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RESUMO: As propriedades fermentativas do Corynebacterium diphtheriae, com
relação à sacarose, foram estudadas em 224 cepas e, destas, 134 foram capazes de
fermentar este sacarídeo, correspondendo a uma percentagem de 59,8%. Empregando
a técnica de Elek (1949), as cepas de C. diphtheriae foram testadas quanto à
toxigenicidade. O estudo comparativo entre a propriedade de fermentar a sacarose
e a capacidade de produção de toxina, comprovadas pelo teste de Elek, demonstrou
que o número de cepas toxigênícas e desdobradoras da sacarose - 106, ou seja
58,89% - era maior do que o das cepas toxigênicas não fermentadoras - 74, ou
seja, 41,11%. Em vista do comportamento do C. diphtheriae em relação à sacarose,
parece-nos imprescindível a reavaliação dos critérios taxonômicos vigentes.

DESCRITORES: Corynebacterium diphtheriae, toxigenicidade; sacarose, fer-
mentação.

INTRODUÇÃO

Até a 6.a edição do Manual de Bergey
constava a informação de que as cepas típicas
de Corynebaeterium diphtheriae produziam
reação ácida na glicose e maltose, porém
jamais na sacarose. No entanto, na 7.a edição
do referido Manual 3 foi acrescentado o
informe de que raras cepas do C. diphthe-
riae fermentam a sacarose. Em verdade,
FROBISHER8 e MAUSS& KEOWN· já haviam ve-
rificado a existência de amostras da C. diph-
theriae fermentadoras da sacarose e, em conse-
qüência, recomendavam a execução da prova

de virulência independentemente da fermenta-
ção da sacarose.

CRISTOVÃO<", em um estudo extenso, verifi-
cou que em 196 cepas virulentes de C. diphthe-
riae 54 fermentaram este dissacarídeo, corres-
pondendo a 28% das amostras. Neste trabalho
o autor pondera sobre a possibilidade de
bacteriologistas menos avisados confiarem na
identificação bioquímica clássica de Coryne-
bacterium, desprezando como difteróides todos
os bacilos fermentadores da sacarose.

O impacto dessa verificação levou WILSON
& MILES'0, na 6.a edição de Topley and
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Wilson's PrincipIes of Bacteriology, a incluir
no texto uma citação referente a este artigo.

Em nosso trabalho efetuamos estudo compa-
rativo entre os resultados obtidos através do
estudo do perfil bioquímico e da produção de
toxinas em cepas de C. diphiheriae, avaliado
pela prova de Elek.

MATERIAL E MÉTODOS

Material colhido de nariz e garganta de
pacientes com suspeita de difteria, já semeado
em meio de Loeffler, era enviado do Hospital
Emílio Ribas à Seção de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz para pesquisa do bacilo
da difteria.

Após incubação em estufa a 37°C, por 8-24
horas, era feita a bacterioscopia do cresci-
mento no meio de Loeffler, empregando-se
a coloração de Neisser-Gins. Quando a bacte-
rioscopia era positiva, o crescimento era
semeado em placas de ágar-sangue-cistina-
telurito, segundo FROBISHER', levadas à estufa
por 24-48 horas.

As colônias suspeitas, com coloração preta
ou preto acinzentada, eram repicadas nova-
mente no meio de Loeffler; após 24 horas em
estufa a 37°C, era feito novo exame bacterios-
cópico, sendo então realizadas as provas
bioquímicas e de toxigenicidade.

TABELA

Para as provas de fermentação foi usado
o meio de CTA, com os hidratos de carbono
acrescentados assepticamcnte, na concentração
final de 1%, após filtração em Millipore. A
sacarose foi de procedência Merck, assim como
os demais açúcares. Foram ainda verificadas
a hidrólise do amido em placas, na concen-
tração de 10/0, a hemólise em ágar-sangue,
e a redução de nitratos a nitritos.

N a interpretação dos resultados usamos,
como critério, a primeira leitura após 24 horas
e a última, no 5.° dia, permanecendo o mate-
rial sempre em estufa a 37°C, com exceção
da hemólise que era observada unicamente
após 24 horas, e da catalase, também realizada
com amostras de 24 horas.

Para a prova de toxigenicidade in vitro foi
empregado o teste de Elek.

RESULTADOS

O perfil bioquímico das 224 cepas de C.
diphtheriae encontra-se exposto na tabela 1.

A tabela 2 expõe o comportamento das
variedades gravis, mitis e intermedius de C.
diphtheriae em relação ao teste de Elek.

O estudo comparativo entre o teste de Elek
e a fermentação da sacarose, nas 224 estirpes
de C. diphtheriae estudadas, encontra-se na
tabela 3.

