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INTRODUCAO

“H& poucos assuntos em bacteriologia que tenham dado lugar a tanta
controvérsia como a acdo do bacilo diftérico sdbre os acticares. Os resultados
obtidos pelos diversos autores mostram numerosas divergéncias. Estas diver-
génecias parecem ser devidas sobretudo ao meio empregado, 4 maior ou menor
pureza do acticar e & pouca sensibilidade do indicador”. Estas palavras de
Besson *, na edicdo de 1930 de seu livro sObre a téenica bacteriolégica e soro-
terapica, conservam ainda a atualidade de quando foram escritas. Se as dife-
rencas de opinido, ocasionadas por impurezas dos hidratos de carbono, estdo
desaparecendo, devido a alta qualidade mais uniformemente atingida pelas
marcas geralmente empregadas, todavia perduram as outras causas de desa-
edbrdo. O bacteriologista que usa meios que satisfazem melhor as exigéncias
metabélicas do Corynebacterium diphhteriae, ou indicador de viragem em pH
acido ndo muito afastado do neutro, ou ambas as cousas, tem de chegar a con-
clusdes bem diversas das alcancadas pelo emprégo de substratos nutritivos defi-
cientes e indicadores de maior grau de acidez. A falta de uniformidade na tée-
nica dos pesquisadores continua sendo grande fonte de diversidade de resulta-
dos. Embora decorridos 130 anos do inicio da distincdo e do agrupamento cien-
tifico das bactérias por Ehrenberg e um século apds a classificacdo de Cohu,
passados mais de 70 anos do nascimento da moderna técnica bacteriolégica nas
méos de Koch e meio séeulo depois da introducfio por Hiss da pesquisa sim-
plificada da acdo fermentativa bacteriana, ressente-se ainda a bacteriologia da
falta de normas técnicas, que permitam realmente a comparacio dos resul-
tados obtidos pelos diversos investigadores. Seria altamente compensador que
a tarefa de uniformizaciio das téenicas bacterio'égicas fisse empreendida vi-
gorosamente, Os conhecimentos necessdrios de hi muito se acham acumula-
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dos, pelo menos para a grande maijoria das bactérias de interésse sanitario e
médico.

Entretanto, nc que se refere ao bacilo diftérico, tornou-se patente que
existe outra causa para a divergénecia de opinides encontradas na literatura
mundial. Trata-se da ocorréncia de variedades diversas, dotadas de carac-
teres fermentativos préprios, cuja freqiiéncia relativa pode ser bastante varia-
vel de regido para regido, podendo ainda na mesma érea flutuar de ano para
ano. Nao é de admirar, portanto, que estudos baseados em ntmero relativa-
mente pequeno de amostras, isoladas em épocas diferentes e locais diversos.
pcssam apresentar até mesmo resultados contraditérios.

Em Séo Paulo foi comprovada a existéncia de cépas de C. diphtherige vi-
rulentas, fermentadoras de sacarose, em alta incidéncia, atingindo até a 35.7% 5,
Tal fato veio complicar a identificacio do mierorganismo. Em paises onde
cépas dotadas de tal propriedade parecem ser inexistentes ou sdo rarissimas, a
diferenciacdo das coriuebactérias, isoladas de casos suspeitos de difteria, cos-
tuma ser feita através de provas bioquimicas simplicissimas, valendo-se do em-
prégo de provas de fermentacio de apenas dois aciicares, a glicose e a sacarose.
Tendo tal esquema classico perdido todo o significado para a regido de Sao
Paulo, resolveu o autor verificar o comportamento de cépas de diftéricos e
difterdides, isoladas nesta cidade, ndo s6 em relacdo aos dois glucidios citados,
como também a destrina e a a glicerina, compostos de maior probabilidade de
utilizagdo no diagndstico bioquimico das corinebactérias de interésse no caso.

TECNICAS

Fonte de material — Tbddas as cépas estudadas foram isoladas a partir de
material obtido de doentes suspeitos ou confirmados de difteria, recolhidos an
Hospital de Isolamento Emilio Ribas de Sao Paulo, no decorrer de 1949 e 1950.

A colheita do material para exame foi realizada pelas enfermeiras da seccio
de difteria. Por oecasido da cclheita, a todos os doentes ja havia sido adminis-
trada antitoxina diftérica e a maioria também ja recebera tratamento local por
pencilina.

Isolamento e provas de fermentacav e viruléncia — As téenicas empre-
gadas no isoclamento das corinebacterias e nas provas de fermentacdo e viru-
léncia a que tdodas as cépas isoladas foram submetidas ja se acham descritas-
em trabalho anterior *, no qual também os virios contréles empregados em am-
bos os tipos de provas foram detalhados.

