ESTUDO SOBRE O CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE
I — FERMENTACAO DA SACAROSE POR BACILOS
DIFTERICOS VIRULENTOS ISOLADOS EM SAO PAULO °

Dacro pE ALMEIDA CHRISTOVAO *

INTRODUQAO

A julgar pelas opinides expressas por diversos autores de livros de bacte-
riologia, publicados no tltimo decénio, ainda existe grande controvérsia a res-
peito da existéncia de cépas de Corynebactervum diphtheriae capazes de fermen-
tar a sacarose. B importante o esclarecimento desta questdo, porquanto, de
acordo com a maioria, dela dependeria a possibilidade da identificacdo bioqui-
mica do bacilo diftérico. '

H4 poncos anos atras, era opinifio sobremaneira generalizada, quase uni-
versal entre os bacteriologistas, que o C. diphtheriae ndo exercia qualquer acdo
sobre ésse hidrato de carbono, o que podia ser exemplificado pelas palavras —
traduzidas textualmente — de Wilson e Miles %, na edi¢iio de 1946 dos autori-
zados “ prley and Wilson’s Principles of bacteriology and Immunity”: “Os
hidratos de carhono, empregados mais freqgiientemente como substratos de pro-
va para a diferenciacio das espécies dentro déste género (Corynebacterium),
530 a dextrose, maltose e sacarose. A espécie tipo, C. diphtheriaz, produz acido,
mas n3o gis na maltose e dextrose, porém nfio ataca a sarcose”.

Realmente, revendo em ordem cronolégica, ss opinides dos autores dos
livros de bacteriologia geralmente mais difundidos entre nés, publicados até
1950, encontram-se as seguintes opinides:

1) Kolle e Hetsch 32, citando Rothe, nfo acusam a possibilidade de fer-
mentacdo da sacarose pelo bacilo diftérico.

2) Calmette, Negre e Boquet ? afirmam que o bacilo diftérico nunea. fer-
menta ésse hidrato de carbono.

3) Kendall 3 ¢ da mesma opinido.

4) Tanner-Hewlett * — autor do capitulo sobre o Corynebacterium diph-
theriae e os organismos difteréides, no Vol. V. do tratado “A System of Bacte-
riology in Relation to Medicine”, publicado em 1930 — apresenta a relacdo de
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agiicares atacados ou nio pelo bacilo diftérico, na qual a sacarose figura eomo
ndo sofrendo qilalquer acio. - Posteriormente, ao discutir o diagnéstieco com-
pleto desta bactéria, diz que, apbs o isolamento da cultura pura, o organismo
& submetido a exame de coloracio e de fermentacdio, acrescentando “... s0-
mente trés aclicares sio necessarios na rotina: a glicose, galactose e sacarose. ..
O bacilo diftérico é constante em suas reacdes: produz acido na glicose e gulac-
tose, nunca na saearose... O uso da sacarose permite-nos desprezar os fermen-

tadores da sacarose”.

5) Bessont afirma que o “bacilo da difteria... é sem acéo sobre a sa-
carose...”

6) Belding e Marston 3 também consideram o C. diphtherize como seni
aciio sobre o dissacaridio.

7) Park e Williams *7 apresentam quadro de fermentacdes, que atribuem
a Knapp, no qual a sacarose é dada como na@o atacada pelo bacilo da difteria.

8) No Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolgy, edicio de 1939,
Murray e Breed %3, revisores do capitulo “Cerynebeteriaceae”, também apre-
sentam’ o C. diphtherige como ndo fermentando ésse hidrato de earbono.

9) Lacorte 3¢ referindo-se a éste bacilo, considera-o ecomo sem acéo sobre
a sacarose.

10) Colien e Odegard !2 s@ao da mesma opinido.

11) Carvalho Lima 3 diz: “Para a identificac¢do, lancar mio dos meios
contendo acticar”. E apresenta quadro de fermentacdes, no qual a sacarose
figura como nio atacada.

12) Nos “Diagnostic Procedures and Reagents”, da Associacio Ameri-
cana ‘de Saude Puablica, edicio de 1945, Frobisher !°, autor do capitulo sdbre
o bacilo diftérico, ao tratar das suas caracteristicas culturais, diz que os or-
ganismos que atacam a sacarose podem ser desprezados, rotineiramente. Cha-
ma a atencao, entretanto, para addendum no final do capitulo, no qual observa
que, ‘apbs ter preparado o artigo, encontrara cépas virulentas fermentando a
sacarose, o que tornava néo verdadeiras as observagdes relativas a identificagéo
por provas de fermentagdo.

13) Jordan e Burrows 2 ndo admitem nenhuma acdo do C. diphtheriae
sObre o dissacaridio.

14) Zinsser e Bayne-Jones %, citando os resultados de Zinsser, déo a saca-
rose como nio atacada. i S

15) Simmons e Gentzkow 52, autores dos “Laboratory Methods of the
United States Army”, dizem que a reacio no meio ccm sacarose é negativa.

16) Whitby *® segue a mesma opinido.



CHRISTOVAO, D. A. — ES8TUDO SOBRE O CORYNEBACTERIUM... I 99

17) Ortiz Patto % ao citar as prcpriedades bioquimicas do bacilo difté-
rico em relacdo aos hidratos de carbono, nada refere sébre a sacarose, dando-o
como fermentador da glicose e da levulose e de aclo variavel sébre a gelactose,
maltose, amido. dextrina e glicerina. Entretanto, ao tratar do diagnéstico,
diz que o C. diphtheriage se diferencia do C. xerose, por atacar a glicose, a dex
trina ¢ a sacarose, enquanto o Gltimo ndo fermenta a dextrina.

