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RESUMO

BRITO, Wagner Oliveira. Produgao de anticorpos policlonais para a pesquisa de
producao de toxina diftérica por cepas de Corynebacterium diphtheriae. 2016.
71 f. Dissertagao (Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Apesar do sucesso dos protocolos de imunizacdo em massa contra a difteria
em diversos paises, incluindo no Brasil, essa enfermidade ainda continua sendo
uma doenga com potencial infeccioso reemergente e de alta morbidade e
mortalidade, que requer a utilizacdo de antitoxina diftérica (produzida em cavalos)
para o tratamento e diagndstico da produgdo de toxina. Nesta investigagao,
anticorpos antitoxina diftérica foram produzidos em coelhos e, apds o fracionamento,
a preparacao de imunoglobulinas foram testados em paralelo a antitoxina produzida
em cavalos (SAD comercial). Coelhos (n=2) foram imunizados com toxina diftérica
dimerizada (desprovida de atividade toxica). A imunizagdo experimental nos coelhos
foi realizada com o consentimento do comité de experimentacdo animal da UERJ
(CEUA/033/2015). As cepas clinicas e de referéncia foram testadas para a
confirmacao das espécies e producdo de toxina pelo PCR multiplex. A reatividade
contra a toxina produzida pelas cepas foi realizada pelos métodos fenotipicos usuais
(imunodifusdo radial simples e teste de Elek modificado). A capacidade de
neutralizagdo de toxina foi avaliada através do teste de citotoxicidade para células
VERO. A detecgado de toxina na superficie de amostra produtora de toxina (ATCC
27012) e nao produtora de toxina (ATCC 27010) foi avaliada apds a biotinilacdo da
fragdo de Igs e por revelagdo com estreptavidina conjugada a fluoresceina. A
antitoxina de cavalo (SAD) apresentou diversas linhas de precipitagdo que poderiam
gerar confusdo quando da leitura do ensaio, através do teste de Elek modificado e
diversas cepas nao toxinogénicas apresentaram resultados positivos através do
ensaio de imunodifusao radial (IDR). Uma discordancia de 80% foi observada nos
resultados de IDR entre as amostras tox-, e de 40% através dos testes de Elek
quando o SAD comercial foi utilizado. Os resultados utilizando a fracdo de
imunoglobulinas de coelho apresentaram resultados variaveis apenas para uma
cepa tox= (HCO03). De modo geral, uma concordancia de 90% foi obtida nos ensaios
de Elek modificado utilizando anticorpos de coelho. A fragdo de anticorpos de coelho
foi capaz de neutralizar a toxina na diluicdo 1:1200, quando comparado com 0.1 Ul
de SAD. O soro pré-imune de ambos os coelhos foram incapazes de neutralizar a
toxina ou reagir através do teste de Elek. Os anticorpos biotinilados foram capazes
de ligar a cepa tox® ATCC 27012 através do método de fluorescéncia. O antissoro
de coelho comportou-se como um reagente com maior precisao para a identificagéo
das cepas tox™ de C. diphtheriae, com um bom titulo neutralizante. Os anticorpos
biotinilados podem ser utilizados como métodos diagnédsticos da toxinogenicidade de
amostras de C. diphtheriae.

Palavras-chave: Difteria. Anticorpos de coelho antitoxina diftérica. SAD. Toxina

diftérica. Imunofluorescéncia. Corynebacterium diphtheriae.



ABSTRACT

BRITO, Wagner Oliveira. Production of polyclonal antibodies for toxin
production diphtheria search for strains of Corynebacterium diphtheriae. 2016.
71 f. Dissertagao (Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Despite the success of mass immunization in many countries, including in
Brazil, diphtheria continues to be a potentially lethal resurgent infectious disease,
which requires the use of diphtheria antitoxin (produced in horse) for treatment and
diagnosis of toxin production. In this investigation the antiserum against diphtheria
toxin was produced in rabbits and, after fractionation, immunoglobulin preparation
was tested in parallel with horse antitoxin (SAD). Rabbits (n=2) were immunized with
dimerized (non-toxic) diphtheria toxin. The experimental immunization was performed
with consent of the University Experimental Animal Board (CEUA/033/2015). Clinical
and reference strains were tested for the confirmation of species and toxin production
by multiplex PCR. Reactivity against toxin produced by the strains was performed by
phenotypic methods (Radial immunodiffusion and modified Elek tests). The capability
of toxin neutralization was evaluated by VERO cell toxicity test. The detection of toxin
in the surface of a toxin producer (ATCC 27012), and a non-toxin producer (ATCC
27010) strains was evaluated after biotinilation of Igs fraction, and revealed by
fluorescence with streptavidin coupled to fluorescein. Horse antitoxin (SAD)
presented many precipitation lines that can be mislead to toxin precipitin under
modified Elek test, and many non-toxigenic strains gave positive results under radial
immunodiffusion reaction analysis. An 80% discordance of toxin production result
was observed by RID test amongst fox= strains, and 40% by Elek test, using SAD.
The results with rabbit antibody fraction presented variable results for only one tox™
strain (HCO03). In general, a concordance of 90% was obtained by Elek test using
rabbit antibody. The rabbit antibody fraction was capable to neutralize the toxin in a
dilution of 1:1200 correlated to 0,1 IU of SAD. Preimmune sera of both rabbits were
incapable to neutralize or react by Elek test. Biotinilated antibodies were capable to
bind the fox® ATCC 27012 strain, by fluorescence method. The rabbit antiserum
rendered a more accurate reagent to identify tox* C. diphtheriae strains, with a good
neutralization titer. Biotinilated antibodies can be used for diagnosis of toxigenic C.
diphtheriae strains.

Keywords: Diphtheria. rabbit antibodies diphtheria antitoxin. SAD. Diphtheria Toxin.

Immunofluorescence. Corynebacterium diphtheriae.
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INTRODUGAO

Difteria e toxina diftérica

A difteria é uma doenca de etiologia bacteriana, causada pelo
Corynebacterium diphtheriae e de evolugdo aguda, cujos efeitos locais e sistémicos
estdo relacionados a producdo de uma exotoxina. Apesar de ser responsavel por
epidemias e surtos epidémicos em varios continentes (GALAZKA, 2000; POPOVIC
et al., 2000; MATTOS-GUARALDI et al., 2003), outras espécies do género, incluindo
C. ulcerans e C. pseudotuberculosis também sido capazes de produzir a toxina
diftérica (DIAS et al., 2011; TORRES et al., 2013).

ApOs a colonizagdo em trato respiratorio superior (faringe, tonsila e cavidade
nasal), o patégeno multiplica-se causando faringo-tonsilite, com a formacao de uma
pseudomembrana branco acinzentada, com proliferagao vascular na regido da sub-
mucosa. Os primeiros sinais/sintomas da doenca sao relativamente inespecificos,
caracterizados por mal-estar geral, apatia, febre baixa (37,5 a 38,5°C), dor de
garganta e inapeténcia. Com a evolugdo da doenga, a formacédo de
pseudomembrana branco-acinzentada afeta, sobretudo as regides de tonsila, oro e
nasofaringe (Figura 1). Nos casos de maior gravidade, pode estender-se por todo o
trato respiratorio inferior, ocasionando quadro de insuficiéncia respiratoria aguda por
obstrugéo alta (MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994; SALYERS & WHITT,
1994; HADFIELD et al., 2000; KADIROVA, KARTOGLU & STREBEL, 2000,
GUARALDI & HIRATA, 2016). Apesar da inducdo do quadro clinico, o
microrganismo € caracterizado classicamente como ndo invasor, visto que
normalmente ndo é isolado do sangue de individuos acometidos pela difteria
(SALYERS & WHITT, 1994; BEAVIS & WEYMOUTH, 1996).

Ao multiplicar-se na porta de entrada, as cepas toxinogénicas produzem uma toxina
de natureza proteica que apresenta tropismo pelo miocardio, rins e supra-renais
(BASEMAN et al., 1970; MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994; BEAVIS &
WEYMOUTH, 1996; GUARALDI & HIRATA, 2016). Na maioria dos pacientes com
difteria, as evidéncias de miocardite podem ser detectadas tipicamente entre 1 a 2

semanas apds aparecer sinais de melhora da faringite. Os sintomas podem se apre-
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Figura 1- Principais manifestagdoes visiveis da difteria

(2) (b)

(©

Legenda: (a) — difteria nasal ; (b) — difteria cuﬁénea; (c) - .Pseudomenbrana
Fonte: adaptado de MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009; GUARALDI & HIRATA, 2016.

sentar gradualmente ou de forma aguda, progredindo para um quadro de doenga
grave que pode culminar em deficiéncia cardiaca, arritmias e morte. A
neurotoxicidade é proporcional a gravidade da doenga primaria e € influenciada pela
imunidade do paciente, podendo desenvolver neuropatia, inicialmente localizada no
palato mole e faringe, e mais tarde, envolvendo o oculomotor e causando paralisia
ciliar com progressao para neurite periférica (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER,
2009; MATTOS-GUARARALDI, HIRATA Jr. & DAMASCO, 2011).

A pele é considerada um reservatorio de importancia na circulacdo do C.
diphtheriae, podendo o microrganismo ser isolado de varios tipos de lesbes
cutaneas, incluindo picadas de insetos e traumatismos. Admite-se que as infecgdes
cutaneas sejam mais contagiosas do que os perdigotos oriundos do trato respiratorio
(MACAMBIRA, FORMIGA & FORMIGA, 1994; QUICK et al., 2000; GUARALDI &
HIRATA, 2016). O microrganismo coloniza a pele e invade o tecido subcutaneo
através de fissuras ou feridas prévias formando uma papula e que posteriormente

evolui para uma ulcera cronica que nao cicatriza. Cepas de Staphylococcus aureus
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ou Streptococcus pyogenes também podem ser frequentemente encontrados nestas
feridas. (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009).

A toxina diftérica (TD) €& um peptideo de aproximadamente 58 kDa,
consistindo de 535 aminoacidos (PAPPENHEIMER, 1977; SMITH et al., 1980;
COLLIER, 2001). A molécula contém quatro residuos de cisteina e duas pontes
dissulfeto internas. O tratamento com agentes redutores de pontes dissulfeto gera o
fragmento A (TD-A) livre (aminoacidos 1 a 193), que corresponde ao dominio
catalitico e o fragmento B (TD-B) (aminoacidos 194 a 535), o qual corresponde aos
dominios de translocacéo e ligagado ao receptor da TD. A toxina diftérica exibe trés
regides distintas: o dominio C, amino-terminal, responsavel pela ADP-ribosilacédo do
fator de alongamento de cadeia (EF-2); o dominio T, localizado centralmente,
responsavel pela insercdo na membrana em pH acido, formagdo de canais e
translocacao do dominio C pelas membranas endossomais para liberacéo no citosol,
e o dominio R, carboxi-terminal, responsavel pela ligagdo da TD ao precursor do
fator de crescimento epidérmico ligante de heparina (HB-EGF) que funciona como
um receptor para TD nas células susceptiveis (Figura 2) (PAPPENHEIMER, 1977;
GREENFIELD et al., 1983; ZUCKER, MURPHY & PAPPENHEIMER, 1984; OLSON,
1993; ROLF & EIDELS, 1993; COLLIER, 2001).

Figura 2 - Estrutura cristalografica da molécula de toxina diftérica

NH3+

Legenda: . C. dominio C amino-terminal. T. dominio T. R. dominio R carboxi-terminal.
Fonte: COLLIER, 2001.
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A interagdo da TD com o precursor HB-EGF favorece a endocitose com
participacdo de clatrinas. Posteriormente, os complexos TD-receptor sofrem
degradacao lisossomal e as moléculas que escapam da agao enzimatica tornam-se
as principais responsaveis pelo processo de intoxicagdo celular por ribosilagdo do
fator de alongamento 2 (MORRIS et al., 1985; LEMICHEZ et al., 1997). Condicoes
acidicas (DRAPER & SIMON, 1980; SANDVIG & OLSNES, 1980), que induzem
mudancga conformacional da TD, permitem sua insergdo na membrana e formagao
de canal pelo qual ocorre a translocagédo do fragmento A (MOSKAUG, SANDVIG &
OLSNES, 1988).