A prova de viruléncia empregada, de inoculagdo intradérmica em coelho.
é extracrdiniriamente econdémica comparada & prova classica de inoculacéo
subcutidnea em cobaia. Foram realizadas quase 400 provas, as quais com seus
controles — feitos simultaneamente — exigiram apenas 40 coelhos, em vez das
rquase 800 cobaias que se fariam necessirias para a prova classica.
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Classificagdo dos tipos de bacilo diftérico — A grande maioria das cépas
de Corynebacterium diphtheriae isoladas foi enviada ao Dr. M. Frobisher Jr.
Em seus laboratérios, foram classificadas em tipos por sua colaboradora Dra.
Elizabeth I. Parsons, que também verificou € comprovou nossos resultados re-
lativos.& viruléneia, ou aviruléncia, e capacidade de fermentar ou nfo a saca-
rose apresentadas. pelas mesmas. *

A téenica empregada por Frobisher para a determinacfo dos tipos foi des-
crita em um dos seus trabalhos ?. Foi também detalhada no capitulo “0O.Bacilo
da Difteria (Corynebacterium diphtheriae)” ®, escrito por &sse pesquisador
para os “Diagnostic Procedures and Reagents” da Associagio Americana de
Satide Ptiblica. Compreende a determinacdo das 6 propriedades originalmente
deseritas’ por Anderson, Happold, MecLeod e Thomson 1 que caracterizam os
tipos gravis, mitis e as formas intermediarias.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Morfologia e propriedades fermentativas — a) TForamisoladas 378 cépas
de bactérias ecom as caracteristicas morfoldgicas e tintoriais do género Cory-
nebacterium. A classificagdo da morfologia foi realizada de maneira simpli-
ficada, comsiderando-se as corinebactérias apenas como semelhante ou nio se-
melhantes ao bacilo diftérico e subdividindo-se a primeira classe linicamente
em dois grupos, as de morfologia tipica e aquelas cujas caracteristicas morfo-
l6gicas néo obedeciam integralmente aos tipos cl4ssicos mais comumentes des-
eritos pelos varios autdres, designados como “ndo tipicas”, existindo t6da uma
gradacio de formas de um a outro extremo da escala morfolégica das corinebac-
térias, é evidente que nem mesmo tal divisdo mais simples estd ao abrigo de
erros, havendo necessiriamente bacilos que um téenico classificaria num gru-
po e que, possivelmente, seriam atribuidos & classe imediata por outro ob-

servador.

Tddas as cépas foram submetidas a prova de viruléncia e inoculadas nos
dois meios béasicos de fermentacédo 5, sélido e liquido, contendo glicose, dextrina
ou sacarose. As iltimas 137 cépas isoladas foram inoculadas, além disso, nos
mesmos meios basicos com glicerina. O meio sélido permitiu leitura mais ra-
pida e mais nitida. Todas as cépas virulentas, nesse meio, atacaram a glicose,
dextrina e sacarose (quando foi o caso) em 24 horas. A acidificacio do meio
contendo glicerina, freqiientemente se processou no terceiro dia de incubagio
e, as vézes, sdmente no quarto dia. Provas duvidosas surgiram tnicamente
entre os difteréides, tendo mesmo ocorrido casos de reversdo durante os 7 dias
de incubacio.

* — Os dados constantes da tabela VI referem-se justamente as eépas enviadas ao Dr. M.
Frobisher Jr. A observagio relativa & fermentagfo de dextrina e glicerina, porém,

é de exclusiva responsabilidade do autor.
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No meio liguido houve grande tendéncia a reversio da mudanca de cor
do meio contendo dextrina. Em considerivel percentagem dos casos a prova
passou de positiva a duvidosa. Com algumas cépas deu-se mesmo reversio
completa, de cdr, voltando a original no quinto dia. Ainda nesse meio a gli-
cerina nio foi fermentada por 4 cépas virulentas. Por outro lado, com o meio
liguido muito raramente se obteve fermentagdo da dextrina ou da glicerina
com corinebactérias que tudo levava a crer se tratasse de difterdides.

b) A tabela I apresenta a distribui¢do das 378 cépas de corinebactérias
isoladas, por viruléncia e aspecto morfolégico. As percentagens relativas a
cada tipo morfolégico, encontradas entre as cépas virulentas e entre as nio
virulentag e também as percentagens de cépas virulentas e de néo virulentas
dentro de cada classe morfolégica sio apresentadas. E visivel a associagio de
alto grau existente entre morfologia tipica e viruléncia. Deve-se observar, en-
tretanto, que 7,3% das cépas virulentas tiveram o aspecto morfolégico des-
crito como “néo tipico” ou, vista a questdo de outro lado, verifica-se que uma
de cada quatro cépas de morfologia “nio tipica” mostrou-se virulenta; nota-se
mesmo o achado de uma cépa virulenta atipica, deserita como nfo semelhante
a bacilo diftérico. :

Na tabela II vé-se que tédas as 193 cépas de diftéricos virulentos fermen-
taram a glicose e a dextrina e na tabela III, que tddas as 66 cépas virulentas
experimentadas também atacaram a glicerina. A agfio sdbre a sacarose é va-
riavel e, dada a sua importincia especial, foi objeto de comunicacio ante-
rior 5,

Ainda, relativamente ao aspecto morfolbgico, entre as eépas de corine-
bactérias avirulentas, pode-se verificar, pelos dados da tabelas II e III, que
daquelas que nfo atacaram nem a glicose, nem a dextrina e nem a sacarose
(que poderiam ser identificadas, muito provavelmente, como C. pseudo-diph-
theriticum e certamente como ndo sendo C. diphtheriae), 15 e 24%, respectiva-
mente, foram descritas como de morfologia semelhante ao bacilo diftérico, “nao
tipica”. A reconhecida possibilidade de falha do eritério morfoldgico de iden-
tificacdo é patente.