18) Stitt e Clough % referem o bacilo da difteria como sem nenhuma
acdo sobre a sacarose.

19) Moueller *!, autor do capitulo sobre o bacilo diftérico em “Baecterial
and Mycotic Infections of Man”, editado por Dubos, diz: “O bacilo da difte-
ria tipicamente... ndo fermenta a sacarose”.

20) Murray e Breed*, na 6.2 edicdio, de 1948, do “Bergey’s Manual of
Determination Baecteriology” admitem que algumas cépas fermentam a sa-
carose.

21) Mackie e MeCartney 3%, na oitava edicdo de seu livro, de 1949, néo

b

admitem acdo do C. diphtheriae sébre o dissacaridio em questdo.

22) Frobisher ¥, na eédicio de 1949 de seu livro, apreserita as “reacdes
usuais de fermentacfio de algumas Corynebacteria comuns” em forma de qua-
dro, encontrando-se o diftérico como sacarose negativo.

23) Bier?®, na edicdo de 1949, apresenta as fermentacoes de glucidios em
tabela atribuida a Hohn, 1938, na qual a aclio do bacilo da difteria sdbre a
sacarose ¢ dada como negativa.

Vé-se, pois, que dos autores dos vinte e trés livros ecitados, publicados an-
tes de 1950, ndo tomando em consideracdo o caso incompreensivel de Ortiz Pat-
to, apenas quatro nio manifestavam inteiramente a mesma opinido que Wilson
e Miles, exposta no inicio desta introducdo: Frobisher, relatando em “adden-
dum” nos “Diagnostic Procedures and Reagents” de 1945, o achado de cépas
virulentas fermentadoras da sacarose e, em seu livro, apresentando a néo fer-
mentacio déste aclicar como reaciio usual; Mueller, em 1948, adotando apa-
rentemente o mesmo ponto de vista, ao restringir também com um “tipica-
mente”, ndo muito enfitico, o cardter de nfio fermentador da sacarose, atri-
buido classicamente ao bacilo e Murray e Breed, também em 1948, dizendo
claramente que algumas estirpes eram capazes de atacar o dissacaridio.

Daquela data para ca, inverteu-sc a posicdo dos autores de compéndios de
bacteriologia, restando muitos, entretanto, a negar a possibilidade da ex1stene1d
de cépas de diftéricos capazes de fermentar a sacarose. Assim:

1) Bryan e Bryan$, 1950, ainda afirmam que o Corynebacterium diph-
therige mao ataca aquéle hidrato de carbono.

2) Sartory, Sartory e Meyer °, 1950, apreséntam a mesma opinido.

3) Na terceira edicdo, de 1950, dos “Diagnostic Procedures and Rea-
gents” da Associacdo Americana de Satide Publica, Frobisher 2° repete o que
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afirma em “addendum” na ediciio anterior, observando que cépas fermentando
a sacarose haviam sido encontradas e acrescentando que a sua existéncia, con-
quanto nfo comum nos Estados Unidos em 1947, roubava as provas de fer-
mentacdo muito do seu valor.

4) Bier® na edicio de 1951, j4 chamou a atencdo sdbre os resultados
obtidos pelo presente autor !'. Nas edigdes sucessivas de 1953, 1955 e 19577,
apresenta o estudo da fermentacdo da glicose e sacarose como permitindo, ape-
nas via de regra, distinguir o bacilo da difteria dos difteréides. Em tabela
de caracteres bioquimicos, apresenta o C. diphtherige como podendo ou uao
atacar a sacarose.

5) Mueller #2, na segunda edicdo de 1952, do livro ““Bacterial and My-
eotic Infection of Man”, ainda editado por Dubos, mantém a mesma pequena
restri¢cao, apresentada em 1948: “O bacilo da difteria tipicamente... nfo
fermenta a sacarose”.

6) Kolmer, Spaulding e Robinson 33, 1951, relatam que o “C. zerose. ..
é separado do C. diphtheriae pela fermentacdo da glicose e da sacarose e pelo
creseimento em meios de caldo simples”, parecendo deixar claro que ndo admi-
tem a possibilidade de fermentaciio da sacarose pelo bacilo diftérico.

7) Agasse-Lafont !, 1952, afirma textualmente que o bacilo da difteria
ndo ataca a sacarose.

8) Smith, Conant, Beard, Pope, Shap e Poston ®, na décima edicdo, de
1952, do “Zinsser’s Textbock of Baecteriology”, apds apresentarem o C. diph-
theriae como sem acdo sObre ésse aclicar, acrescentam: “As reacdes de fer-
mentacdo, no edtanto, ndo sdo constantes. Algumas cépas toxigenas de inter-
medius fermentam a sacarose”.

9) Schaub e Foley 3! devem admitir a fermentacio do dissacaridio, por-
quanto na edicdo de 1952, afirmam que a Gnica maneira véalida de identificar
o bacilo da difteria é a demonstracdo da produc@io de toxina, acrescentandoe
que a morfologia de coldnia ou da bactéria sdo apenas sugestivas e que os ca-

racteres bioquimicos nfo tém nenhum sentido.

10) Na nona edicdo, de 1953, de seu “Handbook of Practical Bacterio-
logy”, Mackie e Mc Cartney 3 ainda sfo da opinido que o C. diphtheriae nio
fermenta a sacarose. Todavia, registram em nota de rodapé: *“Tem sido afir-
mado que ocasionalmente, cépas podem fermentar a sacarose”.

