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‘RESUMO: Os resultados de exames bacteriolégicos de 846 amostras ds
liguide cefalorraquidianc provenientes de casos suspeitos de meningite bac-
teriana foram ecomparados com os fornecidos pela reagdo de imunoceletro-
forese cruzada em acetaio de celulose. Nos casos em gue fol isolada Neisseria
meningitidis do grupo € houve uma concordéncia de 83,85%. Nos casos de me-
ningites bacterianas nio meningocheicas, a concordancia foi de 999, indi-

cando ser a reacfo bastante especifica.

DESCRITORES:

imunceletroforese cruzada; Neisserig meningitidis, gru-
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INTRODUCAO

0 diagndsiico de laboratéric das menin-
gites bacterianas pode apresentar dificulda-
des sempre que o agente etiologice ndo é
demonstrado alravés das técnicas bacterioid-
gicas usuais. Tal fato ocorre com malor fre-
gitfneia quando se trata de memngites me-
ningocécicas onde pem sempré a bactéria €
evidenciada ac exame direto nem se desen-
valve nos meios habituais de cultive, mes
mo quando séo utilizadas téonivas adequa-
das.

*  Realizado nas Segdes de Imunclogia e
Paulo, 8.F.
Do Instituto Adolfo Lutz

A demonsiragio da presenga de antigenos
bacterianos  no  liquide  cefalorraquidiane
(L.C.R.) de portadores de infeccbes menin-
geas fol tentada com éxito por diferentes
autores, Rake® e MarcrarTH ® obtiveram
resultados bastante satisfatdrios em casos de
infeccbes meningocHcicas através das reagbes
de precipitagho em tubos com soros anti-
meningococicos mone ou polivalentes.

Cooxron - &  Byrer'. Horrmany &
Eowarps . Epwarns ®, ¢ Greenwoon et alii ©
verificaram que os polissacarideos da N, me-
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imunoeletroforese

oruzada em acetato de celulose. Het.

ningitidis existentes ne L. C.R.. quande sub-
metidos 4 passagem de uma corrente conti-
nua, migram para ¢ pole positive deslocando-
se alé a regifio da préalbumina, enquanto
que os anticorpos migram para o polo nega-
livo.

Utilizande a téomica da imunoeletroforese
eruzada {E.F.C.) em agarose, puderam
evidenciar a presenge desses polissacarideos
que precipitam em presenga de. soros prepa-
rados em coelhos, fornande possivel identifi-
car, através de um anticorpo conhecido, o
grupe sorclGgico a que pertence a bactéria
responsavel pela infeccio.

Ne presente trabalho, o mesme foi feito
substituindo-se & agarose por fitaz de aceta-
to de celulose como suporte, ¢ que permi-
tiu o emprego de menor quantidade de res-
gentes, maior facilidade de execucio e maior
rapidez,

MATERIAL E MBTODC

Em 846 amosiras de L.C.R. recebidas de
Hospital “Emilic Ribas” para exame hacte-
riolégico foi executada a E.F.C. com o
fitc de comparar os resultados entre os deis
métodes. Na E.F.C. =50 foi usado o soro
do grupo sorologico € por ser aquele que
corresponde no momento & quase totalidade
dos casos clinicos,

Exame bacteriologico

Em todes os casos foi feito 0 exame bacte-
rioscapice do L.C.R. -em material corado
pelo método de Gram. Sempre gue possivel,
o Heuido obtide pela punciie fol inoculado
em tubos contendo os svguintes meios de cul-
tura: Agar-sangue, Adgar-chocelate e Agar-
iriptose.  Us tubos semeados {oram coloca-
dos em atmosfera de CO. a 37°C {metodo
da vela).

Anti-soro

Foi obtido em coelho mediante inoculagio
de N. meningitidis do grupo C*. Sus-
pensde  do  microrganisme em saling  for-

molada a 04% na concentragic de
3 x 10°; injegles endovenosas em volumes
de 0L1 ml, 0,2 ml, 04 ml ¢ 0,8 mi respecti-
vamenie, nos 1.9, 3.%, 5.2 e 7.° dias sucessivos,
Sangria de prova no 12 dia; no 13.° dia.
dose de reforco de 1 mi comi sangria lotal
apés 5 dias.

A padrenizacio do soro fol [eita wtilizan-
do-se polissacarideos da vacina anti-menin-
gococica do grupo C **. Foram considerados
satislatérios aqueles soros que ‘deram reagdes
positivas quande o teor de polissacarideos
na solugio conhecida era da ordem de

0125 ug/ml.

Imunoeletroforese cruzada

Foi realizada sobre fita de acetato de ce-
tulose *** {10 x 17 cm), uiilizando-se tampao
de barbital, 0,05 U, pH 8.6 (dcido dietil-
barbitirico ~- 1,705 g/l; dietilbarbicurato
de sédio — 9,475 g/1).

Sobre suporte, préximo ao polo negativo,
sio colocados 10 gl do antigeno e 10 ul
de cada amostra do liquor. Paralelamente.
com 1 em de distincia, ao lado do polo posi-
tivo, sdo colocades 10 pl de anti-soro de
coelho especifico para meningococo do gru-
po €. Cada fita permite a execucio de 64
reagbes. .

Segue-se corrida eletroforética a 200V
durante 4 min. A seguir procede-se a la-
vagem de fita em salina 0,85% durante
10 min., sempre com agiiacfio e frocando cin-
¢o vezes a solucfio salina. Depois da lavagem,
cora-se com negro de amido (1 g de amido
10 B, 100 ml de 4cido acético glacial, 700 ml
de metapel e 200 ml de agua destilada)
e, em seguida, descora-se com solugio des-
corante (475 ml de metanol, 475 m! de dgua
destilada, 50 ml de acido acétice}. Quande
exigtir no L.C.R. em exame uma qaanti-
dade de polissacarideo equivalente ou maior
do gue agquela que o soro anti-meningocaci-
co ¢ capaz de evidenciar, aparecerd uma [i-
nha de precipitagfo decorrente da reagio an-
tigeno-anticorpo.