Quanto s fermentagBes observadas entre as corinebactérias avirulentas,
vé-se na tabela IT que tdédas as combinacbes de resultados com a glicose, dex-
trina e sacarose foram encontradas, com uma Unica exce¢do: ndo foram iso-
ladas baectérias atacando sOmente a dextrina e sacarose. O simples fato de ter
aparecido uma cépa que somente atacou a dextrina, retira i fermentacio déste
hidrato de carbono o valor diferencial absoluto que se pudesse querer empres-
tar-lhe. Observado os dados da tabela, vé-se claramente que ndo é possivel
tomar nenhuma combinagio de resultados como absolutamente especifica do
bacilo diftérico. O méaximo que se poderia concluir, dos resultados encontra-
dos, é que o C. diphtherige, tipicamente, apresenta morfologia bastante caraec-
teristica e, no meio de cultura sdlido empregado, ataca a glicose e a dextrina,
fermentando ou n&o a sacarose.
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TABELA I

Distribuicfio das Cépas de Corinebactérias por Viruléncia e Morfologia

Morfologia | Semelhante a bac. diftérico
Ni#o semelhantc

a TOTAL
Viruléncia tipica nio tipica bac. diftérico
178 17 1 193
positiva ...........
92,2 (92,2) | (7,3) (25,5 (0,5) 0,8) (100,0)
15 41 129 185
negativa ..........
81 (7,8) | (22,2) (74,5) | (69,7) - (99,2 (100,0)
193 55 130 . 378
Total ....... ..

(100,0) (100,0) (100,0)

* O primeiro niimero entre parénteses é a percentagem sdbre o total da linha; o segundo
é a percentagem sbbre o total da coluna. :

Na tabela IIT os resultados sfo anilogos. Observa-se que das 16 comi-
binagbes possiveis de resultados, 9 foram encontradas. HA uma cépa ata-
cando unicamente a glicerina. H4 4 cépas fermentando s6 a glicose e a gli-
cerina, das quais uma de aspecto morfolégico semelhante a C. diphtheriae. Se,
pelo menos esta se trata de bacilo diftérico avirulento, ndo fermentador de
dextrina e sacarose, nada se pode afirmar. O mesmo se diria das 6 cépas que
atacaram a glicose, dextrina e sacarose. Dentre elas se encontram duas com
morfologia de C. diphtheriae e nfio é possivel negar nem afirmar sua condicio
de diftéricos ndo fermentadores da glicerina. Ainda aqui, com base nos re-
sultados encontrados, apresentados na tabela III, apenas se poderia dizer que,
tipicamente, o bacilo diftérico, além de apresentar morfologia bastante carac-
teristica, fermenta, no meio s6lido empregado, a glicose, dextrina e glicerina,
atacando ou ndo a sacarose.

¢) Entretanto, os dados revelados por esta investigagio parecem indicar
que a bactéria, mesmo morfologicamente semelhante ao bacilo diftérico, que
— ainda no meio sélido empregado — deixar de-fermentar a glicose, ou a dex-
trina, ou a glicerina, terd pequena probabilidade de ser C. diphtherize. Este
ponto de vista seria apoiado, ndo s6 pelo fato de entre as cépas virulentas néo
se ter observado nenhuma que n#o fermentasse essas trés substincias como
também pelo que se poderia concluir da freqiiénecia relativa das cépas morfo-
logicamente ndo semelhantes a bacilo diftérico, dentro de cada classe de tipo
fermentativo e de acérdo com o cariter de viruléneia.