A toxina diftérica € uma pré-enzima que atua cataliticamente transferindo um
mondmero de ribose adenosina difosfatado (ADPR) do NAD para o EF-2, inibindo,
assim, o alongamento de cadeias polipeptidicas durante a sintese proteica celular de
células eucaridticas suscetiveis. Uma unica molécula de TD-A, introduzida
diretamente no citoplasma, € suficiente para matar a célula eucariética (YAMAIZUMI
et al., 1978).

A TD é uma toxina bacteriana extremamente potente, com uma dose letal
minima de 50-100 ng/kg de peso corporal (PAPPENHEIMER, 1977; MEKADA,
OKADA & UCHIDA, 1988; PAPPENHEIMER, 1993).

A inibicdo da sintese proteica parece nao ser a unica atividade biolégica da
toxina diftérica (CHANG et al., 1989a). Foi demonstrado que a toxina possui
atividade de clivagem internucleossomal de DNA atribuida ao fragmento A (CHANG
et al., 1989%; NAKAMURA & WISNIESKI, 1990). O processo de degradacgéo
cromossomial precede a citélise e ndo parece ser uma simples consequéncia da
inibicdo da sintese proteica. Entretanto, a proposicdo de uma segunda via de morte
celular é ainda bastante discutida na literatura e permanece por ser definida
(GROMAN & DEAN, 1973; BODLEY, 1990; JOHNSON, 1990; WILSON et al., 1990;
LESSNICK et al., 1990).

A produgado de toxina diftérica por cepas toxinogénicas de C. diphtheriae é
diretamente afetada pela composicdo do meio de cultura e pelas condigbes de
cultivo. A transcricdo do gene tox é negativamente regulada por ions de ferro e uma
proteina repressora, DtxR (diphtheria toxin repressor), que atua sobre a regido
promotora do gene da toxina diftérica. Esta proteina ligante de DNA (DNA-binding
protein), dependente de ferro, tem grande destaque, pois atua como um regulador
global do metabolismo do C. diphtheriae (SCHMITT, 1997; SCHMITT, TALLEY &
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HOLMES, 1997).

As culturas de C. diphtheriae podem ser infectadas por varios tipos de
bacteriéfagos. Foi demonstrado que o contato de cepas atoxinogénicas de C.
diphtheriae com bacteriofagos oriundos de cepas toxinogénicas transformou essas
culturas em toxinogénicas, evidenciando que a conversdo para a toxinogenicidade
era fago-induzida (FREEMAN, 1951; GROMAN, 1953; GROMAN, 1956). Alguns
autores sugeriram que o bacteriéfago B continha o gene responsavel pela produgéo
de toxina (GROMAN & EATON, 1955). Evidéncias posteriores demonstraram a
presenga do gene da toxina (fox) no genoma do bacteriéfago (UCHIDA, GILL &
PAPPENHEIMER, 1971).

Estudos, abordando o fenbmeno da conversdo fagica, tém verificado que
cepas de Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis
infectadas por varios tipos de bacteriéfagos fox+ também podem evoluir para a
toxinogenicidade, demonstrando, dessa forma, o potencial indicador desses tipos
bacterianos para a producao de bacteriéfagos tox. (GROMAN, 1984). A integracao
do genoma de alguns bacteriéfagos tox+, isolados de amostras de C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, acontece em uma mesma sequéncia nucleotidica presente no
genoma do C. diphtheriae (BUCK et al., 1985).

Agentes etiolégicos potencialmente produtores de toxina diftérica

As espécies C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, podem
carrear o gene fox que codifica a toxina diftérica. C. diphtheriae é o principal agente
etiologico da difteria, mas atualmente, C. ulcerans também vem sendo isolado dos
quadros de difteria, enquanto as infecgdes causadas por C. pseudotuberculosis em
humanos, ocorrem na forma de linfadenite, linfangite ulcerativa e abscessos, sendo
o quadro de difteria raramente observado. (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER,
2009; EFSTRATIOU et al., 1998; FUNKE & BERNARD, 2007). As espécies séo
caracterizadas como bastonetes Gram positivos, pleomorficos, aerdébios,
desprovidos de mobilidade, ndo esporulados, podendo ser toxinogénicos (produtora
da TD) ou atoxinogénicos. C. diphtheriae foi classificado em quatro subespécies:

gravis, mitis, intermedius e belfanti. Tal subdivisdo, foi baseada na morfologia
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colonial em meio de cultivo agar-chocolate-telurito (ACT), no padrao bioquimico de
fermentacao de carboidratos e no potencial de hemdélise das amostras. A subespécie
gravis € capaz de fermentar o amido e o glicogénio, enquanto que a subespécie
belfanti se diferencia pela incapacidade de redugédo do nitrato (EFSTRATIOU et al.,
1998; FUNKE & BERNARD, 2007). Atualmente, a maioria das infec¢cdes tem
ocorrido pelas subespécies mitis e gravis (GUARALDI & HIRATA, 2016). Além dos
quadros de difteria, C. diphtheriae nao produtores de toxina vem sendo isolado com
frequéncia de quadros de endocardite infecciosa, osteomielite e lesdes ulcerativas
em pacientes com cancer. Tais aspectos vém chamando atencdo para outros fatores
de viruléncia de C. diphtheriae, além da toxina diftérica (MATTOS-GUARARALDI,
HIRATA Jr. & DAMASCO, 2011).

C. ulcerans vém sendo um dos agentes mais importantes associados a
difteria em populagcbes humanas na Europa e na América do Norte. Por ser
usualmente isolado de animais, C. ulcerans tem sido transmitido através de fOmites
oriundo de animais de estimagao. Animais tais como cées sao capazes de albergar
C. ulcerans no trato respiratorio no Brasil e no exterior (DIAS et al.,, 2011),
especialmente no Japdo. Devido ao fato de poder colonizar diversas espécies
animais, C. ulcerans tem sido pesquisado em varias espécies, tendo sido isolado de
infeccao sistémica em Orcinus orca (Orca) de um aquario marinho no Japao (YUKIJI
et al., 2008).

C. pseudotuberculosis € uma espécie isolada prevalentemente de gados
equinos, ovinos, caprinos, bovinos e bubalinos (ALEMAN et al., 1996; PEEL et al.,
1997; COSTA et al., 1998; SELIM, 2001). Entretanto, pode ser isolada de outras
espécies tais como lhamas e camelos. De forma geral, o processo infeccioso que
esta espécie causa é principalmente linfadenite caseosa, quadro mais comumente
observado em seres humanos, quando raramente infectados por esta espécie
(PEEL et al., 1997).
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Aspectos epidemiolégicos: a difteria no mundo e no Brasil

A difteria é considerada uma doenga do velho mundo e apesar dos eficientes
programas de vacinagdo da populagdo, na maioria dos paises, ainda permanece
como uma doenga que compromete a populacdo sendo causa de morbidade e
mortalidade em diversos paises. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS/WHO), estima-se que em 2002 ocorreram 5.000 mortes no mundo causadas
por difteria, sendo que 4.000 foram em criangas menores de 5 anos (GUARALDI &
HIRATA, 2016). Atualmente, conforme ultimo levantamento (WHO, 2015a), foram
reportados 7.324 casos de difteria em todo o mundo. A maioria dos casos
concentrou-se na regido sudeste da Asia com 6.094 ocorréncias na india (= 83.2%)
e 1.079 no Nepal (214,73%), mesmo com imunizagdo em torno de 80 a 91% da
populacdo. A aglomeracdo de pessoas e a higiene pessoal deficiente, sao fatores
que favorecem a transmissao da doenca nesses paises. Em paises industrializados
como os Estados Unidos e Canada que possuem um dos melhores programas de
imunizagao infantil, também houveram ocorréncias de difteria no ano de 2014 com
um caso em cada pais.

Analisando o Grafico 1, que apresenta a distribuicdo de casos reportados de
difteria no mundo e cobertura vacinal no periodo de 1980 a 2014, nota-se a partir do
ano de 1981, um decaimento no numero casos de difteria a medida que aumenta-se
a imunizacao da populacédo no decorrer do tempo, exceto, nos anos de 1993 a 1995,
onde percebe-se um crescimento no numero de quadros de difteria mesmo com as
altas taxas de imunizagéo.

Apesar de pouco notificada no Brasil, a difteria ainda permanece endémica,
causando surtos epidémicos em diversas regides. A ultima delas ocorreu no periodo
de 2010 a 2011 no estado do Maranhao. Na época, foram 27 casos confirmados,
onde foram observadas criangas parcialmente (n=16) e totalmente imunizadas
(n=10). Do total, trés foram a obito, destes, duas eram criangas que tinham o

esquema de vacinagao totalmente completo (SANTOS et al., 2014).
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Grafico 1 - Casos de difteria notificados por ano e cobertura vacinal
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Fonte: WHO, 2015a.

Nos ultimos dez anos foram reportados 170 casos de difteria no Brasil, onde o
maior numero de ocorréncias aconteceram nos anos de 2008 e 2010 com 85 e 32

casos, respectivamente. Em 2014, foram reportadas 4 ocorréncias (WHO, 2015b).

Tratamento e prevengao

O prognéstico da difteria depende do nivel de imunidade do paciente, além da
precocidade do diagndstico e do tratamento. Amostras de soro do paciente devem
ser obtidas antes da administragéo de soro antidiftérico (SAD), visando a dosagem
de anticorpos antitoxina diftérica. A demonstracdo de niveis nao protetores (<0,01
Ul/ml) de anticorpos pode auxiliar no diagndstico de casos quando as culturas sao
negativas. Um dos testes realizados para o diagnodstico da toxinogenicidade das
cepas € o teste de Elek, que consiste na imunoprecipitacdo da toxina diftérica

produzida pelo microrganismo produtor. Além da demonstragdo fenotipica da
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producdo de TD, ensaios de PCR também s&o realizados para determinar a
presencga do gene (fox) na amostra de DNA obtida do microrganismo.

No tratamento da difteria, o SAD deve ser administrado imediatamente para a
neutralizacdo da toxina diftérica antes da internalizagdo da mesma nas células alvo
hospedeiras, pois, uma vez internalizada, a morte celular torna-se inexoravel.
Entretanto, como o SAD é produzido em cavalos, sdo necessarios outros cuidados
para evitar as reag¢des de hipersensibilidade do tipo Il (por complexos imune). A
quantidade de SAD a ser administrada deve ser baseada na gravidade da infecgao.
Nos casos graves, usualmente, recomenda-se de 80.000 a 120.000 U. Em casos
leves e moderados, é normalmente aceita como suficiente uma dosagem de 20.000
a 40.000 U e 40.000 a 80.000 U, respectivamente. Nos casos leves e moderados,
pode-se administrar metade da dose por via intramuscular (IM) e a outra metade por
via endovenosa (EV) e nos casos mais graves, dois tercos EV e o restante IM
(MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009; BIO-MANGUINHOS, 2016) .

O primeiro soro terapéutico eficaz contra a difteria, foi desenvolvido em 1890
pelo médico alemao Emil Adolf von Behring e seu colega Erich Wernicke, fato que
lhe proporcionou o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1901 (NOBELPREIS,
2016). Os anticorpos utilizados nos procedimentos de imunidade passiva contra a
TD sao proteinas circulantes produzidas em resposta a exposigao aos antigenos.
Em geral, os anticorpos apresentam diversidade e especificidade quanto a sua
capacidade de detectar, localizar, reconhecer, ligar-se e inativar ou dar inicio ao
processo de eliminacdo de um antigeno, sendo os mediadores primarios da
imunidade humoral contra todas as classes de microrganismos (ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2012).

As moléculas de anticorpos/imunoglobulinas compartiiham caracteristicas
comuns basicas, apresentando variabilidade na regido de ligagdo aos antigenos, o
que lhes permitem ligar-se especificamente ao seu antigeno correspondente. A
molécula de imunoglobulina apresenta estrutura simétrica, composta por duas
cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas compostas por regides
aminoterminais variaveis (V), que participam do reconhecimento de antigenos, e
regides carboxiterminais constantes (C), estas por sua vez, medeiam as fungbes
efetoras das moléculas de anticorpo (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012).

