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RESUMO: Na pesquiss de portadores de Neiseseria meningitidis, n distinciio da
Neigseria luctamicn & da malor impertancia, pels esta apresenta um perfil antigénico
semelhante ae da Neigseria meningilidis o que ccasiona reacles cruzadas freglientes.
Em pesquisa realizada em 1.983 voluntdries, foram encontradas 431 amostras de
Neisséria que se comportaram sorologicamente como Neisseria meningitidis. Estas
cepas foram esludadas em relagfo ao ataque & lactose {19 em meic C.T.A,, Difeo}
e quante & hidrdlise do O.N.P.G. (ortho-nitrophenyl-f-D-galaciopyrancside) pela
acho da Beta-galactosidase. Das 431 amostras, 70 foram O.N.P.G, positivas e destas
apenas 42 atacaram a laeclose, apds 48 horas (fempoe miximo de observacho fol de
15 dias). O atague da lactese revelou o encontre da Nedsseris lzctamics em apenas
88¢% das opertunidades e, assim mesmo, apds observacio por 48 heras na grande
maioria dos cases. Fm vista destes achados, o8 autores recomendam a introducio
do teste da Beta-galactosidase na retina da pesguisa de Nedsseria meningilidis pois,
#16m de ser nm méiodo simples ¢ Tapido, evita ecrros disgnésticos decorrentes de
reagBes antigénicas eruzadas. Este fato assume malor relevincia, pols esta baciéria

j& fol responsabilizada por um casce de meningife purulenta.

DESCRITORES:

Neisseria lactamice, identificagio; galactosidase.

INTRODUGAO

A pesquizsa da Beta-galactosidase na rofina
laboratorial fol inireduzida por Lm Mivor
& BEnN AMImIDA Y, visando a classificaciio des
géneros da familia FEnterobactericceae. Em
1062 esses autores recomendavam o teste do
0N P.G. (ortho-nitrophenyl-g-D-galactopyra-
noside) para a pesquisa da Beta-galactosidase,
come teste suplementar nas provas bioquimicas
gue indicavam o desdobramento da lactose, e

naguelas em que o desdobramento era tardio,
ou seja, nio se dava apés uma incubacio de
18 horas,

Com base nas verificactes desses autores,
BiLnow * desenvelveu um trabalho compara-
tivo entre o ieste do O.N.P.G,, ¢ o convencio-
nal de fermentaciio da lactose, em relagdo aos
bacilos Gram-negativos, com as seguinbes con-
clusdes: o teste do O.N.P.G. é muito mais
sensivel gue o da fermentacio da lactoge para
a demonstracio da Beta-galactosidase, por-

* Resglizado na Sec¢fio de Bacteriologis do Instituto Adolfe Lutz, Sdc Paule, SP.

** Do Institute Adolfo Lautz,
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tanto mais fregfientemente positive. Nos casos
em que a fermentagho da lactose fol positiva
¢ 0 O.N.P.G. negativo, este comportamento foi
devido 4 oxidacdo da lactose até Acido iacto-
bidnico, sem desfazer a ligacio Beta-galacto-
gidea. Conclul o aubor que ambos os testes
deverdo ser empregados; se apenas um tiver
que ser usado, que seja o do Q.N.P.G.

Como foi verificade por Waxrsman®™ e
RicKENBERG et alii ™, a fermenta¢do bacteria-
na da lactose depende da atividade de dois
sistemas geneticamente distintos: o da enzima
intracelular Beta-galactosidase, que metaboli-
za a lactose e outros galactogideos, e o gistema
semelhante ao da enzima gue controla a pene-
tragio dos galactosideos ne sitio da Beta-
galactosidase — a Beta-galactosidapermease.

Portanto, a Beta-galactosidazse ¢ a Beta-
galactosidapermease sfo controladas por dois
genes diferentes, Compreende-se, assim, que
bactérias potencialmente capazes de fermentar
2 lactose, por possuirem no interior da célula
bacteriana todas as enzimas necessdrias, nio
o Tazem se forem desprovidas de permease.

Os bacteriologistas que utilizam ha Ionge
tempo, para a pesquisa da fermentacio da
lactose, melos de culfura de wuso rotineire,
estio familiarizados com bactérias que fer-
mentam este agdcar tardiamente,

A pesquisa da DBeta-galactosidase é um
método muito preciso gque utiliza um substrato
cromogénico incolor que, per hidrélise, Hbera
a substancin colorida, B o redivado ortho-
-nitrophenyl.g-D-galactopyranoside (O.N.P.G.)
que, por acio da Beta-galactosidase, resulta
no composto amarele, ortonitrefenol® ™,

Desta maneira, usande o ON.P.G. para
demonstrar a presenga da Beta-galactosidase,
podemos rapidamente e, de maneira precisa,
saber se a bactéria & fermentadora da lactose,

CATLIN *, CORBETT & CATLIN®, HoLLIS ef
alit” e HoLLIS® empregaram o teste do
O.N.P.G. ns identificacio da Neisseria locia-
wmica *, uma Neisséria antigenicamente seme-
lhante & Neisseria meningitidis, mas que
desdobra a lactose.