Realmente, jai foi visto, pela tabela I, que, das 193 cépas virulentas iso-
ladas, apenas uma teve seu aspecto morfolégico classificado como nfo seme-
lhante ao C. diphtherige. A morfologia deveria constituir, portanto, um eca-
rater identificador bastante valioso. Que nfo pode, no entanto, ser conside-
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rada carater absoluto, prova-o, ndo somente o que ji foi referido atras, como
também o fato de, entre as cépas ndo virulentas que, segundo o critério fermen-
tativo adotado por muitos bacteriologistas, poderiam ser classificadas como C.
diphtheriae, existir, em percentagem bem maior do que entre as virulentas,
cépas classificadas como de morfologia “semelbante” & do bacilo diftérico, po-
rém, apenas “nfo tipica”. Isto é bem visivel, por exemplo, tomando-se as cé-
pas fermentadoras sdmente da glicose e dextrina, apresentadas na tabela IL.
Enquanto entre as virulentas se encontram 9 “semelhantes, ndo tipicas” para
129 “semelhantes, tipicas” — numa relacdo de 7/100 — pode-se ver que, entre
as nao virulentas, sio encontradas 10 “semelhantes, ndo tipicas” para 12 “se-
melhantes, tipicas” — numa relagdo de 83/100. O mesmo parece mostrar a ta-
bela ITI, se forem consideradas tanto as cépas fermentadoras de glicose, dex-
trina e glicerina, como as que atacaram também a sacarose. Das virulentas,
no primeiro caso, 3 sdo “nio tipicas” e 42, “tipicas”, e no segundo, 1 e 19, res-
pectivamente. A relacio é de 7/100 no primeiro grupo e de 5/100 no se-
gundo. Entre as ndo virulentas, hi 6 “ndo tipicas” para 3 “tipicas” no pri-
meiro grupo fermentativo e 5 para 2, no segundo, com inversio das razdes res-
pectivas. Encontra-se, assim, ao se passar das cépas virulentas para as nio
virulentas, grande aumento da razio “nfo tipicas”/“tipicas”. Isso indiearia
que a auséneia de viruléncia é freqiientemente acompanhada de mudanca de
morfologia, ndo se tratando, muitas vézes, de fendmeno isolado, e que os ca-
racteres morfolégicos nio somente nio sdo absolutos, como tém valor identifi-
cador muito maior entre as cépas virulentas do que entre as ndo virulentas,
onde, justamente, surgem os problemas de identificacdo.

Apesar disso, permanece o valor relativo do aspecto morfolégico eomo cri-
tério de identificacdo e passando-se a examinar a relacio “niimero de cépas
ndo semelhantes” sébre o “niimero de semelhantes”, nota-se claramente tendén-
cia & evidenciacio de outro aspecto, que parece ser de valor . Os dados sdo
poucos para permitir conclusdo definitiva, mas seriam bastante indicativos.

Pode observar-se, com efeito, na tabela III, que as cépas virulentas, como
Jjé referido, sdbmente se apresentaram fermentando a glicose, dextrina e glice-
rina ou ésses trés compostos e a sacarose. Entre as nfo virulentas, pertencentes
a ésses tipos fermentativos, verifica-se o ji discutido aumento da relagdo “eé-
pas de morfologia semelhante a bacilos diftéricos, ndo tipicas”/*semelhantes,
tipicas”. Em ambas as classes, porém, nota-se a existéncia de apenas uma
cépa “nao semelhante”, enquanto entre todos os outros tipos fermentativos as
“ndo semelhantes” predominam, inclusive entre as cépas que fermentaram
a glicose, dextrina e sacarose. Isso parece indicar que a fermentacdo da
glicerina, além daquela da glicose e dextrina, teria real valor diagnéstico, por-
quanto sdmente a dextrina, além da glicose, ndo permite a obtencdo de resul-
tados dessa ordem. Tal argumento encontra apoio no fato de se encontrarem
na tabela II, entre as eépas avirulentas que atacaram a glicose, a dextrina e a
sacarose, a presenca de 18 “nao semelhantes” para somente 14 “semelhantes’.
N&na naraceria aceitivel eonsiderar tédas como C. divhtheriae. permanecendo,
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portanto, a impressao de que Unicamente a capacidade de fermentar a dextrina
nao deve constituir eritério suficiente de distin¢fio entre o C. zerose e o C. diph-
theriae fermentador da sacarose e que a propriedade de atacar também a glice-
rina, além da glicose e dextrina, seria caracteristica do bacilo diftérico.

Fica implicita, obviamente, a admisso da existéncia de corinebactérias
fermentadoras de glicose, dextrina e sacarose, ndo identificiveis a baecilo dif-
térico.

Pode-se demonstrar ainda de outra maneira a aparente importancia da
glicerina.  Dentre as 185 cépas avirulentas, 129 eram morfologicamente “nio
semelhantes” a bacilo diftérico (tabela T); considerando-se, nas tabelas 11, t6-
das as cépas avirulentas que fermentaram a glicose e a dextrina (colunas Guo
D S e Go D), encontram-se 62, das quais 26 (429 ) ndo semelhante morfologi-
camente a bacilo diftérico; quando se toma em consideracio também a fermen-
tacdo da glicerina (tabela 111, colunas Go D S Gie Go D Gi), sdomente 2 (11%),
das 18 cépas avirulentas que atacaram os trés compostos, ndo se assemelham a
C. dpihtheriae.

Por outro lado, 13 das 84 eépas avirulentas (tabela IV) que néo fermen-
taram nenhuma das substincias experimentadas assim como 6 das 20 cépas

(tabela V) que deixaram de atacar um oun dois dos trés eompostos — glicose,
dextrina e glicerina — eram morfologicamente semelhantes ao bacilo diftérico,

ainda que ndo tipicamente (tabela 11T).