11) Jawetz, Melnick e Adelberg ?%, 1954, apresentam o bacilo diftérico
como nfo atuando sdbre a sacarose.

12) Wilson e Miles *7 na edicdo de 1955 dos “Topley end Wilson’s Prin-
ciples of Bacteriology and Immunity”, referem a pag. 541: *“Os hidratos de
carbono usados comumente para distinguir as espécies déste género sdo a dex-
trose maltose e sacarose. Déstes, o C. diphtheriae fermenta os dois primeiros;
8 sacarose é atacada sOmente por estirpes ocasionais. O C. xerose fermenta
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todos os trés aciicares e o C. hoffmanni nenhum...” A pig. 554 conservam, en-
tretanto, o texto da edicao anterior: “O C. diphtheriae fermenta a glicose,
galactose e maltose, com producdo de acido, mas sem nenhum gas. Nio tem
nenhuma acdo sObre a sacarose e manita”.

13) Gastinel 2, na décima edicdo, de 1957, apresenta o dissacaridio em
questdo como ndo sofrendo nenhuma acéo por parte do bacilo diftérico.

Em seis dos livros mencionados, publicados de 1950 para c&, ainda se
encontra, portanto, a afirmacéo de que o Corynebacterium diphtheriae nunca
fermenta a sacarose.

Por outro lado, revendo os trabalhos realizados sbbre a acdo fermenta-
tiva do C. diphtheriae, vé-se que sempre houve bacteriologistas que relataram
terem observado fermentacdo da sacarose. A literatura a respeito da contro-
vertida acdo do bacilo sobre ésse dissacaridio é extensa ¢ comeca muito cedo.
Embora pareca estranho, dada a simplicidade do fato investigado, a questio
data de sessenta anos atras. Citando apenas os estudos mais importantes,

encontramos os que seguem:

Theobald Smith **, em 1896, parece ter sido o primeiro a investigar éste
ponto, chamando a atencdo sdbre a auséneia de producdo de acido em caldo
contendo sacarose.

Martin 38 em 1898, foi o primeiro a afirmar o contrario. No célebre tra-
balho em que estuda fatores de importineia na producdo da toxina diftérica e -
no qual apresenta seu classico “caldo de bucho” (bouillon de panse) — hoje
mundialmente adotado e conhecido por caldo-Martin — ao tratar das causas
que favorecem a producio de acidez, cita, entre outras, a presenca de sacarose.

Seguem-se dados inconclusivos de alguns investigadores e o primeiro tra-
balho de importinecia é o de Knapp *!, publicado em 1904. Este bacteriologista
por sugestio de Hiss, estudou a capacidade fermentadora do bacilo diftérico e
de difteréides, empregando o meio de agua-séro com tornassol como indicador,
que Hiss empregara pela primeira vez, em 1902, na diferenciacdo do pneumoco-
co e do estreptococo. O meio de Hiss representou avanco notivel na téenica
bacteriolégica, permitindo a aplicacdo de provas de producdo de acido em lar-
ga escala, com grande ntmero de hidratos de carbono, de maneira muito mais
simples que a do método de titulacdo empregado até entdo. Dessa maneira,
Knapp investigou a acio de 27 cépas de bacilos diftéricos, 10 de bacilos “xe-
rosis” e 4 de “pseudo-diftéricos” sébre varios hidratos de carbono e apresentou
varias conclusdes, entre elas a da n8o fermentacio da sacarose pelo verdadeiro
bacilo da difteria, conclusio i qual atribuin grande importincia diferencial.

Grahm-Smith 2, em 1906, investigando 23 cépas de bacilos diftéricos
tipicos, dos quais 19 virulentos, ndo péde notar nenhuma mudanga de reacfo
nos meios contendo sacarose. Posteriormente, porém, examinando bacilos de

. vérios surtos ocorridos em pequenas cidades ou aldeias, onde, possivelmente,
teria havido fonte Gnica de infecgfio, observou que 16 estirpes isoladas de 5
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surtos pequenos também nfo atacaram aquéle agticar; entretanto, 19 das 22
estirpes provenientes de surto maior, o fermentaram. Concluiu o célebre baec-
‘teriologista inglés que sOmente poucas cépas atuam sobre ésse dissacaridio.

Segue-se, em 1908, o trabalho de Zinsser ®®, duplamente importante, pelos
cuidados tomados pelo grande bacteriologista e pela fama do autor. Logo na
introducdo, diz Zinsser: “Knapp... aleancou conclusées definidas, as quais,
se confirmadas, devem tender a simplificar considerdvelmente o trabalho de
identificagio”. Em seguida, cita autores que nio confirmaram os achados de
Knapp e acrescenta: ‘“Em vista da'importancia de deixar estabelecido coneclu-
sivamente se as provas de fermentacdo de acficares fornecem ou nfo dados dig-
nos de fé na identificacdo das bactérias do grupo, que nos sio conhecidas no
presente, o autor acreditou valer a pena percorrer o terreno novamente. O
trabalho de Knapp, além disso, requeria desenvolvimento maior, uma vez que
na sua publicagio nenhuma referénecia foi feita 4 viruléncia das bactérias por
éle classificadas como verdadeiros bacilos de Klebs-Loeffler”.

