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RESUMQ: Fol estudada a aplicagic da contraimunocletroforese em fitas de
acetato de celulose no diagnéstico das meningites por S. prnewmonice & na sorecii-
pagem dos pnreumococes responsdveis por esta infecciio em nosso meio. Este métode
foi aplleado em 547 amostras de liguido cefalorraguidianc de paeientes internades
no Hospital Emilio Ribas, 880 Pauloe, Brasil. Antigenos polissacaridices capsulares
deste microorganismo foram detectados em 85,189 das 216 amostras positivas na
cultura, guande se ntilizen sore polivalente contra os 82 tipos de pneumoceoco. Fste
indire se elevou a 90,74% gquande foram utilizados, separadamente, 9 diferentes
pools de soros, contendo cada um aniicorpos especificos para 7 até 11 tipos de
pneumococo, Sete das 296 amostras de liguide cefalorraquidiano, negativas na
culturas e na bacterioscopla, foram peositivas na contraimunceletroforese, e 28 das
35 amostraz de liguide cefalorraguidianc, negativas na culiura e positives ns
bacterioscopia, foram também positivas na contraimunoceletroforese., Foi verificada
acentuada prevaléneia de pneumococos dos grupos 6 e 18 em criancas de até 9 anos,
Nas faixas etdrias mails altas, foram freqiientes os tipos 1, 2, 3 & 4, e o8 grupos
7 e 12, O método classico (Neufeid) de sorotipagem aplicade em algumas cepas
isoladas de lquido cefalorraguidiano apresentou concordéneia absoluts com a
contraimunoeleiroforese, quanto aos tipes de pneumoecoco ideniificados em cada caso,
Na tipagem do pneumococe fol utilizado o sistema de nomenelatura dinamargués.

DESCRITORES: meningite pneumecécica, imunodiagndstico; Streptococous
prewmonsae no Hguido cefalorraguidiano, identificacfio dos soreiipos; contraimunc-
eletroforese.

INTRODUCAOD As bactériag capsuladas, come Neisseria
meningitidis Haemophilus influenzae e S.
A contraimunoeletroforese (CIE) & muito  ppeumonice, Tesponsiveis por mais de 90%
util no diagnstico das meningites sépticas 4,4 ca50¢ de infecebes bacterianas das menin-
pois permite identificar guantidades minimas . . .
de antigenos bacterianos no liquido cefalorra- £ Podem ser facilmente identificadas por
quidizne (LCR}, principalmente os de natu-  esta téenica, através dos polissacarideos cap-
reza polissacaridica. sulares, presentes no LCR%% 3,

* Realizado na Segdo de Imunologia do Institute Adelfe Lutz, Sdo Paule, RP.
** Do Institute Adolfeo Lutz. '
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A possibilidade de se prevenirem as infec-
¢des pneumocicicag por meio de vacinas que
contém polissacarideos purificados e de alto
pese molecular ja foi demonstrada® 4 De
todas essas verificacbes, ficou bem eviden-
ciado que, para cssas vacinas serem eficazes,
devemt conter polissacarideos idénticos Aqueles
presentes na cipsula da bactéria responsavel
pela infeegfio, sende portanto necessirio iden-
tificar nfic 86 o agente etioldgico como tam-
bém o tipo sorolégico a que pertence.

Com esse objetivo, vém sendo elaborados
trabalhos visando identificar, em varios paises,
quais os tipos prevalentes de S. pneumonide
nas infeecdes humanas 6. 8. 10,12, 34,

0 método cldssico para Identificacio dos
preumococos tem side o de Neufeld {reagio
guellung)}, no qual o entumescimento da cdp-
sula da baetéria, guande € tratada por soros
especificos, permite identificar gqual o tipo
gorolégico da mesma. Porém, a sorotipagem
pela contraimunoeletroforese em gel de aga-
rose j4 foi utilizada por alguns autores, como
alternativa para este método 8. 14,

No presente trabalho foram verificados os
tipos prevalentes de S. prewmoniae nas infee-
¢des meningeanas, através da contraimuno-
eletroforese em fitas de acetato de celulose

MATERIAL E METODOS

Em 1977 e 1978 foram estudadas 547 amos-
tras de LCR de pacientes internados no
Hospital Emilio Ribas, das quais, em 2b%, o
pneumococo foi identifieado pelos métodos
cldssicos de cultura, ou sua presenga revelada
pela bacterioscopia pelo método de Gram; nas
outras 296 amostras de LCR a etiologia da
infeccdio nfo foi identificada pelos méiodos
bacteriolégicos cléssicos.

Dentre as cepas de pneumococs isoladas,
algumas foram tipadas no Servigo do Dr.
Robert Austrian, do Laboratério de Referén-
cia de Pneumococos da Universidade de Pen-
sylvania, Estados Unidos.