Assim, se poderia dizer que hi indicacdes de que a corinebactéria que, no
meio s0lido empregado, deixar de fermentar qualquer das trés substinciag —
glicose, ou dextrina ou glicerina — terd pequena probabilidade de ser C. diph-
theriae, mesmo quando formoldgicamente semelhante ao bacilo diftérico.

Outro ponto interessante a ser observado, de acérdo com os dados das ta-
belas 11 e TI1. é que a corinebactéria que fermentar a glicose e dextrina sem
atacar a sacarose tem grande probabilidade de fermentar também a glicerina,
pois que nio se encontrou nenhuma eépa nessag condicdes que o tivesse deixado
de fazer (tabela I1T). Isso ndo acontece, como ja visto, com as cépas que fer-
mentaram a glicose, dextrina e sacarose, as quais tanto podem vir a fermentar
a glicerina como néao.

A simplificacdo das tabelas IT e ILI, pela classificacio das cépas isoladas
apenas em semelhantes ou nfo ao bacilo diftérico e pela apresentacio sdmente
das colunas das combinacbdes de fermentacdes ocorridas, realca as observacoes
referidas, que sfo melhor avaliadas pela distribuicio percentual. As tabelas
mencionadas sdo dessa maneira, transformadas, respectivamente, nas tabelas
IV e V (as percentagens sio caleuladas unicamente com finalidade ilustrativa,
fois a freqiiéneia de observacles em muitas das classes é demasiadamente pe-
quena para permitir mais que isso).

A investigacio dos aspectos revelados pelos dados apresentados, em es-
~ala mals extensa, que abrangesse nlimero bem maior de corinebactérias avi-



124 ARQ. FAC. HIG. SAUDE PUB. UNIV. SA0 PAULO, 11 (1) 1957

rulentas, poderia ser estudo de grande valia, permitindo provavelmente atri-
buir real significado ao que agora se trata de indicagdo.

Enquanto nio forem totalmente esclarecidos os aspeectos discutidos, pare-
eeria util tomar-se o aspecto morfolégico semelhante (tipica ou ndo tipica-
mente) a bacilo diftérico, mais a fermentacdo da glicose, dextrina e glicerina
— no meio de cultura sélido empregado nesta investigacio, ou em outro qual-
quer que forneca resultados idénticos — como caracteristicos do Corinebacte-
rium diphtheriae. A incubacdo das provas de fermentacio deveria ser reali-
zada durante uma semana, devido as possibilidades, j4 mencionadas, de fer-
mentacdo lenta da glicerina ou da reversdo da acidificacio do meio.

Tipos de C. diphtheriae: viruléncia e capacidade de fermentar a sacarose
— Das 168 cépas de bacilos diftéricos, 151 virulentas e 17 avirulentas, cujos
tipos foram determinados, vemos, pela tabela VI, que 69,6% séo do tipo mitis
e somente 2,4% do tipo gravis; 28% sao intermediarias, cabendo 22,6% ao
tipo semelhante a mitis e 5,4 ao tipo semelhante a gravis.

Comparando as percentagens relativas dos varios tipos entre as cépas vi-
rulentas e as avirulentas, nota-se, nas primeiras, tendéncia a maior proporcio
do tipo maitis, passando as percentagens dos 4 tipos, de gravis a mitis, de 0,7,
4,0, 23,2 e 72,2 entre as virulentas, a 17,6, 17,6, 17,6, e 47,1 entre as avirulen-
tas. A evidenciacio de tal tendéncia é ainda mais flagrante se for feita com-
paragio igual entre os bacilos virulentos sacarose-negativos e os avirulentos,
que talvez seria mais apropriada, por ndo se terem ineluido no quadro aviru-
ientos fermentadores de sacarose.

Outro resultado interessante é o fato de 3 das 4 cépas gravis isoladas se-
rem avirulentas e a coincidéncia da tGnica eépa gravis virulenta ser fermenta-
dora da sacarose. Pode-se observar também, entre as cépas virulentas, que a
sacarose foi fermentada por 19 (17%) das 109 pertencentes ao tipo mitis, por
5 (14%) das 35 semelhantes a mitis, e por 5 das 6 semelhantes a gravis.

" Revisdo sumdria da literatura — Knapp '3, em 1904, como resultado de
sua investigacdo, apresenta o bacilo diftérico como atacando a dextrina; as
cépas de C. zerose experimentadas ndo a fermentaram. Atribuiu valor dife-
rencial a ésse hidrato de carbono. '

Graham-Smith *, em 1906, relatou que a maioria das cépas de C. diphthe-
riae; em condices apropriadas, proeduz dcido a partir da dextrina e da ghcerina.

Zinsser 22, em 1908, examinou 42 cépas de C. diphtheriae (39 virulentas)
e 21 de C. xerose. Conecluiu que o bacilo diftérico fermenta a dextrina e o C.
zerose, nao.

