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Nos laboratérios de.saiide piblica, o problema do diagndstico ‘rapido é de!
_prima importéncia. : \ e

A maioria dos germes patogénicos é diagnosticada pelo conjunto de ca'rqq'-",:
teres morfoldgico, cultural, atividade bioquimica e estudo sorol6gico. Entretan:.
to, para as bactérias que produzem exotoxina, a Gltima parte, isto &, a tipificacdo-
sorologica, é de pouca valia, e a identificagio final é conseguida pela demons_;'
tragio da producdo de toxina nos animais suscetiveis, pelo achado das lesGes:
caracteristicas e pela neutralizacio especifica da toxina nos animais testemunhas.

A verificaciio da capacidade toxigénica das bactérias tem sido raelizada como.
rotina nos laboratérios, exclusivamente em animais. SAo piocessos geralmente
demorados, pois exigem o' isolamenio em cultura pura da bactéria em questfio e,
consequentemente, ndo se prestam para fins de diagnéstico 1épido. A necessi-
dade de um teste ripido equivalente & tipificacdo sorolégica, se fazia sentir e
muito especialmente para a identificacio do C. diphtheriae virulento.

Baseando-se no principio de floculagio de misturas de toxina e antitoxina
diftéricas, demonstrada por Nicolle e colaboradores! em 1920 e usada para ti-,
tulacdo da antitoxina por Ramon? em 1922, Elek ? idealizou um’ teste em p;aca,
para testar a viruléncia do bacilo diftérico. . :

Essencialmente, o teste de Elek * consiste no seguinte: o uso de um agar
transparente, contendo maltose e Acido latico. A éste agar fundido, -adiciona-se
20% de sbro normal de cavalo e a mistura é colocada numa placa de Petri.
Em seguida, com o agar ainda fluido, coloca-se no centro da placa e bem reco-
berta pelo meio, uma tira de papel de filtro estéril, préviamente embebido em
soro antidiftérico, diluido de modo a conter 1.000 unidades por ml. As placas
dep01s de sécas na estufa sio semeadas no mesmo dia, cada uma servindo para
um nfimero variivel de amostras, conforme o seu tamanho, sendo uma de viru-
léncia comprovada anteriormente,

As semeaduras sio feitas para cada amosira numa linha larga formando
angulos retos com a tira de papel de filtro.

A toxina produz1da pelo organismo, difundindo-se em concentragoes decres-
centes, assim como a antitoxina do papel de filtro, entram em contacto em pon-
tos de ‘propor¢do 6tima para a reacdo toxina-antitoxina, que forma uma linha
continua, e devido a floculagdo que ocorre, uma representagio grafica é obtida.
Em cada lado-da cultura desenvolve-se uma linha branca, dando a cada amostra



4 ARQ. FAC, HIG. 8. PUB. UNIV. SAO PAULO, 4 (1) 1950

toxigénica a aparéncia de uma ponta de langa. Este aspecto pode ser ohservado
na figura, cuja fotografia foi feita de acérdo com a técnica recomendada por

McCartney *.

IMPORTANCIA PRATICA DO TESTE

Todos aquéles que trabalham em laboratorios de saide piblica avaliam bem
a importdncia pratica de um teste ripido para a identificagio segura do C. diph-
therige. Secundariamente, o uso de placa cujo preparo é o mais simples pos-
sivel, em vez de animais, representa obviamente uma grande economia de tempo
¢ de despesas, para as determinagbes de toxigenicidade.

ORIENTACAO DO NOSSO TRABALHO

Inicialmente, nosso trabalho consistiu no estudo do comportamento de 156
amostras, que haviam sido identificadas pelas provas classicas de morfologia,
atividade bioquimica e prova de toxigenicidade em coelho.

No momento, estamos empenhados no estudo do diagnéstico rapido da difte-
ria, isto é, na obtencdo de um método capaz de fornecer um resultado final, com
prova de toxigenicidade no maximo em 48 horas. FEsta segunda parte serd as-
sunto de trabalho ulterior.

MATERIAIS E M#TODOS

Meio de cultura bdsico — De acordo com Elek?, o meio deve ser prepa-
rado da seguinte maneira: dissolver 4 gr de proteose-peptona (Difeo), 0,6 gr
de maltose e 0,14 ml de acido litico em agua destilada. O volume é comple-
tado para 100 e o pH ajustado a 7,8. Uma solugio a 39% de agar em sdro
fisiologico a 19 € feita e clarificada por filtracio através de papel, a reagio
ajustada a pH 7,8. Deve ser novamente clarificada pelo tratamento com carvio
e filtrada em papel. Partes iguais das solugbes de peptona e agar sio mistu-
radas e distribuidas em tubos na quantidade de 10 ml para cada, em seguida
esterilizados em vapor por 30 minutos em 3 dias sucessivos, A antitoxina, usada
por Elek, é uma suspensdo purificada de globulinas, diluida com séro fisiolégico
de modo a conter 1.000 unidades por ml. As tiras de papel de filtro devem
medir 6x1,5 ecm e sdo esterilizadas préviamente no forno.

