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RESUMO: Para o estudo do comportamenio da resposta imune a
N. meningitidis dos grupos A e C, foram feitas inoculaches em quarenta
coelhos e quatro carneiros, com bactérias vivas e morias, bem como
com polissacaridecs especificos dos grupos A ¢ € com ou sem adjuvanie,
em diferentes doses ¢ vias de inoculacio. Foram feitas vdrias séries de
inoculacdes para verificar o efeito secunddrio e tercidrio da resposta, bem
como tipo de aniicorpes envolvidos,

O nivel de anticorpos e a permanéacia, dos mesmos no soro foi me-
dido através da reacfo de hemaglutinacfo passiva e da imunoceletrofo-
rese cruzada; esta dltima técnics foi utilizada nestes soros para detecciio
de aniigencs polissacaridicos da N. meningitidis,

A andlise dos resuifados obtidos mostra gue nio existe diferenca
nas respostas imunes, nas concentracdes variando de 56 x 107 a 24 x 100
bactérias por coetho. Os anticorpos, tanto hemaglutinantes como preci-
pitantes, apareceram 5 dias apds a ulfima inoculagio, permanecendo por
um fempo médio de vinte e cinco dias. NAo houve diferenca significa-
tiva nas resposias primadrias, secundsaria e fercidria, sendo gue os anti-
corpos precipitanies apareciam em maior coneentracfio apds inoculs-
cho de séries sucessivas.

Os polissacarideos, quando inoculados intravenosamente, ngo iliciia-
ram resposta imune, porém eles se tornaram imunogénicos, quando admi-
nistrados por via intradérmica, com ¢ adjuvante completo de Freund.

DESCRITORES: Neisseria meningitidis, sorogrupos A e ; Neisseria
meningitidis, imuncgenicidade em animais.
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INTRODUCAOD

Em virtude do surto epidémico de
N. meningitidis na Grande $Sio Paulo, hou-
ve necessidade da obtenclo, em grande es
cala, de anti-soros especificos e potentes
contra a N.mepingitidis dos grupos A e C,
para serem utilizados no diagndstico da in-
feccic meningocdcica. Com fal objetivo fo-
ram preparados diferentes esquemas de
immunizagdo, onde se estudou a variacao da
dose inoculada 23,4, 5,718, bem como a
concentracio em baciérias por ml2. 5,4,5,6,8,
Estudou-se ainda. o comportamento de di
ferentes animais em relacgo a diferentes
vias de Inoculaciio com ou sem adjuvan.
te 11, #, gendo observada a imunogenicidade
dos antigenos ¢ a permanéncia da resposta
imnoidgica a0s mesmos. guando se uiiliza-
vam doses booster %5.4,5,87.0,10, 1,15

Também foram avaliadas as respostas
imunes primaria, sscundiria e terciaria,
bem como a existéncia ou ndo de fendme-
nos de tolerincla imunoldgiea.

MATERIAL ¥ METODOS

1. Baciérias integras

Foram usadas cepas dos grupos A e Cde
N. meningitidis isoladas do liguido cefalor-
raguidiano. As culturas foram obiidas em
caldo de M. Hinton, submetidas a agitacio
constante, a 37°C, durante 16 a 18 horas e,
a2 seguir, foram tratadas com formaldeido
na concentracio final de 2% e lavadas irés
vezes por centrifugacio em sclucic fisio-
iogica estéril. O sedimento obiido fol res-
suspenso em solugdo fisiolégica nas concen-
tracBes de 8,0 x 100 g 3,0 x 10° bactérias
por ml, de acordo com & percentagem de
iransmiténcia, mostrads na tabela 1:

ol incluida ainda uma preparagéo .de
N. meningitidis viva, também submetida 3
lavagem por cenfrifugacéo e, logo a seguir,
ressuspensa,

2. Polissacarideos

Poram utilizados polissacarideos de va-
c¢ing antimeningoctcica *, grupos A e €,
polissacarideos extraidos de N, meningitidis,

TABELA 1
Concentracdes dos antigenos, incculados por via iniravenose, nos diferenies
2SqQuUemas