Hine 19, em 1913, deu enorme valor & verificagio da acidificacio da glicose,
dextrina e sacarose. As 15 cépas virulentas que examinou atacaram a dextrina,

Durand &, em 1921, examinando 224 cépas de bacilo diftérico perfeita-
mente tipicas e virulentas, concluiu que os resultados eram variaveis com dex-
trina e glicerina. Baseado nos resultados de fermentacdo de varios hidratos
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de carbono, distinguiu 5 tipos de C. diphtheriae: entre outras propriedades,
os tipos I fermentavam dextrina, mas néo glicerina; o tipo IT ndo atacava nem
um e nem outro; os tipos III, IV e V fermentavam os dois. Encontrou cépas
atipicas eom variacdes individuais.

Barratt 2, em 1924, verificou a acdo de 102 eépas virulentas e 31 aviru-
lentas de C. diphtheriae e de 150 difteréides sGbre véarios hidratos de carbono.
Apresenta o bacilo diftérico como fermentando a dextrina. Encontrou uma
finica cépa de difterside que atacou éste hidrato de carbono. Teve, porém,
oportunidade de verificar a variabilidade dos lotes de dextrina e nfo a julgou
substéneia apropriada a uso em provas de fermentacgdo.

Jensen e Falk’!, em 1928, verificando a agio de 45 cépas virulentas e 5
avirulentas sébre 36 substdncias fermentdveis, notaram que tédas atacaram a
dextrina e a glicerina.

Tanner Hewlett 2, em 1930, apresenta o C. diphtheriae como fermentan-
do constantemente a dextrina e glicerina.

Anderson, Happold, McLeod e Thonson !, em 1931, ao descreverem os ti-
pos de C. diphtherige, apresentaram o tipo gravis como fermentando invaria-
velmente a dextrina e o tipo mitis como dando resultados inconstantes.

Pestana e Ferreira 17, em 1943, relatam que todas as 1.452 cépas de bacilc
diftérico estudadas, identificadas por sua morfologia, fermentaram a dextrina
e glicerina, o que nao foi feito por nenhum pseudodiftérico.

Jordan e Burrows 2, em 1945, sio de opinido que algumas cépas de C.
diphtheriae fermentamn os compostos de carbono em questdo.

Simmons e Gentzkow '8, em 1946, apresentam o bacilo diftérico como fer-
mentando, geralmente, a dextrina e a glicerina.

Stitt e Clough '°, em 1948, sdo da mesma opinido.

Murray e Breed %, na edicdo de 1948 do “Bergey’s Manual of Determi-
native Bacteriology”, ddo ésses compostos como atacados por algumas cépas
do baeilo diftérico.

Bryan e Bryan+?, em 1950, apresentam igual opinifio afirmativa.

Wilson e Miles 2!, na edigdo de 1952 de “Topley and Wilson’s Prineciples
of Baeteriology and Immunology”, apresentam apenas o tipo gravis como fer-
mentando constantemente a dextrina; referem os tipos mitis e intermedius co-
mo dando resultados irregulares com &sse hidrato de carbono. Quanto ao C.

N

zerose, afirmam que ndo ataca a dextrina. Nada referem quanto & glicerina.

Mueller %, em 1952, diz que os bacilos diftéricos do tipo gravis atacam a
dextrina e que os dos outros tipos ndo tém acdo sbbre ela.

Mackie e Mc Cartney 4, em 1953, ddo o C. diphtheriae como dextrina-po-
sitivo.
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Vé-se que a opinido dos varios autores citados, sobre a capacidade do C.
diphtherige de fermentar a dextrina e glicerina, estd longe de ser concordante
e que alguns procuram estabelecer diferenca de acio sObre a dextrina segundo
o tipo de bacilo. Como ficou implicito, ndo foi encontrada nenhuma diferenca
desta ordem, pois tédas as cépas isoladas, atacaram ésse hidrato de carbono.

BN

Outro fato de interésse, revelado nesta investigacdo, refere-se & questdo
da capacidade de fermentar a sacarose e o tipo do bacilo diftérico. Smith e
cols #*, na 10.2 edicdo, de 1952, do “Zinsser’s Textbook of Bacteriology”, refe-
rindo-se as propriedades bioquimicas do C. diphtherige, afirmam: “...A laec-
tose, sacarose e manita néo sdo fermentadas... As reacdes de fermentacdo, no
entanto, ndo sio sempre constantes. Algumas cépas toxigenas intermedius
fermentaram a sacarose...” Foi visto, na série de cépas virulentas apresenta-
das na tabela III, que 17% das pertencentes ao tipo mitis, 14% daquelas se-
melhantes a mitis, 5 das 6 semelhantes a gravis € a Ginica amostra gravis viru-
lenta isolada, atacaram a sacarose.

Os dados obtidos nesta investigacio evidenciaram, mais uma vez, a va-
riacdo dos resultados de provas de fermentacdo em meios basicos diferentes.
No meio liquido, a fermentacdo da dextrina pelas eépas virulentas foi muitas
vézes duvidosa e a acdo sObre a glicerina algumas vézes negativa. Com o meio
s6lido tal n@o se deu; porém, o nimero de casos positivos obtidos com cépas
que ndo poderiam ser classificadas como diftéricas foi maior. A prova mais
nitida e a positividade constante das cépas virulentas com a dextrina e glice-
rina, obtidas no meio & base de agar-infusdo-séro de cavalo, leirariam, entre-
tanto, 4 preferéncia déste meio.

