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RESUMOQ: Fol isolado €. diphtherice de 3 amostras de sangue de um paciente
internado no Hospital Emilie Ribas, que nio apresentava suspeita clinica de difteria.
Ansalisou-se o aspecto morfelégice, comportamento bioquimico e toxigénice destas
cepas & verificou-se a presenga dos biotipos infermediug, mitis e mitis variedade
belfanti, O comportamento bioguimico foi idéntico para zs cepas isoladas, com
excegio da presenga de nitrato redutase do tipe A nos biotipos intermedius e mitis.
Esses dois biotipor mostraram nioc ser toxigénicos quando tesiados pelo método de
Elek, enquante o bietipo mitis var, belfanti mosirou-gse toxigénico quando empregado
o mesmo método, Foi observadc ndo haver variacdes na sensibilidade dos diferentes

antibiéticos frente aocs agentes antimicrobianos tesiados,

DESCRITORES:

Corynebacterium diphtherice, isolamento de sangue humano;

sangue, isolamente de Corynebacterium diphtheriae,

INTRODUGAO

Bacilos gram-positivos com morfologia si-
miiar 4 apresentada pelo bacile diftérico sao
largamente encontrados na natureza. A de-
teccio destes bacilos em culturas de sangue
é peralmente considerada como sendo conta-
minagéo, pelo fato destes microrganismos
estarem comumente presentes na pele e mem-
branss mucosas normais 18. 22,

Septicemia pelo bacilo diftérico & ocasional-
mente cbservada, entretanto, WILDFUHR #
sugere que infecodes generalizadas por este
bacilo ocorram com maior fregiiéneia do que
se tem relatado.

Nos dltimos 30 anos, somente 6 casos de
endocardite por C. diphtheriae foram relata-
dos, todos em eriancas, com excecio de um
caso em adulto, deserito por SANDLER,
Segundo REID & GREENWOQOD Y, as endo-
cardites causadas pelo bacilo diftérico repre-
sentam 0,3% do total de endocardites.

O presente relato vem demonstrar a impor-
téncia da identificacio de bacilos gram-posi-
tivos aerdbios isolados de sangue, bem como

** Do Institute Adolfe Lutz.
*#% Do Hospital Emilic Ribas, 8&c Paulo, SP.

descrever as caz‘actemstmas morfolégicas, bio-
quimicas e toxigénicas das cepas isoladas de
trés amostras de sangue de uma mesma pa-
ciente.

DESCRICAQ DO CASO

Uma paciente de 11 anos de idade, com
histérico de uma semana de febre, tremores
¢ fragueza no brago e perna esquerda, foi
internada no Hospital Emilic Ribas em 7 de
agosto de 1983. No aparelho cardiovascular
apresentou sopro sistélico de grau IV e VI,
em foco mitral, hiperfonese de B2. A bacte-
rioscopia e cultura de liguido cefalorraqui-
diano apresentaram-se negativas, enquanto
gue ¢ exame quimiocitolégico revelou a pre-
senga de 380 células por mm? (95 neutréfilos
e 3 lnféeitos), 2.133 bemdcias por mm3,
o8 mg9% de proteinas, 59 mg% de glicose e
presenca de globulinas, levando a uma sus-
peita diagndstica de meningite bacteriana
mais sopro cardiaco a esclarecer. Foi iniciado
o tratamento com ampiecilina (2,5 g de 6 em
6 h). No decorrer da internagiio ¢ na vigén-
ciz do 5.0 dia da antibioficoterapia, a doente

* Realizado na Seg¢io de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, Sic Paulo, 8P,
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permanecen  febril, com gquadro neuroligico
agravado, hemeparesia & esguerda, desvio de
Rima e dislalia. As hemoculturas detectaram
a presenga de bactériaz tidas como contami-
nantes. Considerando-se a evolugdo clinica e
os resultados dos exames laboratoriais, sus-
peitou-gse de uma endocardite baeteriana, tendo
sido administrada penicilina cristalina e stafi-
cilin, pelo pericdo de 52 dias, e através da
arteriografia cerebral, fol detectada obstrugao
carotidea interns e externa direita. O ecocar-
diograma nao revelou anormslidades.

