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ABSTRACT.- Lima F.G.F. & Blobel H. 1984. [Qualitative and semiquantitative studies on the
immunoglubulin G-Fe-receptor activity of streptococci.] Demonstragao qualitativa e semiquan-
titativa da imunoglobulina G-Fc-receptor-atividade dos estreptococos. Pesquisa Veterindria Bra-
sileira 4(4):119-122. Inst. f. Bakteriol. Immunol., Univ. Giessen, Frankfurter Str. 107, D-6300
Giessen, W.-Germany.

These studies were conducted, in order to determine the nonimmune binding of human
immunoglobulin (Ig) G to streptococci by qualitative and semiquantitative tests. In the qua-
litative slide method 28 (30.4%) of the 92 streptococcal cultures belonging to the serological
group A bound IgG as well as 118 (50.2%) of the 235 group C cultures and 25 (31.6%) of the
79 group G cultures. The semiquantitative microtiter procedure revealed IgG-Fc-receptor activity
in 31 (33.6%) of the 92 group A cultures, 171 (72.7%) of the 235 group C cultures and 32
(40.5%) of the 79 group G cultures in dilutions up to 1:16000. Extraction of the streptococ-
ci by boiling or concentrated formic acid were suitable to obtain free IgG-Fc-receptors for the
test. The semiquantitative microtiter procedure proved to be more sensitive for the demon-
stration of nonimmune IgG-binding to streptococci than the qualitative slide method and
indicated the degree of IgG-Fc-receptor activity.

INDEX TERMS: Immunoglobulin G-Fc-receptor activity, nonimmune binding of IgG, streptococcal binding

of IgG, demonstration of IgG-Fc-receptors.

SINOPSE.- Foi conduzido um estudo qualitativo e semi-
quantitativo para verificar a incidéncia de Fc-receptores para
imunoglobulina G (IgG) humana em Streptococcus spp. Na
prova qualitativa em lamina verificou-se Fc-receptor-atividade
em 28 (30,4%) das 92 culturas do grupo sorolégico A,em 118
(50,2%) das 235 culturas do grupo soroldgico C e em 25
(31,6%) das 79 culturas do grupo soroldgico G. Nas provas se-
miquantitativas em placas de microtitulagdo, 31 (33,6%) das
92 culturas do grupo A, 171 (82,7%) das 235 culturas do
grupo soroldgico C e 32 (40,5%) das 79 culturas do grupo so-
rolégico G mostraram-se positivas, em dilui¢des até 1:16000.
De um total de 611 culturas testadas, as provas semiquantita-
tivas em placa de microtitulagdo detectaram 234 (38,3%) cul-
turas positivas, enquanto a prova qualitativa em ldmina 171
(28,0%). Dentre as provas semiquantitativas, a extragdo por
fervura das bactérias e o tratamento com acido férmico mos-
traram-se eficientes na detec¢do da IgG-Fc-receptor-atividade.
Conciuiu-se que as provas semiquantitativas em placas de mi-
crotitulagdo sdo eficientes na determinagdo do grau da IgG-

! Aceito para publicagdo em 28 de maio de 1984.

Este trabalho é, em parte, um resumo da tese de doutoramento do
primeiro autor, com apoio da Deutsche Forschungsgemeinschaft, Bonn,
Repiblica Federal da Alemanha (RFA).

2 Bolsista do Servigo Alemdo de Intercambio Académico (DAAD),
Bonn, RFA.

3 Instituto de Bacteriologia e Imunologia da Justus-Liebig-Univer-
sitat Giessen, Frankfurter Str. 107, 6300 Giessen, RFA.

Fc-receptor-atividade.

TERMOS DE INDEXACAO: Imunoglobulina (Ig) G-Fc-receptor-ati-
vidade, ndo imune ligacdo da IgG, estreptococos ligagdo da IgG, de-
monstrac¢do dos IgG-receptores.

INTRODUCAO

A importancia da Fc-receptor-atividade de Staphylococcus
aureus tem sido amplamente divulgada. Jensen (1958, 1959)
descreveu um antigeno, contido nos extratos cbtidos de
S. aureus, que foi precipitado por todos os soros sangiiineos
humanos examinados. Grov et al. (1964) denominaram esse
antigeno de proteina A (PA). Forsgren & Sjoquist (1966) ob-
servaram que a PA de S. aureus se liga ao componente Fc da
imunoglobulina G (IgG) humana. A PA esté localizada na su-
perficie das bactérias e pode ser isolada dos caldos de cultivo
(Forsgren 1969, 1970; Movitz 1976). Kronvall & Williams
(1969) observaram que a PA somente reage com as subclas-
ses 1, 2 e 4 da IgG humana, mas no com a subclasse 3. Gouds-
waard et al. (1978), no entanto, relataram a reagdo da PA com
quase todas as imunoglobulinas de mamiferos estudadas, as-
sim como com a IgA e IgM monoclonal humana. Oeding &
Haukenes (1963) e Forsgren (1970) observaram a incidéncia
da PA em estafilococos patogénicos isolados do homem. Miiller
et al. (1973) verificaram que 341 (98,8%) das 345 culturas de
S. aureus de bovinos estudadas produziram PA, o que os le-
vou a concluir que a PA ¢ formada por quase todos os estafilo-

