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RESUMO: Foram analisadas as caracteristicas bioguimicas

de 386 cepas de

Corynebacterium J iphtheriae isoladas na Segfio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz,
Sdo Paulo, no periodo de 1980 a 19886, Verificou-se gue 38,3% destas cepas foram capazes de
fermentar a sacarose. O biotipo mais {reqiiente foi o mitis (52,2%), seguido pelos biotipos
intermedius {26,4%}, gravis (2,9%) ¢ de cepas de comportamento atipico (11,7%). Das cepas
pertencentes zo biotipo intermedsus, 75,5% foram capazes de fermentar a sacarose. Com
relaglio & produglio de toxina, detectada pelo método de Elek, verificou-se que 92,8% das
cepas foram toxigénicas e que 97,3% das cepas fermentadoras de sacarose produziram

toxina.

DESCRITORES: Corynebacrerium diphtherige, biotipos.

INTRODUCAG

As caracteristicas bioquimicas do Corynebacte-
rium diphtherice s80 bastante conhecidas. Com
relagio 4 fermentacfio de carboidratos, alguns de-
les s&#0 usados para diferenciar o C. diphtheriae
de outras espécies normalmente ndo patogénicas.
Dentre os carboidratos utilizados, encontramos a
sacarose que sempre foli considerada, nos testes de
fermentac8o, o agficar-chave para a identificacio
do C. diphtheriae.

Na ditima edicdo do manual Bergey!0, de 1986,
o C. diphtherige ainda ¢ considerado como néo
fermentador da sacarose, sendo raras as cepas ca-
pazes de utilizd-la. No entanio, em 1943, PESTA-

NAI2 ja mostrava que de 1452 cepas isoladas e
identificadas no Instituto Adolfo Lutz, em S3o
Paulo, 12,6% fermentaram a sacarose. Em 1957,
CHRISTOVAQSS ¢ TOPLEY! relataram uma
positividade de 20% em cepas de C. diphtheriae,
também isoladas em Sdc Paulo. Os mesmos auto-
res, analisando extensa literatura, mostraram que
os dados ndo eram concordantes, e que a variabi-
lidade dos resultados de fermentagio da sacarose
muitas vezes estava relacionada com ¢ meio base
utilizado, a pureza do acicar ou a pouca sensibili-
dade do indicador de pH utilizado.

RASKIN®S, em 1978, analisando 254 cepas de
C. diphtherige isoladas e identificadas no Institu-
to Adeifo Lutz em Sdco Paulo, verificou que
50,89 das mesmas fermentaram a sacarose.

*  Realizado na Sccdo de Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz, Sdo Paulo, SP.

=% Do Instituto Adoifo Lutz.
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Fica assim bem demonstrada a importéncia do
trabalho inicial de PESTANA & FERREIRAIZ,
que teve sua observacio confirmada por CHRIS-
TOVAOS¢ ¢ RASKIN et alii’3, Atualmente, ja se
admite que ha cepas de C. diphtherige fermenta-
doras de sacarose e que esta caracteristica est as-

sociada apenas aos biotipos mitis ¢ gra-
stl,2.3.3,15,17_

No periodo de 1980 a 1986, tivemos a oportuni-
dade de examinar 386 cepas de C. diphtheriae que
foram submetidas a vérias provas bioquimicas, e
pesquisa de toxigenicidade na Secfio de Bacterio-
logia do Instituto Adolfo Lutz, em Sio Paulo. Bs-
te estudo teve como objetivo tracar o perfil bio-
guimico, com atencao especial para a capacidade
de fermentar a sacarose, ¢ toxigénico, bem como
conhecer a incidéneia dos diferentes biotipos de
C. diphtheriae em nosso meio.

MATERIAL E METODOS

Origem das cepas - As 386 cepas de C. diph-
therige analisadas-foram obtidas a partir de swabs
nasais ¢ faringeanos, submetidos ao diagndstico
bacteriologico pela Se¢do de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz no periodo de 1980 a 1984, de
pacientes com suspeita clinica de difteria, comu-
nicantes € portadores encaminhados ac Hospital
Emilio Ribas, Sdo Paulo.