0O sistems de nomenclatura wutilizade na
tipagem do prieumococs foi o dinamarqués,
Soros utilizedos (do Statens Serum Instituie,
Copenhagen, Dinamarca}

— Omuniserwn, soro polivalente que contém
anticorpos para os 83 tipos de S. pne-
Monine.

- Nove peols {mistura de vérios soros)
simbolizados alfabeticamente de A até
I, cada gual contendo de 7 & 11 soros
monoespecificos. Estes pools, juntos,
continham o total de anticorpos para os
83 tipos de 8. pnewmonige,

- Soros especificos para cada um dos tipos
ou grupos de S. preuwmonicne.

Os exames bacteriologicos constaram de
bacterioscopia pelo métedo de Gram, modifi-
cado por Hucker, ¢ de cultura em meic de
Agar-sangue, base Muecller-Hinton, e caldo
Mueller-Hinton hipertonico. Apés erescimento
bacteriano, se confirmada a presenca de diplo-
cocos Gram-positivos, eram feitas provas dife-
renciais com discos de oploguina e era veri-
ficadn a fermentacde da inulina.

Contraimunocletroforese

Foi realizada em fitas de acetato de celu-
lose 18, utilizandc-se tampfo barbital acetato,
pH 8,6, forea idnica =— 0,05, duranie 10 minu-
tos, voltagem fixa 200 V.

RESULTADOGS

Na tabela 1 verificamos que das 218 amos-
tras de LCR, em que a bactéria fol ideniifi-
cada pelos métodos bacteriolégices usuais,
em 85,189 foi também possivel detectar a
presenca de antigencs capsulares de S.
premonige, quande o soro ugado na corrida
eletroforética fol o emnigerum. Dos 208 casos,
com exame bacterioldgico mnegativo, em 7 a
CIE revelou a presenca desses antigenos.

A tabela 2 represents o niimero de amosbras
reagentes na CiE, com osg pools de soros A —
I, comparado com o nimero de amostras posi-
tivas, gquando se utilizou o omniserum. Esta
comparacho foi possivel em apenas 191 casos,
uma vez gue nio tinhamos LCR suficiente
para que a prova fosse realizada em todos os
ensos incluidos na tabela 1. A utilizacio desses
pools de soros possibilitou a detecgdo de anti-
genos capsulares de S. pnewmonice em 12
amostras de LCR que ndo haviam apresentado
reacio com © omniserwm., Desta forma, o
indice de vpositividade pela prova de CIBE
elevou-se de 85,18 para 90,74%.

Como se observa na tabela 3, houve uma
variagio na distribui¢do dos tipos prevalentes
de S. prneumoniae, quando se compararam dois
periodos de 11 meses separadamente.

Os resultados obtidos na sorotipagem de 52
amostras de LCR pelo métode de Neufeld no
Laboratério de Referéncia de Pneurmococos da
1I.P., EU.A, foram comparados com os resul-
tados obtidos com a CIE. Ambos os méfodos
{foram concordantes quanto ao tipo de pneumo-
coco identificade em cada caso, porém, em 4
amostras reativas na CIE os germes isolados
nfo apresentaram reagfo quellung, ¢ foram
identificados como Streptococous sp. o-hemo-
Hticos. Destas amostras, uma foi reativa na
CIE com soro especifico para pneumococo do
grupe 6 e trés, reativas com sore especifico
para pneumecoco do tipe 8,
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Afastados todos os casos nos guais nfo foi  dos tipos acima mencionados, também foram
%)oss;vel ifeglﬁifliar a 1§Iad§, vemﬁfia:-sq, cgn- freqiientes os pneumococos do &ipo 5 e do grupo
orme & fabela 4, acentuada prevaléncia dos . : Ao s
tipos pertencentes aos grupos 6 e 18, em 9. Ja ?1&3 faixas ettxrlas n'z'axs altas, 20 anos
eriangas com Iidade até 4 e 9 anos, respecti- 00 Imais, foram mais fregilentes os pneumo-

vamente. Na faizxa eldria aié um ano, além  cocos dos tipos 1, 2, 8 ¢ 4, e dos grupoes 7 e 12,

TABELA 1

Compuracdo enire oz resultados dos exames bacterioldgicos e contratmunoeletroforese, quando
o sore wulilizade na corrida eletroforélica foi o omniserum

Exame bactericlbgico Contraimunoeletroforese
Total
de amcsiras
Bacterioscopia (DGP *) Amostras Amostras analisadas
Cultura (P *) positivas negativas
Bacterioscopia positiva
Cultura positiva 184 32 216
Bacterioscopia positiva
Cultura negativa 28 7 35
Bacterioscopia negabiva
Cultura negsativa 7 289 294
Total 219 328 547

* (DGP)y = diplococos Gram-positivos.
® (P} = pneumococos.
TARELA 2
Compuracdo entre os resultades oblidos pela contraimunceletroforese das amostres de Hyuido
cefalorraquidians com omniserum e pools A -~ I
Poolg A ~ I
Omniserum N

Amostras Amostras Total

positivas negativay
Amostras positivas 163 0 163
Amostras negativas 12 16 28 (%3

Total 175 i igi

{(*) Presenga de S. pnewmonioce verificada por cultura do liguido ecefalorraquidiano.