Como rotina de nosso trabalho, adotamos as seguintes modificacdes da tée-
nica original de Elek:

Meio basico —— (Modificado por Frobisher?®).

Proteose-peptona Difeco ........ .. 20 gr
Maltose Difeo .. ........cooo.... 3 gr
Acido latico PAA. ... .. veiean... 0,7 ml
Agar granulado Difco ........... 15 gr
Cloreto de sédio P.A. .... ..... . 5 gr

Agua destilada . ........... cer. 1000 ml
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Os ingredientes sdo dissolvidos em banho-maria fervente e o pH ajustado
a 7,8. As quantidades devem ser medidas acuradamente. Distribuir em tubos,
10 ml para cada. Esterilizar no autoclave durante 15 minutos, a 120° C. Guar-
dar na geladeira.

ANTITOXINA

Usamos a antitoxina diftérica do Instituto Butantd, numa diluigdo contendo
500 unidades por ml, cuja concentragio se mostrou perfeitamente satisfatoria.

N

PLACAS DE PETRI

Foram usatas placas medindo 100x10 mm e tiras de papel de filtro de 6x1,5
cm, esterilizadas no autoclave e mantidas na estufa para secagem.

SORO

Foi usado o s6ro de cavalo, que se mostrou, segundo Frobisher?, tdo satis- -

fatério quanto o de coelho, sendo os soros humano e de carneiro considerados
inferiores. '

EXECUCAQ DO TESTE

O agar basico (10 ml) era fundido e esfriado a 50° C; 2 ml de soro de:
cavalo estéril era adicionado, misturado e distribuido numa placa de Petri (de
100x10). Com o agar ainda fluido, era colocada a tira de papel, que havia
sido préviamente saturada em antitoxina diftérica contendo 500 unidades por ml,
Depois de endurecido o agar, as placas eram colocadas na estufa até se torna-
rem completamente sécas, ¢ semeadas no mesmo dia.

As inoculagdes eram feitas de culturas de 24-72 horas, em caldo, formando
uma linha continua um &angulo reto com a tira de papel. Cuidados foram sem-
pre tomados para evitar que a superficie do agar fésse quebrada. As placas
eram observadas 24, 48 e 72 horas. ’

5 AMOSTRAS USADAS

Tédas as amostras utilizadas neste trabalho fazem parte da colecdo de bac.
térias do mosso Departamento. Foram isoladas e identificadas pelo Dr. Dacio
de Almeida Cristévdo ®, que usou como teste de toxigenicidade, a prova intra--
cutinea em coelho, de Frazer . Esta prova, que inclui a verificagdo da espe-
cificidade da reacdo pela sua neutralizagiio no teste contrdle pela antitoxina es-
pecifica, ndo deixa margem a dividas sobre a identidade da bactéria.

RESULTADOS

O quadro abaixo mostra o resultado de 156 testes.
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‘ e g Toxigenicidade em s, o i
5 . ‘ e Teste “in vitro
Amostra Niumero -
) . Positivo em
. : Positivo Negativo 48 horas Negativo
C. diphtheriae ... 119 119 —_ 119 ot
é. diphtheriae .
' (avirulentos) ... - e o ] T ’ "
C. xerose ........ ‘ 5 .- 5 — : . 5
. C. pseudodiphthe- -
;o (85 17 4 17 ‘ — @ 17
’ 156 119 57 119 57

Um niimero muito escasso de testes “in vitro” foi discretamente positivo em
24 horas e os resultados obtidos em 48 horas nio mudaram no decorrer de mais
24 horas, a ndo ser numa acentuagdo de linhas. Por &ste motivo computamos
apenas os obtidos em 48 horas. ‘Além de 72 horas, observamos o aparecimento
‘de linhas subsidiarias em algumas placas. Depois'de 72 horas, o teste ja sai do
‘dominio pratico de nosso interésse, para exigir a explicacio de interucdes de-
vidas a difusfo de substancias bacterianas da cultura, com anticorpos correspon-
dentes a elas, presentes no sdro. Se os resultados sio lidos apés 48 horis, ne-
nhuma confusdo advird desta natureza, pois diversos dias i temperatura anbiente
sdo necessirios para o aparecimento destas linhas secundarias. Além de tudo,
elas ndo se apresentam tdo nitidas como as outras e exigem guase sempre o au-
xilio de uma lente para serem visualizadas (Elek ?).