Zinsser estudou 42 cépas de C. diphtheriae, 21 de C. zerose (algumas
das quais fornecidas por Knapp), 8 de bacilo de Hoffmann e algumas cépas
de bacilos ndo classificados, semelhantes ao bacilo da difteria. Das cépas de
bacilos diftéricos, 39 eram tipicamente virulentas para cobaias. A primeira
conclusio de Zinsser foi: “1. Que o B. hoffmanni, o B. diphtheriae e o B. ze-
rosis podem ser diferenciados, rapidamente, nos meios de &gua-sdro-acilicar; o
primeiro, ndo formando acido com nenhum dos aclicares empregados; os dois
altimos, diferindo em que o B. diphtherice fermenta a dextrina, mas nio a sa-
carose, e 0 B. zerosis fermenta a sacarose, mas néo a dextrina. Isto confirma
o trabalho de Knapp”.

Hine 25, em 1913, examinando 15 cépas de bacilos diftéricos virulentos
para cobaia, também nfo encontrou nenhuma atacando a sacarose, ao que atri-
buiu enorme valor diferencial.

Em 1916, Moshage e Kolmer #°, realizaram estudo em escala bem maior,
examinando 392 culturas de bacilos do grupo diftérico, isolados em Philadel-
phia, 59% isolados de material da garganta, 21% de origem nasal e o restante
proveniente de casos de otite média supurada, da pele e de olhos. Todda as
culturas foram submetidas a provas de viruléncia em animal. Os autores admi-
tiram como critério de viruléncia sinais de toxemia geral e, mesmo, a simples
presenca de edema no local de inoculacdo. Nédo empregaram provas de neutra-
lizacdo especifica, o que torna discutivel, na sua totalidade, a classificacgio
apresentada. Concluiram pela fermentagio da sacarose por grande percenta-
gem, 20,8, das 154 cépas virulentas encontradas.

Durand 13, em 1921, examinando 224 cépas de bacilos diftéricos, perfeita-
mente tipicos e virulentos, encontrou 7, classificadas como do tipo II, que ata-
caram a sacarose.

Eagleton e Baxter %, em 1922, entre 33 culturas virulentas isoladas de
casos clinicos de difteria, encontraram duas fermentando a sacarose, porém,
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tornando a passd-las em placa, verificaram que se achavam contaminadas
Quando livres de econtaminagdo, ndo mais atacaram é&sse agiear. O mesmo vi-
ram suceder com uma dentre 30 culturas virulentas isoladas de portadores,
Concluiram que os bacilos diftéricos, em cultura realmente pura nio fermen-
tam aquéle acucar.

Jordan, Smith e Kingsbury *8, estudaram, em 1922, 74 eépas virulentas
e 32 avirulentas. Nenhuma cépa virulenta atacou a sacarose.

Okell e Baxter?’, em 1923, ndo observaram a fermentacfio da sacarose
nenhuma vez, ao estudarem a capacidade fermentativa de 100 cépas virulentas.

Christiansen !°, ainda em 1923, publicou sua monografia sébre o baeilo da
difteria. Um de seus estudos referia-se & fermentacéio de acteares e déle con-
cluiu que o bacilo diftérico nfo ataca a sacarose. Suas observacdes eram ba-
seadas, neste particular, na acido de 15 cépas toxigenas e algumas ndo toxige-

nicas.

Barratt 2, em 1924, dentre 102 cépas virulentas, ndo encontrou nenhuma

acidificando a sacarose.

Em 1936, Perry, Whitley e Petram *%, estudando 285 cépas de C. diphthe-
ride, também ndo encontraram nenhuma fermentando a sacarose.

Frobisher 13, estudou os caracteres bioquimicos de cérca de 158 cépas de
bacilos diftéricos de viruléncia conhecida. Nenhuma atacou a sacarose.

Em 1945, Frobisher, Adams e Kuhne *!, encontraram, entre 169 cépas vi-
rulentas isoladas em Baltimore, 4 que fermentaram a sacarose. Deram a éste
fato grande realece, uma vez que Frobisher, conhecido pelos seus trabalhos so-
bre o bacilo da difteria, ainda nfo o havia observado, apesar de, j4 em 1942 1%
ter acumulado uma colecio de mais de 2.000 corinebactérias, tédas perfeita-
mente documentadas quanto a propriedades biolégicas.

Mauss e Keown®, de South Dakota, em 1946, também comunicaram o
achado de bacilos diftéricos virulentos fermentadores da sacarose, relatando
terem, no espaco de dois anos, isolados 4 cépas de acfio nitida e constante
s6bre aquéle dissacaridio.

Desta revisio dos estudos principais realizados na Europa ou nos Estados
Unidos, todos publicados até 1946, resulta a evidenciacio nitida de existéncia
de bacilos diftéricos virulentos fermentadores da sacarose. No entanto, poucos
foram os investigadores que os encontraram. O fato de nenhum caso dessa
ordem ter sido registrado na Inglaterra ou nos Estados Unidos de 1920 a 1945,
aliado aos resultados negativos obtidos antes dessa époea por pesquisadores do
renome de Knapp 3! e, principalmente Zinsser 3, deve ter sido a causa de a
maioria dos bacteriologistas passarem a ignorar essa possibilidade, o que se féz
refletir nos livros de texto da matéria. Os achados de Frobisher e cols. 2!, em
1945, e de Mauss e col. 3°, no ano seguinte, confirmaram modernamente a exis-
téneia de cépas com tal propriedade fermentativa, porém, ainda assim, com-
provando seu carater excepcional.
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Entretanto, em 1943, Rangel Pestana e Quirino Ferreira **, haviam pubii-
cado importante trabalho, investigando as propriedades bioquimicas de 1.452
cépas isoladas, na maioria, de doentes.de difteria recolhidos ao hospital de iso-
lamento “Emilioc Ribas” de Sao Paulo, e identificadas pela sua morfologia
como tipicas de C. diphtheriae. Encontraram 184, 126%, fermentando a sa-
carose. Relataram os autores: “Das racas tipicas de C. diphtherige que fer-
mentaram a sacarose, algumas foram inoculadas em cobaias e verificada a sua
viruléncia e toxigenicidade, pela Dra. Jandira Planet do Amaral, do Instituto
Butantan, tendo tédas elas demonstrado serem virulentas e produzir toxina™.