Concentraches

Haguemas Antigenc N.
de meningitidis e ATola
imunizacio Crrupos coglios Bact./coelho | Bact,/ml 3 Tranmii anela
B . i ) ! G
| A 3 o
o i ) Lobhg w107 [ 80 x 108 a8
[ C i 3 ] i
A | 3 t -
a | 25 % M8 3.8 x I07 96
C ] 2
. " 5 .
2 6,3 x 100 9,0 =z 1068 66
C 8 SR '
A 5T o T T
b ) | 7.9 = @ 8,0 x 103 60
c 3 | |
— e 5 — Msm 1 S lw_ e e
C L83 x10s ¢ 90 x 108 60
i ) - | i |
C 3 i i
A . 1 | 2,4 X 1w i 35
b ( i | 24 x 1000 e !
{ C . 1 | 30 x 100 | 30

* As percentagens de transmitiineia (a 650 nm) sfo aproximadas.
** Um animal de cada grupo foi inoculado com suspensio de bactérias vivas.

—;_—i\@%@;_—éﬂéﬁa—' & Dohme Resesrch Laboratories, E.T.A.
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TABELA 2

Esguemas de imunizaclic de coelhos inoculados com N, meningitidis
dos grupos 4 e C

Esquemas _imoculag¢gdes em ml
de 1.2 Bermana f 924 Semana 34 Sermann
Imunizacao - o "
1 e 1odia 2%cia 3°diallodia 29din 30diailodia 20dia 32 dia
= a 0,25 0,25 0,50 ; 0,50 0,50 100 | 100 o ik
b 0,25 0,50 050 | 0,450 1,00 1680 1 Loo 200 2.00
¢ 0.25 0.50 0.50 } 1.00 1.60 100§ 1on 500 2,00

grupos A e C, ssgundo a féenies de CAR-
BONARD ef glif 1,

3. Adjuvante

O adjuvante completo de Froeund fof pre-
parado com 85% de dleo mineral inerte —
Nujol; 15% de substancia tensioative — Ar-
lacel — e 1 mg/ml de bacilos da tuberculose
(obtidos de B.C.G.).

4. Animuois

Guarenia coethos, pesande 2500 a
3300 g, foram inoculados com N. meningi-
tidis dos grupos A e C, segundo os esgue-
mas apresentados na tabels 2. Na fabsia 1
¢ apresentads a concentracio do antigeno
utilizado.

Quatre carneiros adulfos foram inocu-
lades com N. meningitidis dos grupos A e
C, segundo ¢ esqguema para a 1.2 série apre-
sontada na tabela 3.

O esguems utilizado para a 2.8 série
foi semelhante ao des ccelhos inoculados

eom concentraciio de 9,0 x 108 bactérias por
ml, havendo alteraciio na dose de 7,25 ve-
zes maior para o antigeno do grupo A e 2.5

vezes maior para o do grupo C {tabelas
e 2,

O esquema ubilizado para a 32 ¢ 4a
séries, tanto para o antigeno do grupo &
como para o do grupe C, fol 1,8 vezes
maior,

5. Méiodos soroclégicos

Os antigenos polissacaridicos foram
deotectados pela reacio de imunosietroforese
cruzads (I.C.) em acetato de celulose, efe-
fuada segundo a ftécnica pesduisada por
PALBEARES ef @lii 18,

Anticorpos especificos foram determi-
nados pela reacio de hemaglutinacio pas-
siva (H . P.}, de acordo com a fécmica des
crita por TAKEDA et glii®2, como também
nels imunoeletroforese cruzada.

TABRELA 3

Esquemas de imunizocto, durante a 1.4 série de inoculagdes em carneiros,
utilizando como aniigeno Neisseria meningitidis, grupos 4 e C, morias

Antigenos N.

S 2 Conecentracdo de Bactdérias Vias
meningitidis
| Transmi-
tancia 55 it 80 o a5 g ] Intraw;enesa
GRUPC A e | intradérmics
1 T d
Vo;?le 20 1.0 2,{} 1,0 1,{) 1,13 ; plternadas
| Transmi- T |
téncia 35 15 80 o* 25 (o :
GRUPO C i % z Intravenosa
’ Voiume )
! ml 0.5 1,0 2,0 LG 1,0 10 I

g
k23

5 incculactes de papa de bactéria
2 inoculagdes de papa de bacidria
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RESULTADOS

1. Avaliagto da resposia imunologica dos
coelhos

Através da anglise das fabelas 4 e 5, po-
de-se verificar que:

a) Existe especificidade nas respostas
dos coslhos imunizados com N, meningitidis
dos grupos A e C.

b) N&o hd diferengas significativas
dos nivais de anticorpos em relacio & dose.