Comportamento bioquímico de 224 cepas de Corynebacterium diphtheriae

C. diphth. gravis C. diphth. mitis C. diphth. intermedius

Provas Positivas
Nega- Positivas Nega-

Positivas Nega-
tivas tivas tivas

N.o 0/0 N.o N.o 0/0 N.o N.o 0/0 N.o

Arabinose O O 70 O O 84 O O 70
Dextrina 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Galactose 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Glicerol 69 98,6 1 81 96,4 3 68 97,1 2
Glicose 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Gelatina O O 70 O O 84 O O 70
Indol O O 70 O O 84 O O 70
Frutose 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Lactose 1 1,4 69 O O 84 O O 70
Maltose 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Man ita O O 70 O O 84 O O 70
Manose 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Mslibiose O O 70 O O 84 O O 70
Sacarose 40 57 30 51 60,7 33 43 61,4 27
Salicina O O 70 O O 84 O O 70
Nitrato 70 100 O 84 100 O 70 100 O
Trealose 1 1,4 69 1 1,2 83 1 1,4 69
Xilose 1 1,4 69 5 6,0 79 1 1,4 69
Uréia O O 70 O O 84 O O 70
Amido 70 100 O O O 84 O O 70
Catalase 70 100 O 84 100 O 70 100 O
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TABELA 2

Resultados obtidos com o teste de toxigenicidade nas variedades de Corynebacterium diphtheriae gravis,
mitis e intermedius

Teste C. diphtheriae C. diphtheriae C. diphtheriae Total
de gravis mitis intermediu8 de

Elek cepas

Positivo 61 (87,10/0) 66 (78,50/0 ) 53 (75,70/0 ) 180 (80,40/0)
Negativo 9 (12,90/0) 18 (21,50/0) 17 (24,30/0 ) 44 (19,60/0)

TABELA 3

Estudo comparativo entre o teste de Elek e a fermentação da sacarose em 224 cepas de
Corynebacterium diphtheriae

Teste N.o de cepas fermentadoras N.o de não fermentadoras Total
de

cepas
deda sacarose da sacarose

Elek cepas

Positivo 106 (58,890/0 ) 74 (41,110/0) 180

Negativo 28 (63,640/0 ) 16 (36,360/0 ) 44

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Christovão usou cepas de C. diphtheriae
cuja virulência foi comprovada in vitro,
inoculando coelhos intradermicamente; salien-
ta em seu trabalho que a possibilidade de os
resultados da fermentação ácida da sacarose
terem sido falseados foi anulada pelos resul-
tados negativos obtidos nos tubos testemunhas.

Dentre as 224 amostras de C. diphtheriae
estudadas, 134 fermentaram a sacarose, o que
representa 59,8% do total, percentagem esta
bem mais elevada do que a encontrada por
Christovão ao estudar 196 cepas virulentas,
quando obteve o percentual de 28% de amos-
tras fermentadoras da sacarose.

A fim de confirmar os resultados de nosso
trabalho, todas as cepas foram retestadas
bioquimicamente empregando-se sacarose de
outra fonte. Os resultados obtidos confirma-
ram os anteriores.

Observando-se os resultados obtidos no
teste de Elek, expostos na tabela 2, verifica-
-se que o número de cepas Elek positivo
(180) foi bem maior do que o das cepas

Elek negativo (44), ou seja, 80,40/0 e 19,60/0,
respectivamente. Contudo, na distribuição das
cepas de acordo com as variedades de C.
diphtheriae, houve uma equivalência nos resul-
tados. Em vista disto, as cepas foram consi-
deradas em seu total para uma comparação
entre toxigenicidade avaliada pelo teste de
Elek e a fermentação da sacarose (tabela 3).

Como pode ser observado na tabela 3,
verificou-se que, dentre as cepas Elek positivo,
106, ou seja 58,890/0, fermentaram a sacarose
e 74, ou seja 41,110/0, deixaram de f'azê-lo.
Com relação às cepas Elek negativo, as per-
centagens foram de 63,640/0 e 36,360/0, respec-
tivamente.

Foi possível assim constatar a existência, em
São Paulo, de um apreciável número de cepas
de C. diphtheriae fermentadoras da sacarose
- 134 dentre 224 - com alta percentagem
de positividade para o teste de Elek.
A vista do comportamento de C. diphteriae

em relação à sacarose, fato este já relatado
entre nós por Christovão, e confirmado em
maior amplitude pelo atual estudo, parece-nos
imprescindível que seja feita total reavaliação
dos critérios taxonômicos do C. diphtheriae.
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SUMMARY: Sucrose was fermented by 134 (59.8%) of the 224 strains
of Corynebacterium diphtheriae. Using Elek's method, toxigenic and sucrose
fermenting strains compased 58.9% of the total. Because of these results, a revision
of the taxonomic criteria is suggested.

tion.
DESCRIPTORS: Corynebacterium diphtheriae, toxigenicity; sucrose, fermenta-
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