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RESUMO: Os resultados de exames bacteriológicos de 846 amostras de
líquido cefalorraquidiano provenientes de casos suspeitos de meningite bac-
teriana foram comparados com os fornecidos pela reação de imunoeletro-
Iorese cruzada em acetato de celulose. Nos casos em que foi isolada Neisserui
meningitidis do grupo C houve uma concordância de 83,06%. Nos casos de me-
ningites bacterianas não rneningocócicas, a concordância foi de 99%, indi-
cando ser a reação bastante especifica.

DESCRITORES: imunoeletroforese cruzada; Neisseria meningitidis, gru-
po C; meningite meningocócica; polissacarídeos bacterianos.

INTRODUÇÃO

o diagnóstico de laboratório das menin-
gites bacterianas pode apresentar dificulda-
des sempre que o agente etiológico não é
demonstrado através das técnicas bacterioló-
gicas usuais. Tal fato ocorre com maior fre-
qüência quando se trata de meningites me-
ningocócicas onde nem sempre a bactéria é
evidenciada ao exame direto nem se desen-
volve nos meios habituais de cultivo, mes-
mo quando são utilizadas técnicas adequa-
das.

**

Realizado nas Seções de Imunologia
Paulo, S.P.
Do Instituto Adolfo Lutz.

A demonstração da presença de antígenos
bacterianos no líquido cefalorraquidiano
(L. C .R.) de portadores de infecções menín-
geas foi tentada com êxito por diferentes
autores. RAKE 6 e MAEGRAlTH" obtiveram
resultados bastante satisfatórios em casos de-
infecções meningocócicas através das reações
de precipitação em tubos com soros anti-
meningocócicos mono ou poli valentes.

COONROD & RYTEL 1. HOFFMAN &
EDWARDS 4, EDWARDS 2, e GREENWOOD et alá
verificaram que os polissacarídeos da N. me-
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ningitidis existentes no L,C; R .• quando sub-
metidos à passagem de uma corrente contí-
nua, migram para o polo positivo deslocando-
se até a região da pré-alburnina, enquanto
que os anticorpos migram para o polo nega-
tivo.

Utilizando a técnica da imunoeletroforese
cruzada (E. F. C.) em agarose, puderam
evidenciar a presença desses polissacarídeos
que precipitam em presença de soros prepa-
rados em coelhos, tornando possível identifi-
car, através de um anticorpo conhecido, o
grupo sorológico a que pertence a bactéria
re_sponsável pela infecção.

No presente trabalho, o mesmo foi feito
substituindo-se a agarose por fitas de aceta-
to de celulose como suporte, o que permi-
tiu o emprego de menor quantidade de rea-
gentes, maior facilidade de execução e maior
rapidez.

MATERIAL E MÉTODO

Em 846 amostras de L.C. R. recebidas do
Hospital "Emílio Ribas" para exame bacte-
riológico foi executada a E. F. C. com o
fito de comparar os resultados entre os dois
métodos. Na E. F . C. só foi usado o soro
do grupo sorológico C por ser aquele que
corresponde no momento à quase totalidade
dos casos clínicos.

Exame bacteriológico

Em todos os casos Ioi feito o exame bacte-
rioscópico do L. C. R .em material corado
pelo método de Gram. Sempre que possível,
o líquido obtido pela punção foi inoculado
em tubos contendo os seguintes meios de cul-
tura: ágar-sangue. ágar-chocolate e ágar-
triptose. Os tubos semeados foram coloca-
dos em atmosfera de CO" a 37°C (método
da vela).

Anti-soro

Foi obtido em coelho mediante inoculação
de N. meningitidis do grupo C *. Sus-
pensão do microrganismo em salina for-

molada a O,4o/c na concentração de
3 x 108; injeções endovenosas em volume.'
de 0,1 ml, 0,2 ml, 0,4 ml e 0;8 ml respecti-
vamente, nos 1.0, 3.°, 5.° e 7.° dias sucessivos.
Sangria de prova no 12.° dia] no 13.° dia.
dose de reforço de I ml com sangria total
após 5 dias.

A padronização do soro foi feita utilizan-
do-se polissacarídeos da vacina anti-menin-
gocócica do grupo C **. Foram considerados
satisfatórios aqueles soros que deram reações
positivas quando o teor de polissacarídeos
na solução conhecida era da ordem de
0,I25,ag/ml.

Imunoeletrojorese cruzada

Foi realizada sobre fita de acetato de ce-
lulose *** (IO x 17 cm), utilizando-se tampão
de harbital, 0,05 U, pH 8,6 (ácido dietil-
barbitúrico ~ 1,705 g/l; dietilbarbiturato
de sódio ~ 9,475 g/I).

Sobre suporte, próximo ao polo negativo.
são colocados IO,al do antígeno e 10 ,,aI
de cada amostra do líquor. Paralelamente.
com 1 em de distância, ao lado do poloposi-
tivo, são colocados 10 ,aI de anti-soro de
coelho específico para meningococo do gru-
po C. Cada fita permite a execução de 64
reações.

