TIPOS DE C. DIPHTERIAE EM SAO PAULO

Reacdes culturais, virulencia, toxigenicidade e suas relacoes
com os casos clinicos

POR
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& LUIZ PEREIRA BARRETTO NETO

As caracteristicas bacteriologicas do B. difterico tém sido objeto de inumeros
“estudos, desde que se levantou o grave problema da difteria maligna, na qual se
observa a agio insuficiente da antitoxina homologa, em contraste chocante com
os admiraveis resultados do soro na terapeutica dos casos comuns de difteria.

Dos estudos de Anderson, McLeod e colaboradores (1) que serviram de
base para numerosas outras observagoes, se depreende uma classificagio bacte-
riologica em tipos de B. difterico, que se relacionaria com a maior ou menor
gravidade dos casos clinicos da molestia em questio. Estes autores, estudando
a relacio existente entre a gravidade da molestia e as carecteristicas morfolo-
gicas e propriedades bioquimicas do bacilo, estabeleceram tres tipos de C. diphie-
riae, baseados na morfologia da colonia, no aspecto do crescimento em caldo,
no seu pH e na hemolise, em: “gravis”, “mitis” e “intermedius”.

Os caracteres diferenciais destes tres tipos seriam os seguintes:

Tipo “gravis”

Deposs de 24 horas de incubagdo: colonias bem separadas com 2 mms. de
diametro aproximadamente, de centro um pouco levantado e de borda ligeira-
mente irregular. Sua superficie é geralmente rugosa e finamente granulosa.
A parte central é de um preto acinzentado com periferia cinzenta clara, e borda
completamente transparente. A porgio periférica mostra certa tendencia para
estrias radiais.

Depois de 48 horas de incubagio: O diametro da colonia vai aumentando
para 3-5 mms., a saliencia central torna-se mais escura do que em 24 horas e
a periferia € definitivamente cinzenta. A superficie da colonia é granulosa em
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geral com estrias que ndo sio sempre bem defimidas. Esta morfologia € nor-
malmente descrita como “cabeca de margarida”.

Tipo “intermedius”

Depois de 24 horas de incubacdo: Pequenas colonias chatas, 11gg1r;|.:mnl=
abauladas. com borda irregular, superficie lisa, com 0,5 mms. de diametro aproxi-
madamente. O centro da colonia é marron escuro, perdendo gradualmente a in-
tensidade até ficar clara e transparente na periferia.

Depois de 48 horas de incubagdo: As colonias crescem até 1-5 mms. de dia-
metro. A coloragio € mais intensa e a parte periferica clara é reduzida de ta-
manho. Entretanto, a borda é muitas vezes levemente irregular e aneis concen-

tricos ligeiramente salientes podem ser observados na superficie da colonia.
Muito raramente a superficie se torna um pouco granulada.

Tipo “mitis”

Depois de 24 horas de incubagdo: A colonia tem aproximadamente 1 mm.
de diametro, sendo baixa e convexa, com borda regular e superficie lisa. A parte
central é geralmente um tanto escura e a periferia cinzento palido.

Depois de 48 horas de incubagdo: O diametro € acrescido para 2-3 mms.
A colonia torna-se mais escura indo até o preto, superficie brilhante e somentc
a parte periferica continua de cor cinzenta,

As colonias “gravis” so muitas vezes de dificil identificacio antes de 43
horas de crescimento; os caracteres tipicos aparecem depois de 24 para 43
horas de incubagio ¢ no fim deste tempo a tipica “cabeca de margarida” € que
geralmente esta presente. A colonia “mitis” além de seu aumento em tamanho
e intensidade de cor, mostra pequena mudanga depois de 24 horas de incubagao.

As colonias do tipo “intermedius” ficam muito pequenas e sio facilmente
reconhecidas pela sua cor clara e ligeira forma abaulada, tanto em 24 como em

48 horas. Além da morfologia tipica da colonia, estas trés modalidades de ba-
cilo teriam outros caracteres que sio assim resumidos pelos autores:

Tipo “gravis” — Morfologia do bacilo em meio de Loeffler: granulagoes
acentuadas ; em outros meios que nido o de Loeifler: bacilos curtos usualmente
sem granulagdes ; pelicula e deposito granular em caldo. Reagiio em caldo inicial-
mente acida, tornando-se alcalina em 2 dias. Nio hemolitico. Fermenta inva-
riavelmente o amido e o glicogenio. Isolado nos casos graves de difteria; parait-
sias comuns. .
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Tipo “mutis”. — Moriologia: bacilos longos, com granulos bem marcados.
Turvagio uniforme em caldo. Reagao acida em caldo, persistindo geralmente 4
ou 5 dias. Hemolitico. Nio fermenta o amido. Encontrado nos casos leves
de diiteria; paralisias raras.

Tipo “intermedius” — Crescimento granular em caldo. Nio fermenta o
amido. Niao hemolitico. Estes autores ainda estudando a virulencia das cultu-
ras relatam que a forma “gravis” raramente falha em virulencia em contraste
com a “mitis” que € mais frequentemente avirulenta.

Julgamos de interesse estudar algumas das caracteristicas das culturas de
B. difterico, fornecidas pelo Hospital “Emilio Ribas” em S. Paulo, em relagio
aos casos clinicos, estudo que ainda ndo fora realizado entre nos.