(s aspecto da fita de eletroforece cruza-
da ¢ mostrado na figura da pigina seguinte:

* Amostra C-1054, proveniente do Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, E. U A,
*% " Produzida por Mergk Sharp & Dohme Research Laboratories, West Point, Pa, E.U. A

##% Cellogel.
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imunoeletroforese

Cruzs... em acetato de celulose, Reu.

A, C E e G — amostras de L.C R.
Linhas B, D, ¥ ¢ H — anti-soro

RESULTADOS

846 amesiras examinadas, verifica.

a) 248 foram positivas, em culiura, para
Neisseria meningitidis do grupoe C;

bt 98 foram positivas, em cultura, para
outros germes; )

cf 30 foram positivas, em cultura, para
outras N. meningitidis que no do gru-
po €. '

Cotejando os resultados positivos  pela
E.¥.C. com os dos razos comprovados por

cultura (tabela 1), verificamos que houve
concordédncia em 206 ameosiras, ou seja em
83,06% dos casos, deixando a reagie de
acusar ‘a presenca dos polissacarideos no -
quer em 42 amostras (16,94%).

TABELA 1

Relaglo enire exames bacterioldgicos ¢ imuno-
eletroforese cruzada pore Neisseria meningi-
tidis do grupo C

Cuitura
Positiva
Imunoeletro-
forese cruzada
Positiva 208
Negativa 42
Total : 248

Nos casos em que outros germes foram os
responsiveis pela inflamacio meningea, em
nimere de 98 amostras, somente em mma {oi
verificada linha de precipitacio na E.F.C..
mostrande 6tima concordincia entre os dois
métodos, isto é, cerca de 99% (tabela 2},

TABELA 2

Verificagdo de rewcdo cruzuadae em 98 amostras positivas para meningites
de outras eticlogias

Cultura = '
4 “w Ll E
E - % u = s
g 2 53 Ty 5w
2w = S8 o 4 )
By g 8 3 goz,g - S Total
22 2 S| 5% | 2%
Imunoeletroforese TG = 2 g E 'g b
cruzada S A @ 53 oE 8 e
Positiva i 0 i o] Q 1
Negativa 8 7 41 2% Co2z 97
Total [ 7 42 21 22 a8
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TARBELA 3
Relacido satre B F .. pore polissecerides “C7 & cultwrn positive pora N. meningitidis
ndo wenbificada como do grupe ©
R Cultura de | . N <
T N. meningitidis | : = = Z
T | = % -
R ! = ; ¥ = E = Total
: L - J2 | 2% 1 o%
Imunoeletroforese : £ i o S Tw 0 @
. i ¥ e :
cruzada R B S o e | AE
] | :
T
Positiva Lo 5 SR S S 17
Negativa - L2 4 ! p 2 ) 13
% |
e ; = I - !
Total S S R U f 5y o7 14 30
: [ | | !
Em 30 casox em que foram encontradas  dessas causas inflniv nesses resultados, @ vis

neissérias gque ndo poderam ser classificadas
como pertencendo ao grupe C, como mostra
a tabela 3, a E.F.C. fol positiva em 17,

ocorrendo aqul 2 amostras de N. meningiti-

dis de grupo B,
DISCUSEACQ
(s resuftados apresentados mostram ser a

téenica de ELVFLC.

um métode rapido e razeavelmente sensivel.

em acetate de celulose
que pode ser uiilizado como meio de diag-
nistico da infecgio meningocdeica. Apeéay
de pouce se conhecer a vespeito do tempo de
apareciments do polissacarideo, hem como
sobre suag permanéneia ne LLC.R.. € de ee
supor que no inicio da infecgBo e nos casos
lratados Jogo de inicie seu teor seja muilo
dificil

mesmo com soros muito potenies. Como néo

baixe, tornande sna  evidenciagio

ha dados que permitam julgar se gualgue

ta da concordincia de 83,069, pode-se con-
siderar o método satisfatdrio reme auxiliay
de diagnostice.

De 98 casos em que a bactéria isolada néo
fol o meningococo. apenas um caso fol posi-
tive pela F.F.C.. o que demonsira a espe-
citicidade do método empregado,

No momente atual, em gque se verifica um
surto epidémico de meningite meningococica
em todo e pafs, este método for utilizado pa-
ra o dizgnéstivo de casos cuje exame bacte-
riolégico seria impossivel devide ao interva-
lo de tempo entre & cvolheita e a chegada do
material ae laboratério, Us resultados for-
necidos pela E.F.C. foram plenamente con-
firmados pelos metodos usuais de diagnostico.
tende pessibilitade diagnosticar com preciske
uma epidemia por meningococe € em Rio
Branco (Estado do Acre), anfes que csla
fosse identificada pelos métodos hacreriold.

21008,
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SUMMARY: Bacteriological tests of 846 cerebrospinal fiuids from pa-
tients suspected of bacterial meningitis wore compared with those of counter-
immunoelectropheresis in cellulose acetate, There was an agreement of 83.06%

- when group C Neisseric meningitidis had been isolated, while in meningitis
with other bacterial eficlogy was 992¢%, which shows the counter-immuno-
electrophoresis reaction to be specific.

DESCRIPTORS: couter-immuncelectrophoresls; Neisseric meningifidis,
serogroup ©; meningitis, meningococeic; polysaccharides, bacterial.
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