¢) O polissacarideo do grupo € néo
fol imunogénico, quandc administrado in-
travenosamente.

d} Os polissacaridecs dos grupos A e
C, guando inoculados com o adjuvante
completo de Freund, via infradérmica, pas-
sam a ser imunogénicos.

a) A resposta imune a polissacarideos
é mais fardia e os titulos de anticorpos,
mais baixos, em relacio dguela obtida guan-
do se utiliza bactéria integra.

fy Os anti-soros obiidos com a bacté-
ria inftegrs apresentam anticorpos preecipi-
tantes capazes de detectar até 0,03 pg/ml
de polissacarideos especificos na reaclo de

I.C., podendo ser utizades no diagndstico
de doenca meningocdeica no lguido cefs-
lorraguidiano.

TABELA 4

Demonstracdo da resposte imune dos coelhos iroculados, por vie iniravenosa
com diferentes concentracbes de Neisseria meningifidis dos grupos 4 ¢ C

H.P. I.C. Peri
Dose No de Antigeno N. Titulos Titulos eri?jo
Bactérias/ meningitidis Ob?:mée
coethe coelhos Grupo Ac A Ac © Ac A Ac C s tit{;}cs
. 3 A 2.048 — 4 -
56 x 107 3 c - 1.024 — +
. 3 A 2.048 — - —
2,5 x 108 9 C — 1.024 - + %
[ &
. L
; 8 A 4,096 e 3 p— 5
63 x 100 1 4 c — 1.024 — N g
o 1 A 4.096 — 4 _ o
79 x 10° 1 C — 4.008 — - E
_ — e e+ e+ w3
1 Atviva) | 2 048 — oL — o
7.9 % 16% 1 C {viva) — 4 (96 - + 2
S — e e %
3 A 4 096 o + -
83 x 10° 1 c | = 4096 | — + &
[E— e . - (S
i o
1 A 2,048 — : -
24 x 1010 1 . C — 4.096 — +
H
H.P. = Hemaglutinacdc passiva -+ positivo
1.C. = Imunocelefroforese cruzada - negativo
Ae = Anticorpes antipolissacaridecs

04



BIMONETTL, J.P.; TAKEDA, A K.; SOERESEN, B.

’

ZIQUINATTI, O. & BOSCARDIN, N.B. — Ava-

liacho da resposts imunoidgica em animais guando inoculados com Neisseric meningitidis dos

grupos “A” e “C”. Rev. Insi. Adolfo Luitz,

35/36. 81-1G1, 1875/78.

TABELA 5
Demonsiracto de resposta imune dos coelhos inocylados, por via intravencse cu

via intraddérmica, com polissacarideos dos grupos 4 ¢ C

| Antigenao po-

Dose em No ode o g .2, | i.c. E Pericdo para
i lissacaridico f : i
4 | Titulos | Titules | !
1 Coell 9 de N. Menin- ' i VIA obte‘n‘;ao dos
o CRROS L gigis [AcA AcClAcA  AcC| titulos
ez ! T H - : ‘;
i | Grupo A | 82 - T Intradérmics !
8,75 i Grape © jcom A.C.F. 60 diss
1 : Grupe C — — - - , Intravenoss |
H.P. = Hemaglutinacio passiva — negative
I.C. = Imunoceletroforese cruzada 4 positive
Ac = Anticorpos antipolissacaridecs

A.C.F. = Adjuvanie compleic de Freund
2. Variaedo da resposta imunologica dos
animais