Fenémeno ocorrendo na proporcio de 12,8%, evidentemente, ndo podia
mais_ser classificado como excepcional e tornava obrigatéria a mudanca com-
pleta da concepcéo da classificacio dessa bactéria pelas propriedades fermen-
tivas. Todavia, nfio tendo os autores mencionados realizado a pesquisa da
viruléncia das amostras identificadas pela sua morfologia como tipicas de
C. diphtheriae, tornava-se impossivel o conhecimento exato da percentagem
de diftéricos capazes de fermentar a sacarose, pois, é conhecida a possibilidade
de falha do critério de identificacdo adotado. Por outro lado, o fato de nio
terem mencionado o namero das “algumas” cépas, dentre as 184 classificadas
como diftéricos fermentadores da sacarose, que submeteram as provas deo vi-
ruléncia, com resultado positivo, também n#o permitia estimar-se a probabi-
lidade de sua freqiiéncia relativa, mesmo dentro dos critérios adotados. Ou-
trossim, seria desejavel que tivessem incluido contrdles do meio basico de fer-
mentacdo utilizado.

Em vista disso e dada a importincia da questdo, resolveu o presente au-
tor, em fins de 1949, retomar o seu estudo. Empreendeu o isolamento de co-
rinebactérias a partir de material colhido de doentes com casos tipicos oun sus-
peitos de difteria, recolhidos ao Hospital de Isolamento “Emilio Ribas”, de
Sio Paulo. Toddas as cépas isoladas, com caracteres do género Corynebacte-
rium, foram submetidas a provas de fermentacdo e & prova intradérmica de vi-
ruléneia em coelho, sendo esta sempre controlada por segunda prova, realizada
no mesmo animal, apdés protecio pela antitoxina especifica. Por ocasido do
Quinto Congresso Internacional de Microbiologia, realizado em Agésto de 1950,
tendo acumulado dados suficientes para perfeito esclarecimento do problema,
foram éles comunicadus aquele organismo !!. Haviam sido isoladas 95 cépas
de bacilos diftéricos virulentos, das quais 19, ou seja 209, tinham, indubita-
velmente fermentado a sacarose. Portanto, ficou comprovada a existéncia em
Sdo Paulo, e em extraordinaria proporcio, de bacilos da difteria virulentos,
dotados da controvertida propriedade de atacar a sacarose. Rstes estudos fo-
ram continuados e a apresentacdo dos novos resultados encontrados constitui
o objetivo principal déste trabalho. Entretanto, tendo sido publicados apenas
os resumos das investigacoes apresentadas ao referido congresso e ndo os seus
Anais, que iriam trazer na integra os trabalhos comunicados, serid aproveitada
a oportunidade para a apresentacio detalhada também daqueles primeiros re-
sultados.
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TECNICAS

Fonte de material — Todo material colhido para o isolamento dos bacilos
diftéricos. estudados nesta investigacgdo, foi obtido, em chumaco comum de al-
goddo, pelas enfermeiras do Servico de difteria do Hospital de Isolamento
“Emilio Ribas” de Sdo Paulo, que o retiraram de doentes confirmados ou
suspeitos de difteria, ali internados. Todos os pacientes, quando o material
foi colhido, jao tinham recebido anti-toxina diftérica e tratamento loecal por

penieilina.

Isolamento — Os chumagos de algoddo, com o material colhido para exa-
me, foram passados °m placas de agar-sangue-telurito de Kellog ¢ Wende *,
um dos trés meios recomendados por Frobisher e cols. 2 em seu estudo s6bre
a eficiéneia de sete meios de telurito.

Colénias suspeitas foram inoculadas em tubos de meio de Loéffler. Tédas
as cépas apresentando caracteres morfoldgicos de Corynebacterium, apés cuida-
dozo exame microseépico para comprovacio de sna pureza, foram submetidas
a provas de fermentacdo de hidrates de carbono e, independentemente do resul-
tado destas, a provas de viruléncia em animal. Sempre que surgia qualquer
divida quanto & pureza de cépa, era ela passada em placa de agar-sangue-te-
lurito, realizando-se assim seu reisolamento.

Provas de fermentagio — A aglio sObre hidratos de carbono foi investigada
em dois meios de,cu]tura diferentes, um sélido, empregado no servico de rotina
do Departamento de Microbiologia da Faculdade de Higiene e Satide Priblica,
e o outro liquido, usado por Rangel Pestana e Quirino Ferreira **. Suas fér-
mulas respectivas:

A) A agar-Martin, pH 7,4 — juntar:
Hidrato de carbono 1%
Indicador de Andrade 1%

Esterilizar em vapor fluente durante 15 minutos; apbs resfriar,
adicionar 20% de sbéro de eavalo; distribuir em tuboes e inclinar.