A diversidade dos meios béasicos de fermentacio empregados em vérios
estudes explicaria, sem davida, muito da controvérsia encontrada na literatura.

RESUMO

As propriedades fermentativas do bacilo diftérico sdo ainda, em grande
parte, assunto controvertido. A razdo de tal fato se deve & falta de unifor-
midade das técnicas empregadas pelos varios investigadores e & existéncia ou
predominancia de variedades diversas do microrganismo em locais diferentes.
A alta incidéncia em Séo Paulo de cépas de C. diphtheriae virulentas, fermen-
tadoras de sacarose (até 35,7% ), torna impossivel a distingéo entre C. diphthe-
rige e C. zerose através da fermentagio désse aglicar. Isso levou o autor a
verificar a agdo de 193 cépas virulentas e 129 cépas de difterdides e diftéricos
avirulentos sdbre a dextrina, e de 66 cépas virulentas e 71 avirulentas, difte-
réides e diftéricos, sobre a glicerina, visando a possibilidade do emprégo désses
compostos na identificagio do bacilo diftérico. A verificagio das fermentagdes
foi efetuada em dois meios de cultura, um sélido e outro liquido. Os contrdles
apropriados foram empregados. O meio sélido forneceu melhores resultados,
08 quais se acham apresentados nas tabelas II a V, onde sua distribuigéo foi
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feita pela viruléncia e aspecto morfolégico da cépa. A viruléncia foi eompro-
vada pela técnica intradérmica em coelho, de Frazer, a qual inclui a averi-
guacdo da especificidade das reacées positivas.

Os dados apresentados revelam claramente, mais uma vez, que s6 o as-
pecto morfolégico nio é cardter suficiente de identificagio do bacilo diftérico.
As cépas de diftéricos virulentos estudadas geralmente apresentaram morfo-
logia bastante caracteristica e sempre fermentaram, no meio sélido, a dextrina
¢ a glicerina, além da glicose. A glicerina, as vézes, foi fermentada somente
no quarto dia de incubagdo. A acdo sdbre a sacarose , dada sua importédncia
partieular, foi objeto de comunicacdo especial.

Os resultados obtidos com os diftéricos avirulentos e os difterdides ndo
permitiram conclusées absolutas. Observaram-se, no entanto, os seguintes
aspectos. Dentre as 185 cépas avirulentas, 129 eram morfologicamente “nao
semelhantes” a bacilo diftérico (tabela I); entre as 62 cépas avirulentas que
fermentaram glicose e dextrina, 26 (18 GoDS e 8 GoD — tabela IV) nio apre-
sentaram morfologia semelhante & do C. diphtheriae; ao se considerar também
a fermentacdo da glicerina (tabela V), sdmente 2 das 18 cépas que atacaram
todos os trés compostos (colunas GoDSGi e GoDGi), se classificaram como
“ndo semelhantes”. Considerando-se as cépas avirulentas que fermentaram a
saearose, observou-se que pequena proporc¢iao das que também atacaram glicose,
dextrina e glicerina apresentaram morfologia “néo semelhante” enquanto éste
cariter predominou entre as cépas que fermentaram sdomente a sacarose, gli-
cose e dextrina (tabela V). N&o foram encontradas cépas incapazes de fer-
mentar a glicerina entre as cépas que atacaram a glicose e dextrina, mas que
ndo fermentaram a sacarose. Parece, portanto, haver razdes para atribuir va-
lor diagnéstico 3 fermentacdo da glicerina, além daquela da dextrina e glicose.
Por outro lado, 6 das 20 cépas que deixaram de atacar uma ou duas dessas trés
substinecias (tabela V) e 13 das 84 (tabela IV) que ndo fermentaram nenhu-
ma das substincias experimentadas eram morfologicamente semelhantes ao ba-
cilo diftérico, ainda que nao tipicamente (tabela III). Poder-se-ia dizer, as-
sim, que ha indicagdes de que a corinebactéria que, no meio sélido empregado,
deixar de atacar pelo menos uma das trés substincias — glicose, dextrina e gli-
cerina — tem pequena probabilidade de ser C. diphtherige, mesmo quando sua
morfologia se assemelhar & do bacilo diftérico.