A paciente foi transferida para o Hospital
Beneficéneia Poriuguesa, em S&c Paulo, 5P,
para melhor exploragic valvular, quando foi
diagnostieada uma insuficiéneia mitral com
achado cirdrgico de valvula mitral com cispi-
des retraidas e importante deficidneiz de
coaleseéneia atrial. Fol entfo realizada a c¢i-
rurgia em 9 de novembro de 1983, com evolu-
¢&0 benigna.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas quatro cepas de C. diph-~
therine isoladas de trés amostras de sangue.

As hemoculturas foram feitas em caldo
triptona  de s0ja, acrescido de 0,025%
de sulfonato de polianetol s6dico e pro-
cessadas segunde BRANDILEGNE 4 Foram
igolados bacilos gram-positivos, n#o-esporu-
lades, pleomdrficos, dispestos em paligada,
que apresentaram granulacoes metacromaticas
evidenciadas pela coloragio de Albert Lay-
bour. Hstes bacilos foram semeados em placa
de Agar-sangue-cistina-telurito 2¢ e incubados
em estufa, & temperaturs de 37°C pelo perio-
do de 48 horas, de onde se obteve colbnias
caracteristicas do género Corynebacterium.

Para a identificag¢do bioquimica, biotipa-
gem, pesquizsa de tfoxigenicidade e sensibili-
dade a agentes antimicrobianes, utilizou-se
como indculo uma cultura em dgar-Muller-
-Hilton-sangue a 5%, incubada por 24 horas,
em estufa a 37°C.

As seguintes provas foram utilizadas para
& identificagio bloguimica:

Comportamento em relacio ac oxigénic ~
Para a determinagio da relacdio das cepas
frente ac oxigénio, fol analisada a presencs
ou ndc de crescimento em toda extensdo de
um tubo de ensaic de § x 180 mm, contendo
E ml de &gar - extrato de carne - extrato de
fevedura a 1,5% (gelose VL) 1. O meio foi
fundide, distribuido ¢ estabilizado & tempera-
tura de BE°C em banho-maria. O indeulo
constou de uma suspensfo bacteriana feita
em édgua destilada estéril, com uma densidade
de aproximadamente trezentos milhdes de eélu-
lag por mililitro {(n.° 1 da escala de McFar-
land), A semeadurs fol feifa com auxilio
de ums pipeta Pasteur longa, de ponta fecha-
da, gue foi introduzida na suspensio bacte-
riana e, posteriomente, no tubo com pelose

*  Difco Laboratories, Detroit, Mich, USA.
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VL, até o fundo, e refirada com movimenios
circulares. Este processe foi repetide por duas
vezes ¢ os tubos incubados por 24 horas em
estufa a 87°C,

Catalase — A presenga da enzima cata-
lase foi verificada em lamina, de acorde ecom
a téenica citada por MAC FADDIM B

Ozidase ~— A ausbneia de citoeromo oxi-
dase foi verifieada utilizando-se uma solugéo

aquosa de p-aminodimetilaminoe oxalato a
198,
Redugdo de nitratos — A redugiic de ni-

tratos a nitritos foi vertficada em tubos de
calde comum {extrato de carne, 5,0 g; bacto-
peptona, 10,0 g; NaCl, 5,0 g, e dAgua destilada
1000 mb), ao qual foi adicionado 0,1% de
KNGQG,. Apbs ser semeado, o tubo foi incubado
pelo periodo de 48 horas, em estufa a 37°C.
A leifura fol realizada segundo método des-
crito por COWAM & STEELS,

Pesquisa do tipo de nitrate redutase — O
tipo de nitrato redutase (A ou B) foi deter-
minado de acorde com s téenica de PICHI-
NOTY & PIECHAUD, utilizando-se a ge-
lose VI, mais 0,19 de clorato de potéssio. ©
meig foi distribuide, semeado e incubado de
manelra idéntics & utilizada para a determi-
nagéf} fio comportamento das cepas frente ao
oxigénio.