]
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TABELA 3

Distribuigdo dos tipos e grupos de 8. pneumonise detectados pela contratmunoeletroforese em
liquido cefalorraguidiane, durente um periodo de 22 meses (1977-1078)

N.° Amostras

Tipos € grupos Total
(Sistema dinamarqués) Janeiro-novembro Dezembro-outubre
1997 1977 -~ 1978
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{*} NT = Pneumococos nfo sorotipados; identificados apenas pelos pools de soros:
1) pool B; 2Z) peel D; 8) pool E; 4) pool H; B5) pool L.



TABEYLA 4
Distribuicde dos tipes e grupos de S. pneumoniae de acorde com o faize etdric dos pocientes com meningite
Tipos e grupos de Strepi ous P 3
Faizxa {Sistema dinamargués) Potal
etdria
1 g ;4 | 5 J6* 3] 8 Jov jz0vip1wiaae] 14 15+ ) 16 Ju7e 8% J1o* ] 20 ] 21 [ a2s 29 ] 25 128%; 29 (830 45 | 48
¢ |- 1% meses 2 b3 1 4 8 - 2 3 - - 2 1 1 - - 3 1 - 1 - 2 - - 2 1 - - 37
1 -1 4 anes B - - - 75 - 1 - 1 - ] 2 2 - 1 6§ - - - - 3 - - - - - - 23
51— 9 anos H - - 1 - - 1 - - i - 1 - - - 3 1 1 - - i - 2 - - - - 13
10 |—! 14 anos 3 SO A R U1 T T U T S A RO R SV U MR N N T T AR O G T A R N S R 8
15 |~} 19 anos 2 - 2 1 1 - “ - 1 H 1 - - - - - - 1 - - - - - - - “ - 10
29 {—] 49 mnos 4 5 1312 ~t8 1~ % -l2]-71i1i-te2l-f-txtrirtby]| el -d-11i 34
B0 ou meis anos - 1 1 - - - 2 - - - - - 1 - - . 4 - - - - - - - - - - g
Total 12 T 7l sjwis vl a2zl 2elr] 4l risis)el2eir|rirteizairigl 134

(*) Grupes aos quais pertencem 2 ou mais tipos de pneumococos.

Observacdo:

Os casos de idade ignorada foram execlnidos desta tabela,
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DISCUSSBA0

Estes resultados mostram a possibilidade
de se identificar o sorotipo de um preumococo
diretamente no LCR através da CIE. A malor
ou menor sensibilidade da reacfio fiea na de-
pendéneia da disponibilidade de soros bastante
potentes capazes de identificar gquantidades
infimas de antigenc no LCR. Este fato ficou
demonstrade na tabela 2, onde se verificou
malor sensibilidade, da CIE, com pools de
soros A - I, do que com 0 omniserum.

Uma vez identificada a prevaléneia dos
gorotipos de pneumococo numa determinada
regifio, teremos possibilidade de preparar
pools de soros de maior poténeia, que poderdo
ser usados com vantagem em substituiefio zos
que s&o preparados para regifes onde a dis-
tribulgio dos tipos de pneumococo difere da
nossa.

0Os polissacarideos capsulares dos pneumo-
cocos tipos 7F e 14 sdic neutros e, como ndo
apresentam migragio anddica adequada nas
condigbes priprias da CLE, nao sfo detectiveis
a menos que se¢ usem sistemas tamples espe-
ciais 1. No entanto, no presente trabalho foram
detectados 4 casos de meningite por pneu-
mocoeos do grupe 7, utilizando-se o tampio
convencional (barbital acetato, pH 3,6). Des-
tes casos, 2 foram submebidos ao teste de
Neufeld, gue confirmou o grupo de pnreumo-
coeo e revelou positividade de ambos, com
soro especifico para o tipo TF. J4 o tipo 14
foi detectade pela CIE somente depois de se
ter deixado a fita de acetato de celulose em

repouso, 18 hLoras apés a corrida eletrofo.

rética,

Foi verificade que, em 4 amostras de
LCR, reativas na ClE, o germe isolado foi
identificado como Streptococeus o-hemolitico
ne Laboratfric de ZReferéneia da UP. —
EU.A. A ocorréncia deste fate se explica
pela existéncia de reagdes cruzadas entre
polissacarideos eapsulares de pneumoccocos e
certas cepas de estreptococos o-hemoliticos
e nio hemoliticos, fato este ji deserite por
viriogs investigadores. Come exemplo, pode-
mos citar as reagbes cruzadas entre antigenos
capsulares de estreptococos do grupo F de
Lancefield e uma variedade de tipos de pneu-
mococo 1, entre eles o tipe 7.