Os anticorpos produzidos no soro de vertebrados, ou seja, adquiridos apos

sucessivas imunizagdes de animais e coleta do soro hiperimune, sao originados de
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varios clones de células B, o que proporciona uma mistura de diferentes
imunoglobulinas podendo cada um responder a diferentes epitopos de um antigeno,
sendo caracterizados como anticorpos policlonais (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI,
2012).

Imunoensaios sdo métodos laboratoriais analiticos que utilizam a
especificidade dos anticorpos para a mensuracido da resposta aos diferentes
antigenos. Todos os imunoensaios sao caracterizados por uma reagao de ligagao
entre o analito-alvo e um anticorpo (MOURA, 2010). Os anticorpos utilizados nos
imunoensaios podem ser policlonais ou monoclonais. De acordo com a metodologia
e caracteristicas de producao, os anticorpos policlonais sao facilmente gerados, e
reagem com varios epitopos do imundgeno, porém sao limitados ao volume de soro
coletado, e quando nao purificados podem gerar reagdes inespecificas. Ja os
monoclonais, sdo mais demorados para serem adquiridos e dispendiosos por serem
originados a partir do cultivo in vitro de hibridoma, entretanto, uma vez gerados
podem ser mantidos de forma continua (KURSTAK, 1986, LIPMAN et al. 2005,
LEENAARS, 2005). Assim é de extrema importancia a produgdao de anticorpos
contra os antigenos contra os quais pretendemos determinar a imunorreatividade ou
o desenvolvimento de diversos testes para diagndstico microbioldgico, em especial
para os ensaios para a determinagao da producdo de TD por cepas toxinogénicas
de bacilo diftérico.

Para eliminacdo do bacilo diftérico, faz-se uso dos antibiéticos eritromicina ou
penicilina (antibioticoterapia) evitando a proliferagdo do microrganismo e
consequentemente a produgdao de toxina. Para o controle da disseminagdo da
doenca, os portadores assintomaticos de C. diphtheriae na nasofaringe ou na pele
devem ser submetidos a antibioticoterapia, independentemente da sua situagao
vacinal. Apesar de a eritromicina ser mais eficaz na eliminacdo do estado de
portador, por motivos operacionais (e também porque apresenta uma boa eficacia),
a penicilina benzatina também pode ser administrada, via IM, em dose unica de
600.000 Ul para os menores de 30 kg e 1.200.000 Ul para os maiores de 30 kg
(MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009; MATTOS-GUARARALDI, HIRATA Jr.
& DAMASCO, 2011).

A imunidade contra a difteria € obtida através de vacinagdo com o toxoide
diftérico, sendo que o protocolo de imunizagao é direcionado a toxina e nao contra

outras moléculas de superficie microbiana. Sendo assim, individuos imunes a toxina
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podem ser portadores do microrganismo. O risco de infeccdo € semelhante, tanto
para a pessoa vacinada como para a nao vacinada, mas o risco de desenvolver a
doencga € maior para os individuos nao vacinados ou submetidos a um esquema de
vacinagao incompleto. A doenga normalmente n&do confere imunidade permanente,
devendo o convalescente reiniciar seu esquema de vacinagao apos a alta hospitalar.
A imunidade também pode ser adquirida naturalmente através de infeccbes
inaparentes e/ou atipicas ou pela passagem de anticorpos maternos via
transplacentaria, que persistem até o segundo més de vida do recém-nascido
(MATTOS-GUARARALDI, HIRATA Jr. & DAMASCO, 2011).

A vacina contra difteria é preparada a partir da toxina purificada, oriunda da
amostra padrao Park-Williams (PW-8), e tratada com formalina e calor para destruir
sua atividade téxica tornando-se inativada mas retendo sua imunogenicidade o
suficiente para fornecer protecdo contra a doenca. Os toxoides da difteria e do
tétano (dT) sdo combinados em uma unica vacina com uma preparagédo morta da
bactéria Bordetella pertussis, denominada triplice bacteriana (DTP). A resposta
imune ao toxoide diftérico é reforgada pelo efeito adjuvante das bactérias da
coqueluche, que produzem uma forte reagao inflamatoéria no local da injecéo (BIO-
MANGUINGOS, 2016).

A vacina triplice (DTP3) € composta com vacina contra difteria, tétano e
coqueluche sob a forma de suspensao injetavel. A vacina combinada Tetravalente
(DTP + Hib) consiste de duas vacinas: a polissacaridica contra Haemophilus
influenzae tipo B (Hib) conjugada com o toxoide tetanico liofilizado. E indicada para
criangas entre dois meses e um ano de idade. A vacina dupla contém os toxoides
diftérico e tetanico e é apresentada nas formas infantil (DT) e adulto (dT). A vacina
DT contém a mesma quantidade de toxoides tetanico (10 a 20 Ul) e diftérico (30 Ul)
que a vacina triplice (DTP3). Ja a dT contém menor quantidade de toxoide diftérico
(2 a4 Ul) (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009; BIO-MANGUINGOS, 2016).

Atualmente, o esquema de vacinagao infantil é feito aos 2, 4 e 6 meses de
idade com a vacina Tetravalente e dois reforcos com a Triplice Bacteriana (DTP3). O
primeiro reforgo aos 15 meses e o segundo entre 4 e 6 anos. Adolescentes (de 11 a
19 anos) que ja receberam anteriormente 3 (trés) doses ou mais das vacinas DTP,
DT ou dT, aplicar uma dose de reforgo. O intervalo minimo entre as doses é de 30
dias. Sao necessarias doses de reforgo da vacina a cada 10 anos. A partir dos 20

(vinte) anos, gestantes, ndo gestantes, homens e idosos que nao tiverem
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comprovagdo de vacinagao anterior, devem seguir o esquema de 3 doses;
apresentando carteira de vacinagdo com esquema incompleto, completar o esquema
ja iniciado. Adolescentes ou mulheres gravidas que estejam com a vacina em dia,
mas receberam a ultima dose ha mais de 05 (cinco) anos, precisam receber uma
dose de reforgo. Em caso de ferimentos graves em adolescentes ou adultos, a dose
de reforgo devera ser antecipada para cinco anos apos a ultima dose. (MURRAY,
ROSENTHAL & PFALLER, 2009; BIO-MANGUINGOS, 2016).

Na Figura 3, estdo demonstrados a cobertura vacinal em criangas no ano de
2014 no mundo.
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Fatores de viruléncia de C. diphtheriae

As manifestagbes locais e sistémicas da difteria tém sido principalmente
relacionadas a agédo da exotoxina diftérica (TD), que é o fator de viruléncia mais bem
estudado de C. diphtheriae e outras espécies toxinogénicas do géneo
Corynebacterium.

A capacidade de produzir doengas invasivas adiciona um novo aspecto ao
potencial de patogenicidade de C. diphtheriae. Cepas toxigénicas e nao-toxigénicas
de C. diphtheriae sao capazes de causar doengas invasivas em humanos. Em
algumas situacgodes, infecgdes sistémicas como endocardite, sepse, osteomielite,
artrite, abscesso esplénico e pneumonia, além de infecgbes relacionadas ao uso de
catéteres, podem ser causadas por cepas nao produtoras de toxina diftérica. Dentre
estas, a endocardite € a manifestagao clinica mais frequente e responsavel por um
elevado indice de mortalidade (15-50%), inclusive de individuos previamente
imunizados. A presenca de fatores de risco ndo tem sido necessaria para o
desenvolvimento de endocardite tanto em adultos quanto em criancas. De acordo
com alguns autores, a ocorréncia de endocardite por C. diphtheriae talvez seja mais
comum do que se supde. Interessante e pouco estudado é o fato de ocorrer melhora
do quadro clinico de endocardite quando administrado aos pacientes o soro anti-
toxina diftérica (SAD) produzido em cavalos. Atualmente, a natureza multifatorial da
viruléncia de C. diphtheriae tem sido mais amplamente investigada (MATTOS-
GUARARALDI, HIRATA Jr. & DAMASCO, 2011). Diversas amostras de C.
diphtheriae isoladas no territério nacional foram investigadas através do
sequenciamento (TROST et al., 2012) em estudo relacionado ao pangenoma desta
espécie. Ao longo dos ultimos 20 anos foi observado que cepas de C. diphtheriae
sdo capazes de aderir a substratos diferentes (vidro, plastico, eritrécitos e células
HEp-2), invadir células eucaridticas, causar efeitos nocivos sobre nematdédeos
(Caenorhabidits elegans), causar infec¢des relacionadas a formagéao de biofilmes,
formar biofiimes em superficies plasticas e vitreas, aderir a proteinas de matriz
extracelular (colageno tipo I, fibronectina e fibrinogénio). Tais caracteristicas de
viruléncia sdo mais bem observadas com respeito ao C. diphtheriae do que para as
outras espécies potencialmente toxinogénicas, demonstrando a adaptacdo da
espécie bacteriana aos hospedeiros humanos. Apesar da afinidade de C. diphtheriae
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aos hospedeiros humanos, C. ulcerans também vem se destacando como patégeno
humano e nos Uultimos anos, vem sendo isolado de quadros de pneumonia
(MATTOS-GUARALDI et al., 2008), ulceras de pele (MURRAY, ROSENTHAL &
PFALLER, 2009) e abscessos subcutaneos (URAKAWA et al., 2013), além dos

quadros de difteria.

Diagnostico laboratorial

Os espécimes clinicos obtidos para o isolamento de C. diphtheriae e C.
ulcerans de quadros de difteria classica devem ser coletados tanto da nasofaringe
quanto da garganta e devem ser inoculados primeiro em um meio de cultura sdlido,
nao seletivo e enriquecido com sangue e em meios seletivos tais como o Agar
chocolate telurito ou agar Tinsdale. Na microsopia direta, os resultados destes
materiais clinicos nao apresentam confiabilidade para o diagndstico direto. A
presenga de granulos metacromaticos em bactérias bacilares coradas em azul na
técnica de GRAM, tem sido documentada, mas ndo € uma caracteristica exclusiva
de C. diphtheriae e a interpretagcdao do esfregaco requer conhecimento técnico
especializado (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009). Ainda assim, estes
microorganismos considerados “difterdides”, nao devem ser prontamente
descartados como meros contaminantes, especialmente se encontrados em
materiais clinicos nobres, ou seja, provenientes de sitios estéreis, tais como, sangue
e liquor. Tal observacao pode ser enfatizada pelo fato de que algumas amostras de
C. diphtheriae podem exibir comportamentos atipicos, como fermentacdo de
sacarose (MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1998).

O C. diphtheriae ¢é identificado por sistemas convencionais e semi-
automatizados. Atualmente, o teste DNase tem sido incluido nos testes de triagem
conforme descrito por Pimenta et al. (2008a), tendo em vista que todas as cepas de
C. diphtheriae até o momento sao produtores de DNase.

O diagndstico laboratorial da difteria por sistemas convencionais é baseado
em caracteristicas morfo-coloniais, morfo-tintoriais e diversas provas bioquimicas. C.
diphtheriae apresenta atividade de catalase, cistinase, redugédo do nitrato (excegao

para amostras da subsp. belfanti), metabolismo fermentativo para glicose, maltose e
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sacarose (variavel), glicogénio (somente para a subsp. gravis) e crescimento em
agar chocolate com telurito. Nao apresenta motilidade, ndo necessita de lipideos
para o seu crescimento em cultura (excegcdo para a subsp. intermedius que é
lipofilica), tampouco, apresenta atividades de urease, pirazinamidase, fosfatase
alcalina, de hidrolise de gelatina e esculina, fermentagdo de manitol, xilose, e reagao
de CAMP (COYLE & LIPSKY, 1990; FUNKE et al, 1997; JANDA, 1998;
EFSTRATIOU & GEORGE, 1999; MACFADDIN, 2000; FUNKE & BERNARD, 2003;
KONEMAN et al., 2006). A espécie C. ulcerans se diferencia por possuir urease e
produzir uma fosfolipase D que inibe a hemdlise (CAMP reverso) de amostras de S.
aureus produtoras de B lisina (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009). O
sistema semi-automatizado API Coryne, tem se mostrado uma ferramenta bastante
eficiente no auxilio da identificacdo do C. diphtheriae e C. ulcerans, exceto pela
fermentacao lenta da maltose (PEREIRA, 2001).