Nosso trabalho, de acordo com as possibilidades de cada um, foi feito em
trés partes distintas: a classificacio das culturas em tipo de colonia, as provas
de hemolise e fermentacio de amido, realizadas por Bruno Rangel Pestana no
Instituto Bacteriologico; as provas de toxigenicidade e virulencia por Jandyra
Planet do Amara!, no Instituto Butantan e as observagbes clinicas por Luiz Pe-
reira Barretto Neto, medico interno do Hospital “Emilio Ribas” em 5. Paulo.
Nossas observacoes colegidas ficam reproduzidas no presente trabalho.

Tipo de colonia

A diferenciacio das formas de colonias foi praticada em meio aconselhado
r 9= Anderson e seus colaboradores (1). As racas, depois de isoladas e identifica-
Jas em meio de Hiss, modificado por Mcleod, eram entiio semeadas no meio de
Anderson e depois de 24, 48 e 72 horas era feita a leitura. Em caso de duvida
as ragas foram novamente semeadas para nova verificagio,

A classificacio das culturas nos tipos classicos de Anderson foi realizada
em 329 amostras de B. difterico, sendo 238 provenientes de doentes de difteria
do Hospital “Emilio Ribas” em S. Paulo, de material de nariz e garganta, e de
71 portadores enviados do Desinfetorio Central. O quadro N.° 1 mostra a per-
centagem de tipos em nosso meio. Podemos verificar que a maior percentagem
é para o tipo “intermedius” — 71.1; em segunda linha temos o tipo “mitis”
com uma frequencia bem menor — 15,8% ; e por ultimo o tipo “gravis” com
a percentagem minima de 5.4; sendo que 7.5% se mostram atipicos. Devemos
obsgervar ainda que esta percentagem se reproduz na mesma sequencia nos doen-
tes e nos portadores de germes.

Verificamos ainda que o numero de “gravis"” € maior nos portadores
(11.19) do que nos doentes (3.8%). O tipo “mitis” tambem € maior ainda
nos portadores (22.6%) do que nos doentes (13.9%). O contrario é observado
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QUADRO N-=° 1

Tipo de colonia em relagdo a doentes e portadores

DOENTES PORTADORES TOTAL
TIPO
! NGO % N @ % N © %
|
| |

CERVIETS a0 A o 10 3.8 8 111 18 5.4
T RO M T 36 139 | 16 22.6 52 15.8
Intermedius ............. 191 74.0 43 60.5 234 71.1
AHDICO . .ovnemasinannns 21 8.1 4 5.6 23 7.5

|

Total. . iissavessos 258 71 | 32

para o tipo “intermedius”, no qual a percentagem para os doentes (74.0%) €
maior do que nos portadores (60.59%) ; o mesmo acontece nos doentes (8.1%)
e portadores (5.69%) dos tipos atipicos.

Amostras “gravis” em maior percentagem foram encontradas por Anderson
e scus colaboradores (1). Os estudos realizados em Berlin por Christison (2).
deduzem uma percentagem de 66.3% nas formas do tipo “gravis”, seguindo-se
o tipo “mitis” com 13.6% e o “intermedius” com 12.6%. Ainda Gundel e
Liebetruth (3), pdem em evidencia o tipo “gravis” como o mais frequente nas
epidemias na Alemanha. Nas estatisticas de Clauberg (4), tambem em Berlin,
o tipo “gravis” aparece com 77.9% o “intermedius” com 12.3% ¢ o “‘mitis”
com 8.2%, Frobischer (5) em 273 ragas estudadas em Baltimore, encontra
somente 4 que apresentam caracteres do tipﬂ “gmvis”: 100 os do ﬁpﬂ "miliS"
e as restantes as caracteristicas dos dois grupos. Deduz dai a fraca morbi-
lidade difterica constatada neste logar. O estudos de Carter (6) com 1614
ragas isoladas em Glasgow, concluem que o tipo “gravis” é pouco frequente na
Escocia, mas que o tipo “intermedius” com 63.1% dos casos, seria o responsavel
pelas formas clinicas graves, sendo que os restantes eram “mitis”’ e sstavam
em relagio com os casos ligeiros. Preuss (7), verificando a frequencia dos ti-
pos em Diisseldorf, encontrou o tipo “gravis” em 23.1%: o “mitis” e “inter-
medius’ constituindo, respectivamente, 35.6% ¢ 36.3%. Ainda em estudos sobre
os portadores, encontra que 55% destes exibem o tipo ““mitis”’.

Nossas estatisticas mostram uma percentagem bem mais alta para o tipo
“intermedius”. Poderiamos concluir que a pequena frequencia do tipo “gravis”
seria um dos fatores da fraca morbilidade entre nés: si examinarmos, porém, a

proporgio dos tipos nos portadores, veremos que a percentagem de amostras do

1
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tipo “gravis” € maior para os portadores (11.19c) do que para os doentes
(3.8%) e cairiamos em contradigao. |

Nossos dados estio em desacordo com a mailoria das estatisticas no que
se refere aos portadores,

Fermentacao do amido

Wright e Ranckin (8), Menton (9) e Menton e outros (10), tiveram di-
ficuldade em classificar amostras do B. difterico pelo criterio adotado nos tra-
balhos de Anderson e colaboradores; foi entio sugerido (Mentor, Christisn
(11) ) que a fermentagio do ammdo seria o fator mais importante na diferen-
cia¢ao dos referidos tipos. Gorrieri (12) é de opiniio tambem que a agio de
desagregacio deste hidrato de carbono deveria ser tomada como um dos caracie-
res fundamentais para a diferenciagio do tipo “gravis”. Em seus estudos com
56 amostras “‘gravis” poude selecionar 54 racas que decompdem o amido.