Pesq. Vet. Bras. 4(4):119-122. 1984



120 Fernando Gomes F. Lima e Hans Blobel

cocos patogénicos de bovinos. Amtsberg (1979), Philipps et
al. (1980) e Miiller et al. (1981) verificaram também a incidén-
cia da PA em culturas de S. hyicus. A PA de S. aureus pode
ser utilizada para diferentes provas sorologicas (Kronvall
1973a, Austin & Daniels 1974, Jonsson & Kronvall 1974,
Kitzrow et al. 1979).

Uma PA-receptor-atividade semelhante a de S. aureus foi
recentemente descrita para os estreptococos dos grupos so-
roldgicos A, C e G, sendo que estes reagem com as 4 subclas-
ses de IgG humana (Kronvall 1973b, Christensen & Oxelius
1974, Christensen et al. 1976). Os mesmos autores observa-
ram que os estreptococos nao reagiram com IgA, IgM, IgD e
IgE. Schalen (1980) relatou a reagdo dos estreptococos do gru-
po sorolégico A com a IgA humana. Myhre & Kronvall (1980a)
demonstraram, no estudo feito em 47 culturas de estrepto-
cocos do grupo sorolégico C (S. equisimilis, S. dysgalactiae,
S. zooepidemicus e S. equi), especificidade dos Fc-recepto-
res para as reagdes com a IgG da espécie humana e dos animais.
Assim como a PA de S. aureus- (IgG-Fc-receptor tipo I) os Fc-
receptores de S. zooepidemicus (IgG-Fc-receptor tipo V) so-
mente reagiram com as subclasses 1, 2 e 4 da IgG humana.
Estreptococos do grupo sorolégico A (IgG-Fc-receptor tipo
IT) ligaram-se as 4 subclasses da IgG humana (Myhre & Kron-
vall 1977). S. equisimilis, S. dysgalactiae e estreptococos do
grupo soroldgico G do homem e de eqiiino (IgG-Fc-receptor
tipo III) reagiram com todas as subclasses de IgG dos animais
estudadas, porém, estreptococos do grupo soroldgico G de
bovino (IgG-Fc-receptor tipo IV), somente com IgG, e IgGs
humana (Myhre et al. 1979, Myhre & Kronvall 1980b, 1982,
Lima 1984).

O presente trabalho objetivou verificar a incidéncia de IgG-
Fc-receptores em estreptococos isolados da espécie humana e
dos animais, qualitativamente no teste de ldminas e semiquan-
titativamente em placas de microtitulagdo, utilizando os eri-
trocitos sensibilizados com IgG.

MATERIAL E METODOS

Culturas de estreptococos

Para a verificagdo da incidéncia de Fc-receptores para IgG humana
foram examinadas 611 culturas de estreptococos do Instituto de Bacte-
riologia e Imunologia da Justus-Liebig-Universitat, Giessen. Essas cultu-
ras foram identificadas segundo Buchman & Gibbons (1974). Foram
estudadas a hemolise, coloragdo de Gram, prova de catalase, hidrolise de
esculina ¢ hipurato de sodio, teste de CAMP, fermentacdo dos carbo-

idratos, solubilidade da bile e sensibilidade & optoquina (Lennette et al.

1980). O grupamento soroldgico foi feito utilizando-se os métodos de
Latex-aglutinag:io" (Hahn 1980) e cc:-aglutinag;zio5 (Hahn & Nyberg
1976). Para o cultivo e manutengdo das culturas foram utilizados os
meios de dgar-sangue de carneiro preparado segundo Blobel & Schliesser
(1979) e Todd Hewitt-Broth (THB)6 adicionado de fermento (3%) e
de solucdo vitaminada estéril” contendo acido f6lico® (60 mg), 4cido

4 Streptex, Fa. Wellcome, Burgwedel, RFA

5 Streptoscc, FFa. Organon Technika, Oberschleissheim, RFA
® Fa. Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

7 Swinnie Filter, 0,45 Um, Fa. Millipore, Bedford, USA

® Fa. Scrva, Heidelberg, RFA
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nicotinico’ (60 mg), cloridrato de hidropirocloxallo (60 mg), biotina’!