Uma das etapas do diagnéstico em materiais colhidos de casos suspeitos de
difteria € a analise da producéao de toxina diftérica pelos isolados do material clinico.
Os imunoensaios sdao amplamente utilizados para tal fim. Por exemplo, o teste de
Elek realizado com a incorporacao de anticorpo antitoxina diftérica em tiras de papel
de filtro que analisa a formagédo de precipitados antigeno/anticorpo, permanece
como método convencional utilizado pela maioria dos laboratérios em todo o mundo,
e recomendado para a confirmagao diagndstica de difteria. Entretanto, pode fornecer
resultados pouco confiaveis, particularmente quando utilizada mao de obra nao
qualificada. Tal fato fez com que este método tenha sofrido modificagdes ao longo
do tempo (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009). O teste de imunodifusdo
radial simples (IDR), que se baseia na incorporagao de diluigdes da TD no meio de
cultivo Herman, é utilizado nos laboratorios de Saude Publica no Brasil desde a
década de 80 por se apresentar como um método simples e tdo eficaz quanto o
método de Elek (que utiliza tiras de papel impregnadas com antitoxina diftérica), com
a vantagem de permitir a deteccdo de amostras fracamente produtoras de toxina
(PESSOA et al., 1981, FORMIGA, 1986).

Os ensaios em culturas de células eucariéticas Vero de linhagem continua e
os testes em coelhos ou cobaios na pesquisa de toxicidade, sdo consideradas
técnicas padrao-ouro para comprovagao da toxinogenicidade, porém apresentam
elevado custo e dificil execugéo, inviabilizando sua utilizagdo na rotina laboratorial
(HENRIKSEN & GRELLAND, 1952; BASEMAN et al., 1970; MIYAMURA et al., 1974;
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MURPHY, BACHA & TENG, 1978; CARNE & ONON, 1982; NIELSEN et al., 1987;
MACHADO, 1989; EFSTRATIOU et al., 1998). Além disso, na atualidade, existem
impedimentos quanto ao uso de animais para analise de produgao de toxina em
modelos animais tais como cobaias.

Atualmente, as técnicas moleculares passaram a ser utilizadas como
ferramentas adicionais no diagndstico bacteriolégico da difteria (PIMENTA et al.,
2008b). A reacao em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo de genes
especificos foi desenvolvida pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
para ser aplicada como método alternativo de detecgdo do gene codificador da TD
(MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009). O PCR é capaz de detectar a
presencga do gene tox em isolados diretamente de amostras clinicas (p. ex., material
da pseudomembrana diftérica coletado com swabs ou material coletado de biopsia).
Embora o PCR permita um diagndstico rapido e especifico, pode também fornecer
resultados positivos para amostras que sao carreadoras do gene fox, mas que nao
estdo produzindo a toxina, presumivelmente devido a expressdo do repressor da
toxina diftérica (MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009). A técnica descrita por
Pimenta et al. (2008b), também tem se demonstrado de grande eficacia na detecgao
de amostras de C. diphtheriae e do gene tox. Além disso, técnica de PCR multiplex
foi desenvolvida para o diagndstico de amostras potencialmente toxigénicas para
identificacdo de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis possuindo
genes para a TD (TORRES et al., 2013).

Justificativa e relevancia da proposta

Conforme abordado, a utilizagao de anticorpos produzidos em animais contra
a TD possui importancia fundamental na caracterizacdo de cepas produtoras de
toxina. No Brasil e no exterior, utiliza-se o SAD como reagente a ser impregnado nas
tiras para o teste de Elek. Entretanto, caracterizagcbes acerca da presenca de
anticorpos da classe IgG, direcionados a outros antigenos do bacilo diftérico, séo
necessarias para a utilizacdo de tais anticorpos, devido a presenca de linhas de

precipitacdo variadas quando se utiliza uma fonte de anticorpos pouco caracterizada
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para esta finalidade, como no caso do SAD. Este aspecto pode gerar resultados
falso-positivos ou mesmo confusos, devido a presenca de linhas de precipitagcao
variadas. Sendo assim, tornou-se necessario a utilizagado de um anticorpo produzido
em animal que fornecesse resultados com maior especificidade, além de ser
imprescindivel a obtengdo de um soro pré-imune, tendo em vista que o SAD nao
acompanha o soro obtido antes da imunizacdo do cavalo para verificar a auséncia
de reatividade prévia com a toxina ou com componentes presentes na superficie
microbiana. Em adig&o, pouco se sabe acerca da expressao da toxina diftérica na
superficie das amostras de C. diphtheriae, que pudesse favorecer o diagndstico das
amostras de C. diphtheriae em material clinico.

Deste modo, a produgao de anticorpos anti-TD em coelhos, nos orientara no
diagndstico laboratorial das cepas produtoras de toxina diftérica através dos
meétodos de imunodifusdo radial simples (IDR) e dupla (Elek modificado), dando
mais qualidade nestes imunoensaios; fornecera aspectos positivos para o
diagndstico especifico da doencga, quando dos processos infecciosos por cepas de

C. diphtheriae e C. ulcerans toxinogénicas; além da aplicagédo em diversos objetivos.
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1.1 Geral
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A presente investigagdao teve como objetivo principal a producdo de

anticorpos policlonais anit-TD em coelhos para avaliacdo da producédo de toxina

diftérica por cepas toxinogénicas e de amostras de origens diversas de

C. diphtheriae e o potencial para a sua utilizagdo como método diagndstico das

amostras toxinogénicas de bacilo diftérico.

1.2 Especificos

Neste sentido, foram desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:

a)

b)

c)

d)

Produgdo de anticorpos policlonais a partir da imunizagcdo de
animais (coelhos New Zealand White) com toxina diftérica;
Fracionamento dos anticorpos obtidos a partir da imunizagao de
coelhos;

Biotinilagdo (conjugacdo de biotina ao anticorpo) de IgG antitoxina
diftérica adquirida da imunizagéo dos coelhos;

Pesquisa da presenga de gene fox nas cepas utilizadas pela técnica
de PCR multiplex;

Pesquisa da produgao de toxina diftérica empregando método de
Elek-modificado;

Pesquisa de citotoxicidade e neutralizacdo em células eucaribticas
de linhagem Vero;

Pesquisa da expressao de TD na superficie bacteriana por ensaios

de imunofluorescéncia usando o anticorpo biotinilado.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Origem e manuten¢ao das amostras bacterianas

Serdo investigadas as seguintes amostras de C. diphtheriae (n=10) mantidas
estocadas na bacterioteca do Laboratério de Difteria e Corinebactérias de
Importancia Clinica (LDCIC)/DIMI/FCM — UERJ: HC01, HC02, HC03, HC04, HCO6
isoladas de quadros de endocardite; as cepas padrdes toxinogénicas CDC-E8392 e
TR241 isoladas de difteria; cepa PW-8 (padréao vacinal), além das amostras padréo
C. diphtheriae ATCC 27010 (amostra padrdo atoxinogénica) e ATCC 27012
(homologa toxinogénica). Algumas caracteristicas das cepas estudadas estédo

expostas no Quadro 1.

Quadro 1- Caracteristicas das 10 amostras de C. diphtheriae estudadas

Amostra Biovar Sitio de isolamento Quadro clinico

ATCC 27010 (atoxinogénica) mitis faringe difteria
ATCC 27012 (toxinogénica) mitis faringe difteria
CDC-E8392 (toxinogénica) mitis faringe difteria
TR241 (toxinogénica) mitis faringe difteria
PW-8 (vacinal) mitis faringe vacinal

HCO01 mitis sangue endocardite

HCO02 mitis sangue endocardite

HC 03 mitis sangue endocardite

HC 04 gravis sangue endocardite

HC 06 gravis sangue endocardite

Legenda: ATCC — American Type Culture Collection, USA; CDC — Centers for Disease Control and
Prevention, USA; PW — Park Williams; HC — hemocultura;
Fonte: O autor, 2016.
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2.2 Confirmagao da espécie e da presenca do gene tox por mPCR

2.2.1 Ensaios de pcr multiplex (mMPCR)

Para a confirmagao da espécie bacteriana e do potencial de produgao de TD,
os ensaios foram realizados por metodologia previamente descrita por (NAKAO et
al., 1996) e modificada por Pimenta et al., (2008b), que caracteriza a identificacao de
cepas de C. diphtheriae e a detecgao do potencial de produgao de toxina diftérica.

O ensaio de PCR multiplex foi realizado utilizando trés pares de iniciadores
que correspondem ao gene dixR (DtxR1F e DixR1R, 258 pb) e fragmentos das
porcdes A (Dipht 2F e Dipht 4R, 719 pb) e B (Dipht 6F e Dipht 7R, 534 pb) do gene
tox. Antes da aquisicdo dos iniciadores foi realizada a amplificagao in silico para
confirmacédo do protocolo (dados obtidos no site: insilico.ehu.es/PCR). O DNA
bacteriano foi extraido a partir de cultivo de amostras de bacilo diftérico por 24 - 48h
em meio Columbia Agar Base (CAB-Difco). O crescimento bacteriano foi
ressuspenso em 0,5 ml de agua ultra-pura estéril e submetido a processo de fervura,
em banho-maria, durante 10 minutos.

A PCR foi iniciada empregando o processo de amplificacao através da
desnaturacao inicial de 95°C/3 min.; 35 ciclos de 94°C/1 min; 55 °C durante 1 min e
72 °C por 1,5 min. A reacgao foi concluida com uma extenséo final de 72 °C, durante
10 min. A presencga do produto amplificado nas reagdes de PCR foi monitorada apés

eletroforese em gel de agarose a 2 %, (Figura 4).
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Figura 4 — PCR multiplex para confirmagdo de espécie bacteriano e potencial
toxinogénico

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

toxA _— - e — 700 bp
toxB ‘;::‘ﬂ- 500 by
300 bp

L] D @ e» o b @b @b @D @ W =

Legenda: Linha 1, ATCC 27010; linhas 2 a 4, isolados clinicos nao-toxinogénicos; linha 5, ATCC
27012; linha 6, Park Williams 8 (PW8); linha 7, CDC E6651; linhas 8 a 11, isolados clinicos
toxinogénicos; linha M, DNA ladder,100 bp.

Fonte: PIMENTA et al., 2008b.

2.3 Experimentos de imunizagao de modelo animal com toxina diftérica

2.3.1 Consideracoes éticas

As experimentagdes realizadas in vivo com modelos animais, conforme
descritas abaixo, foram certificados de acordo com os Principios Eticos na
Expermentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes (CEUA) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ),
Protocolo n°® CEUA/033/2015.

2.3.2 Modelo animal

Foram uitlizados coelhos (Oryctolagus cuniculus) de linhagem/raga New

Zealand White. O numero de coelhos (n=2), foi considerado o minimo necessario
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para a obtengdo de anticorpos antiTD suficiente para a realizacdo dos objetivos
geral e especificos do presente estudo. No Quadro 2, encontram-se as principais

caracteristicas do modelo animal proposto.

2.3.2.1 Manutencgao dos coelhos

Os coelhos foram mantidos em biotério (biotério da Disciplina de Microbiologia
e Imunologia do DMIP, FCM/UERJ) e alojados em gaiolas de ago inoxidavel com
cama de maravalha de pinho branco autoclavada. Os animais receberam ragao
comercial e agua ad libitum e mantidos em condigdes controladas de temperatura
(23+2°C), umidade relativa do ar (70%), e ciclo claro/escuro constante (periodo claro
de 9 as 21h). As trocas das camas de maravalha foram realizadas duas vezes por
semana (ANDRADE, PINTO & OLIVEIRA, 2002).