B) Soro de cavalo 200 ml
Agua destilada 800 ml
Fosfato dissédico lg

Fenol vermelho em sol.a 0,2% 10 ml
Hidrato de carbono 10 ¢

Diluir o séro em 600 ml de 4gua, ajustar ao pH 8,4 e adicionar
mais 3 ml de solucdo normal de séda. Autoclavar 20 minutos =z
120°C. Dissolver a peptona e o fosfato de sédio em 200 ml de agua,
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ferver e juntar & solucdo do sbéro acima preparada. Completar o
volume a 1000 ml com Agua destilada e ajustar ao pH 7,6. Juntar
o hidrato de carbono e o indicador. Esterilizar em vapor fluent2
por 30 minutos.

Os hidratos de carbono empregados foram da marca Baker’s, C. P.

Todas as cépas com caracteres morfoldgicos de Corynebacterium foram
moculadas em séries de ambos os meios, contendo os hidrates de carbono mais
comumente empregados no easo. As eem primeiras cépas isoladas foram ino-
culadas também em tnbos de contrdle de ambos os meios béasicos de fermen-
tacdo, preparados exatamente segundo as férmulas e métodos ja descritos, ape-
nas nfo se juntando nenhum hidrato de carbono.

Os tubos inoculrdos foram incubados a 37°C, sendo a leitura realizada

diariamente, durante uma semana.

Provas de viruléncia — Submeteram-se todas as cépas morfoldgicamente
semelhantes a Corynebacterium a provas de viruléncia em animal, empregan-
do-se a téenieca adaptada de Fraser, recomendada por Frobisher 1*, Esta pro-
va é realizada intradérmicamente em coelho. Inclui a verificacdo da especi-
ficidade das reacdes positivas — caracterizadas pelo aparecimento de area de
iecrose — pela neutralizacio da acdo toxigénica do germe na prova contrdle.
a qual é efetuada apds a administraciio de anti-toxina diftérica ao mesmo ani-
mal. A inclusdio da prova contrdle ndo permite nenhuma divida sobre a ver-
dadeira identidade e viruléneia das cépas positivas.

RESULTADOS

Ambos os meios de prova de fermentacio funcionaram satisfatoriamente.
Todos os diftéricos virulentos e tédas as corinebactérias que, embora aviru-
lentas, puderam ser diagnosticadas como diftéricos, provocaram em 24 horas
mudanca de cér do meio dos hidratos de carbono por éles atacados. Nio houve,
durante os sete dias de observacdo, nenhum caso de reversio da cor do indi-
cador. Houve concordancia quase total entre os resultados observados em am-
bes os meios. A mudanea de edr foi, porém, sempre mais intensa no meio s6-
lido, no qual foi suficientemente nitida para nfo deixar divida quanto & leitura.
Nenhum tubo testemunha do meio sblido teve sua cdr alterada dentro dos sete
dias de observacdo. Em alguns casos, os tubos testemunhas do meio liquido
apresentarsm leve mudanca de ¢ér nas primeiras 48 horas de incubacéao, poste-
riormente havendo, porém, completa reversdo a cor original.

Das 18 primeiras cépas de bacilos isolados e diagnosticados como diftéri-
cos virulentos, 5 fermentaram a sacarose. Apesar de ndo haver a menor sus-
peita gnanto a pureza destas cépas, foram tddas passadas em placa de agar-
-sangue-telnrito. Apds fazer esfregacos com material colhido de varias colénias
e verificar que todos revelavam igual evidéncia de pureza de coldnia. inocula-
ram-s» séries de tubos de fermentacfio com material ecolhido de tiés coldnias ti:
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madas ao acaso de cada placa. Em todos os casos repetiu-se a acidificacio dos
meios contendo sacarose.

Em vista désses resultados, ndo mais se realizou tal operagdo, passando-se
a agir apenas com os rigorosos cuidados usuais, ji descritos.

Na primeira parte déste trabalho, ji comunicada, isolaram-se 95 cépas de
bacilos diftéricos virulentos, das quais 18, ou 20%, fermentaram a sacarose.
Destas 19, 10 foram submetidas a outro contrdle, sendo inoculadas nos meios
de fermentacéio, sflido e liquido, contendo sacarose, porém, sem a adicio de
sbro. Atacaram o aciicar da mesma maneira, embora mais lentamente; a mu-
danca de cOr sé apareceu apds 48 horas de incubacio.

Para mais um contréle dos meios usados e da sacarose, inocularam-se 24
cépas de Salmonella typhosa nos meios sélido e liquido contendo ésse agiicar.
Nio provocaram a menor alteracio de ebr do indicador durante os 7 dias de
observacéo.

Com a continuacido do estudo, foram isoladas outras 98 cépas virulentas e
destas, mais surpreendentemente, 35, ou seja 35,7%, atacaram aquéle hidrato
de carbono.

Ao todo, de 193 cépas virulentas, 54 férmentaram o dissacaridio, o que
corresponde & elevada percentagem de 28%.

Releva notar gue 166 cépas virulentas, das quais 45 fermentadoras da
sacarose, foram enviadas ao Dr. M. Frobisher Jr., renomado por sua extensa
série de trabalhos sobre o bacilo diftérico, entre muitas outras investigacdes, e
entdo diretor do “Bacteriology Branch” do “Communicable Disease Center”,
Atlanta, Ga.,, U.S.A. Em seus laboratérios, nossas verificacdes foram tddas
confirmadas por sua colaboradora, Dra. Elizabeth I. Parsons.

DISCUSSAO

Os resultados aqui referidos deixaram perfeitamente comprovado que exis-
tem em Sdo Paulo, em freqiiéncia muito elevada, cépas de Corynebacterium
diphtheriae, isoladas de casos clinicos de difteria, virulentas para animal, do-
tadas da propriedade de fermentar a sacarose. Os cuidados tomados nfo per-
mitem outra conclusio.