A figura 1 mostra a permanéneia da
resposta em coelhos incculados com N. me.
ningitidis dos grupos A e C, via intraveno-
sa, durante duas séries de incculactes. Po-
de-se verificar que:

a) Os anticorpos precipitanies perma-
neceram durante um periodo médio de
vinte dias, tanto na 1.2 como na 2.2 séries;

b) os anticorpos hemaglutinantes atin-
giram um tifulo maximo de 4096, permane-
cendo por dez dias; em seguida, verificoun-
se uma queda s partir do trigésimo dia
ap6s a uitima inoculacio;

¢) nfo houve variacio significetiva na
resposta imune entre as duas séries de ino-
culacdes, como também nio houve variagio
da resposta em relaciic & concentracio de
baciériag inoculadas por coelho, quando
esta concentracio variou de 60 x 106 a
9.0 x 108 bactérias por ml

A variacdo da resposta imune & N, me-
ningitidis, grupos A e C, durante um perio-
do meédio de 17 dias, é demonstrada na fi-
gura 2:

a) A variacio da resposta imunogéni-
ca dos coelhos que receberam 3 séries de
inoculagdes foi significativa em relacho &
produgdo de anticorpos hemaglutinantes,
sendo que um maior ndmero de coelhos
respondeu na faixa de tftulos de anticorpos
de 312 a 4096;

b) mnioc se conseguiu uma elevagio de
titulos, tanto na 22 como na 32 séries de
inoculacdes;

c) o0s anticorpos procipitantes se tor-
raram mais potentes e especificos, & me-
dida que aumentava o nlmerc de séries
de inoculagies.

A variagio da resposta imunoldgica dos
carneiros inoeculados com N. meningitidis
dos grupos A e C, durante quatro séries, é
mostrada na figura 3:

a) A dose de antigenos utilizada du-
rante a 1.2 série foi excessiva, uma vez que
foi detectads a presenca de antigeno no
sorc desses animais e, consegileniemente,
queda brusca no nivel de anticorpos;

b) com s reducio das doses do anii-
geno inoculado, obteve-se uma melhor res-
posta, ndo se detectando antigeno no san-
gue circulante desses animais;

¢} o titulo obtido na segunda série
permaneceu constante por um tempe maior
(45 dias);

dy observa-se gue as concenfraches
mais baixas utilizadas durante z 3.2 e 42
séries foram responsdveis pela menor flu-
tuagho dos titulos, com um periodo maior
de permanéncia;

e} n#oc houve grande variacio nos ti-
tulos maximos obtidos nas guairo séries;

£} a permanéncia dos niveis de anti-
corpos hemaglutinantes foi maior pars as
trés titimas séries, em uma faixa de va-
riacdo no iftulo de 2048 a 16.384;

g} em relacio a anticorpos precipitan-
tes, conseguiu-se uma resposta melhor nas
trés séries subsegiientes, detectando-se até
0,63 ug/mi de polissacarideos especificos

h} FExiste umsa correlacio indireta en-
ire ¢ nivel de anticorpos hsmaglutinantes
¢ precipitantes,
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DISCUSSAC E CONCLUSOES

A necessidade da obiencho de grande
guaniidade de anti-soros potentes e especi-
ficos, para ser utilizada no diagndstico de
infeccio meningecdeica, levounos ao esto
do do melbor esguema de imunizagio, on-
de fosse possivel deferminar o tempo de
aparecimento de titulos mdximos, como
também o periodo de permanéncia desses
titulos e, ainda, o concentracfo ideal de an-
tigeno inoculado, o qual poderia, em dose
elevada, levar a uma toxicidade ou a wma
paralise imunoldgica.

A auséneia de producio de anticorpos
especificos a antigenos polissacaridicos pu-
rificados guando inoculados por via intra-
venosa, mostra & importinecia da utilizacdo
do adjuvante completo de Freund, utilizan-
do a via infradérmica,

A resposia a0 antigeno polissacaridico
na&o purificado, ou seja, associado a bacté.
ria na sua forma de origem de acordo com
dados apresentados, levanos i hipdiese da
existénecia de componentes da constifuicho
bacteriana, gue viriam a atuar como adju-
vanies. Com base nisso, podemos afirmar
gue antigeno, adjuvante e via de inoculacfo
s80 inferdependentes, deniro de wm esque-
ma de imunizacio.