Quadro 2 - Principais caracteristicas do modelo animal

Coelho - Oryctolagus cuniculus

Ordem Lagomorpha
Familia Leporidae
Género Oryctolagus
Espécie cuniculus
Linhagem/raga New Zealand White
Idade Adulto (20 semanas)
Peso aproximado 2,5kg
Sexo masculino
Quantidade 2

Fonte: adaptado de ANDRADE, PINTO & OLIVEIRA, 2002.
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2.3.3 Producéo de 1gG antitoxoide diftérico

2.3.3.1 Aquisi¢cao de soro pré-imune

Antes da realizagao do protocolo de imunizagao, para a obtengao de soro pré-
imune, os coelhos foram colocados em caixas de contencgao (Instrulab) e tiveram o
sangue coletado da veia central da orelha (5mL), em tubo de ensaio com gel
separador sem anticoagulante. Apos a coagulagdo (tubo permaneceu em repouso
por no minimo 30 minutos), fez-se a separagao do soro por centrifugagdo a 2.000
RCF(g), (RCF-forca centrifuga relativa; g- gravidade) por 4 minutos (TABORA,
MEHNERT & SILVA, 2004). O soro foi coletado, e armazenado em freezer a -20°C
(HARLOW & LANE, 1988). O procedimento de coleta de sangue e separagao do
soro foi realizado durante todo o processo de imunizagao.

Para verificar a reatividade do soro dos animais, estes, foram testados quanto
a atividade neutralizante de toxina diftérica sobre células Vero, além da analise de
reacdo antigeno-anticorpo através de ensaios de Elek-modificado em meio
Hermann. Respostas negativas para Elek-modificado e as que apresentaram titulo
neutralizantes <1:40, foram utilizadas para o protocolo de imunizacdo com toxina

diftérica purificada dimerizada.

2.3.3.2 Imunizagao

A imunizacdo acorreu conforme procedimento descrito por Harlow & Lane
(1988). O procedimento teve inicio com a utilizacao de toxina diftérica purificada
(Sigma Chemical Co. Detroit, MI). Apds a diluicdo da toxina em solugado contendo
PBS (solugao salina tamponada 0.01M, pH 7.2), a solugéo passou por 4 ciclos de
congelamento e descongelamento para a dimerizagao das moléculas (com perda de
efeito citotoxico). A TD dimerizada foi diluida na concentragao de 400ug/mL e para a
primeira imunizagdo do animal, diluida em partes iguais de adjuvante completo de

Freund. A solugao do antigeno foi emulsificada com uso de duas seringas de vidro
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de 5mL conectadas a um three-way, onde os bombeamentos favoreceram a
emulsificacdo do antigeno. Em seguida, o preparado foi injetado por via subcuténea
na concentragdo de 100ug da toxina dimerizada por inoculagdo em total de 4
inoculagdes por via subcutdnea em cada animal. Apos 14 dias, uma aliquota de
sangue foi obtida da veia central a orelha e analisada para a presenga de anticorpos.
Nova partida de antigeno foi preparada (na mesma concentragdo) com a diluicado e
emulsificacao do antigeno em adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Novamente,
0 antigeno seguiu a inoculagao por via subcutanea na concentracdo de 100ug de
toxina dimerizada. Os procedimentos foram repetidos com adjuvante incompleto de
Freund ap6s mais 14 dias. Apos 7 dias da ultima inoculacdo (42 dias apds o inicio
do protocolo de imunizagao), o sangue periférico foi extraido e o soro testado para a
presenca de anticorpos especificos através da técnica de Elek modificado. Apds a
demonstracdo da presenca de apenas uma linha de precipitacdo entre o soro de
coelho e o cultivo das cepas, foi realizada a ultima coleta do sangue.

Conforme Tabora, Mehnert & Silva (2004), os animais foram anestesiados
(cetamina (50mg/Kg, IM)) e passaram por sangria de 30mL de sangue periférico. O
sangue dos animais foi deixado para coagular em tubos Falcon de 50mL em
volumes de 10mL. Em seguida, os tubos foram mantidos a 37°C por 1h e o soro foi
coletado e centrifugado a 2.000 RCF(g) por 4 minutos. As aliquotas livres de células
foram armazenados sem conservantes a —20°C para posterior purificagcao das IgG e
biotinilacdo das moléculas de anticorpos (HARLOW & LANE, 1988) . Apds a coleta
dos volumes finais, os animais sofreram eutanasia com o tripo da concentracéo de
cetamina administrada para anestesia (150mg/Kg via IM) (ANDRADE, PINTO &
OLIVEIRA, 2002).

2.4 Pesquisa da producao de toxina diftérica empregando imunoensaios

2.4.1 Técnica de imunodifusio radial simples (IDR)

As amostras foram submetidas a técnica de IDR realizadas em placas de

Petri (9 cm de didmetro) contendo anti-toxina diftérica nas concentragdes finais de
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1, 2, 4 e 8 Ul/mL (Unidades Internacionais por mililitro) de SAD, adicionadas
diretamente a 10mL de meio de Hermann acrescido de 2 ml aditivo (1% p/v
casamino-acidos, 1% v/v Tween-80, 1% v/v glicerol) e 0,4mL solugdo 1% p/v telurito
de potassio. A semeadura das amostras foi feita em indculos circulares (“spots”), a
partir de um cultivo de 24-48h em meio B de King. Em cada procedimento, foram
inoculadas as amostras padrao atoxinogénica (ATCC-27010) e toxinogénica (ATCC-
27012) para controle da reagao. Posteriormente a etapa de incubacgédo a 37°C por
48 h, foi realizada a investigagao da presenca de halos de precipitagdo em torno do
crescimento bacteriano (PESSOA et. al., 1981), (Figura 5).

Figura 5 — Imundifusao radial (IDR)

(a) —representagéo de toxina diluida em (b) — formacéao de halo ao redor
meio Herman e de “spots” de amostras de amostra toxigénica

Legenda: T : toxina; + : amostra toxinogénica; - : amostra atoxinogénica
Fonte: adaptado de PESSOA et. al., 1981.

2.4.2 Elek modificado

A técnica de imunodifusao radial dupla descrita por Oliveira Lima & Dias da
Silva (1970) e seguindo modificagdes descritas por Engler et al. (1997), foi realizada
em placa de Petri contendo 10mL de meio Hermann acrescido de 2 ml aditivo (1%

p/v casamino-acidos, 1% v/v Tween-80, 1% v/v glicerol) e 0,4mL solugédo 1% p/v
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telurito de potassio, onde foram feitos inéculos circulares (“spots”) das amostras ao
redor de um disco de papel absorvente (4,5mm) localizado no centro da placa
embebido com 12uL de soro anti-diftérico nas concentragdes finais de 1, 2, 4 e 8 Ul
mL-' de SAD e nas diluicdes 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80 de soro antitoxina diftérica
gerada em coelhos, numa distdncia de 25 milimetro. As amostras-teste foram
intercaladas com as amostras controle atoxinogénicas e toxinogénicas. Apos a etapa
de incubacdo (37°C por 48h), foi investigado o aparecimento de linhas de
precipitacdo entre o disco central e o inéculo bacteriano. A especificidade da reacgao
foi evidenciada pela fusdo das linhas de precipitagdo em formato de joelho entre a
amostra ATCC-27012 (tox+) e as amostras-teste. A auséncia de linha de
precipitacdo foi considerada como resultado negativo. O aparecimento de linhas
multiplas sem especificidade foram consideradas como reagdes inespecificas
(Figura 6).

A sensibilidade dos testes de IDR e Elek-modificado foi avaliada através do
uso de TD purificada (Sigma,St Louis, MO,USA) utilizando quarenta microlitros em
concentragdo inicial de 6,25ng mL' e suas diluicdes (OLIVEIRA LIMA & DIAS DA
SILVA, 1970; PESSOA et. al., 1981; ENGLER et al., 1997).
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Figura 6 — Elek-modificado

Reacgao Reacao

(a) (b) positiva com negativa
NCTC . total ' com reagdes
10648+4 ‘ identidade inespecificas
® SAD :‘.'a_“_ .
®
T Reacao positiva L4 Reacao
o com parcial negativa
2 @ identidade Y
.
@ Reac&o positiva
N sem identidade

TEST Reac3o positiva
@D i LB com reagdes
d inespecificas

Legenda: (a) - Distribuicdo do disco e das cepas; (b) - possiveis maneiras de interpretagéo e
diferentes padrdes de linha (banda) de precipitagdo; (c) — presenca de linhas de
precipitagdo com identidade nas amostras toxinogénicas e auséncia em amostra
atoxinogénica ; D, disco com soro antitoxina diftérica; NCTC10648++, cepa toxinogénica;
NCTC3984+, cepa toxinogénica; TEST, amostra teste; NCTC10356-, cepa
atoxinogénica; NCTC, National Collection of Type Cultures; m, sitio de inoculacao.

Fonte: adaptado de OLIVEIRA LIMA E DIAS DA SILVA,1970; ENGLER et. al., 1997.

2.5 Ensaio de citotoxicidade com células Vero

2.5.1 Linhagem celular, manutencao e controle de qualidade das células

Foi utilizada para a pesquisa de citotoxidade as células de linhagem Vero
derivadas de fibroblastos de rim de macaco verde africano.

A manutencao das células Vero deu-se em meio “Minimum Essential Medium
Eagle” (meio MEM-Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-

glutamina (0,5% p/v), 5mg mL"' de gentamicina e 0,25mg mL" de fungizona. As
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passagens celulares foram feitas pelo tratamento do tapete celular com a solugéo de
tripsina-EDTA (0,2% de tripsina e 0,02% de EDTA em salina tamp&o Dulbeco sem
calcio e magnésio, com 1% de vermelho de fenol). O excesso de solucao de tripsina-
EDTA foi removido e posteriormente, as células foram incubadas por 5 minutos.
Apos esse periodo, as células foram ressuspensas em 10mL de meio de cultura
MEM para preparagdo das monocamadas (PERES & CURI, 2005).

Para avaliar a exclusdo de contaminantes nas culturas celulares, foram
realizados testes como marcagao com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) que se liga
fortemente ao DNA e PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) para micoplasma

com os primers iniciadores GPO3 e MGSO conforme Peres & Curi (2005).

2.5.2 Pesquisa de citotoxidade e neutralizacdo em células eucaridticas de linhagem

Vero

Na pesquisa de produgcdo de TD foram investigados os efeitos de
citotoxidade, in vitro, produzidos pelos filtrados das culturas bacterianas e de
neutralizagdo de citotoxidade mediado pelo SAD (MIYAMURA et al., 1974,
MURPHY, BACHA & TENG, 1978; EFSTRATIOU et al., 1998). Para detecgado de
atividade biologica da TD produzida pelas diferentes amostras bacterianas, foram
preparadas inicialmente suspensbdes de 2,5 x 10° células Vero em meio MEM
acrescido de L-glutamina, antibidticos e 10% de SFB (EFSTRATIOU et al., 1998).

2.5.2.1 Obtencao e preparacao das amostras bacterianas

Foram utilizados os filtrados (filtros Millipore, poro de 0,45um de diametro)
obtidos de cultivos bacterianos realizados em liquido Hermann sem aditivos. Apds
centrifugacéo 10.000 x g por 2min, os sobrenadantes foram filtrados e mantidos na
temperatura de 4°C e utilizados durante o periodo maximo de uma semana
(MACHADO, 1989).
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2.5.2.2 Execucgao do teste

Inicialmente, os filtrados bacterianos foram inicialmente diluidos (1:5) em meio
MEM contendo L-glutamina e 10% de soro fetal bovino e sucessivamente em logz X,
em placas de cultura de células de 96 orificios (Nunc). A cada orificio foram
adicionados 50uL de suspensdo contendo 5 x 10% células Vero. As microplacas
foram, ent&do, incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO:2 durante 4 dias
(EFSTRATIOU et al., 1998). Além dos teste-controle dos filtrados das amostras
padrdo atoxinogénica e toxinogénica, foram também realizados os teste-controle do

meio MEM contendo L-glutamina e soro fetal bovino.