Realmente, a possibilidade da acidificacdo ndo ser devida i fermentacdo
da sacarose e sim 4 da pequena quantidade de hidratos de carbono normal-
mente existente no agar-infusiio empregado no meio sélido, ou no séro de eca-
valo empregado em grande quantidade em ambos os meios, foi afastada pelos
resultados negativos obtidos em tcdos os tubos testemunhas dos meios béasicos.

A possibilidade da fermentaciio da sacarose ser devida & presenca de hi-
drolases existentes no séro também néo pode ser aceita, porquanto, no meio
liquido empregado, o séro é submetido a 120°C, durante 20 minutos antes de
ser posto em contacto com o aefear, o que inativaria qualquer enzima porven-
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tura presente. Além disso, as provas positivas obtidas com 10 das 19 pri-
meiras eépas virulentas fermentadoras da sacarose, realizadas pela sua ino-
culacio em ambos os meios contendo sacarose, porém, sem qualquer quanti-
dade de soro, servem de prova adicional a rejeicdo desta hipGtese.

Restaria, como causa de érro, a questdo da maneira pela qual foi este-
rilizada a sacarose, dada a possibilidade de seu desdobramento por acdo do
calor. A temperatura e o tempo usados, entretanto — vapor fluente por 13
minutos, para o meio sélido, e por 30 minutos para o meio liqguido — deveriam
excluir essa possibilidade. Além disso, no trabalho em que relata o achado
de cépas fermentadoras de sacarose, Frobisher e colab. 2! mostrou que nio ha
diferenca nenhuma entre a esterilizacio désse hidrato de carbono por autocla-
vacio ou por filtracio.

Tém-se, ainda, os resultados negativos obtidos com 24 cépas de S. {yphosa.

A par déstes argumentos, que nos parecem suficientes, existe a valiosa
comprovacdo dos nossos resultados nos laboratérios do Dr. M. Frobisher Jr.
Note-se ainda, que o nieio basico para a prova de fermentacido empregado por
Frobisher 15 é diferente daqueles usados nesta investigac¢do, e ndo contém soro.

Impde-se, portanto, a conclusido acima referida e é interessante observar
a aparente ascensdo da freqiiéncia relativa de tais bacilos. Rangel Pestana e
Quirino Ferreira °, em 1943, relataram o achado de 12,6%. Em 1950, comu-
nicamos o achado de 209 ; posteriormente, na série isolada no ano seguinte, a
percentagem dos fermentadores de sacarose subiu a 35,7. Devendo a extensa
série estudada por aquéles investigadores corresponder a mais de um ano de
observacdes, deveriamos comparar a percentagem achada por éles com a de 28
encontrada no conjunto de nossos dados. Ainda assim, nota-se um aumento
extraordinério. )

Para ésse aumento, de 12,6 a 28, nfo ser real, teriamos de admitir esta-
rem em operacdo um ou mais dos fatores hipotéticos seguintes:

a) O material recebido por nés para isolamento provinha todo de doen-
tes ja internados, as vézes ha mais de um dia. Tratava-se de pacientes ji me-
dicados, pela antitoxina especifica e por tratamento local com penicilina. B
de se acreditar que o material recebido por Rangel Pestana e Quirino Ferrei-
ra*®, na seciio de diagnéstico de difteria do Instituto Adolfo Lutz (Labora-
tério de Satide Publica do Estado de S#o Paulo), fdésse mais recente e, em
muitos casos, pelo menos, até mesmo anterior 4 medicacio. O isolamento foi
por nds realizado em placa de agar-sangue-telurito, enquanto aquéles pesquisa-
dores usaram meio com telurato:de sédio. Em nosso easo, foram isolados ba-
cilos que podiam ser classificados como diftéricos, de apenas 60% dos casos.
A percentagem verdadeira de doentes com lesGes ocasionadas por C. diphthe-
rige é desconhecida. Supondo ser substancialmente maior que aquela encon-
trada, a percentagem ndo revelada — além da propor¢io normalmente nio
evidenciavel -— poderia ser devida, primeiramente, a influgnecia dos tratamen
fos, e em segundo lugar a alguma possivel acdo impediente do telurito. Se
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dsses agentes exercem ou ndo acfio seletiva sobre os bacilos ndo fermentadores
de sacarose, facilitando o isolamento em maior proporcic das bactérias dotadas
da propriedade de atacar ésse actficar, nada se sabe; seria improvavel, mas, «
priori nada sze pode afirmar.

b) O fato do material que recebiamos para isolamento ser retirado de
pacieites ja internados a algum tempo, as vézes dias, na enfermaria de ditteria,
ndo permite desprezar-se a possibilidade de terem ocorrido infeccdes cruzadas.
Parte das cépas fermentadoras de sacarose poderiam ter tido essa origein.
Ainda aqui, Rangel Pestana e Quirino Ferreira*?, tendo recebido material
mais recente, proveuiente de pacientes com nenhum ou menor estigio no hos-
pital, néo teriam tido oportunidade de encontri-las na mesma freqiiéncia por
nés revelada. Se éste possivel fator interveniente seria capaz de explicar a
diferenca observada entre nossos dados e os dos autores citados, nada se po-
poders adiantar.

