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PROVA DE HEMAGLUTINACAO PASSIVA PARA A EVIDENCIACAO

DA TOXINA DO C. DIPHTHERIAE NA LESAO DIFTERICA ®

Dacio de Almeida CHRISTOVAO

Luis G. COTILLO Z.
José Alberto Neves CANDEIAS

Foi demonstrada a presenca da toxina do C. diphtheriae, através de prova
de hemaglutinacio passiva, usando-se hemacias sensibilizadas com antitoxina
diftérica, na lesio da garganta de 47,7% dos casos suspeitos de difteria examina-
dos no presente trabalho. De 53,0% dos mesmos pacientes pdde ser isolado ba-
cilo diftérico toxigeno. A prova de hemaglutinacio passiva foi a tnica posi-
tiva em 13,6% dos casos e a cultura, a dnica positiva em 18,9%. Em 42 crian-
cas norimais ou portadoras de faringite ou amigdalite sem nenhuma caracteris-
tica clinica de difteria, a prova de hemaglutinacdo passiva foi negativa. O pro-
cesso descrito, de execucdio muito simples, pode acusar o resultado em menos
de 2 horas e oferece grande possibilidade de aplicacio vantajosa no diagnéstico
da difteria.

INTRODUCAO

O diagnoéstico clinico da difteria mui-
tas vézes é feito sob reserva, dadas as pos-
sibilidades conhecidas de outras infecgdes
poderem apresentar lesdes semelhantes.
Outras vézes deixa de ser estabelecido pe-
la ocorréncia de casos atipicos. De qual-
quer forma, requer sempre a comprovacio
de laboratério, pelo menos do ponto de
vista da Satide Publica.

O diagnéstico bacteriologico desta in-
feccio € realizado classicamente através
do isolamento do C. diphtheriae a partir
do material colhido da lesdo. E processo
demorado, podendo o seu resultado exigir
até 6 dias, além de estar sujeito a falhas,

Através de reacdo de hemaglutinacio
passiva em que se utilizaram de hemacias
as quais haviam adsorvido antitoxina dif-
térica, CHrisTOvA0 & CotiLro® (1966)

Recebido para publicacio em 8-11-1967.
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puderam evidenciar e dosar a toxina C.
diphtheriae no sangue e na urina de doen-
tes de difteria. Julgaram o processo sim-
ples, rapido, sensivel e de utilidade no
diagnéstico desta infeccio.

A toxina diftérica também pode ser
demonstrada na saliva de doentes de difte-
ria (TasmaN et alii® 1954). Empregan-
do-se 0 método da hemaglutinagdo passiva
acima referido, dada a alta sensibilidade
das reacdes desta natureza, deveria ser
possivel revelar-se a presenga da toxina
naquéle substrato em freqiiéncia maior do
que se utilizando de provas intradérmi-
cas em coelho ou de reagBes de precipita-
¢do ou mesmo de difusdo em gel. Pare-
ceu, no entanto, aos autores da presente
investigacdo que a pesquisa da toxina na
propria lesdo, através daquéle processo,

Da Cadeira de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Higiene e Saude Publica da USP.

Os resultados preliminares desta investigacio foram apresentados, em nota prévia, na
sessdo ordindria de 4 de outubro de 1965 do Departamento de Higiene e Medicina Tropi-

cal da Associacdo Paulista de Medicina.
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poderia ser alternativa de maior proba-
bilidade de sucesso. Se positiva em eleva-
da percentagem de casos, constituiria esta
pesquisa outro processq de diagnéstico da
difteria, ainda mais simples e mais rapido
que a evidenciagio da toxina no sangue
dos doentes.

MATERIAL E METODOS

Casos suspeitos de difteria. — Os resul-
tados ora apresentados referem-se a doen-
tes internados em 1965 ¢ 1966 no Hospi-
tal Emilio Ribas, hospital de doengas in-
fecciosas do Departamento de Satide, na
cidade de Sdo Paulo. Tratava-se somente
de pacientes com diagnéstico clinico ini-
cial de difteria tipica ou de suspeita de
difteria. Para muitos, posteriormente, o
diagnéstico clinico inicial foi modificado
para o de amigdalite aguda ndo diftérica.