Cisteingse — A pesquisa de cisteinase foi
feita em meio de Tinsdale modificado, segundo
MCOORE & PARSONS 1, e em meio de Pisu
& Guarnacei, como deserito por SARAGEA
et alit®, Foram distribuidos 2 ml de melo
por tubo de 12 x 120 mm e a inoculacio foi
feita com picada central em profundidades.
A leiturs foi realizada apés incubacic em
estufa pelo periodo de 24 horas, a 379C,

Fermentocde de carboidrates - Foi utili-
zagdo o melo de Hiss, segundo SARAGEA %,
como meio bage para a verificacho da fer-
mentagdo de carboidratos, KEstes actcares
foram esterilizados por filtracdo (membranas
Miliipore de 0,45 ¢ de 0,22 ) e adicionados
a0 meio base, obtendo-se uma concentracio
fingl de 1%. O amido e a dextrina foram
esterilizados em autoclave a 105°C, por 20
minutos, e adicionados ao melo base, obiten-
do-se uma coneentracio final 0,4 e 1%, res-
pectivamente 22, O meio fol distribaido em
tubos de 12 x 120 mm, que foram incubados
em estufa a 37°C, com leituras didrias de até
quinze dias.

Hidrélise do tween 80 - A hidrélize do
tween 80 fol verificada pelo método de SIER-
RA? e gs placas incubadas em estufa 3
temperatura de 37°C, com leituras didrias de
até sete dias.

DNase — A desoxirribonuclease foi demons-

trada em placa de Agar DNase (bacto DNase
test dgar) conforme a téenica Difeo?.
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As provas de hidrélise da esculina (gelose
esceuling), hidrélise da wuréia (meio uréia
indol) e presenca de motilidade {meio manita-
-motilidade.nitrate), foram feitas e interpre.
tadas de acordo com “Milieux et réactifs de
laboratoire Pasteur” 13,

Os biotipog de C. diphiherine foram carae-
terizados por SARAGEA et aléi?, onde
foram analisadas as earacteristicas morfolé-
gicas em Agar sangue cistina telurito de
potassioc (CTBA)Y e caldo nuiritive, e fisiolé-
gicas, pela fermentagdo do amido, dextrina,
reducgiio de nitratos e atividade hemolitica.

Hemdlise -— A atividade hemolitica foi
observada em placas de Agar-sangue (10%)
desfibrinade de carneiro, coelho e cobaia, com
leituras feitas apdés o periodo de 24 e 48 horas
de incubagio em estufa & femperatura de
37°C, e em tubo com 0,6 ml de uma suspensio
a 59 das hemdeias lavadas de carneiro,
coelho ¢ cobala, mais 1 m! de cultura de 24
horas em caldo comum e 6,5 mi de solugdo
salina s 0,85%. Os tubos foram encubados
em banho-maria & temperatura de 37°C e as
leituras foram feitas com intervalos de 1, 4, 6
e 24 horas de incubagio 0.

Caracteristicas em caldo — O tipo de cres-
cimente em ealdo nutritive foi verificado apds
o periodo de 24 horas de incubagio em estufa
a temperatura de 37°C.