‘Durante a epidemia de meningite meningo-
eghcica que grassou na Grande S#c Paulo, de
1972 a 1976, e que se irradiou para eos quatro
cantos do Brasil, foram feitos vérios estudos
em material coletado de nasefaringe, por
ocasifio da pesquisa em portadores de Nedsse-
rig meringitidis,

* Die procedéneis Difco.
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Os resultados discrepantes, que se caracteri-
zaram por dupla aglutinagfo, poliaglutinacgio,
e nio aglutinagdo, verificados no momento da
realizagdo das provas soroldgicas, empregan-
do-se¢ anti-scros meningoctéeicos em 431 cepas
de Neisséria gue tinham o perfil bioguimico
de Neisserin meningifidis, levaram-nos a
introduzir ¢ teste do OQ.N.P.G. na rotina,

MATERIAL E METODOGS

Foram realizadas 1.983 coletas em nasofa-
ringe de voluntarios, sende gue 358 coletas
foram de criangas do grupo etirio de 8 a
16 anos. O materinl foi obtido mediante o
emprego de zaragatoas, cujo algoddc estava
impregnado com carvio ativado, e em seguida
semeado em placas de Petri com agar Mueller-
Hinton (MH) com Vancomicina, Colistina e
Nistatina (V.C.N.). As placas assim semsea-
das foram incubadas em ambiente de 5-10%
de CO; (lata com tampa bem vedada, tendo
uma vela acesa e algodaoc embebido com agua,
dentro de um béquer} e mantidas em estufa
a 36°C durante 24/48 horas.

De acordo com o erescimento, de cada placa
foram estudadas 10 coldnias, com relagdc 2
presenga de oxidase, Nesta pesquisa, impreg-
nou-se um pedago de papel de filtro depositado
em uma placa de Pefrl com o reativo hidro-
clorete de tetrametilparafenilencdiamina, em
solugho aquosa a 19, conservada a —0°C.
Parte de uma colénia foi retirada com uma
alea de platina e esfregada scbre o papel
embebido com o reative. Cada colénia gque
apresentava cor roxa, indicativa da presenga
de oxidase, foi semeada em uma parte da
placa de Petri com dgar MH, dividida em 10
partes, como fatias de um bolo. Apés 24 horas
de incubagio nas condi¢Bes aecima citadas, foi
realizado o exame bacterioscipico, empregan-
do-se o méiodo de coloragiio de Gram modifi-
cade por Hucker. Das coldnias que, pelo
méteds de Gram, revelaram wmorfologia de
diplococos Gram-negatives, fizeram-se repiques
Eara tubos com dgar-sangue MH e para série

ioguimica diferencial. Para esta rotina, na
Segcéio de Bacteriologia do Insiituto Adolfo
Latz, utiliza-se a base CT.A. (Cystine
Trypticase Agar) distribuida em 2 ml por
tube, & qual se acrescentam, assepticamente,
solucdes de glicose, maltose, levulose e lactose,
esterilizadas por filiracio em Millipore, na
concentragio final de 1%.

Os tubos de C.T.A., contendo lactose, nos
quais a acidifica¢io do meic nio era visivel
apés 24/48 horas, conlinuaram a ser obser-
vados diariamente até 15 dias.
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Das amostras crescidas apds 24 horas em
dgar-sangue MH fol realizada s sorcagluti-
nacéio com anti-sores meningocécicos dos soro-
grupos A, B, C, D, X, ¥, Z, empregando-se
a caixa de Huddleson. Os soros A, B, Ce ¥
foram preparades por um de ndés (C.E.AM.),
na Secdo, ¢ os outros foram adquiridos de
fontes comerciais.

FPara o teste do OMN.P.G, foi preparada
uma suspensio espessa da bactéria em 0,2 ml
de solucfio salina fisiclégiea eostéril, em tubo
de 12X120 mm, ao gual foi adicionado um
disco de papel de filtro embebide com o
reativo de G.N.P.G. *,

RESULTADOS

Da nasofaringe de 1.983 voluntérios, foram
colhidas 431 amostras de Neisseria sp. Destas
amostras estudadas, 361 eram realmente de
N. mewingilidis, sendo que 70, ou 158% do
total, eram de N. lactomica. Destas, 42
amostras desdobraram a lactose em 48 horas,
enguanto que 28 apenas hidrolisaram o
O.N.P.G. (tabela 1).

O resultade das reagdes de agletinacio com
anti-soros meningocéeicos estd exposto nas
tabelas 2 ¢ 3,

No estude da prevaléncia das cepas
O.N.P G. positivo, foi subdividide o grupe de
portadores com relagdo & faixa etdria, ou seja,
o grupo dag criancas e o dos adultos, confor-
me ohservamos na tabela 4.