Técnica: Para verificacio do poder fermentativo do amido usamos o meio
de Hiss modificado por Mcl.eod, adicionando-se o amido soluvel ma proporgio
de 1%.

Nossas observagdes estio sintetizadas no Quadro N.° 2. Concluimos
que 57.1% das amostras “gravis” fermentam o amido e 42.8 ndo, sendo que a

QUADRO N.* 2
Relagdo entre tipo de colonia e fermentacio do amido

A, l

| Culturas | fermentam o amido | mdo fermentam o amido

TIPO — r |
| | .
testadas . | s i N %
. |
(04 A A W e T AN l SR el i 42.8
R o s T s | 31 1 | 3.2 | 30 06.7
Intermeditts .........tu...... 136 =1 a7 O 18 99.2
AR . vl VR TP v e 15 | — | 2 " 13 100
|
d y. - ) el SR prl9%. (4110 , Sel L 186 94.8

percentagem para o tipo “mitis” que é de 3.2% e para “intermedius” de 0.7%.
Depreende-se, portanto, que a fermentacio do amido nao devera ser tomada
como fator essencial, mas de grande probabilidade, na diferenciagio dos tipos.
A nio fermentagio do amido pelas ragas do tipo “gravis” ja foi observada por
Wright e Rankin (8) e outros autores.
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Poder hemolitico

O poder hemolitico entra, segundo o criterio de Anderson e colaboradores
(1) como um dos fatores diferenciais dos tipos “grawvis”, “mitis"” e “int:r-
medius”.

Técmica: A técnica usada foi a de Hammerschmid, aconselhada por Schiif
e Werber (13) com pequena modificacio. A5 ccs. de cultura de 48 horas, e
caldo comum, junta-se 0.5 cc. de suspensio de globulos lavados a 5% (humanc
ou de coelho). Leva-se a estufa durante 2 horas, tira-se e deixa-se ficar uma
noite na geladeira, fazendo-se entio a leitura.

Pela verificacio do quadro N2 3, podemos concluir que as amostras do ¢po
“gravis" nio hemolizam as hematias humanas ou de coelho. As amostras “inter-
medus” siio desprovidas de poder hemolitico em elevada porcentagem (45%
para hematias de coelho e 54% para as humanas). Nota-se, entretanto, que al-
gumas ragas deste tipo podem apresentar-se® fort mente hemoliticas (11.77 par
as hematias humanas e em 16.1% para as de coelho). As do tipo “mitis” es-
tio em maior porcentagem para a hemolise total das hematias do coelho, sendo
que isto nio se verifica para as hematias humanas.

O conceito de Anderson devera ser apoiado no que diz respeito, portanto,
is formas “gravis”, devendo-se fazer ressalva para as do tipo “‘mitis" ¢ “inter-
medius" que nio funcionam uniformemente no que se refere ao poder hemolitico.

Virulencia

A determinagio da virulencia foi feita pela prova intracutanez em cobaias
de pélo branco. Culturas com 24 horas de crescimento em meio de Loefiler
emulsionadas em 5 ccs. de solugiio fisiologica esteril sio injetadas no voiume
de 02 ccs. Cinco amostras sfio testadas em uma cobaia. Cada cultura, por
sua vez, ¢ inoculada ao mesmo tempo em 2 animais: um deles serviri como tes-
temunha, tendo recebido 500 u. de antitoxina difterica no dia anterior 4 prova.
As cobaias test sio injetadas por via intraperitoneal com 200 unidades de soro.
3 horas apos a prova.

A leitura foi realizada 24, 48 e 72 horas depois da inoculacio, tomando-sc
em consideracio a presenga de eritema, edema e endurecimento, e a necrose.

Criterio adotado — reagiio muito forte — escara

reagio forte — eritema intenso e endurecimento
reagio moderada — eritema menos intenso.

Sé foi considerada a reagio como positiva, quando se evidencia na cobaia
test. nio se manifestando no animal de controle. A reaciio aparecendo simulta-
neamente no animal prova e no testemunho, foi considerada suspeita. S6 foram
tomadas como avirulentas as amostras que nilo reacionaram a 2 provas sucessivas.



Relagiio entre tipo de colonia e hemolise

QUADRO N° 3

i |
Culturas Hematias de coelho Hematias humanas
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As relagGes entre os test de virulencia e o tipo de colonia estio resumidas
no Quadro N.° 4, e foram realizadas em 191 amostras, sendo 9 do tipo “gravis”,
31 do tipo “Mitis”, 136 do tipo “intermedius” e 13 atipicas.