A tabela VI apresenta a distribuicdo de 151 cépas virulentas e 17 aviru-
lentas de C. diphtheriae por tipos e, relativamente as virulentas, segundo a
agio sobre a sacarose. Classificaram-se como do tipo gravis apenas 2,4% ; co-
mo do tipo semelhante a.gravis, 54% ; semelhante a matis, 22,6% e do tipo
mitis, 69,6% ; entre as cépas virulentas, encontraram-se, respectivamente, as
percentagens 0,7, 4,0 23,2 e 72,2; entre as avirulentas, 17,6, 17,6, 17,6 e 47,1.
Revelou-se nitidamente tendéncia a maior proporcdo de tipo mitis entre as cé-
pas virulentas; tal tendéncia mostra-se mais intensa tomando-se das virulentas,
somente as ndo fermentadoras da sacarose.
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Das 4 cépas gravis, 3 sio avirulentas. A tnica eépa gravis virulenta fer-
mentou a sacarose, Entre as eépas virulentas, verifica-se que a sacarose foi
fermentada por 19 (17,4%) das 109 pertencentes ao tipo madtis, por 5 (14%)
das 35 semelhantes a mitis e por 5 das 6 semelhantes a gravis.

SUMMARY

Fermentative properties of diphtheriae bacilli are still a controversial sub-
jeet. This is due to lack of uniformity in the technique employed by several
investigators and to the existence or predominance of different varieties of
the mieroorganisms in different areas. The high incidence in Sido Paulo of
saccharose fermenting, virulent strains of C. diphtheriae (up to 35.7 per cent)
makes it impossible to differentiate C. diphtheriae from C. zerose by the fer-
mentation of that sugar. This fact led the author o investigate the possibilitby
of using dextrin and glycerol in the identification of the organisms. One
hundred and ninety three virulent strains of diphtheria bacilli and 129 strains
of diphtheroids and avirulent C. diphtheriae were examined for their action
on dextrin; 66 virulent strains and 71 diphtheroids and avirulent diphtheria
bacilli were investigated in relation to the fermentation of glycerol. Each
strain was tested in two culture media, one solid, the other liquid, using appro-
priate controls. The solid medium furnished better results which are pre-
sented in tables II to V, where their distribution is made according to the vir-
ulence and morphological aspects of the strain. Virulence was verified
through Frazer’s intracutaneous technique in rabbits, which includes a con-
trol of the specificity of the positive tests.

The data presented reveal clearly, once more, that the morphological as-
pect by itself is not a sufficient character for the identification of diphtheria
bacilli. The virulent strains studied generally presented a rather characteristic
morphology and, in the solid medium, always fermented glucose, dextrin and
glycerol. Occasionally, glycerol was fermented only on the fourth day of in-
cubation. A considerable percentage of these strains also fermented saccharose.
This finding, on account of its particular interest, has been the object of a
special communication.

The results obtained with avirulent C. diphtheriae and diphtheroid strains
do not permit definite conclusions, but the following aspects may be pointed
out. The majority of these strains, 129 out of 185, were morphologically “not
similar” to diphtheria bacilli (table I). However, among strains that fer-
mented both glucose and dextrin, only 26 out of 62 did not show a character-
istic morphology (18 GoDS and 8 GoD: table IV). When fermentation of
glycerol also occurred besides that of the two forementioned carbohydrates,
the proportion of strains morphologically not resembling C. diphtheriae was
even smaller, 2 out of 18 (table V, columns GoDSGi and GoDGi). Conside-
ring the avirulent strains of corynebacteria that fermented saccharose, it was
observed that a small proportion of those fermenting also glucose, dextrin and
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glycerol showed a “not similar” morphology, whereas the latter characteristic
predominated among strains fermenting only saccharose, glucose, and dextrin
{table V). No strain unable to ferment glycerol was found among those
strains that attacked glucose and dextrin but which did not ferment saccha-
rose. It seems, threfore, that there are reasons to ascribe diagnostic value to
the fermentation of glycerol, besides that of dextrin and glucose. Further-
more, 6 out of 20 strains not fermenting one or two of these three substances
(table V) as well as 13 out of 84 strains not fermenting any of the substances
tried (table IV) were morphologically similar to C. diphtheriae, though none
in a typical way (table III). Accordingly, thre are indications that corymne-
bacteria which in the solid medium employed, fail to ferment at least one of
the three substances —-— glucose, dextrin and glycerol are very unlikely to be
C. diphtheriae, even when morphologically similar to diphtheria bacilli.

Table VI presents the distribution of 151 virulent and 17 avirulent strains
of C. diphtheriae according to type, and for the virulent strains, according to
action on saccharose. Only 2.4 per cent were classified as belonging to gravis
type; 54 per cent as gravis-like; 22.6 per cent as mitis-like and 69.6 per cent,
as mitis. Among the virulent strains, the percentages 0.7, 4.0, 23.2 and 72.2
were found as belonging, respectively, to gravis, gravis-like, mitis-like and mi-
tis types; among the avirulent ones, 17.6, 17.6, 17.6 and 47.1. Tendency to a
greater proportion of mifis type among the virulent strains was clearly revea-
led ; such a tendency seems to increase when, among the virulent strains, only
the non-saccharose-fermenting strains are considered.

Three of the 4 grawvis strains were avirulent. The only virulent grawvis
strain attacked saccharose. Among the virulent strains, it may be seen that
saccharose was fermented by 19 (17.4 per cent) out of the 109 belonging to
mitis type, by 5 (14 per cent) out of the 35 mitis-like and by 5 out of the 6
gravis-like strains.
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