O estudo do comportamento toxigénico fol
realizado através da pesquisa in viire de toxi-
na diftérica pele teste de Elek, segundo KING
& PARSONS 2, onde eada fita de papel de
filtro estéril foi impregnada com 100 Tl de
antitoxina diftériea, procedente do Institute
Butantd, Sio Paulo, 8P,

O teste de sensibilidade aos agentes anti-
microblanos foi realizado de acorde com a
téenica de BAUER et alitl, onde foram utili-
zados discos impregnados com eritromicina
{15 ug), ampicilina (16 pg), cefalotina
(30 ug), tetraciclina (30 pg), cloranfenicol
(30 pg), canamicina (30 ug), genfamicina
{10 ug), carbenicilina (100 ug), estreptomi-
cina (10 pg), vancomicina {30 ug), amica-
cina (30 pg), dcido nalidixico (30 ug), sulfo-
namidas (300 pg) e oxacilina (5 ug) ™

RESULTADOS

Das trés amostras de sangue, foram isc:_la:u
das quatro cepas (A, B, C e D) e identifi-
Fatas

cadas como C. diphtherige. : cepas
apresentaram  comportamentos bioguimicos
gsemelhantes, conforme demonstrade na ta-

bela 1 da pdgina seguinte.

A cepa A, isolada da amosira 1, apresen-
iou nitrato redutase do tipo A, enguanto que
as cepas B e C, isoladas das amostras 2 e §,
ndo apresentaram esta enzima. Um nlmero

de 24 colbnias de cada amostra fol entdo
analisado quanto & presenca da enzima ni
trato redutase e conseguiu-ge isolar uma
dnica coldnia, apenas da amostra 3, que
apresentou nitrato reduiase, também perten-
cente ao tipe A (cepa D).

De acordo com o esguems de biotipagem,
verificou-se gue a cepa A pertencia ac biotipo
intermedius, as cepas B e C ao biotipo mitis
variedade belfanti ¢ a cepa D ao biotipo mikis,
conforme mostra a tabela 2, na pag. 77.

Az cvepas B, Ce D nic fermentaram o amido
¢ foram morfologicamente idénticas ao biotipo
mitis, quanto &s caracieristicas coloniais, mi-
erosedpicas e tipo de crescimente em caldo,
apesar de néo apresentarem lise de sanpgue de
earneire, coelho e ecobaia.

O comportamento foxigénico das 4 cepas
estudadas mostrou ser variado. As cepas A e
D n#o foram toxigénicas, enguanto que as
cepas B e C, biotipo mitis var., belfonti, apre-
sentaram prova de Elek positiva, respectiva-
mente no 5.2 e 6.° dias de incubacic (ta-
bela 2).

As 4 cepas de C. diphtheriae mostraram o
mesmo perfil de sensibilidade aos agentes
antimierobianos testados, apresentando resis-
téncia apenas & tetraciclina, sulfonamidas e
icido nalidixieo.

DISCUSSAO

Pela anilise da tfabela 2, observamos que
as ecepas de C. diphtheriae biotipo mitis
foram assim eclassificadas, mesmo ndc tendo
apresentado atividade hemolitica. HEWITT ®,
no entanto, mostrou que nenhuma das cepas
do biotipo intermedius por ele estudadas
apresentou atividade hemolitica, mas que
denire ambos oz biotipos, gravis e mitis, algu-
mas foram hemoliticas e outras nfo. Em
relaciio ao biotipo mitis, 27,69 das 120 cepas
estudadas pelo mesmo autor ndo apresenta-
ram esta atividade.

Com respeito As similaridades do eompor-
tamento bioguimico e morfolégico, e diferen-
gas na habilidade das duas variantes do
biotipe mitis em reduzir o nitrato, podemos
supor que & variante nitrato redutase posi-
tiva seja mutante da variante nitrato reda-
tase negativa, uma vez que apenas 2,08% das
colénias do biotipe mitis analisadas mostrou
possuir esta enzina.