QUADRO N=* 4

Virulencia em relagio ao tipo de colonia

’ | Ragas Ragas ! Kagas virulentas
TIPO  \Culturas| dwvidasos | avirulentas | : |
.fr.trmia:! v R.m. forte R. forte | R. moderada
| | ' !
l\. | % |¥ol % | No| &% IN?] % | No| %
17 1R e ' |
Gravis ..ococoel 9 |—=F —| 1 f1A] 4 JM4]|.3)383] 1 | 1
VoS N | x| 1}s2}2 | 64} 12 3871 8|258! 8| 258
Intermedius 136 | 110.7| 4 | 29} 40 [294|53|39.2| 38 | 27.9
Atipico ........ 15 |= =] 1] 66 426! 8|53.3| 2| 256
B i o 4 S e R0 S
e : ‘ | '
Totalis:ool - 19101 241048 | 41} 31.#}3:3?.5] 9 | 25.6
: 1

As percentagens para o tipo “gravis” infelizmente estio um tanto prejudi-
cadas pelo pequeno numero destas amostras em nosso meio. Depreende-se, po-
rém, com certas ressalvas naturalmente, € que si o tipo “gravis” aparece em uma
percentagem maior para as amostras fortemente virulentas, paradoxalmente tam-
bem estd em percentagem mais elevada para as racas avirulentas.

O tipo “intermedius”, sendo 0 que se mostra em menor percentagem pard
as racas avirulentas, evidencia tambem percentagem média para as reacbes mode-
radas e maalor para as fortes reaghes. As amostras “mitis” e as atipicas, forne-
ceram percentagens intermediarias para as ragas avirulentas, As amostras “mi-
tis"’ se apresentam numa percentagem de 38.7% para as reacdes muito acentuadas.
Nossos dados diferem dos de Anderson (1), Zinnemann, K. e Zinnemann, 1. (11),
quando afirmam que o tipo “gravis” raramente falha em virulencia, enquanto
que o “mitis” é frequentemente o mais avirulento. Nosso Quadro prova jus‘a-
mente o contrario. Nossos dados concordam com os de Perry e colaborado-
res (15) e com Rosa (16), quando mostram u'a maior percentagem para as ragas
do tipo “gravis" em reagbes muito fortes, seguindo-se as do tipo “mitis” e 0
“intermedius” sucessivamente. De interesse € a pequena percentagem de ragas
avirulentas; 4.19%. E' maior, porém, do que as dos autores citados acima, que
se limita a 3.3%.
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Pudemos tambem averiguar a relagio entre a wvirulencia das amostras
dos doentes e portadores de bacilos. Foram estudadas, neste sentido, 150 amos-
tras de doentes e 63 de portadores, cujos resultados aparecem no Quadro N.° 5.

QUADRO NZ° 5

Virulencia em relagio a doentes e portadores

|
Ragas Ragas |
|Culturas| duvidosas | avirulentas |

PROVENIEN- |testadas | |

Ragas virulentas

CIA et ;
R. m. forte R. forte | R. moderada
1 N2} % | N2} % | “N° | % {N°| % [ N2 %
| ll | l
[] | |
Doentes .......] 150 | 2|1.3{ 7 | 461 49 |32.6|58|38.6| 34 | 22.6
: |
Portadores ..... 63 | —| —1 4| 63| 17 {269}24|380] 18 | 285
Total ...... 213 ‘ 2109 11| 5.1; 66 30,9 | & 1 38.4| 52 | 244
| | l k]

Concluiremos que a perceniagem para as ragas avirulentas é um pouco mais
alta para os portadores do que para os doentes, ¢ ao contrario para as reacocs
fortes e muito fortes, sendo mais alta ainda para as reacdes moderadas. Si bem
que em pequena escala, dum modo geral, as amostras provenientes de portadores
de germes apresentam virulencia decrescida para a cobaia.

Toxigenicidade

A amostra Park 8 serviu sempre de testemunha as provas de toxigenicida‘le.

Sendo u'a amostra de poder toxigenico conhecido, funcionou como padrio
dos fatores nio inherentes a4 amostra, que grande importancia exercem na pro
dugio da toxina do B. d» Loeffler. A amostra Park 8 produz nas condicdes
usuais uma toxina media de D. M. L. 1/1.000.

As culturas em verificagio foram adaptadas ao caldo (caldo peptona 3%)
por algumas passagens e entdo transplantadas para um balio de Fernbach, no
qual permaneceram na estufa a 33-35° durante 8 dias; foram entdo passadas em
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papel de filtro e filtradas em wvela Berkield, sendo a D. M. L. verificada em
cobaias de mais ou menos 230 gramas.

As relagGes entre produgio de toxina e o tipo da colonia foram determi-
nadas em 191 amostras, sendo 9 do tipo “gravis”, 31 do tipo “mitis”, 136 do

tipo “intermedius” ¢ 15 atipicas. Nossas observacdes estio sintetizadas mno
Quadro N.° 6.
QUADRO NZ° 6

Relagio entre tipo de colonia e toxigenicidade

| | | R 3
Mis produto- ]Fafrirn': p-rudu-, Béas produto- | Otimas produ-
~IPO \Culturas| ras de toxima ; torasde toxina | toras de toxina | toras de toring
testadas | |
1 | | : Tl |' \ ;
I ! No | % [ Npe r.;"é 1 g % A\ @ %
| | : : :
Gravis ..... J . UST.2 S RSSE Al "L AT T ST e b —
Mifle 5o oo [ TSl 181 ik 2 N A -T2 L REq ] "2l | 6
| Intermedius .| 136 | 41 | 30.1 | 80 | 88 | 13| 95| 2| 1.4
Atipico ..... ] 1S | 9 60.0 . + ! 3.3 | 1 6.6 | — | —
, , . .
. | " i | i
Total..... 191 | 60 | 314 | 10 | 575 | 17 | 8.8 ol 1T
| ! i | 1

Para facilitar nossas observagdes, dividimos as amostras em 4 grupos:

Mis produtoras — toxina de D. M. L. menor do que 1/100
Sofriveis " — toxina de D. M. L. maior do que 1/100 e menor do

que 1/500.