(15 mg), dcido pantoténico™ (60 mg), riboflavina' (10 mg), cloridrato
de tiamina® (60 mg), meso-inositol ** (60 mg) e dcido p-hidroxibenzéi-
co®? (60 mg) por ml.

Detecgdo qualitativa da Fc-receptor-atividade

Esta prova foi feita essencialmente com base no método de Win-
blad e Ericson (1973). Algumas coldnias de estreptococos foram retira-
das diretamente da placa de agar-sangue com alga de platina e unifor-
memente misturadas em 1 gota de solugdo salina estéril (0,14 M) so-
bre uma lamina de vidro (76 x 26 mm). Apds homogeneiza¢do foram
acrescentadas 1 gota da suspensio de eritrocitos humanos (grupo O,
Rh positivo) (Sangocell C 15) sensibilizados com IgG. As leituras foram
feitas apds S5 min, utilizando-se uma lupa estereoscOpica tiocular
(20 x).

~ Prova semiquantitativa

A Fc-receptor-atividade foi determinada semiquantitativamente em
placas (V-forma) de microtitulacdo (Takatsy 1956. Conrath 1972,
Kroemer et al. 1977), utilizando-se extratos obtidos dus estreptogocos
por fervura por 1 hora (Jensen 1958, 1959), por 4cido férmico (Schaeg
et al. 1979) ou sobrenadantes das culturas apds cultivo das bactérias
por 18 horas a 37°C e posterior centrifugacao (23000 g) por 20 min
(Lima 1984).

RESULTADOS

A identidade dos estreptococos foi confirmada, através de suas
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e sorolégicas (Bucha-
nan & Gibbons 1974). Das 611 culturas estudadas, 92 foram
classificadas no grupo sorologico A. 94 no grupo B. 235 no
grupo C, 71 no grupo D, 79 no grupo G ¢ 30 culturas eram
Streptococcus pneumoniae.

Quadro 1. Resultado da prova qualitativa em ldmina da Fc-receptor-
atividade dos estreptococos

Grupo NO de % reagoes % reagoes % reagoes
sorologico  culturas  positivas'®’  negativas 4)  espontineas
A 92 30,4 60,9 8,7
B 94 - 88,4 11.6
C 235 50,2 337 16,1
D 71 ~ 90.1 9.9
G 79 31,6 68.4 -

S. pneumoniae 30 - — _

(3) Eritrocitos humanos (Grupo O, Rh-positivo) sensibilizados com
imunoglobulina G (IgG).

(b) Eritrocitos humanos ndo sensibilizados.

® Fa. Schuchhardt, Miinchen, RFA
1% Fa. Fluka, Buchs, Schweiz
! Fa. Sigma, St. Louis, USA
!'2 Fa. Merck, Darmstadt, RFA
13 Fa, Riedel De Haen, Hannover, RFA
14 o, Greiner, Nirtingen, RFA
15 Behringwerke AG. Marburg, RFA
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A B C

Demonstragdo qualitativa da Fc-receptor-atividade dos estrep-
tococos por hemaglutinagdo com eritrocitos sensibilizados com
IgG em laminas, segundo Winblad & Ericson (1973): A) reagdo
positiva com proteina A-positivo Staphylococcus aureus; B)
reagdo positiva com Fc-receptor-positivos estreptococos; C)
reagao negativa com Fc-receptor-negativos estreptococos.

Fig. 1.

Na prova qualitativa em limina mostraram-se positivas 28
(30,4%) das 92 culturas do grupo A, 118 (50,2%) das 235 cul-
turas do grupo C e 25 (31,6%) das 79 culturas do grupo G,
reagindo com eritrocitos sensibilizados com IgG. As culturas
dos grupos sorolégicos B, D e S. pneumoniae ndo apresentaram
IgG-Fc-receptor-atividade (Fig. 1, Quadro 1).

Nas provas semiquantitativas constatou-se IgG-Fc-recep-
tor-atividade nos extratos obtidos por fervura das bactérias
por 1 hora em 20 (21,7%) das 92 culturas do grupo A, 116
(49,3%) das 235 do grupo C e 21 (26,5%) das 79 culturas do
grupo G. Ap6s tratamento com dcido formico, 21,7% das
culturas do grupo A, 45,5% das culturas do grupo C e 26,5%
das culturas do grupo G mostraram-se positivas em dilui¢es
até 1:16000 (Fig. 2). Verificou-se ainda IgG-Fc-receptor-ati-
vidade nos sobrenadantes dos caldos apds incubagdo das bac-
térias por 18 horas a 37°C em 12 (13%) das culturas do gru-
po A, 83 (35,3%) das 235 culturas do grupo C e 12 (15,1%)
das 79 culturas do grupo G em diluigdes até 1:128 (Quadro 2).