Isolamento — O material, uma vez ¢olhido, foi
semeado em meio de Loeffler e incubado por um
periodo de 8 a |2 horas, em estufa a 37°C, Apds
este periodo, foi feito esfregaco do crescimento
bacteriano em lémina, 0 qual foi corado pelo mé-
todo de Albert Laybour?, com a finalidade de de-
monstrar a presenca de bacilos com caracteristi-
cas morfoldgicas e tintoriais de Corynebacterium
sp. Independentemente da positividade ou ndo
deste exame bacterioscOpico presuntivo, proce-
deu-se & cultura, a partir do meio de Loeffler, que
foi feita em placas de 4gar-sangue-cistina-telurito
{CTBA)S, as quais foram incubadas, por 48 ho-
ras, em estufa a 37°C. Destas placas, vérias cold-
nias suspeitas foram subcultivadas em meio de
Loeffler ¢ incubadas em estufa a 37°C, por 18 ho-
ras. Apos incubacio, esfregacos corados pelo mé-
todo de Albert Laybour foram usados para con-
firmar as caracteristicas morfologicas e tintoriais
destes microrganismos isolados.

Identificagdo — Para a identificacio biogquimi-
ca, biotipagem e pesquisa de toxigenicidade,
usou-se como indculo uma cultura em agar Muel-
ler-Hinton incubada por 18 horas em estufa a
37°C. Parte dos testes bicquimicos utilizados fo-
ram descritos em publicacfo anteriori4, aos quais
foram acrescidas a capacidade de hidrolizar a pi-
razinamida e pesquisa da atividade hemolitica. A
pesquisa de pirazinamida carboxilamidase (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo) foi feita pelo méto-
do rapido descrito por SULEA et alii’®. Como
controle positivo da reagfio usou-se uma cepa de
C. xerosts, KC-1368*. A atividade hemolitica foi
observada em placas de dgar sangue (10% de san-~
gue desfibrinado de coelho), com leituras feitas
apds 24 ¢ 48 horas de incubacfio, em estufa a
37°C.

Biotipagem — Os biotipos de C. diphtheriae
foram caracterizados segundo o esquema preconi-
zado por SARAGEA et alii'é onde foram analisa-
das as caracteristicas morfologicas em CTBA, ti-
po de ¢rescimento em caldo nutritivo, fermenta-
cdo do amido e glicogénio, redugio de nitrato ¢
atividade hemolitica.

RESULTADOS

Das 386 amostras de C. diphtheriae, 58,29%:
foram capazes de fermentar a sacarose {tabela 1),
Com relacdo a freqliéncia dos biotipos, 52,21%
das cepas pertenceram ao biotipo mitis, 26,42%
ao biotipo intermedius, 9,87% ao biotipo gravis ¢
11,69% corresponderam a cepas que apresenta-
ram um padrioc de comportamento atipico (tabela
2)

Quanto & utilizagio da sacarose, a maior fre-
giiéncia fol encontrada no bictipo intermedius,
75,49%, seguido pelos biotipos gravis,
71,05%,cepas  de comportamento  atipico,
57,78% ¢ mitis, 47,26% (tabela 1). -

Com relacdo & produgio de toxina, verificou-se
que 92,77% das cepas foram toxigénicas, sendo
que 99,02% das cepas pertencentes ao biotipo in-
termedius foram toxigénicas {tabela 3).

Com relagdo ao tipo de nitrato redutase, 100%
das cepas eram do tipo A, ¢ apenas 0,52% das ce-
pds nao apresentavam esta enzima.

* Cepa cedida pela Dra. Frances (. Sotinek, Centers for Disease Conirol, Atlanta, Georgia, EUA.