Bdis " — toxina de D. M. L. maior do que 1/300 ¢ menor do
que 1/1.000.

Otimas 4

— toxina de D, M. L. igual a 1/1.000 (P. 8S).

Analizando o Quadro N.° 6 veremos que das 4 amostras produtoras de
otima toxina pertencem duas ao tipo “mitis” e duas ao “intermedius”. Num
padrio de toxina boa, temos as melhores percentagens para o tipo “gravis’” e
“intermedius”, estando em segundo plano as do tipo “mitis” e as atipicas.

Nossas observagbes estio em desacordo com Mair (17), quando acentaa ue
praticamente todas as amostras nio toxigenas pertencem ao tipo “mitis”, pois

em nosso quadro as ragas desse tipo se apresentam em menor percentagem para
uw'a ma D. M. L. ¢ em maior para toxinas otimas.

Contrariamente ao que se poderia supor, as amostras do tipo “gravis” se
apresentam com 35.59% de mas produtoras de toxina.

10
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Cooper e outros (18) sublinham a contradigio entre a gravidade clinica das
infeccoes devidas ao tipo “gravis” e a fraca producio de toxina s vilro para
certas amostras de “gravis’.

Estabelecemos por outro lado a relagio entre a producio de toxina para
doentes e portadores de germes. Foram verificadas 63 amostras de portadores
e 150 de doentes.

O Quadro N.° 7 comporta os resultados alcangados.

QUADRO NZ° 7

Toxigenicidade em relagio a doentes e portadores

| :

: |
! { Mas produto- |_S‘cr.fr~.iwi.: produ-| Béas produto- | Otimas produ- |
PROVE- 'Iﬂ'u-l!m'a.r] ras de toxina | foras de m:i:m1 toras de toxina | todas de toxina
NIENCIA |testadas | | | | ,

ot | |
: NS RPNl R PN T | N %
= 1 l 1 t i
Doentes .....] 150 ; 42 | 2 | 91 | 60.6 | 14 9.3 3 2.0 |
Portadores .| 63 | 23 | 350 ¢ 35 l 555 | 4 6.3 1 1.5
i : i
1 l | \ |
|58 Total..: 88" 213§ 6 | 30.5 1255} i58.6°1 118 || .5 814 450 BT
| I [ | : | |

Pela leitura deste Quadro nos € dado averiguar que a relagio entre os 4 tipos
de amostras produtoras de toxina € mais ou menos correspondente nos doentes ¢
nos portadores de germes.

A percentagem maior estd tanto de um lado como de outro para as toxinas
de D. M. L. sofrivel; em segundo plano aparece o grupo das mas produtoras e
em 3.2 e 4.2 sucessivamente, as amostras de D. M. L. boa e otima.

Nio nos parece, portanto, haver qualquer relagio entre producio de roxina
¢ o carater epidemiologico do germe.

Pela verificagio da D. M. L. das toxinas produzidas por 9 amostras forne-
cidas de casos de difteria maligna, nossas observagbes terio ainda outro ponto
de apoio, pois verificamos que num total de 9 amostras, 8 produziram toxina
sofrivel ¢ uma toxina ma.

Deduzimos ainda nido haver relagio alguma entre o poder toxigenico n
vilro e a patogenicidade da amostra para o organismo vivo.

Si relacionarmos por outro lado o poder de virulencia para a cobaia com
a produgio de toxina in vitro, teremos os resultados constantes do Quadro N° 8.
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QUADRO N° 8

Relagio entre toxigenicidade e virulencia

D UENTES PORTADORES
| Ruogos Ragdy avs ! |  Ragas | Ragas avi
[ oxigemicidade f.'u.flum.:‘ Kagas twrulentas ! dutidosas rulentas Coultoiras) Kagas tirulentas ! dutidosas ‘ rulentas
testadas i . | | l h'.ﬂ'm.l'.:ll.!:L ll |
| Ko m. forte | R. forte |R. moderada | | |. K. m. forte | .R, forte |R. :rm:f;'mdﬂ' [
! I N2l % } Ne| % I , , PN s NE-%
| | | | | ‘ i ’
. | i ! I !
| N°| % N| % | N?| % i . ! Jkl! % N?| % 1N % | |
] i f | 1 I | [
i ¢ : | | .
Toxina ma ... 42 : 12 | 28.5 18 | 42.6 | £i116:601 0 2 1 4.75¢ 131 7.1 o 1 41 17.3 7| 30.4 I 10 | 43.4} — - 2| 8.6
Toxina sofrivel 91 | 29 1 31.8 35 | 8.4 | ~ 23] 25.2 i — L 41 4.3 35 l 10 | 28.5 151428, 8| 22.8 — - 21 5.7
Toxina bba,.. 14 6| 42.8 4| 28.5 | 4| 28,5 — h = . 4 2 é 50 | 2|50 | — — — —_ | —_ -—
Toxina otima, k| [ 2| 66.6 | 11 33.3 ! —] | — E 1 l 1 1100 i =) s !I Bk - = = :
| | | i . i
Total......| 150 | " 3] | | 63 | | |
| | [ ' | |
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Pela leitura deste vemos que as amostras muito toxicas, tanto de doentes
como de portadores, estio em relagio com a virulencia mais acentuada.

