Eev. Inst. Adolfo Luiz
34: 119-125, 1974,

ESPECIFIDADE IMUNOLOGICA DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS
BE DIFERENTES GRUPOS DE NEISSERIA MENINGITIDIS *

Solange Barros CARBONARE **
Augusta Kiyvomi TAKEDA **
Filomena B. M. JORDAQ #*
Augusto de B, TAUNAY #*

RIAL-A/407

CARBONARE, 8. B; TAKEDA, A, K.; JORDAO, F. B. M. & TAUNAY, A.E.

— Hspecificidade

imuneldgica dos polissacarideos extraidos de

diferentes grupos de Nelsseric meningitidis. Rev. I'nst. Adolfo Luiz,

34: 119-125, 1974.

RESUMO: A partir de cuituras de Neisseric meningitidis sm meio
liguido e através de precipitacio com Cetavlon (brometo de cetil tri-
metill amoéneo), foram obtidos polissacarideos de oito diferentes grupos.
A especificidade imunoldgica dos polissacarideos foi estudada pelas
reactes de imunoeletroforese cruzada e hemaglutinacio passive confra
soros de coelbos imunizados com Neisserig meningitidis, sOro-grupos

A, B, C, D, %E X, Ye Z

DESCRITORES: Neisseria meningitidis; polissacarideos de Neisse-
ria meningitidis, especificidade imunoldgica.

INTRODUCAO

O presente trabalho tem por objetivo
estudar se o método de extracio de polis-
sacarideo grupo especifico de Neisseria
meningitidis, preconizado por GOTSCHI-
LICH et a¢lii), poderia ser aplicado a cutros
grupos de N. meningifidis com a finalidade
de utiliza-los nas reacdes de diagodstico
das infecgbes meningocdcicas.

Para isso foram usados oito diferentes
grupos de N. meningifidis, verificada a
composicio quimica dos antigenos exfrai-
dos pelo método acima citade, e analisada

** Do Institutc Adolfo Luta,

a sua especificidade imunoldgica através
de reacgles de eletroforese cruzada ¢ he-
maghitinacio passiva.

MATERIAL E METODOS
1. Culturas de Neisseria meningitidis

N. meningitidis dos grupos A-962,
B-2092, I>128 e Y, provenientes do Center
for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA,
e C-842, 20 £-648, X-645 e Z-646, provenientes
do Laboratoire de Recherches de Micro-

*  Trabalho realizado na Segdo de Imunologla do Institute Adolfe Late, Sio Paule, 5. P.
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bhiclogie (Centre International de Reférence
pour les Méningocoques), Parc du Pharo,
Marseille VII, France, foram empregadas.
Partindo de cultura em dgar-chocolate,
foram semeados balGes de 600 mi de meio
Miiller-Flinton liguido com 5% de soro de
coelho, Apés 18 moras de incubaclio em
banho-mariz, 36°C, com agitacio, foi reii
rada uma amostra para verificar o nilimero
de germes por ml, em especirofotdmetro
Coleman Jr. II a 650 nm e leitura conira
curva padrio. O controle de pureza das
cuituras foi feifo através de esfregacos em
laiminas corados pelo métedo de Gram.

2. Extracdo do antigeno polissacarideo

Usando a técnica de GOTSCHLICH
et alitl, nas culturas em meio liquido foi
adicionado brometo de cefil frimetil amé-
nio na proporcio de 1 mg por 1 ml de meio.
Deixou-se emn repousc por uma hora e o pre-
cipitado formado foi lavado com solucio
salina 0,85%, tamponada com fosfato 0,01M
com pH 7,2 (PBS 7.2), e posteriormente
extraido exaustivamente com solucgio de
cloreto de ecdleio 0,9M e em seguida cen-
trifugado.

Separados os sobrenadantes, precipi-
faram-se os deidos nucléicos com eftanol
25% em hanho de gelo, gue foram retirados
por centrifugacéo ¢ a segulr precipitou-se
© polissacarideo com etanol 80% e o pre-
cipitado final foi ressuspendide em PBSY7.2,

3. Caracterizagdo do antigeno

(O irabalho foi baseado na carscterizaz.
¢io do dcido sidlico, principal componente
do polissacarideo da N. meningitidis do
grupo C.

A identificacédo e quantificacio do dcido
sidlico foi feita pelo método de SVENNER-
HOLDS, usando © reagente de resor
cinol e o &cido sidlico™ como padrio.

