dife-
rentes grupos em relacao ao grupo controle. O IL-6 estimula
hepatocitos a produzir, em niveis elevados, proteinas da fase
aguda, tais como a proteina C-reativa (PCR), durante a in-
feccao ativa ou o processo inflamatério agudo, dando-lhe o
status de marcador inflamatdrio.”-" No presente estudo, os
niveis médios de PCR em EGA foram maiores do que nos ou-
tros grupos, sugerindo uma resposta inflamatoria mais inten-
sa (tabela 2).

Apesar do EGA e do EGC compartilharem fatores de viru-
léncia, como a proteina M, a qual é considerada o principal
fator responsavel pela viruléncia e patogénese da febre reu-
matica aguda, o EGC nao esta relacionado a esta complicacao
nao supurativa, podendo ser apenas associado a glomerulo-
nefrite aguda.*® Contudo, contrapondo esta informacao, Hai-
dan et al. (2000) mostraram que nas FTs causadas pelos grupos
EGB e EGG em uma populacao aborigene houve uma maior
incidéncia de febre reumatica, além de uma baixa incidéncia
de infeccao pelo EGA, sugerindo que, in vitro, EGB e EGG,
sob condicoes especificas, teriam potencial de iniciar uma
resposta autoimune, a qual poderia emular um quadro de
febre reumatica aguda.?? Este achado indica a importancia
clinica desta bactéria e que é apropriado para investigar
e tratar as FTs causadas pelo EGC, como também pelo EGA.

Concluséao

Conclui-se que as FTs causadas pelo EGA, EGB e EGC mostra-
ram incidéncias representativas e com sinais e sintomas si-
milares. Contudo, as FTs causadas pelo EGA e EGC sao mais
agudas, conforme refletido pela resposta imune e pelos ni-
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Figura 1 Distribuicdo das frequéncias relativas de sinais e sin-

tomas entre os diferentes grupos B-hemoliticos. Observam-se
maiores frequéncias relativas de exsudatos tonsilares nos gru-
pos A (EGA) e C (EGC).

veis elevados de citosinas pro-inflamatorias, sugerindo que
os mecanismos imunoloégicos dos dois grupos sejam simila-
res.?2* Esta semelhanca na resposta imune sob estas condi-
¢oes poderia ser atribuida ao compartilhamento de fatores
de viruléncia, tais como a proteina M e a estreptolisina O.
O EGB identificado neste estudo também causa FT em crian-
cas, apesar de ele ter induzido respostas imunitarias e clini-
cas menos agressivas do que o EGA e o EGC.
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