2.5.2.3 Avaliagao qualitativa e quantitativa dos resultados

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste baseado na formacéo de cristais
de formazana a partir da redugdo do brometo de dimetil-tiazol-difenil tetrazdlio -
MTT (Sigma) em funcdo da atividade da enzima mitocondrial NADP(H) redutase. A
formazana precipitada nas células metabolicamente ativas, de coloragao azul, foi
solubilizada em alcool isopropilico e avaliada a absorbancia da solugédo, em
comprimento de onda correspondente a 570nm (As7o). Aliquotas de 20ul de MTT
(5mg™") foram adicionadas as culturas celulares e incubadas a 37°C por 2h em
atmosfera de 5% de COz2. Ao término do periodo de incubagao, a solugdao de MTT foi
removida e a cada orificio acrescentou-se 250uL de alcool isopropilico. Apds
homogeneizagado, duas aliquotas de 100uL da solugdo de formazana solubilizada
foram retiradas de cada orificio e transferidas para uma nova microplaca para a
leitura em espectrofétometro tipo “leitor de Elisa” (modelo 550, BioRad) em filtro de
570nm. A dosagem de TD produzida pelas amostras de bacilo diftérico foi
comparada a absorbancia minima obtida no teste MTT com a absorbancia obtida
pelas diferentes concentracdes de toxina diftérica purificada (Sigma). A curva
padréo de atividade biolégica da toxina diftérica purificada avaliada pelo teste do
MTT foi estabelecida a partir de uma solugédo de 12,5ng mL' de TD purificada. O

titulo de citotoxicidade da TD purificada e dos filtrados bacterianos foi determinado
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pela concentragdo de toxina diftérica capaz de matar 50% das células no ensaio
(Ecso/mL) (EFSTRATIOU et al., 1998).

2.5.2.4 Neutralizagdo do efeito citotoxico

Foram utilizados 1,0 e 0,1 Ul/ml de SAD em aliquotas de 0,1 ml e distribuidas
nos orificios de microplacas, em seguida, foram adicionados 0,1 mL da toxina
diftérica (Sigma) em diferentes concentracbées. As reagdes foram incubadas em
temperatura ambiente por 1h (MACHADO, 1989). Apds a incubacéao foi realizado o
teste MTT conforme descrito no item 2.5.2.3 para a avaliagao do efeito citotéxico. O
mesmo procedimento foi realizado com o soro de coelho imunizado a partir da
diluicdo 1:10, nos testes de neutralizagado sobre o efeito citotoxico produzido pela
toxina diftérica. A menor diluigdo do SAD e a maior diluigdo do soro imune de coelho
utilizada, foram incluidas entre os controles negativos da reagédo. As diluicbes do
SAD e do soroimune de coelho que neutralizam a agdo da toxina foram

determinadas.

2.6 Precipitacao, purificagao e biotinilagdo de anticorpo especifico anti-TD de

coelho

2.6.1 Precipitacdo e purificacdo parcial dos anticorpos da fracdo gamaglobulina

presentes no soro imune com sulfato de amoénio

Misturou-se 5ml de soro imune com 5ml de PBS. Sob agitacdo cuidadosa,
acrescentou-se gota a gota o volume calculado do sulfato de aménio a 100% de
saturagao para dar uma saturagao final de 33%. Apds permanecer agitando por mais
30 minutos, o volume foi transferido para tubos e centrifugados a 3000x g por 30
minutos. Apds a lavagem, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se 0
precipitado em 1 mL de PBS. O sedimento ressuspenso foi introduzido em saco de
dialise e dialisado contra 10L de PBS por 3 dias a 4°C, com duas trocas de liquido

de dialise ao dia. Por fim, a fracao precipitada do saco de dialise foi retirada para
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mensuragdo de concentragdo (HARLOW & LANE,1988; FARIA, BATISTA &
HENEINE, 2013).

2.6.2 Biotinilagéo

Primeiramente preparou-se as solugdes de N-hidroxisuccinimida biotina em
10 mg/mL de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) e uma outra solugdo de anticorpo
com 2 mg/mL em tamp&o de borato de sddio (0,1 M, pH 8,8). Adicionou-se o éster
de biotina ao anticorpo numa proporgédo de 50 ug por miligrama de anticorpo. Apés
homogeneizar bem, a mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 4h.
Passado este periodo, adicionou-se 20 uL de de NH4CI (1 M) por 250 ug de éster e
incubou-se por durante 10 minutos em temperatura ambiente. Para a remogéo do
excesso de biotina ndo ligada, realizou-se extensiva dialise do anticorpo contra 12L
de PBS por 3 dias a 4°C com troca do liquido de dialise duas vezes ao dia. Ao fim,
os anticorpos foram aliquotados e armazenados a temperatura de -20°C (HARLOW
& LANE, 1988).

Apos a biotinilagdo, a concentracédo de IgG (em mg) foi mensurada em

equipamento de microtitulacdo (Nanovue, GE Healthcare Life Sciences).

2.7 Pesquisa da expressao de TD na superficie bacteriana por ensaios de

imunofluorescéncia usando o anticorpo biotinilado

2.7.1 Reacdo da imunofluorescéncia indireta (IFl) para deteccdo da expressido de

TD em superficie bacteriana

Os ensaios de IFI foram realizados conforme previamente descrito por Harlow
& Lane (1988). Na preparacédo dos esfregagos bacterianos em l|aminas de
fluorescéncia, foram adicionados 5 L de suspensdo contendo 10° bactérias das
amotras ATCC 27010 (atoxinogénica) e ATCC 27012 (toxinogénica), em seguida

fixadas com emprego de calor. Em sequéncia, os pogos fixados foram bloqueados
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com 5uL de PBS contendo 1% de BSA e incubados por 1h a 37°C em camara
umida. Apds a incubagédo, os antigenos foram lavados com PBS e entdo adicionou-
se streptavidina (SIGMA) incubando por 1h a 37°C para neutralizar ligagdes
inespecificas com biotina que possa ser produzida pelas cepas de C. diphtheriae.
Completada a etapa, os anticorpos especificos de coelho anti-TD biotinilados foram
diluidos (logz) e interagidos com os antigenos. Posteriormente, fez-se a interacéo de
extravidina fluorescente conjugada com FITC (SIGMA) com os anticorpos
biotinilados ligados ao antigeno seguido de incubacgéo a 37°C por 30min. Apds este
periodo as laminas foram lavadas trés vezes com PBS, secas e preparadas em
glicerina tamponada para abservagdo em microscopio de fluorescéncia. Diluicdes
seriadas partiram de 1:10 de soro hiper-imune biotinilado. A presengca de
fluorescéncia na cepa toxinogénica duas diluicdes (4X) acima da diluigdo nao

fluorescente na cepa atoxinogénica, foi considerada como reagao positiva.

2.8 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos ao menos trés vezes. A
analise da variancia (one way ANOVA) pelo teste “t” de Student, quando necessaria,
foi utilizada para avaliagao dos resultados através do programa Graphpad Prisma,
sendo significativos os valores de P <0,05 (HIRATA Jr. et al., 2004).
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3 RESULTADOS

3.1 Confirmagao das amostras bacterianas
Para a confirmagdo da pureza das cepas, espécie e toxigenicidade, as

amostras foram descongeladas, cultivadas e submetidas aos testes bioquimicos e
mPCR conforme descrito por Pimenta et. al. (2008a, 2008b).

3.1.1 PCR multiplex

Os resultados da investigagcdo dos genes dixR e dos fragmentos das porgdes
A e B do gene tox pela técnica de mPCR para a confirmacéo das amostras-padrao e
amostras-teste de C. diphtheriae, estdo exibidos na Figura 7 e no Quadro 3.
Analisando os dados apresentados, pode-se observar a presenca do gene dixR em
todas as amostras investigadas confirmando a espécie Corynebacterium diphtheriae.
A presenca dos fragmentos das porgdes A e B do gene tox, confirmou positividade
das cepas toxinogénicas. As cepas ATCC-27010, HCO1, HC02, HC03, HC04 e

HCO06 foram negativas para a amplificacdo das porgdes A e B do gene tox.

Figura 7 - Confirmagao das amostras por PCR multiplex

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 L

tox A o 4= 700pb
tox B I ; L 4= 500pb
€= 300pb
w2 L R XX R XXX XK

Legenda: Linha 1, ATCC 27012; linha 2, CDC-E8392; linha 3, TR241; linha 4, PW-8; linha 5, ATCC-
27010, linha 6, HCO1; linha 7, HC02; linha 8, HCO03; linha 9,HCO04; linha 10, HCOG; linha L,
DNA ladder,100 bp.

Fonte: O autor, 2016.
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Quadro 3 - Pesquisa dos genes dixR e dos fragmentos das porgdes A e B do gene
tox, pela técnica de PCR multiplex em amostras de C. diphtheriae

Teste genotipico
Amostras Biovar
dtxR toxA toxB
C. diphtheriae
ATCC-27012 mitis + + +
CDC-E8392 mitis + + +
TR241 mitis + + +
PW-8 mitis + + +
ATCC-27010 mitis + - -
HCO01 mitis + - -
HCO02 mitis + - -
HCO03 mitis + - -
HCO04 gravis + - -
HCO06 gravis + - -

Legenda: +, reacdo positiva; - , reagao negativa; ATCC, American Type Culture Collection-USA; CDC,
Centers for Disease Control and Prevention-USA; PW, Park Williams; HC, hemocultura.
Fonte: O autor, 2016.

3.2 Confirmacgao de toxigenicidade das cepas por imunoensaios

Técnicas imunolégicas foram realizadas para avaliar a capacidade de
producao de toxina diftérica das cepas investigadas no presente estudo. As
amostras foram submetidas aos ensaios de IDR, Elek modificado utilizando SAD e
soro imune de coelho, além de prova de citotoxidade em células Vero de linhagem
continua. A observagdo dos halos em torno das cepas semeadas observadas
através do ensaio de imunodifusdo radial e a formacao de linhas de precipitacao
foram analisadas por dois pesquisadores experientes.

Quanto a capacidade de neutralizagdo da toxina diftérica pelo SAD e pelo
soro imune de coelhos utilizados nas técnicas acima citadas, os mesmos foram

submetidos a ensaios de soroneutralizagdo com toxina diftérica padrao (SIGMA).
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3.2.1 Ensaios de IDR e Elek modificado com SAD

No Quadro 4, encontram-se disponiveis os resultados da analise do teste de
IDR e Elek modificado com SAD realizadas em cepas padraos e amostras clinicas
de C. diphtheriae. Os dados apresentados demonstram reacdo positiva nas
amostras padraos toxinogénicas ATCC-27012, CDC-E8392, PW-8, TR241 e nas
cepas HCO01, HC02 e HCO03 (consideradas atoxinogénicas pelo ensaio de mPCR)
nos ensaios de IDR. A amostra HC04, apresentou variabilidade dentro do minimo de
trés repeticdbes em triplicata. Reacgdes negativas foram observadas somente nas
cepas padrao atoxinogénica ATCC-27010 e na amostra clinica HC06. Além da
reatividade observada para cepas consideradas atoxinogénicas pelo mPCR, através
do ensaio de IDR, o ensaio de Elek Modificado mostrou diversas linhas de
precipitacdo com as amostras, demonstrando que o SAD utilizado na terapia da
difteria apresenta reatividade contra diversos componentes de C. diphtheriae, além
do toxoide diftérico utilizado na imunizagao dos cavalos. Foram observadas bandas
inespecificas com identidade entre todas as cepas analisadas na presente
investigacdo, exceto para as cepas ATCC 27010 e HCO06. As cepas padraos
toxinogénicas ATCC-27012, PW-8 e a amostra clinica HCO03, apresentaram reagéo
positiva para a presencga de toxina diftérica. Linhas de reatividade a toxina nao foram
observadas para as amostras HC01 e HCO02, apesar de ter ocorrido diversas linhas
de precipitagdo inespecificas com a utilizacdo do SAD, justificando o encontro de
positividade no ensaio de IDR. As cepas TR241 e CDC-E8392 (toxinogénicas pelo
ensaio de mPCR) e a cepa HC04 (atoxinogénica pelo PCR) apresentaram linhas
ténues de precipitacdo relativas a toxina diftérica. Tais aspectos parecem estar
relacionados a expressado da toxina diftérica pelas cepas toxinogénicas, e constitui
uma incoeréncia para a cepa HC04, tendo em vista que a mesma nao teve o gen fox

amplificado pelo PCR.
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Quadro 4 - Resultados de IDR e Elek-modificado com SAD em cepas padraos e
amostras clinicas de C. diphtheriae

Teste de toxinogenicidade
Amostras Biovar
IDR Elek-modiicado
ATCC-27012 mitis + +a
ATCC-27010 mitis - -
CDC-E8392 mitis + (+)a
PW-8 mitis + +a
TR241 mitis + (+H)a
HCO1 mitis + -a
HCO02 mitis + -a
HCO03 mitis + +a
HCO04 gravis \Y, (+)a
HCO06 gravis - -

Legenda: +, positiva; (+), fracamente positiva; - , negativa; V, variavel; a, bandas inespecificas com
identidade; ATCC, American Type Culture Collection-USA; CDC, Centers for Disease Control
and Prevention-USA; PW, Park Williams; HC, hemocultura.