Através de nossos resultados, podemos
observar que apenas as duas variantes bel-
fanti do biotipo mitis foram toxigénicas.
Geralmente as cepas de C. diphtherice milis
var. belfonti nio sfio toxigénicas? Misturas
de C. diphiheriae toxiglnicas e ndo-toxigé-
nicas tém sido encontradas em lesBes de peled.
CHANG? reportou a presenca de C. diphthe-
rice mitits var. belfonti, isolado de garganta

* Provenieptes da Farmace Diagnéstica Lida, Sac Paualo, 8P, Brasil
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TABELA 1

Comportamento bioguimice das 4 cepas de (. diphtheriae

CEPAS
Propriedades e
substratos
A B o] D
{Amostra 1) (Amostra 2) {Amostra 3) {Amostra 2)

Comportamento em relaghio
a0 oxigénio AAT * AAF AAF AAR
Catzlase + + 4+ +
Oxidase - - — —
Motilidade a 22 °C -— — — —
Redugiio de nitratos + - — 3
Cisteinase e 4 RS +
Tipo de nitrato redutase A *¥ e —— A
Hidrélise da uréis — — — —
Hidrélise do tween 80 - — —_ —
Hidrélise da esculina - — - -
DNase -+ + - +

Fermentaciio de

Amide - - - -
Dextrina -+ + + B s
Galactose ¥** + + + +
Glicose + + t+ -+
Glicersl + + + +
Levulose + + + +
Maltose + -+ + +
Manose + + -+ -+
Manitel - - - bt
Sacarose — - — -
Salieina - - - -
Trealese — - - -
Hemélise - - - -

*  Aercbica anaerdhica facultativa.

% Tipo A de nitrato redutase,
**%  Prova positiva com 48 horas de incubagio,
{--3 Prova positiva,
{~} Prova negativa.

{~—3) Prova nio rexlizada.
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TABELA 2

Caracteristicas morfolégicas, boquimicas e toxigénicas dos biotipos de

C. diphtheriae isolados *

Caracteristicas Caracteristicas Tipe de erescimente Nitrato
Cepas colonisis mieroscopicas em caldo redutaze Elek ** Biotipos

05 a2 10 mm de (5 pretas Baciles longos, com pou- Levemente tarve, granu-

A planas, com ceatre um cas  granulaedes metacro- lar, sem pelicula + - intermedius
pouce elevado, Hsas maticas
2,0 2 30 mm de (J centro Bacilos médios, com mui- Levemente turvo, granu-

B preto com bordos claros, tas granulagdes metacro- lar, com pelicula — + mitis var. belfanti
convexsa, lisas miticas
2,0 a 3,0 mm de % centro Bacilos médios, eom mui- Levemente turve, granu-

C preto com bordos clares, tas granulagdes metacro- lar, eom pelfeula e 4 mitis var. belfanti
convexa, lisa méticas
20 a 3,0 mm de (JF centro Bacilos médios, com mui- Levemente turvo, granu-

D preto com bordos claros, tas granulacdes metacro- lar, com pelicula X e mitis
convexa, lsa méticas

=+ Pyrova de toxigenicidade in wvitro.

(4} Preva positiva.
(—) Prova negativa.

As provas de fermentacio do amide e hemédlise foram negativas para todos os biotipos,
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de um unico paciente, gue apresentou varian-
tea toxigénicas e nHco-toxigénicas.

)

importante ressaltar gque a paciente

sofreu uma bacteremia por dois biotipos dife-
rentes de . diphtherize, os biotipos inler.
mediug e mitis.

e
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ABSTRACT: C. diphtheriae was isolated and identified from 2 blood specimens
from a patient without clinical manifestation of diphtherize. Morphelogy and bioche-

mical

and texigenic properties of the three isclaies corresponded to biotypes
intermedivs, mitls, and mditis variety belfasnti.

The biochemical properiies were

identieal for the three isolates, except for type A niirate.redutase in biotypes
intermediug and mitis, These biofypes were not foxigenie when tfested by Blek
method. Biotype mitis variety belfanti was toxigenie. There was no difference in
the behavier of isclates against the tested anti-microbial agents.

DESCRIPTORS:
blood, isolation of C. diphtheriae,

Corynebacterium diphtheriae, isolation from human blood;
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