32



£E

TABELA 1

Distribuicdo anual de biotipos de C. diphtheriae fermentadores da sacarose

1980 1981 1982 1983 1584 1983 1986 Total
Biotipos
N % NO % N© % NO G N© % N© % NG % NO %
miitis 29 63,04 21 50,0 6 54,54 7 43,75 14 45,16 9 28,12 9 39,13 95 47,26
gravis 3 83,33 7 87,5 0 - 4 66,23 9 69,23 0 - 2 50,0 27 71,05
intermedius 4 100,00 32 86,49 3 30,0 5 31,25 9 50,0 20 90,91 4 57,14 77 75,49
Atipicos 9 69,23 8 30,0 1 1000 0 - 3 60,0 G - 5 7143 26 57,78
Totai 47 68,11 68 66,02 10 55,55 16 41,02 35 59,32 29 50,88 20 48,78 225 58,29
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TABELA 2

Biotipos de C. diphtherias estudados durante o perlodo
de 1980 a 1986,

Ao Biotipos Total de
mitis gravis infermedius atipicos biotipos
nd % n? % a9 T n? %
1989 46 66,67 6 87 4 5.8 13 18,83 69
198t 42 41,18 8 7.8 37 3592 i6 15,73 103
1982 11 61,11 4] - 6 33,33 1 5,53 13
1983 16 41,03 ) 15,38 i6 41,03 1 2,56 39
1984 3t 52,54 13 22,03 10 16,25 5 8,48 59
1935 32 56,14 i 1,75 22 386 2 3,51 37
1586 23 56,1 4 3,76 7 17.07 7 17,07 41
Total 201 52,21 38 9,87 102 26,42 45 11,59 386
TABELA 3
Distribuigdo anual de biotipos de C. diphtheriae roxigénicos*
Biotipos mitis tox” gravis tox™ intermedius tox” atipicos tox” Totai ?;:fogip s
Anos ¥ % n? % no % n? % a9 %
1984 43 | 93,48 é 100,60 4 | 100,60 13 100,00 66 935,65
1981 41 | 97,62 8 100,00 37 | 100,00 16 100,00 102 99,03
1982 10 | 96,91 0 - 6 100,00 1 100,00 17 94 44
1983 14 | 875 6 100,00 15 92,75 I 100,00 36 92,30
1984 27 87,1 10 76,92 10 110000 5 100,00 52 88,14
1985 29 1 90,62 0 —~ 22 | 00,00 i 50,0 32 81,23
1986 1 82,61 1 25,0 7 1 100,00 6 85,71 33 80,49
Total 183 { 91,04 31 81,57 § 101 9%.02 43 95,567 358 92,77

* A pesquisa de toXigenicidade foi feita pelo método de Elek,

DISCUSSAG E CONCLUSAOD

A percentagem de cepas fermentadoras da sa-
carose dentre as 386 analisadas foi alia, 58,25%,
mostrando ser uma caracteristica importante dos
bacilos diftéricos em nosse meio.

Um estudo da incidéncia de tal positividade,
duranie os 7 anos analisados, mostra que esta po-
sitividade sofreu variagdes nfo significativas.

Como pode ser observado na tabela 4, dentre as
cepas fermentadoras da sacarose, 219, ou seja,
97,33%, apresemtaram prova de toxigenicidade
positiva ¢ apenas 6 (2,67%) ndo foram toxigéni-
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cas. Foi assim constatado que a percentagem de
cepas fermentadoras da sacarose e toxigénicas
permanece eievadall,

A alta incidéncia de cepas capazes de utilizar a
sacarose pode estar ligada a uma caracteristica re-
gional, uma vez que ndc ha relatos na literatura
referentes a este tipo de freqiéncia em outros pai-
SES.

Ainda, com relacfo A fermentagdo da sacarose,
a maior freqiifncia foi para o biotipo interme-
dius, 75,49%, seguide pelos biotipos gravis,
71,05%, cepas de comportamento atipico,
57,78%, e mitis, 47,26%. EPstes dados diferem
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TABELA 4

Correlagdo entre @ fermentagdn do sacarose e a toxigenicidade de
C. diphtheriae

Fermentacdo da sacarose Total de
Toxigenicidade Positiva Negativa cepas
NO % NO % N9 %
Positiva 219 97,33 139 86,34 358 92,75
Negativa 6 267 22 13,66 28 2,25
Total de
cepas 225 58,29 161 41,71 386 -

dos relatos da literatura internacional que se refe-
re a0 fato, como raro, € assinalam nunca ter sido
isolada uma cepa fermentadora da sacarose per-
tencente a0 biotipoe infermedius.