Na mesma ordem de ideias, as racas ndo virulentas estio enquadradas nas
mas produtoras de toxina em maior percentagem e nas sofrivelmente toxicas em
menor percentagem. Portanto, uma relagio entre toxigenicidade e wvirulencia
parece poder ser estabelecida no sentido de todas as amostras muito toxicas
serem virulentas.

No Quadro N.° 9 estio enquadrados os resultados das relagdes entre viru-
lencia e poder hemolitico. _

Tanto para as hematias humanas como para as de coelho, nio ha relagio algu-
ma entre estas duas reagoes.

Pelo quadro N.°2 10 se evidencia por outro lado que a toxidez da amostra
nio depende de sua propriedade hemolitica, pois os dois fatores nio se rela-
cionam de forma alguma.

A comparagio da fermentacio do amido em relagio a virulencia e toxige-
nicidade constam dos Quadros Ns. 11 e 12.

QUADRO N-° 11
Relacio entre fermentagio do amido e virulencia

i | | |
Culturas| Rogas | Ragas |
testadas ' duvidosas | avirul:ntas '

| |

!

Racas virulenias

|
|
’ ’ ' R.m. forte | R. forte ' R.moderada

4 |
| SRE T |
Ve % [Nl % N2l Rl|eNS] % | N2 | %
Fermentam o | | t
amido ..... 9l—t—1| Z|2Z2] ;2 | =z2] - 5| 55| =1 —
Nio fermen- !
[tamoamido| 195| 3|1.5| 7| 35| s8 | 20.7| 74 | 379 53 | 27.0
: SRk 1
| |
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QUADRO N* 9 1

Relagio entre virulencia e poder hemolitico

Hemaltiag humanas Hematias de coelho
Virwlencia |Culturas i i | I | | | |
iyl BT S O v e i | et S e o R e e o T N (s T -
i . | | | | I | ] {
| ."'i.+u f_:rﬂ' ll J.'lr.ﬂi % I .'f.“! f:-':'l ! .\'+n] % i‘!’l.'II ?'# H‘ﬂ1 e J.‘i'."l "::-'1 _"lh"_lll[ g:t i _i‘:l'.p! ,I:;_' | -'1I"~L.E % N.dl l:_lfﬂ_ hr',;_l-t ll,.:"ur'.l'
i I = BE ]I | e | |
R. m. forte . 60 0| 10 0l166| 5| 83| 5| 83 |— — | 34 | 56,61 6|10 f16sf 3 ] 5 | 7(16[—] —|34]56.0
e BT e BT 9.5 | 21165 Bl109|—| —|37|s0.8|16}21.9( 9123} 10]13.6| s} 6.8|—| —|33]45.2
R. moderada 53 91169 9(16.9] 4| 7.5] 9 16.9 | — —_22141.6] 7113.2]10] 18.8 b 71132 | <8 J1S 30 — V2141408
Duvidosa . .. k! 2| 66.6 1133 —] —|— - — | -l 2 1606.6 161 23.31 = T - w. {4 B N =
Avirulenta .. g |2 §29 S Bt o e e T B 57 ) I S T 2|25 28— | =1 1T128% 171]2.5 | i34 37.5
| \ : | |
Total. ... 197 |5 ! 1 ] |
| | 2 | 8 300 W | |

Legenda: <4+ = hemolise muito forte
by = " forte
44 = " media
ol = o fraca
+ = " duvidosa

negativa
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QUADRO N.° 10

Relaciio entre toxigenicidade e poder hemolitico

[l Hematias humanas Hematias de coelho
Torxigeni- | Amost. | | b
cidade | testadas! F++-+ | +++ + + + -- ++++ | +++ ++ -+ s
' |
NPl % |Nf?| % \."u'."' o I.".i'+"'1| % :N."| % |N?| % |[N°| % |[Ne| % |N°| % |[N?| % N2l % |N°| %
1
Toxina mé. o6 |11 }16.61).5 ?iﬁl 91 13.6 4‘ .61 1 1.5 ] 36 | 54.5] 13 l?.ﬁlm 15.1] 419661 21 3.3 1 1.5 136 | 54.5
Tox. sofriv.] 110 | 12 | 10.9 | 15 IJ.I?:'-I 01 B.1|19]117.2 | — — | 55|50 |181163 19 [17.2|14112.7 (19| 17.2 | — — | 40| 36.3
Tox. hoeS PR 178 1SS i1 26 [RARlZ8 L] “5.8 | &1 fsin P Bl i [zl "5 kaok 2] 11.71 2112 | 1k s b—sle| 7@
Tox. otima 4 2150 e DO Y e ey A — SN L 2| 50 o STl | ol e I 10 295 E0
: B |
Total...| 197 | l
| = ST
Legenda: <44+ = hemolise muito forte
++4+ = 2 forte
++ — " media
+ = = fraca
- - — " duvidosa
—_ = - negativa
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QUADRO N~ 12
Relagio entre fermentagio do amido e toxigenicidade

|
| Produtoras | Produtoras de| Produtoras |Produtorasde
\Culturas |de md toxing toxina sofrivel | de tosing béa | toxing 6tima
testadas |
1 R | : ?
N?® % N*| % N.* % | NS° %
| w3l

Fermentam o amido | .9 | 6 | «ﬁﬁﬁ} 2N 22)y — — 1 11.1

Nao fermentam : ' |

O AMid0 ...vueen. 195 | 61 | 3&?,114 3891 17 | 8.7 3 1.5

:

As racas que fermentam o amido mostram alta virulencia, dando 55,5% d¢
reacio forte, mas estio, no entanto, paradoxalmente em porcentagem maior tam-
bem para as amostras avirulentas. O mesmo fato se repete em relagio i toxi-
genicidade, pois si aparece uma percentagem maior (66,69 ) para as amostras
mis produtoras de toxina, por outro lado pode-se notar uma percentager bem
mais alta para as toxinas otimas (11.1).