DISCUSSAO

Na detecgdo qualitativa da lgG-Fc-receptor-atividade em la-
mina segundo Winblad & Ericson (1973) verificou-se que 171
(28,0%) das 611 culturas de Streptococcus spp. examinadas
possuiam Fc-receptores para 1gG humana. Kronvall (1973b),
trabalhando com estreptococos dos grupos soroldgicos A, C e
G. chegou a resultados idénticos. Das 57 culturas de estrepto-
cocos estudadas por Kronvall, 15 (26,3%) mostraram-se positi-
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Fig. 2. Reagoes de hemaglutinagdo no teste semiqualitativo em placas
de microtitulagdo com eritrécitos humanos sensibilizados com
IgG (Sangocell C). Exemplos da titula¢do® dos extratos obti-

dos com dcido formico de diferentes estreptococos do grupo
sorologico C.

ABI)  — pouca Fc-receptor-atividade

AJ-A7 — reagées positivas (hemaglutinagdo)
Ag-A |2 — reagoes negativas (sem hemaglutinagdo)
CD2)  — pouca Fe-receptor-atividade

Cj-Cg — reagdes positivas (hemaglutinagdo)
C9-Cyo — reagoes negativas (sem hemaglu'tinaca'o}
EF3)  — muita Fe-receptor-atividade

E)-Es5 — ‘“prozona’ (sem hemaglutinag¢do)
Eg-E}> — reagoes positivas (hemaglutinagdo)

G4 — auséncia de Fc-receptor-atividade

G -G o — reagdes negativas (sem hemaglutinagdo)
H controle-eritrocitos humanos sensibilizados com

IgG
a) Foram feitas dilui¢bes, comegando com 1:2 da esquerda
para a direita
1) S. equisimilis isolado do homem
2) S. zooepidemicus isolado de equino
3) S. dysgalactiac isolado de bovino
4) S. equi isolado de equino

vas, reagindo com eritrocitos de carneiro sensibilizados com
IgG.

Em placas de microtitulagdo comprovou-se IgG-Fc-receptor-
atividade nos sobrenadantes dos caldos obtidos apos incubagao
das bactérias. Kronvall (1973b) jd observara IgG-Fc-receptor-
atividade em 25 (43,8%) dos 57 sobrenadantes examinados.

Quadro 2. Resultados das provas semiqualitativas da imunoglobulina G (IgG)-Fc-receptor-atividade dos
estreptococos em placas de microtitulagao

IgG-Fc-receptor-atividade

Grupos NO de Nos extratos Nos Extratos por Nos sobrenadantes
soroldgicos  culturas por fervura acido formico das culturas

No@) g M) No % M N° % M

A 92 20 (21,7%) 3.9 20 (21,7%) 3,5 12 (13%) 1.8

C 235 116 (49,3%) 8,7 107 (45,5%) 54 83 (35,3%) 4.8

G 79 21 (26,5%) 3,5 21 (26,5%) 3,3 12 (15,1%) 35

a) o - -
( Numeros absolutos das reagGes positivas.

(b) Percentuais das rea¢Ges positivas.

(©) Médias aritméticas do grau da IgG-Fc-receptor-atividade por hemaglutinagdo dos eritrocitos sensibilizados

com imunoglobulina G.

Pesq. Vet. Bras. 4(4):119-122. 1984



122 Fernando Gomes F. Lima e Hans Blobel

O método de extragdo dos IgG-Fc-receptores por fervura
das bactérias foi uma prova eficiente ja observada por Jensen
(1958, 1959), na extragdo de proteina A (IgG-Fc-receptor ti-
po 1) de Staphylococcus aureus.

A extragdo com dcido férmico mostrou-se bastante vanta-
josa, pois permitiu isolar, em pouco tempo, IgG-Fc-recepto-
res dos estreptococos diretamente das placas de dgar-sangue,
sem que fosse necessdria a incubagdo em caldos. Schaeg et
al. (1979) também verificaram a alta eficiéncia do tratamento
com dcido férmico para a extragdo de PA de S. aureus, em
relagdo a extragdo por fervura dos estafilococos.

O uso de eritrocitos humanos sensibilizados com IgG tan-
to na prova qualitativa em ldmina como nas provas semiquan-
titativas em placas de microtitula¢@o permitiram o aumento da
sensibilidade e da qualidade dos testes. Conclui-se que as pro-
vas semiquantitativas em placas de microtitulagdo com os eri-
trocitos sensibilizados sdo eficientes para a determina¢do do
grau da IgG-Fc-receptor-atividade dos estreptococos.
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