TABELA 1

Comportamento de cepng de Neisseria lactamica
em relapdo mo atague do lactese e & hidrdlize do

O.N.P.G.
Cepas
Lactose positiva Lactose negativa
O.N,P.G. pesitiva
Total
n°2 % n.¢ ?/0
42 &0 28 46 76
TABELA 2

Reagdes antigénicas cruzadus de cepos de Neisseria
laetamica luctose negatfiva com onti-sores
meningocbeicos

Neisseria luctamien
Cepas Tipos de agiutinacio

n.? Gy

13 46,4 AeC

9 32,1 PA

4 14,2 AA

1 3.5 BeC

1 3.5 B

28 — —

PA — pelaglatinacio
AA = autoaglutinagiio

TABELA 3

Reagées antipénicos de ecepos de Neisseria lactamica com anti-soros meningocéeices

Neiggeria lactamice
Anti-soros meningoecdeicos Soluge salina
Cepas
A B C D X Y Z Controle

n® Ty

27 38,6 e — —

i2 i1 pe 4 4 —— —_— o — .

12 17,1 I R T S +

10 14,2 4+ e = e .

4 5,7 —_ = _

2 2.8 —_ 4+ s — — —_ - —

2 2,8 S —

1 14 o + e - - — j— ——

70 <4~ z= positiva
— = pegativa
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TABELA 4

Prevalinsia de cepas de Neisseria lactamica
CG.N.P.G. positive em crigneas ¢ gdultes

Cepas
Portadores O.N.P.G.

positivo
Criangas 358 1B (5,8%)
Adaltos 1.6825 B2 {(8,29)
Total 1,083 70 (3,69}

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Na tabela 1 verificamos que 28 cepas
(409 ) das N, lactomice isoladas ndo fermen-
taram a lactose e, destas, 24 apresentaram
reagtes cruzadas com anti-soros de N. menin-
gitidis ¢ 4 foram auto-aglutinantes, como
podemos observar na fabela 2.

EpBErG® refere gue esta espécie é a tnica
do género a hidrolisar 0 ON.P.G. & que a
percentagem de portadores na populacio civil
em geral é de 2%, enguanto gue de N. menin-

gitidis é de 1,5%; em ecriangas, a percentagem
aumenta para 14,3% e §8,6%, respectivamente
para a N, lactamica ¢ N. mentngitidis.

Com relagiio ao grupo das criangas, a inci-
déncia da N. loctamica referida por EDBERG®
& bem mais elevada do que a obtida por nés,
como se pode chservar na tabela 4.

Na pesquiza do ON.P.G., autores como LE
Minor & BeEN HaMIDA™ preconizam a adiglo
de tolueno para favorecer a liberago da enzi-
ma Beta-galactosidase. Esta etapa fol no en-
tanto eliminada por ter sido observadoe que esta
enzima, em particular no caso da N, lactamiecn,
era 1abil a qualguer agente removedor da
barreira 4 permeabilidade da parede celular
da bactéria®, Também Blrow* em um estudo
comparativo com outras bactériss, sobre em-
prego do tolueno na reacho do O.N.P.G,
verificon que sua adicio nic interferia signi-
ficativamente no produte final da reacgao,

O fato de a N. lactamica apresentar sorologi-
camente semelhancas com a N. meningitidis,
como haviaz sido observade por MITCHELL ef
alii™, por EDBERG® e também por ndés neste
trabalho (tabelas 2 e 3), reforca o valor da
pesquisa do O.N.P.G. na identificacfio das
espéeies do género Neisseria, acrescido ainda
de que a N. lpetamica foi responsabilizada por
um caso de meningite purulenta, segundo
Laver & FISCHER®,
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SUMMARY: During meningoeoccal-carrier surveys frem fhe nase-pharynx,
detection of Neisseria laectomica iz most important because its serologic similarities
to Neisseria meningitidis result in frequent eross-reactions with standard N. menin-
pgitidis antiserum. In a search for carriers among 1983 subjects, it was found that
431 of the Neisserio strains resembled serologically N. meningitidis. These 431 strains
were tested regarding lactose fermentation (1% in Difeo C.T.A. medium) and
ortho-nithophenyi-8-D-galactopyranocside hydrolysis by the B-galatosidase. Of these
sirains, 70 were found to be O.N.G.P. positive and from these, only 42 showed
to be lactose utilizing strains, sfter 48 heurs of incubation {maximum time was

15 days).

Lactose splitting revealed the finding of N. lactamica in 66% of the

samples tested and this ocecurred after a 48 hour observation, If is recommended
thai the B-galactosidase test be introduced in the routine search for N. meningitidis,
moresge if it is a simple and rapid method which avoids diagnestic errors resuliing

from cress antigenie resetions.

DESCRIPTORS:

Neisserin lectamics, identification; galactesidase.
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