Fonte: O autor, 2016.

3.2.2 Ensaios de Elek modificado com Soro de Coelho

Soros de coelhos obtidos a partir de puncédo da veia central da orelha foram
testados para a reatividade através dos ensaios de Elek modificado. Os soros pré-
imunes ndao mostraram reatividade quanto aos testes de Elek modificado para
nenhuma das cepas analisadas. Apds o protocolo de imunizagdo em coelho, os
soros dos animais passaram a fornecer resultados com maior precisdo e acuracia do
que os resultados obtidos de Elek modificado com a utilizagao do SAD. Com
excecao da cepa HCO03, que apresentou resultados conflitantes, as cepas de C.
diphtheriae que nao apresentaram amplificacdo pelo método de PCR para o gene
tox, ndo apresentaram linhas de precipitacdo ao Elek modificado contra a toxina.
Nao foi evidenciado a formacao de bandas inespecificas com a utilizacdo do soro de
coelho (Quadro 5).
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Quadro 5 - Comparagcdo dos resultados das técnicas de mPCR; IDR e Elek
modificado com SAD; e Elek modificado com soro anti-TD de coelho

Teste de toxinogenicidade

Amostra Biovar Elek Elek
mPCR IDR (SAD) | modificado | modificado
(SAD) (coelho)
C. diphtheriae gene tox

ATCC-27012 mitis + + +a +
ATCC-27010 mitis - - - -

CDC-E8392 mitis + + (+)a (+)

PW-8 mitis + + +a (+)

TR241 mitis + + (+)a *)
HCO1 mitis - + -a -
HCO02 mitis - + -a -
HCO03 mitis - + +a \Y,
HCO04 gravis - V (+)a -
HCO06 gravis - - - -

Legenda : +, positiva; (+), fracamente positiva; -, negativa; V, variavel; a, bandas inespecificas com
identidade; ATCC, American Type Culture Collection-USA; CDC, Centers for Disease
Control and Prevention-USA; PW, Park Williams; HC, hemocultura.

Fonte: O autor, 2016.

3.2.3 Teste de toxigenicidade em células Vero de linhagem continua

Na Tabela 1 encontram-se os resultados do efeito citopatico em células Vero
das amostras de C. diphtheriae. Os dados estdo expressos pela titulacdo em que
ocorreu 50% de morte celular (Ecso/mL). A cepa que apresentou maior toxicidade
para as células Vero foi a cepa padrao ATCC-27012 (toxinogénica), com titulo de
25600. O sobrenadante de cultivo em meio Hermann das cepas clinicas isoladas de
quadros de endocardite (HC01 a HCO06), além da cepa ATCC 27010 (cepa padréo
nao toxinogénica) ndao demonstraram efeito citotdxico, quando comparado ao
controle negativo (meio de cultivo sem semeadura bacteriano).

A concentracdo da toxina em ng/mL foi estabelecida a partir da curva

demonstrada no Grafico 2.
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Tabela 1 - Avaliagao do efeito citotoxico em cultura de células Vero de amostras de
C. diphteriae

Amostra Titulo - Ecso/mL Z—:I); 't‘;"", ‘;?;3 C‘:g;"f:’a t(" :g/a;;)I)da
ATCC-27012 25600 100 282.9
ATCC-27010 0 0 0

HCO01 0 0 0
HCO02 0 0 0
HCO3 0 0 0
HCO04 0 0 0
HC06 0 0 0

Legenda : Ecso/mL, Titulo onde ocorreu 50% de morte celular; ATCC, American Type Culture
Collection-USA; HC, hemocultura.
Fonte: O autor, 2016.

3.2.4 Soroneutralizacido com SAD

A avaliagao da eficacia do SAD utilizado e a constatacdo de que o efeito
citotoxico sobre as células Vero foi da acado da toxina diftérica, estdo expostas no
Grafico 2. Analisando a curva do efeito citotoxico da toxina ditérica padrao sobre as
células Vero, observa-se que a concentragdo que garantiu 50% de morte celular foi
de 0,046ng/mL. Neste ponto, ocorreu neutralizagao do efeito citotdxico pelo SAD nas
concentracbes de 1Ul/mL (Unidades Internacionais por mililitro) e 0,1Ul/mL
aumentando em torno de 80% a viabilidade celular. Pode-se considerar total
neutralizacéo (95%) na concentracéo de 0,011ng de toxina diftérica. A neutralizagao
do efeito citotdxico também foi observada quando da analise do sobrenadante do
cultivo da amostra padrao toxinogénica ATCC-27012 nas concentracdes de 1Ul/mL
e 0,1Ul/mL de SAD.
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Grafico 2 - Viabilidade de células Vero frente a toxina diftérica padréo e
neutralizagdo do efeito citotéxico com a utilizagdo de soro anti-toxina
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Legenda : U ou Ul, unidades internacionais; (ng), nanograma.
Fonte: O autor, 2016.

3.2.5 Soroneutralizacdo com o soro de coelho

Os experimentos de neutralizagdo com o soro imune de coelho mostraram

que a diluicdo de neutralizagao equivalente a 0,1Ul de SAD foi a diluicao de 1:1200.

Ou seja, a diluigdo que neutralizou a toxina, permitindo um percentual de viabilidade

das células Vero equivalente a aproximadamente 80% de viabilidade celular

(Grafico 3). Com o soro pré-imune de coelho ndo houve neutralizacdo do efeito

citopatico, mostrando que ndo havia anticorpos presentes na amostra, capazes de

neutralizar o efeito citotdxico sobre as células Vero.
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Grafico 3 - Soroneutralizacao e titulagao do soro anti-TD de coelho
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Legenda : dil, diluigdo; (ng), nanograma.
Fonte: O autor, 2016.

3.3 Imunofluorescéncia indireta

Ap0bs o protocolo de biotinilagdo das IgGs, com a dialise extensiva da amostra
frente ao PBS, foi produzida a solugdo dos anticorpos biotinilados (fracao
pseudoglobulinas). A determinacdo da concentragdo de imunoglobulinas foi de
6mg/mL, apos a diluicdo de anticorpos 1:1000 em PBS, com coeficiente de distingéo
de 13,2.

Os resultados da imunofluorescéncia das bactérias padroes ATCC-27010
(atoxinogénica) e ATCC-27012 (toxinogénica) tratadas com o anticorpo antiTD
biotinilado de coelho e conjugado com estreptavidina-FITC (SIGMA), estdo expostos
nas Figuras 8 e 9, respectivamente.

Na Figura 8-A e 8-B, campo 1, estdo exibidas as bactérias da cepa néao
produtora de toxina (ATCC-27010) apds tratamento com anticorpo antiTD biotinilado
diluido em 1:80 e reacdo com estreptavidina-FITC. A visualizagdo em microscopia
por contraste de fase com aumento de 1000x mostra os micro-organismos dispersos

com formacgéo de grumos, em conformacéo tipica de C. diphtheriae (figura 8-A). Na
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Fig. 8-B pode ser evidenciada a auséncia de reacéo de fluorescéncia para a amostra
nao toxinogénica, ATCC 27010.

Figura 8 - Imunofluorescéncia de C. diphtheriae ATCC-27010 (atoxinogénica) tratada
com anticorpo anti-TD biotinilado de coelho e estreptavidina-FITC na
diluicdo 1:80

Legenda : A, campo 1 com presenga de bactérias visualizadas por microscopia de fase; B,
imunofluorescéncia do campo 1 .
Fonte: O autor, 2016.

Os resultados da amostra padrdao toxinogénica ATCC-27012 apds
tratamento com anticorpo antiTD biotinilado diluido em 1:320 (duas diluicbes
posterior onde se observou auséncia total de fluorescéncia na cepa 27010) e
estreptavidina-FITC, encontram-se na Figura 9. Na Fig.9-A (microscopia de fase,
aumento-1000x), as bactérias encontram-se no mesmo arranjo da amostra néo
toxinogénica. Na Fig. 9-B, mesmo campo que 9-A (campo 2, microscopia de
fluorescéncia, aumento-1000x), é notdria a fluorescéncia nos grumos bacterianos. O
mesmo ocorre nas Figuras 9-C (microscopia de contraste de fase) e 9-D

(imunofluorescéncia).
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Figura 9 - Imunofluorescéncia de C. diphtheriae ATCC-27012 (toxinogénica) tratada
com anticorpo anti-TD biotinilado de coelho e estreptavidina-FITC na
diluicéo 1:320

Legenda: A, campo 2 com presenga de bactérias visualizadas por microscopia de fase; B,
imunofluorescéncia do campo 2 ; C, campo 3 por microscopia de fase; D,
imunofluorescéncia do campo 3.

Fonte: O autor, 2016.
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4 DISCUSSAO

A busca por métodos diagnésticos da producédo de toxina diftérica por C.
diphtheriae continua sendo fundamental para a maioria dos paises que ainda
apresentam casos de infecgdo do trato respiratorio superior (difteria) pelo bacilo
diftérico. Apesar do padrao de infecgao vir sofrendo modificagdes quanto a idade da
populagao alvo, e dos clones bacterianos envolvidos (em especial com o isolamento
de C. ulcerans toxinogénico), o tratamento da doenca ainda se fundamenta na
administracdo do SAD, almejando a neutralizagdo da toxina, produzida pelo micro-
organismo na porta de entrada do processo infeccioso (GUARALDI & HIRATA,
2016).

O diagnostico clinico é soberano, tendo em vista a necessidade da
neutralizagdo da toxina absorvida durante o processo infeccioso, e o diagndstico
bacteriolégico normalmente leva em torno de 48 horas, tempo suficiente para que
danos graves ao miocardio e rins possam ser irreparaveis. Entretanto, a
administracdo do soro antidiftérico aos pacientes nem sempre € realizada de forma
adequada devido aos principais fatores: a- falta de experiéncia do corpo médico no
processo de diagndstico clinico e microbiolégico da doenga; b- deficiéncia de
producao ou de distribuicdo do SAD pelos érgaos governamentais; c- contato prévio
dos pacientes com antitoxinas produzidas em cavalos contra outros processos
(picada de serpentes, administragao prévia de soro anti-tetanico ou soro antirrabico),
onde ha risco do paciente desenvolver hipersensibilidade. Nessa situacdo é
recomendada a dessensibilizagdo do paciente (GUIA DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2005).

A deficiéncia de produgdo ou da distribuicdo do SAD ja foi comunicada em
algumas ocasides. Em comuincagédo pessoal aos orientadores do trabalho, Profs.
Dra. Ana Luiza Guaraldi e Dr. Raphael Hirata Junior, a Dra. Androula Efstratiou
(Coordenadora do Setor de Difteria da Health Protection Agency, Colindale, UK)
relatou dificuldade na aquisicdo do SAD na Europa, € que o Brasil era na época
(2007) um dos paises que ainda produziam o quimioterapico e fornecia a OMS para
fins diagnodsticos (informacgdo verbal)!. Assim, o SAD produzido no Brasil era o
principal reagente utilizado no Reino Unido para confecgao das tiras de Elek para o

! Comunicacgao pessoal aos Profs. Dra. Ana Luiza Guaraldi e Dr. Raphael Hirata
Junior, 2007.