Segue-se corrida eletroforética a 200 V
durante 4 mino A seguir procede-se à la-
vagem de fita em salina 0,85 % durante
10 min., sempre com agitação e trocando cin-
co vezes a solução salina. Depois da lavagem.
cora-se com negro de amido (I g de amido
10 B, 100 mI de ácido acético glacial, 700 m]

de metanoI .e 200 ml de água destilada)
e, em seguida, descora-se com solução des-
corante (475 ml de rnetanol, 475 ml de água
destilada, 50 ml de ácido acético ) . Quando
existir no L. C .R. em exame uma quan ti-
dade de polissacarídeo equivalente ou maior
do que aquela que o soro anti-meningocóci-
co é capaz de evidenciar, aparecerá uma li-
nha de precipitação decorrente da reação an-
tígeno-anticorpo.

Os aspecto da fita de eletroforece cruza-
da é mostrado na figura da página seguinte:

'" Amostra C-I054, proveniente do Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, E. U A.
:;:*Produzida por MeróW- Sharp & Dohme Research Laborutor.ies, West POÍnt, Pa., E. U. 1-\
*** GellogeI,
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A
B
C
D
E
F
G
H

Linhas A, C, E e G - amostras de L.C.R.
Linhas B, D, F e H - antí-soro

RESULTADOS

Das 846 amostras examinadas. verifica-
mos:

a) 248 foram positivas, em cultura, para
Neisseria meningitidis do grupo C;

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

(' ) 30 foram positivas, em cultura, para
outras N. meningitidis que não do gru-
po C.

Cotejando os resultados pOSItIVOS pela
E. F. C. com os dos casos comprovados por

TABELA 2

cultura (tabela 1), verificamos que houve
concordância em 206 amostras, ou seja em
83,06 o/c dos casos, deixando a reação de
acusara presença dos polissacarídeos no lí-
qUDr em 42 amostras (16,94%).

TABELA 1

Relação entre exames bacteriológicos e imuno-
eletrojorese cruzada para Neisseria meningí-

tidis do grupo C

Cultura

Positiva
Imunoeletro-
forese cruzada

Positiva 206

Negativa 42

Total 248

Nos casos em que outros germes foram O"

responsáveis pela inflamação meníngea, em
número de 98 amostras, somente em uma foi
verificada linha de precipitação na E. F. C ..
mostrando ótima concordância entre os doj,·
métodos, isto é, cerca de 99% (tabela 2).

Verificação de reação cruzada em 98 amostras positivas para meningites
de outras etiologias

Cultura

rmunoeletroforese
cruzada

Total

Positiva

==--=='~=-======~~======~=====-~=====F==~==~~~====*====~~=====
1

Negativa 6

Total 6----------~.----------~------4- ~~ ~ ~ ~ _

1o oo
417 21 22 97

7 42 21 22 98
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TABELA 3

Relação entre E. F':«; para uoussacaruieo "C" e culturii jJositinl -pora N, menlngitidis
não uientiiicad« como do grupo C

Cultura de
/1[, m.6ningitidis

Imunoeletroforese
cruzada ... '
~=__=-~=~==---_~= __L~~ ..

Positiva

Negativa

Total

Total

2

G"

,::::

'"x; ,::::~ ';b1: o
" "" -p::: Z~

6 3

4 2

10 5 7 4 30

52 1

4

Em :)() casos em qUE' foram encontradas
neissérias que não puderam ser classificadas

como pertencendo ao grupo C, como mostra
a tabela 3, a E. F. C. foi positiva em 17,
ocorrendo aqui 2 amostras de N, meningiti-
dis do grupo B.

DISCUSSÃO

Ch resultados apresentados mostram ser a
técnica de E. F , C , em acetato de celulose
um método rápido e razoavelmente sensível.

que pode ser utilizado como meio de diag-
nóstico da infecção meningocócica. Apesar
de pouco Se conhecer a respeito do tempo de
aparecimento do polissacaridco, bem como
sobre sua permanência no L. C. R.. é de se
supor que no início da infecção e nos casos
tratados logo de início SE'U teor seja muito
baixo. tornando difícil sua evidcnciaçâo

mesmo com soros muito potentes. Como não
há dados qUE' permitam julgar se qualquer

dessas causas influiu nesses resultados. à VIS-

ta da concordância de 8:3,069L pode-se con-
siderar o método satisfatório como auxiliar

de diagnóstico.

De 98 casos em qUE' a bactéria isolada não
foi o meningococo. apenas um caso foi posi-
tivo pela E. F ,C" o que demonstra a espt'-
cificidade do método empregado.

No momento atual, em que se verifica um
surto epidêmico de meningite meningocócica
em todo o país, este método foi utilizado pa-
ra o diagnóstico de casos cujo exame bacte-
riológico seria impossível devido ao interva-
lo de tempo entre a colheita e a chegada do
material ao laboratório. Os resultados for-
necidos pela E, F. C. foram plenamente con-
firmados pelos métodos usuais de diagnóstico.
tendo possibilitado diagnosticar com precisão
uma epidemia pOI meningococo C em Rio
Branco (Estado do Acre), antes que esta
fosse identifica da pelos método:" badninjt.

glcos,
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SUMMARY: Bacteriological tests of 846 cerebrospínal fluids from pa-

tients suspected of bacteríal meningitis were compared with those of counter-
immunoelectrophoresis ín ceIlulose acetate. There was an agreement of 83.06%
when group C Neisseria meningitidis had been ísolated, while ín meningitis
with other bacterial etiology was 99%, which shows the counter-ímmuno-
electrophoresis reaction to be spccifíc.

DESCRIPTORS: couter-immunoelectrophoresis; N eisseria meningifidis,
serogroup C; meníngitis, meníngococcíc: polysaccharides, bacterial.
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