Com relagdo s cepas produtoras de nitrato-re-
dutase, verificamos gque 100% delas apresentaram
enzima pertencente ao tipo A. A variedade nitra-
to-reduiase negativa, o C. diphtherige mitis var.
helfanti, fol extremamente rara, tendo sido isola-
das apenas 2 cepas (0,52%), durante o periodo de
7 anos,

Apesar de ter havido uma variagdo dos biotipos
no decorrer dos 7 anos(1980 a 1986), o biotipo mi-
tis sempre foi o de maior incidéncia e o gravis de
incidéncia mais baixa, com excecio das cepas ati-
picas.

Pentre as 201 cepas pertencentes ao biotipe mi-
tis, 91,04% foram toxigénicas. Este comporta-
mento difere muito do apreseniado por cepas do
biotipo mitis isoladas em ouiros paises. No Cana-
d4, apenas 5% das cepas do biotipo mitis isoladas
entre 1967 ¢ 1971 foram toxigénicas®. Porém, a
percentagem das cepas toxigénicas pertencentes
a¢ biotipo mitis, nos Estados Unidos da América,
varion muito, apresentando uma gueda significa-
tiva no decorrer de 14 anos analisados, sendo de
14% no periodo de 1971 a 19759,

A suposicio de haver uma correlagdo entrg o
biotipo ¢ a gravidade da doenca, hoje, j& ndo
apresenta consisténcia, pois todos os biotipos pe-

dem ser toxigénicos ou ndo, causando mal clinico
de intensidade variavelis, No entanto, a incidén-
cia dos diferentes biotipos pode apresentar valor

. epidemioldgico, pois a freqlidncia deles, em épo-

cas epidémicas, & maior para o gravis, seguido do
intermedius'é,

Em alguns paises da Europa!s1820, durante os
alimos 20 anos, o biotipo gravis foi o Gnico isola-
do em epidemias, enquanto, no periodo pos-epi-
démico, a maior freqiiéneia foi para o interme-
dius. O biotipo mifis tornou-se prevalente somen-
te quando a difteria passou a ser endémica. Para
estes paises a ocorréncia de cepas do biotipo gre-
vis, ¢ toxigénicas, representa wm indicador epide-
mioldgico implicando em medidas profildticas
imediatas? %!, J& nos Estados Unidos da Améri-
ca, em recentes surtos investigados, o biotipo in-
termedius toxigénico prevaleceu, porém, em pe-
riodos pos-epidémicos 0 biotipo mritis continuou
sendo o de maior incidéncial’. 16,20,

A semelhanca do gue tem ocorrido em diferen-
tes paises, a prevaléncia no nosso meio do biotipo
mitis nos leva a crer que a difteria se encontra sob
a forma endémica. Uma possivel alteragdo na in-
cidéncia dos biotipos gravis ¢ intermedius poderia
ter algum significado epidemiolégico. A determi-
nagio de lisotipos, bacteriocinotipos ou de mar-
cadores moleculares seria necessaria para uma
melhor caracterizacfo das cepas epidémicas de C.
diphtherige.
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ABSTRACT: A biochemical study was made of 386 strains of Corynebacteriim
diphtherige isolated at the Central Public Health Laboratory for the State of S3o Paulo in the
period 1980-1986. Sacharcse was fermented by 58.3% of the strains. The most frequent
biotype was miitis (52.2%) while intermedius and gravis showed frequencies of 26.4% and

9.9%, respectively, while 11.7% were atypical. Of the

intermedius type strains, 75.5%

fermented sacharose. Elek’s method showed that 92.8% of the strains of all types were
toxigenic and that 97.3% of the sacharose-fermenting strains were toxigenic.

DESCRIPTORS: Corynebacterium diphtherige, biotypes.
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