As amostras que nio fermentam o amido dio maior percentagemn de reagao
muito forte ¢ menor numero de avirulentas (3,5%).

Podemos considera-las melhor produtoras de toxina, pois apesar de estarem
em menor percentagem para as amostras de D. M. L. otima, aparecemi com
maior percentagem nas boas produtoras de toxina e nas sofriveis em detrimento
das mas produtoras cujo numero ¢ bem menor.

Relacoes clinicas

Da relagio dos caracteristicos bacteriologicos das amostras causadoras de
difteria com a maior ou menor gravidade da molestia, ha uma serie grande de es-
tatisticas que deixa o assunto ‘em interrogacao.

Do trabalho inicial de Anderson e colaboradores (1), lancando as bases desta
relagiio, até o presente momento, duas fagdes distintas aparecem: a que apoia
e confirma a teoria de Anderson e a que nio consegue evidenciar relacio alguma
entre as formas bacteriologicas do B. difterico e a gravidade da molestia.

Apoiando e confirmando a tese temos os trabalhos de Lecte, Mason, McLeod
e Morrison (19), que constataram a predominancia do tipo “gravis’ nos casos
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-de difteria maligna ; as mesmas ideias aparecem nas publicagoes de Christison (2),
Clauberg (4), Schiif e Weber (13), Robinson e Marshall (20), Ccoper, Hap-
pold e McLeod (18).

Preuner (21) num resumo de varios autores assevera que existe uma certa
relagio entre o tipo do bacilo e a gravidade clinica da molestia.

O outro grupo de estudiosos que esti em desacordo com a tese em questio
nio € menos significativo: nele aparecem Carter (6), que depois de catalogar
1.614 ragas de C. diphteriae isoladas em Glasgow, conclue que o tipo “gravis”
€ pouco frequente na Escocia, mas que o “intermedius™ mais comumente encon-
trado (65%) € o causador das formas clinicas graves, sendo o tipo *“‘mitis” o
responsavel pelo aparecimento da difteria benigna. Wright, Christison, Rankin,
Pearson e Cuthberg (22), Perry, Willey e Petran (15) tambem niio encontraram
relagdo nitida entre a forma clinica e o tipo do bacilo.

Murray (23), julgando o tipo “intermedius” mais benigno do que o “mitis”,
pensa que a forma “gravis” ndo estd ligada aos casos clinicos graves.

Hilgers e Thunes (25), com ideias completamente opostas & tese, asseveram
a relacio do tipo “grawvis” com os casos benignos de difteria.

Rosa (16), estudando 86 ragas de C. diphteriae, conclue que é o tipo “inter-
medius” € mais frequente nos casos de difteria grave.

Numa duplicidade de ideias, julgamos de algum proveito as conclusdes
proprias que poderiamos obter, si relacionassemos as modalidades clinicas aos
caracteristicos bacteriologicos das ragas de C. diphteriae isoladas de doentes do
Hospital “Emilio Ribas"” em S. Paulo,

Para melhor compreensio ¢ mais facilidade nas conclusdes, dividimos 03
casos observados em cinco categorias, atendendo tanto quanto possivel numa
classificagio clinica como esta, ao criterio da modalidade da doenga e ao da sua
maior ou menor gravidade. Assim, esquematicamente, 0s grupos se repartiram
em: casos mortais, malignos, graves, medios e benignos.

Por malignos entendemos os casos cuja gravidade se anunciou precocemen-
te, exteriorizada pelo aspecto invasivo das placas diftericas, acompanhadas de
pronunciado infartamento dos ganglios linfaticos submaxilares e do pescogo.
com maior ou menor edema periganglionar, que faz desaparecer completamente
a individualidade do nodulo linfatico. Sobrepondo-se a estas duas condicbes, ca-
racterizaram a malignidade dos casos, com frequencia e graduacio variaveis, as
condi¢hes precarias do aparelho cardio-vascular (miocardite, colapso periferico),
paralisias precoces, hemorragias naso-faringeanas de maior ou menor intensi-
dade, a fetidez do halito, a adinamia, o delirio, a palidez de céra, os vomitos, a
inapetencia absoluta, a prisio de ventre, a dor e muitas vezes a impossibilidade
da deglutigdo.

Esses doentes de difteria maligna receberam, ji se vé, doses maiores de
antitoxina difterica e, tambem, o valioso concurso terapeutico do séro anti-gan-
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grenoso, que vem servindo para salvar maior numero dos que, atacados dessa
forma gravissima, tém sido tratados no Hospital de Isolamento. O soro anti-
toxina escarlatinica foi aplicado @ maioria dos diftericos desta categoma.