A determinacio de proteinas foi feita
pelo método de LOWRY?, utilizando-se rea-

* Sigma
*# Merck Sharp & Dohme.
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gente de Folin e soro albumina bovina
como padrio.

A determinacioc de lipideos foi feita
pelo método de ZOELLNER & KIRSCIHS,
utilizando-se ¢ reagente de suiofosfovani-
lina e padrio de colesterol.

A deteccBo de carbohidratos foi feita
pelo método de SCOTT & MELVING ukiii-
zando-se o reagente de antrona e glicose
como padrio, que nio permite a identifi-
cacho de cada componente do carbo-hidrato.

4. Fracionagmento do antigeno obiideo de
N. meningitidis do grupo C.

A fracdo solivel obtida em PBS-7,2 fol
passads em coluna de Sephadex (-200, cujo
volume vazio era 90ml e fampic de
eluicAio PBS-7,2. Nos eluafos de 0,6ml foi
verificada a presenga de dcido sidlico e
proteinas, sendo ¢ primeiro através de
reacio com resorcinol e o segundoe em
espectrofotdmetro Beckman DU, em 280 nm.

5. Verificacdo de especifictdade antigénica

Og soros imunes de coeihos foram
obtidos na Seclo de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz, gue informou terem
titulos aglutinantes, para o antigeno usado
na sua producio, considerados satisfatorios.

O antigeno correspondente a cada um
dos grupos de N. meningitidis fol posto
em presenga dog varics SOros imunes e
feita separadamente a reacic de imuncele-
froforese cruzadas (LE.C) e a de hema-
ghutinacio passiva? (H. P.). No caso do gru-
po C, fol também ufilizada como padréo
8 vacing polissacarideo C*%

RESULTADOS

A figura abaixo mosira o resuliado da
passagem do antigenc de N. meningifidis,
grupo C, por coluna de Sephadex G-200,
cnde foram obtidos dois picos de prolfeinas
e um pico de dcido sidlico coincidente com
o primeirc picc de proteina. Esta fragio
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Andlise do polissacaridec de Neisseria meningitidis, Grupo C.
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TABELA 1

Cuaracferisticas guimicas dos polissqearideos extraidos de Neisseria meningitidis.

Polissacarideos
caracteristicas quimicas
Neisseria ) .
meningitidis 5 f
Grupo Acido ‘ ; Q
Sialico Proteinas Hezxoses Lipidios
mg% g mg%
A — ‘ 2% — 72 | 14— 33 —
B 28 35 — 310 | 9 — 50 - e
C 23,8 — 86 b100 - 250 . 135 — 205 —
D — 125 — 85 - 20— 325 —
29 8 20,5 535 — 1T | 23 - 89 | —
X - L 265 e 110 13 — 45 | -
4 6 - 13,2 23— 32 26 ! o
7 - 23 — 100 13 -~ 35 : —
|
— = Negativo

ridica continha proteinas. Nos grupos B,
C, 23E e Y fol constatada a presenca do
geido sidlice como compoente do polissaca-
rideo. Em nenhuma das preparacOes foi veri-
ficada a presenca de lipideos, acs niveis de
sensibilidade da reacio com suifovanilina.

Os resultados da reachc I1.E.C. estio
esquematizades na {tabela 2. As reacles
sempre foram positivas guando se usou o
anti-soro correspondente.

Reactes cruzadas s¢ ocorreram com 0s
antigenos B e D frente aos anti-soros Z e
C respectivamente.

Na tabela 3 estBo esquematizadas as
reaches H.P. com hemadcias sensibilizadas
pelos varios antigenos frenie aos anti-soreos
correspondentes, onde se verifica aparente-
mente nio ier havido sensibilizacio das
nermndcias em presenca dos antigenos D e
Z; com ¢s outros angi-soros as reacles
foram ypositivas, sem ocorreremn reagbes
cruzadas.

DISCUSSAQ
Apesar de os volumes de culfura se-
meados terem sido sempre 0s mesmos, bem

como o indeulo inicial, as variacgBes de
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crescimento foram bem grandes {de 6x 108
a 3x 109 bactérias/ml). Essa variacdo pode
ter importincia, pois determina maior ou
menor rendimento nas extracles de an-
tigeno.

As reaches soreldgicas efetuadas permi-
tem evidenciar que os grupos B, ¢, 28K
e ¥ sfo entidades antigénicas distintas,
apesar de apresentarem um componente
comum - ¢ dcido siglico. Com relacdo ao
Grupo A, GOSCHLICH et alif j4 havia
demonstrado gue ndo possui deido sialico,
sendo © seu principal componente polissa-
carideo a N-acefil moncsamina fosfato.