“ DISCUSSAO

cordo ‘com nossos resultados, o teste “in vitro ostrou-se ¢ cor-
De acérdo 'co Itados, o teste tro” mostr 100% co
cordante com a prova em animal.

H4 uma série de fatéres que no principio criam certas dificuldades técnicas,
como. a eventual contaminacfo das placas, principalmente o crescimento de co-
I6nias da propria amostra em- questdo, as vézes exatamente onde se deveriam
formar as linhas, por goticulas que se desprendem da alga durante a semeadura.
O preparo das placas exige obviamente cuidados especiais. Por uma questdo
de uniformidade, partiamos sempre de culturas em ‘caldo; entretanto, em expe-
riéncias feitas a parte, verificamos que, partindo de culturas em meio sélido,
consegue-se melhor semeadura, devido a menor probabjlidade de desprendimento
das referidas goticulas, . Quanto aos resultados propriamente ditos, nenhuma di-
ferenca observamos. Foram sempre semelhantes.

A tira de papel deve ser completamente recoberta pelo meio, pois, ao con-
trario, pode haver crescimento paralelo a ela, dificultando a leltura, prmmpal
mente se culturas em caldo séo usadas.
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Paralelamente com a técnica usada, varias outras foram experimentadas, en-
tre as quais, a recomendada por Ouchterlony®: as placas sio preparadas, com
agar-soro. Depois de sécas, um retdngulo de agar é removido e preenchido com
agar-sdro ao qual antitoxina féra acrescentada na concentragio de’ 500 unidades
por ml; as inoculagbes feitas em angulos retos com o retngulo. Esta € uma
técnica muito elegante do teste “in vitro”, cujos ‘resultados foram semelhantes
aos da téenica original. : '

Também tivemos oportunidade de experimentar um meio bésico ainda mais.
simplificado por Frobisher® e por éle denominado M4, que consiste no seguinte:.

- Proteose peptone “Difeo” ........... e 2 gr
Agar granulado “Difco” ..... e 1,5 gr
NaCl PA. ... o, 025 gr
Agua destilada ..... e e 100 ml

pH 7.8. Esterilizar a 120°C por 15 minutos.

Esta modificagio é usada atualmente por Frobisher para a rotina em seu
laboratério, considerada por éle como vantajosa sbbre a primeira modificaclo,
pois daria resultados mais nitidos e em alguns casos mais rapidamente, isto &, em
24 horas.

Infelizmente, a Gnica partida que usamos, ndo funcionon satisfatdriamente.
Portanto, ndo podemos consignar resultados concludentes.

De acérdo com Elek %, amostras recentemente isoladas on mesmo culturas
antigas com apenas 24 horas de crescimento, exibem a. reagfo mais rapidamente,
isto €, em um dia. Baseados neste fato, estamos estudandc comparativamente’
varios métodos de diagnéstico rapido da difteria, com prova de toxigenicidade.

]

Outros aspectos do teste também estdo sendo investigados, principalmente em
relagio a concentracdo e pureza da antitoxina.

RESUMO E CONCLUSOES

156 amostras da colecio do nosso Departamento foram submetidas ao teste
de Elek, usando o meio de cultura bésico modificado por Frobisher.

Os resultados obtidos foram perfeitamente concordantes com a prova clas-
sica de viruléncia em animal. ‘

Resultados semelhantes tém sido assinalados por vérios autores. .

Trata-se de um novo processo que recomendamos para a rotina dos labora:
térios, pois, oferecendo a mesma seguranga da prova classica de inoculagfio, apre-
senta as vantagens de simplicidade e economia.

Cuidadosas verificagbes de todos os ingredientes devem ser feitas, antes que,
uma nova partida seja posta em uso, com testemunhas positivas e negativas,

Varios aspectos do teste continuam em investigagfo, como o seu uso para o
diagnostico rapido da difteria e sua execugic com diferentes concentragbes de
antitoxina.
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SUMMARY

The in vitro test of Elek for determining the toxigenicity of C. diphtheriae
has been tried in 156 strains of out bacterial collection. The technique used was
not' the original one but a modification advised by Frobisher.

" The results were identical to the virulence intradermal rabbit test of Frazer

We recommend the test as a routine laboratory procedure for its reliability,
simplicity and economical characteristics.

Many aspects of the subject are still under investigation such as its use for
‘the rapid diagnosis of diphteria and its performance with various concentrations
“of antitoxin.
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As amostras 1 e 2 sdo toxigénicas e apresentam o aspecto de ponta de lanca caracteristico d
positivo. As amostras 3 e 4 sio avirulentas, teste negativo.