No grupo dos casos graves estio compreendidos os que tinham a vida amea-
cada ndo pela forma clinica maligna, mas sim porque os sintomas e OS sinais
eram de gravidade por falta de tratamento bem conduzido ou por soroterapia
feita tardiamente, ou por uma invasio do laringe ou da traquea pelas falsas
membranas, trazendo o quadro crupal e a asfixia. Apresentaram nitidamente
os caracteres clinicos da doenca e permitiam a firmeza do diagnostico, mesiio
sem a prova de laboratorio. Aos doentes deste grupo foram naturalmente ad-
ministradas doses de antitoxina difterica que oscilaram entre 30.000 e 50.000
unidades, uma parte das quais (4.000 a 10.000 u.) feita endovenosamente €m
muitos casos. A traqueotomia se impoz algumas vezes como meio de salvagao
na situacio de sufocagio iminente.

Entre os casos medios contam-se aqueles que foram acudidos mais ou me-
nos precocemente, com uma placa tipica sobre uma ou sobre as duas amidalas,
nio muito extensa, sem ou com discreta tumefagio ganglionar e com bom estado
geral. Para estes doentes bastaram as déses de 25 a 35.000 u. antitoxicas.

Denominaram-se de bemignos, finalmente, aqueles casos em que as lesoes
eram. minimas, simples pontos sobre as amidalas, sobre o faringe, apenas ¢m
inicio, ou constituidos por casos de rinite difterica sem gravidade aparente.
Alguns destes casos nio eram bem caracteristicos s6 pelo ponto de vista clinico
¢ necessitaram de concurso do laboratorio para sua confirmagio. Foram tratas
dos com déses menores de antitoxina, que oscilaram entre 20 e 30.000 u. Fara
este grupo nunca foi necessario uso da via endovenosa.

Nossas observagdes estio condensadas no Quadro N.° 13, no qual se eviden-
cia a relacio entre os tipos de colonia do C. diphteriae isolado e a forma clinica
da molestia.

QUADRO N»o 13
Relagio entre as formas clinicas de difteria e os tipos de colonia do C. diphteriae

Modalidade clinica  |Culturas| Gravis Mitis Intermedius Atipico
testadas
N°| % {N*| % [ N°| % IN*| %
Casos mortais ......... 23 1] 4.3 ael 20014 0] g8 3 13.0 I

Casos malignos ......... 37 LYl 1 12 1 AT 19 51.3.1 & 13.5
Casos benignos ......... 2] |—| —]| 3 | 142] 18 | 85.2| — —
Casos medios ........... 28 INIES .S 4 | 2] 22 78.5 1 3.5
Casos ETAVES iasenscsnss 25 | —| — 1 | 40| 23 | 92.0 1 4.0
Totalia: tifi-anesna 134 224 25 18.6 | 9 .61 10 7.5
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A tese de Anderson mais uma vez nio € confirmada, pois o tipo “interme-
dius” aparece em porcentagem bastante elevada nos casos de difteria maligna
em detrimento do tipo “gravis”, que se mostra na pequena porcentagem de 3.7.

Nos outros casos de difteria a percentagem do tipo “intermedius’” aparece
ainda em primeiro plano, quer nos casos graves (85,2), quer nos benignos (92,0).

Por outro lado, sabemos que a percentagem do tipo “gravis” para os por-
tadores € maior do que para os doentes.

Raciocinando com os dados que acabamos de relatar, nio podemos deixar
de concluir que o tipo de colonia tem relagdes ainda imprecisas com a maior
ou menor malignidade da molestia.

Relacionada por outro lado a modalidade clinica da difteria com a viru-
lencia do C. diphteriae, temos os resultados constantes do Quadro N.° 14.

QUADRO N-o 14

Relacio entre a virulencia do C. diphteriac e a modalidade clinica da difteria

| i ! 1
t Reacdo forte | Reagdo u:m'!ﬂ; Reagao
Modalidade clinica iF"“"rM | forte . moderada
festadas | i I

l | ve % | No % , Ne %

! . : J | 1453
T IR T e T T TR, S R W — |5 —
'C2508 MAlEO0S +uavrsssos cmopsneas 37 10 | 27.01 17 | 45.9 ; 10 27.0
CRP08 ETaAVER oo iiis s s g n s siusis 21 [ "7 1 3331, 10 | 476 4 | 19.0
Castaimediog Vo van s vin coantonnones b SEEY 14 I MBS A7 225
Casos benignos ......c..cconcaeens 25 ! LN 2.0 0 2401 12 48.0

1 Ce—
P i B R R T ot 129 I 43 ’ 48| 46 | 3h5.6| 38 29.4

E’ interessante notar que nos casos malignos, o tipo “mitis” € que aparece
com maior percentagem (32,4), vindo depois os casos mortais (21,0), os graves
e medios (14,2) e os benignos (4,0).

Notamos que as amostras muito fortemente virulentas aparecemi em maior
percentagem para os casos malignos e para os graves. Por outro lado, maior
numero de reagoes moderadas estd em relagio com os casos benignos,

Si nos reportarmos ao Quadro N.° 5, em que a virulencia aparece decres-
cida para os portadores de germes e ao Quadro N.? 14, em que as amostras
muito fortemente virulentas foram mais frequentes nos casos malignos e gra-
ves, temos um indicio em favor da conclusio de que a virulencia do C. diphife-
riage parece estar em relagio com a maior ou menor gravidade da difteria.
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