58

diagnostico da toxinogenicidade. Um dos métodos mais utilizados e recomendado
(pelos 6rgados mundiais) para analise da produgao da toxina diftérica € o método de
Elek convencional ou modificado onde tiras ou discos de papel de filtro sao
embebidas com SAD, seca e utilizadas para o diagndstico da produgédo da toxina
através da reacdo de precipitagdo. Conforme comunicagao pessoal com o Prof. Dr.
Raphael Hirata Junior, mais recentemente, em 2013, uma paciente maior de idade,
com suspeita de difteria foi internada no Hospital Universitario Pedro Ernesto. O
infectologista encontrou problemas na aquisicdo do SAD através da Secretaria de
Estado de Saude, adquirindo duas ampolas de SAD. Na época, as duas ampolas
eram as unicas disponiveis, naquela semana, para todo o Municipio do Rio de
Janeiro, a serem utilizadas no tratamento de difteria (informagao verbal)?. Todos
esses fatos ilustram a dificuldade na aquisicao de SAD, tanto para a utilizagdo como
método imunoterapico como para a sua utilizagdo no diagnodstico das amostras
bacterianas produtoras de toxina diftérica. Justificando, portanto, a produgdo de
anticorpos antitoxina diftérica em outros animais, incluindo coelhos, conforme o
objetivo principal deste trabalho, para o diagnostico da toxinogenicidade das cepas
de bacilo diftérico isoladas dos casos clinicos.

Em nosso estudo, a produgao de anticorpos pelos coelhos apds a imunizacéo
foi boa e os anticorpos produzidos foram capazes de fornecer resultados mais
fidedignos quando da realizacao do teste Elek modificado, quando comparado com o
SAD, o qual apresentou reatividades diversas, incluindo para as amostras
consideradas nao toxinogénicas pelo teste de PCR. Os achados com os testes
utilizando o SAD produzido em cavalos mostram que a idade dos animais no
momento da imunizagdo e a capacidade de reatividade contra outros antigenos do
género Corynebacterium sp. poderiam interferir gerando resultados conflitantes
quando do diagndstico de amostras ndo toxinogénicas isoladas de quadros
invasivos, incluindo as cepas HCO1 a HCO06. O género Corynebacterium pode
apresentar antigenos com reatividade cruzada, incluindo espécies, tais como C.
ulcerans, além de outras, que podem gerar imunidade cruzada. Conforme os
resultados apresentados, os coelhos ndo apresentaram anticorpos pré-imunes
contra a TD e n&o forneceram resultados conflitantes (surgimento de bandas
inespecificas no Elek modificado) apés o processo de imunizagdgo com TD

dimerizada.

2 Comunicacéo pessoal com o Prof. Dr. Raphael Hirata Janior, 2013.
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Em 2002, Engler et al., descreveram um ensaio imunocromatografico (ICS
test) que utilizava o soro policlonal de cavalo para captura da toxina diftérica
produzida por cepas toxinogénicas de C. diphtheriae e anticorpo monoclonal contra
o fragmento A da toxina diftérica complexado ao ouro coloidal. Os autores
encontraram 99% de concordancia com o teste Elek, utilizado como padrdo. Ensaio
realizado por Mattos-Guaraldi et al. (2001), encontraram 76% de concordancia,
utilizando a mesma metodologia. Na época, o ensaio diagnosticou 7 cepas nao
toxinogénicas como sendo produtoras de toxina. Assim, resultados falso positivos
sdo factiveis mesmo utilizando anticorpos monoclonais para a detec¢cédo da toxina
capturada pelo anticorpo policlonal de cavalo. Nos ensaios de Engler et al. (2002),
nao houve informagdes acerca da origem do soro policlonal de cavalo utilizado na
confecgdo das tiras de ICS, entretanto a fonte mais provavel seja o SAD produzido
no Brasil, uma vez que lotes de SAD ja vinham sendo fornecidos ao exterior. Mais
tarde, foi observado que uma cepa de C. ulcerans, isolada de quadro de pneumonia
(C. ulcerans 809), apresentou reatividade contra o fragmento A (detectado através
do ICS) e foi negativo na amplificacdo da regido do fragmento A da toxina diftérica,
através da reagao de PCR. Na época, ocorreu amplificacdo pelo PCR das regides
da toxina correspondente aos dominios de ligagdo e de translocagdo. A cepa foi
desta forma considerada como produtora de uma toxina similar (diphtheria like toxin)
a TD (MATTOS-GUARALDI et al., 2008).

Tais resultados mostram o quanto é conflitante os resultados obtidos através
de ensaios imunoldgicos, sendo necessaria a anadlise da atividade citotoxica com a
utilizacdo de células Vero, considerado o padrao ouro fenotipico para a analise da
producao de toxina diftérica pelo bacilo diftérico. Em nossos resultados, mesmo
utilizando o soro de coelhos com resultados negativos nos soros pré-imunes, houve
deteccgdo de resultado positivo em uma cepa que deveria ser negativa através do
teste de Elek modificado; apenas a cepa HCO03 (atoxinogénica) apresentou
resultados positivos no Elek realizado com o soro de coelho. O teste empregando
soros de coelho sobre as 10 cepas utilizadas neste estudo apresentou 90% de
correlacdo quando comparados com os resultados das células Vero. Estes
resultados foram superiores aqueles obtidos com os ensaios imunocromatograficos,
tendo em vista que o ICS apresentou correlacdo de 76%. Um nivel de discordancia
foi maior quando da utilizagdo do SAD na reacdo IDR (quatro cepas que néao

poderiam apresentar precipitacdo no Agar, apresentaram discordancia, fornecendo o
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valor final de 60% de concordancia entre o IDR e a citotoxicidade para células Vero,
valores muito baixos quando comparado com o soro de coelho. Sob o aspecto das
discordancias, o Elek modificado originou resultados melhores devido ao fato de ser
possivel observar a identidade da reagcdo imunoldgica. Convém lembrar que os
soros de cavalo podem de fato fornecer resultados positivos para antigenos de
imunidade cruzada, gerando resultados falso-positivos no IDR.

Conforme observado, o soro policlonal de coelhos também foi capaz de
neutralizar a toxina diftérica em células Vero. A neutralizagado da produgao de toxina
diftérica por C. diphtheriae € um ensaio funcional em cultura de células Vero que
analisa a produgdo de anticorpos (especialmente da classe IgG) capazes de
neutralizar o efeito citotoxico em células Vero. O ensaio é realizado com meios de
cultivo liquido apdés o crescimento das amostras (no nosso caso, caldo Hermann
sem aditivos) diluido em meio MEM. Foi avaliado com isso o potencial toxinogénico
das amostras, se destacando a cepa ATCC-27012 como a que apresentou a maior
concentragéo de toxina produzida (maior Ecso/mL, dados nao apresentados), sendo
por essa razao utilizada para comparar o efeito dos soros de coelho e SAD. O teste
de atividade citotoxica para células Vero foram compativeis com o PCR em 90% de
correlacéo, o que denota a especificidade observada em ambos os ensaios.

Apos a obtencédo da fragdo de pseudoglobulinas (precipitagdo do soro dos
coelhos com 33% de sulfato de amobnio), a obtengdo de anticorpos foi na
concentracado de 17.28 mg/mL, apds a ressuspensado do material fracionado em 1/3
do volume original. A diluigdo correspondente a concentragéo de 0.1 Ul de SAD foi a
diluicdo de 1:1200 do soro hiperimune de coelho. Os resultados mostraram que o
soro de coelho foi capaz de neutralizar a toxina diftérica, mostrando que os
anticorpos produzidos pelo animal apresentaram atividade funcional na
neutralizagdo da toxina. Na fracdo das pseudoglobulinas, ocorre predominio de IgG
como moléculas de anticorpos, se assemelhando ao SAD produzido em cavalos.
Com respeito ao SAD produzido a partir de soro de cavalos, a fragdo de
imunoglobulinas €& obtida a partir do fracionamento com etanol gelado. A
precipitagdo com etanol gelado fornece resultados similares a precipitagdo com
sulfato de amoénio para soros de cavalo, quando se almeja a utilizagdo das
imunoglobulinas como métodos terapéuticos (LEVINE, 1952). Utilizamos o método
de precipitacdo com sulfato de ambnio por ser a mais recomendada para o

fracionamento de imunoglobulinas séricas de coelho para a obtencédo de anticorpos
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da classe IgG (HARLOW & LANE, 1988; FARIA, BATISTA & HENEINE, 2013). Apos
a obtencao da fracdo dos soro de coelho apds tratamento com NH4SOs4 a 33%,
foram utilizados reagentes com similaridades de obtengcdo para as comparagdes
realizadas neste trabalho (SAD e fracdo pseudoglobulinas do soro de coelho).
Conforme observado, as analises realizadas mostraram superioridade dos
resultados com a utilizagdo de soro hiperimune de coelhos imunizados com a toxina
diftérica dimerizada.

A biotinilacdo da fragdo imunoglobulinas séricas de coelho permitiu a
utilizagdo das Igs para o reconhecimento da toxina diftérica na na parede celular dos
microrganismos. Tendo em vista que o0s grumos bacterianos que ficaram
fluorescentes apenas nas células produtoras de toxina, ficando sem fluorescéncia na
cepa atoxinogénica, foi possivel demonstrar que as cepas toxinogénicas expressam,
pelo menos temporariamente a toxina da parede celular. Autores sugerem ao longo
dos anos que a toxina diftérica € uma toxina extracelular e que, em principio, néo
permaneceria ligada a parede celular bacteriana durante a passagem através da
mesma. A utilizagdo dos anticorpos biotinilados provou que a toxina pode ser
detectada nas cepas produtoras de toxina, através dos ensaios de fluorescéncia
utilizando a estreptavidina conjugada a fluoresceina. Foi visto ainda que as bactérias
produtoras de toxina foram melhor observadas quando elas estavam grumadas,
onde provavelmente a toxina ficou mais retida pelos microrganismos.

Os resultados da fluorescéncia mostraram que é possivel que durante a
passagem pela parede a toxina seja reconhecida por anticorpos produzidos pelo
hospedeiro. Apesar de autores sugerirem que a imunidade contra a toxina diftérica
nao interfira com o processo de colonizagdo das cepas bacterianas (MATTOS-
GUARALDI et al., 2003), pode acontecer de os anticorpos presentes nas secrecoes
mucosas (em especial a IgA), por impedimento estérico, possam de fato interferir
com a ligacdo bacteriana a superficie celular e interferir com o processo de
colonizacdo. Entretanto, esses aspectos constituem novos rumos para investigagdes
acerca do efeito da imunidade a toxina diftérica sobre o processo de colonizacdo do
bacilo diftérico em superficies eucaridticas.

Conforme os ensaios iniciais, os anticorpos biotinilados, obtidos em coelhos,
apresentaram especificidade, uma vez que nao foram capazes de reconhecer
antigenos expressos pela cepa nao toxinogénica (ATCC 27010), reconhecendo

apenas a cepa toxinogénica (ATCC 27012). E de grande interesse pelos érgaos de
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Saude Publica, o desenvolvimento de kits rapidos de diagndstico e a perspectiva de
desenvolvimento de um método diagndstico para a toxinogenicidade das amostras
parece ser um interesse comum. Uma vez que os anticorpos estdo estocados na
Disciplina de Microbiologia e Imunologia da FCM/UERJ, eles podem ser empregados
para diversas finalidades incluindo o desenvolvimento de metodologias para
diagndstico rapido e identificacdo das cepas diversas de C. diphtheriae, C. ulcerans

e C. pseudotuberculosis, espécies potencialmente produtoras de toxina diftérica.
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Diante dos nossos resultados foi possivel concluir:

a)

b)

d)

Coelhos produziram anticorpos apds a imunizagdo com a toxina
diftérica dimerizada, através de diversos métodos de analise;

As analises da presencga do gene fox mostraram fraca correlagao da
presenga do gene com os resultados de IDR e com Elek modificado
com o SAD, apresentando melhor correlacdo quando os métodos
foram realizados com soro de coelho;

A fragdo de imunoglobulinas do soro de coelho diluida a 1:1200
demonstrou capacidade de neutralizacdo da toxina diftérica sobre
células Vero equivalente a 0.1 Ul de SAD;

O protocolo de biotinilagdo das imunoglobulinas fracionadas a partir
do soro de coelho permitiu a analise da presenca da toxina na cepa
toxinogénica de C. diphtheriae utilizada como modelo (ATCC
27012), ndo demonstrando fluorescéncia sobre o modelo ndo
produtor de toxina (ATCC 27010).
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