Cabe ressaltar, entretanto que, mesmo dentro das condicdes em que foi
efetuada esta investigacio, foi observado aumento da incidéncia de diftéricos
fermentadores de sacarose de um ano para o outro, de 20 para 35,7%. Esta
diferenca mostra-se significante estatisticamente, néo podendo ser atribuida
a simples flutuacdio de amostra, e para ela néo se pode imaginar nenhum fator
intercorrente. '

Para conecluir, parece, portanto, ndo restar duvida sObre a existéncia em
Séo Paulo, em proporcdo considerivel, de bacilos diftéricos virulentos capazes
e atacar rapida e vigorosamente a sacarose, nem sbbre o aumento de sua fre-
qiiéncia relativa, verificado neste estudo. A elevada incidéncia de tais bacilos
parece ainda mais extraordinaria ao lembrar que hi poucos anos a sua sim-
ples existéncia era negada por bacteriologistas dos mais renomados.

Foi visto, na introducéo desta investigacdo, que varios autores de livros
de bacteriologia recentemente editados ainda apresentam o Corynebacterium
diphtheriae como absolutamente incapaz de atacar a sacarose. Mesmo nos li-
vros onde se admite a possibilidade dessa fermentacio, vé-se que, em quase to-
dos, o fato é apresentado como excepcional. Isso tudo poderia levar, ainda
hoje, bacteriologistas mencs avisados a confiarem na identificacio bioquimica
classica das corinebactérias, desprezando como difteréides todos os bacilos fer-
mentadores da sacarose. Tal fato poderia trazer sério érro sbbre o conheci-
mento da incidéncia comprovada da difteria nos locais, como Séo Paulo, onde
as afirmativas referidps ndo correspondem absolutamente i realidade.

RESUMO

O autor, em 1950, comunicou ao V Congresso Internacional de Microbiolo-
gia, reunido no Rio de Janeiro, o achado, entre 95 cépas diagnosticadas indu-
bitdvelmente como bacilos diftéricos virulentos, de 19 ou 20%, capazes de fer-
mentar rapida e vigorosamente a sacarose. N&o tendo sido publicados os tra-
balhos apresentados ao referido congresso, relata agora aquela investigacfio.
assiln como seu prosseguimento.
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Em estudo posterior, isolou mais 98 cépas virulentas, encontrando 35, ou
seja a elevada proporcdo de 35,7%, capazes de atacar aquéle aglear. Assim,
isolou em Sao Paulo, de casos clinicos de difteria, 193 cépas virulentas de C.
diphtheriae, das quais 54, ou 28% fermentaram a sacarose. Os ensaios de vi-
ruléncia foram realizadas intradérmicamente em coelho, pela téenica de Fra-
zer, a qual inclui a verificacdo da especificidade das reacdes positivas por se-
gunda prova no mesmo animal, apbs sua protecio antitoxina diftérica. A
acdo sobre a sacarose foi verificada pela inclusdo dos contréles apropriados, os
quais excluiram a possibilidade do efeito observado ser devido quer a hidratos
de carbono presentes nos meios bdsicos de cultura quer a enzimas sacaroliticas
do séro empregado nos mesmos meios.

Tem sido negada por intmeros bacteriologistas a possibilidade do Cory-
nebacterium diphtherige fermentar a sacarose, Hste aciicar tem ocupado po-
sigéb chave na identificacdo bioquimica das corinebactérias, permitindo sua
fermentacdo distinguir o difteréide (. xerose do bacilo diftérico. A quase te-
talidade dos bons compéndios de bacteriologia, publicados até 1950, registrava
opinisio de aeérdo com &sse ponto de vista. Dos livros editados desde entdo,
alguns ainda mantém igual afirmativa, parecendo ter a maioria, todavia, pas-
sado a admitir a capacidade de cépas de bacilos diftéricos fermentarem aquéle
hidrato de carbono. Quase todos, entretanto, ddo a éste fato o cunho de ex-
cepcional, o que poderia levar ainda ao emprégo da identificacdo biogquimica
classica das corinebactérias. Erros sérios adviriam dai zo conhecimento da
ineidéncia comprovada da difteria em locais, como Sdo Paulo, onde tal fato
ahsolutamente néo corresponde & realidade.

SUMMARY

In a preliminary communication to the 5th International Congress of Mi-
erobiology, in 1950, the author reported the occurrence, in a group of 95
strains ¢f undoubted’y virulent diphtheria bacilli, of 19 strains (20 per cent)
whieh were able to ferment saccharose vigorously and promptly.

Ilr‘a”"subsequent investigation, 35 new saccharcse fermenting strains were
found among 98 virulent strains isolated (like those of the first group) from
clinieal cases of diphtheria in Sdo Paulo, an incidence of 35.7 per cent.

The virulence tests were performed intradermally in rabbits according to
Frazer’s technique, which includes a control of the specificity of the positive
tests. Controls of the action on saccharose were included, ruling out the possi-
bility of the observed effect being due to the presence of either other carbohy-
drates in the basic culture media or of saccharolytic enzymes in the serum
incorporated to these media.

The possibility of Corynebacterium diphtheriae to ferment saccharose has
been denied by many bacteriologists. The fermentation test with this earbohy-
drate has been therefore used in the biochemical identification of Corynebacte-
ria, in order to differentiate the diphtheria- bacillus from C. zerose.

WA A Y RE L s
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Several text-books of bacteriology, in recent editions, admit the pdssibi-
lity of occasional strains of C. diphtheriae attacking that sugar. Since strains
exhibiting this property are considered as exceptional, the usual biochemical
classification of Corynebacteria might still be resorted to, leading to an under-
estimation of the incidence of C. diphtheriac infections in areas where the
forementioned strains are rather frequent, as it occurs in Sdo Paulo.
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