Em virias séries de inoculacBes em
coelhos e carneiros, observouse que os fi-
tulos maximos obtidos eram sugestivos de
uma auséncia de resposia secunddria, ou
gue as inoculagdes subsegiijentes utilizadas
com o intwito de booster tinham como
efei{o a elgvacio da producio de anticorpos
até um determinado tifulo mdximo que foi
igual para todas as séries de Inoculaciio.

O comportamento dos carneiros (fig. 3)
destaca em primeiro planc a discrepante
resposta obiida apds a 1.8 série de inocula-
ches em relagho hs subseglientes séries,

uma vez que os fitulos de anticorpos ini-
clalmente obtidos tiveram variacBes acen-
fusdas, alcancando um titulo médximo com
pequeno periodo de permanéncia e wma ra-
pida gueda subsegiiente. Tendo-se detecta-
do antigeno no soro desses animals, pro-
vavelmente inoculado em dose elevada, os
anticorpos produzidos teriam sido neutrali-
zados por esses antigenos, impedindo a de-
teccdo in vitro, dada a formaciio e mefabo-
lizacio deste complexc antigeno.anticorpo.
Também ndo fol verificada resposta secun
ddria, wyma vez que as doses de boosier fun
cionaram apenas para s elevacio de titulos
até um maximo constante para todas as
séries de inoculaches,

Com a observacio dp permanéncia de
titulos de anficorpos apds a 23, 32 e 44
séries de inoculacbes, onde foram utiiiza-
dag conceniracdes menores de antigenos,
podem-se estabelecer esquemnas guase que
ideais parsn uma boa imunizagio, se bem
gue nio definitivos, uma vez gque o animal
fol pré-imunizado (1.2 sérier,

Os anficorpos de fipo precipitante fam-
bém apareceram em concentragdes malo-
res, de acordo com a progressdo das séries,
leyandonos a concluir gue o aparecimento
dos mesmos depende de um nuimero maior
de estimulos ou de selecionamente de céiu-
lzs imunocompetentes, com maior especifi-
cidade.

Os anti-scros obtidos para & N. menin.
gitidis do grupo A eram todos especificos,
engquanto que 0 mesmo n&0 0COrren COm
a N. meningitidis do grupc C. Este Tato
poderia ser explicado se levarmos em conta
serem ag N. meningifidis dos grupos A e C
portadorgs de um delerminante antigénico
comum o qual, no grupo A, ndo seria imu-
nodominagnie, ou estaria antigenicamente
mascarado. Hsta reacao cruzada pdde ser
facilmente contormnada absorvendo-se os so-
ro8 com Ppolissacarideos ou baciérias de
grupos especificos,
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SIMONETTI, J.P.; TAKEDA, A K.; SOERESEN, B.; ZIQUINATTI, O.
& BOSCARDIN, N.B. — Ewvaluation of the immune response of ani-
mals inoculated with serogroups A and C Neisserig meningitidis.
Rev, Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 91-101, 1975/76.

SUMMARY: In order to study the immune response to serogroups
A and C N, meningitidis the author inocculated 40 rabbits and 4 sheeps
with live and dead bacteria as well as with specific A and C polysaccha-
rides, with and without adjuvanis in different doses and by different
inoculation vias. Several series of inoculation were carried out iIn order
to verify the booster response. The level of the aniibodies and their
permanence in the serum was measured through passive hasmaggiuti-
nation and counterdmmuncelecirophoresis. The same techinie was used
to detect the polysaccharide antigens of N, meningitidis in these sera.

The analysis of the results obtained indicated that there is no diffe-
rence in the immune responses at conceniraions varying from 586 x 107
to 2,4 x 1010 bacteria per rabbii. Both haemagglutinating and precipitat-
ing antibodies appeared five days affer the last inoculation and remsain-
ed for an average period of twenty five days. There was no significant
gifferences between primary, secondary and tertiary responses yet the
precipitating aniibodies appeared in heavier concenirafions afier ino-
culation of the sucessives series. When incculated intravenousiy the po-
liszecharides did not induee immune response bui they becams immunc-
genic when injected intradermically whith complete Freund adjuvant.

DESCRIPTORS: Neisseriq meningitidis, serogroups A and C; Neis-
seric meningitidis, immunogenicity in animals,
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