Séo conhecidas também as reacbes cruzadas
entre estreptococos nio capsulados e alguns
tipos patogénicos de pneumoeocos 2, tais como
~os tipos 1, 2, 3, 6, 8 e 14. A presenca de anti-
corpos que dio reagbes eruzadas entre estrep-
tococos e pneumococos, em determinados so-

ros, origina uma eclassificagiic errfnea de
ambos. Esta fonte de erros pode ser evitada
em grande parte pelo uso da reaclio quellung
a gual, quando positiva, demonstra a locali-
zagdo capsular do carboidrato reativo,

Preumococes capsulados mutantes, que pro-
duzem uma edpsula de polissacarideo soldvel
relacionade imunclogicamente ao polissaca~
rideo © da parede celular, tém sido isolados
de variantes n#o capsuladas desses orga-
nismos 5, Anticorpos de alto titulo para anti-
genos de parede celular de pneumococo, pro-
duzidos a partir desses mutantes, foram tes-
tados por AUSTRIANZ com vVArias cepas de
estreptococos que dio reagdes cruzadas com
pneumococos. ©Os resultados obtidos mnesses
experimentos sugerem 4 possibilidade de
haver reagles cruzadas enire os polissaca-
rideos de parede celular de estreplococos e o
polissacarider somético de pneumococos.

Segundoe AUSTRIAN 2, estudos anteriormente
feitos com estreptococos capsulados gque apre-
sentavam reagbes cruzadas com uma variedade
de tipos de pneumocceco, mosiraram gue 0s
primeiros diferem dos dithmoz por uma série
de caracteri{sticas. Nenhuma das cepas destes
estreptococos foram lisadas pele desoxicolato,
e cerea de 1% se mostrou sensivel & optoguina.
Das cepas que fermentaram a inulina, a
maior parte foi encontrada entre os estrepto-
cocos Que se apreseniaram morfologicamente
em cadeias de comprimento moderado e gue
davam rea¢do eruzada cem  pneumococo
tipo 59,

A despeito da identifieagfo de estreptococos
o - hemoliticos nas amostras de LOR citadas
acima, cumpre ressaliar o fato de que em
nosso laboratério tais amostras apresentaram
diplococos Gram-positivos gue em eultura,
mostraram caracteristicas de S. pneumonice
{sensibilidade & optoquina e fermentacfio da
inulina}.

Sob certos aspectos, a utiliza¢do da CIE na
sorotipagem de S. prewmoniae oferece alguns
beneficios, como: permite examinar grande
numere de amostras em pouco tempo; pesquisa
antigenos seoliveis os quais podem ser defec-
tados em amostras puardadas hd vérios meses
em refrigeragio comum, e nio exige expe-
riéneia por parte do laboratorista, poiz a
leitura dos resultados é de féeil interpretagiio.
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ABSTRACT: Counterimmunoelectrophoresis in cellulose-acetate strips were
employed for the serological diagnosis of meningitis cases caused by Sirepfococceus
preumoniae as well ag in the serctyping of pneumococcus strains isclated from
meningitis eases admitted to Emilic Ribas Hospital, S%o Paulo, 8P, Brazil.
Polysaccharidic antigens of pnemmoeocel were detected in 85,189 of the 216
spinal-fluld specimens from which pneumococel were isolated when polyvalent serum
against the 8% types was employed. This freguency inereased io 90.749 -when
g different pools of sera containing asntibodies specific for 7 to 11 itypes were
employed. Of 296 spinal-fluid specimens which were negative in culture and
bacterioscopie tests, 7 specimens wers positive in the counterimmunoelectrophoresis,
Qf the 35 specimens which were negative in culture attempis but positive in the
bacterioscopie examination, 28 were positive in the counterimmunocelectrophoresis,
A clear prevalence of group & or I8 pnesmococei was found in spinal fluids from
children up to 9 year-old. In older individuals, types I, 2, & or 4 and groups
7 or 12 were observed. The classic Neufeld test yiclded exactly the same results
as the counterimmunoceleciropheresis. The Danish nemenclature was employed,

MELLES, CEA. & TAUNAY, AXE. — Deteccdo de antigenos
polissacaridicos capsulares e tipagem de Sireptococcus prewmonine em liguido cefslorraquidianc
pela contraimunceleiroforese,

DESCRIPTORS: meningitis, pneumococeal, immunodiagnosis; Streptococcus
preumonize, in the spinal fluid, serotype identification; counter-ecurrent immune-
electrophoresis.
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