As reactes de hemaglutinacio passiva
mostram gue os polissacarideos obtidos
foram capazes de sensibilizar hemdcies
frescas, com excecfo dos de grupos D e Z.
Esse fato pode ser devido a problemas de
conformacio melecular do complexo pro-
teina-polissacarides, ou blogueio de gru
pamentos do  polissacarideo importanies
para a lgacdo com as hemadcias, ot mesmo
blogueio ou auséneias de receptores nas
préprias hemdcias, uma vez (ue 03 polissa-
carideos D e Z contém hexoses e proteinas
em guantidades semelhantes &s dos outros
antigenos estudados.
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TABELA 2
Reagéiio de imunoceletroforese cruzada entre polissacarideos exiraidos de wvdrios
grupos de N. meningitidis e anti-soros de coelho especificos para cada grupo.
Aniisoro ! I
A B ¢ | D 29 B p:4 4 z
Antigeno 1
A L e — — — . - .
B _ + — n — — _ +
C — - 4 - - - — —
D _ -+ | 5 —_ - _ _
28 K - - _ _ + - _ _
X - - - - - + - -
Y - - - — — - + -
Z — - — - — — —_ -4
- Nega%ivo
-+ = Positivo
TABELA 3
Titulos obtidos na reagfio de hemaglutinagdo passive entre polissecarideos
extraidos dos vdrios grupos de Neisseria meningitidis ¢ anii-soros de coelho
especificos pare cada grupo,
Anti-soro
A B C : D 29 E X Y Z
Antigeno |
— f -
A 32.900 — — % - - - _
B — 64 S -
C - — 512 | — - -
29 & - - ’ - 128 - -
X - L - — 32 -
Y - - - 8.000 -
7 — E _ _ - _
- = Negativo

Diluicbes iniciais
Anti-sorc A == 1:32
Outros anti-soros = 1:16
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Na tabela 3 podese verificar que a
rezcio H.P. ¢ altamente especifica para
detecgiic de anticorpos mo soro, nio ha-
vendo reacbes cruzadas enire os diferentes
£rupos.

As reacbes de I.E.C. também foram
especificas pars cada grupo, apenas o0s
aptigenos B e D reagiram positivamente
com os anti-soros Z e C, respectivamente;
ne entante, as reac¢fes inversas nio ogor-
reram, ou seja, antigenc Z e C com anti
soros B e ID nio reagiram. Hste aparente
paradoxo pode ser explicado levando-se em
conta que todas as preparacdes polissaca-
ridicas estavam contaminadas com ums
fracio protéica, sendo que, no fraciona-
mentc em coluna do antigeno C, parte desta
proteina revelou-se associada ao polissaca-
rideo. Como ja ficou revelado largamente
na literatura, a porcco polissacaridica das
Neisseria € grupo-especifica, o mesmo nic
cecorrendo com  a fragcBo proitéica, pois
existem algurmas fracdes preificas comuns
8 vdrios grupos destas bactérias.

Provavelmente os polissacarideos B e
1 estho contaminados com proteinas co-
muns a % e C respectivamente. Como 0s
anti-soros de coelho s&0 preparados contira
a bactéria fotal e nBo apenas contra a
fracio polissacaridica, provavelmente as
reacBes cruzadas sho devidas a proteinas
e nfic ao polissacaridec,

Bssa fracio protéica eventualmente po-
deria ser eliminada através de uma hidro-
lise enzimética proteclitica.

CONCLUSBAO

Diante desses resultados, pode-se con-
cluir gue 08
extraides pelo método empregade neste
frabalho, cquando sensibilizam hemdcias,
podem ser usados para fins diagndsticos,
uma vez gue SAo grupo-especificos para

antigenos polissacarideos

as Neisseriq.
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SUMMARY: Polysaccharides obfained from eight Neilsseria menin-
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gitidis serogroups were studied with respect to ftheir immunological
specificity. Antigen was obtained from Houid medium cultures by means
of precipitation made with Cefavion (cetyi-triemethyl ammonium Dbro-
mide).

The immunological specificity of such polysaccharides was studies by
means of counterimmuncelectrophoresis and haemagglutination assays.
The sera employed in this assays was obtained from rabbits immunized
with Neisseric meningitidis of A, B, C, I, 29E, X, Y and Z groups. No
cross-reactions were chserved among any of the polysaccharides here
obtained,

DESCRIFTORS: Neisseric meningitidis; polysaccharides from Neis-
seria meningiidis, immunological specificity.
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