De todos, antes da aplicacdo de s6ro
antidiftérico, foi colhido, pelas enfermei-
ras do hospital, material da lesdo da gar-
ganta, pela técnica usual, através de chu-
mago de algoddo enrolado na extremidade
de fio de arame. l

Grupos contréles — Foram tomados co-
mo cunirdles dois grupos de criangas. O
primeiro era formado por 31 meninas, in-
ternadas em instituigdo infantil, tédas com
garganta normal ao exame clinico. O se-
gundo era de 11 criancas de ambos os
sex0s que procuraram assisténcia médica
no Centro de Satide da Faculdade de Hi-
giene e Saiide Pablica devido a “dor de
garganta” e que foram diagnosticadas cli-
nicamente como portadoras de amigdali-

" te ou de amigdalite e faringite de etiolo-
gia nao diftérica

Destas 42 criangas também se colheu
material de garganta pela mesma técnica
usada para os doentes clinicamente sus-
peitos de difteria.

Preparo do material — Recebidas as
zaragatoas, cada uma delas era colocada
em tubo onde o chumacgo de algodao fi-
cava mergulhado em 2,5 ml de solugéo sa-

lina tamponada fosfatada, de pH 7,2. Os
tubos eram submetidos a agitacfio violen-
ta e deixados em repouso durante 3-5 mi-
nutos. Em seguida os chumacgos eram no-
vamente agitados, ainda dentro da sali-
na tamponada, e retirados, tendo-se o cui-
dado de espremeé-los, fortemente, de en-
contro as paredes de tubo. A suspensdo
assim obtida era centrifugada a 3.000
r.p.m. durante 15 minutos e o sobrena-
dante, constituindo o extrato onde se pes-
quisaria a presenca de toxina diftérica, era
transferido, através de pipeta, a outro
tubo.

O sedimento destinava-se ao exame bac-
teriologico de pesquisa do C. diphtheriae.

Exame bacteriolégico — A pesquisa da
presenga do bacilo diftérico foi feita da
maneira usual, através da inoculagdo ini-
cial do sedimento em tubo de meio de
Pai e em placa de agar-telurito. Apés a
incubagdo de cérca de 24 horas, as cul-
turas eram examinadas. Das culturas em
meio de Pai, verificada a presenga de ba-
cilos morfologicamente semelhantes ao ba-
cilo diftérico, passava-se material a pla-
ca do meio de isolamento.

Quer das placas primarias ou das se-
cundarias, ap6s 24, 48 ou 72 horas de in-
cubago, colonias com caracteristicas das
de C. diphtheriage eram pescadas e trans-
feridas a novos tubos de meio de Pai, de
onde, apbés a devida incubacdo, as cultu-
ras isoladas eram repicadas a tubos de
fermentagéio de glicose, sacarose, dextrina
e glicerina (CHRIsTOVAO ' 2, 1957).

Tédas as cepas morfologicamente seme-
lhantes a bacilo diftérico foram submeti-
das a pesquisa de toxigenicidade, através
das provas “in vivo” e “in vitro”, da ino-
culacéo intradérmica em coelho e da difu-
sdo em gel. (FROBISHER et alii * 1963).

Pesquisa da toxina diftérica — Nos ex-
tratos, obtidos a partir dos chumacgos de
algodao, foi pesquisada a presenga da to-
xina diftérica através da prova de hema.
glutinagdo passiva empregando-se exata-
mente a técnica descrita anteriormente
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(Caristovio & CoriLLo 3, 1966). Para
cada extrato, a prova foi realizada na
concentragdo original e nas diluiges, de
fator 2, até 1/512. Somente foram consi-
derados positivos os extratos que apresen-
taram aglutinagdo pelo menos na dilui-

cio 1/2.

RESULTADOS

Grupos controles — Os resultados da
pesquisa de toxina diftérica, pela prova
de hemaglutinagio passiva, no material
de garganta das 42 criangas dos grupos
contrdles foram todos negativos, quer para
as 31 meninas com garganta normal, quer
para as 11 criangas portadoras de amigda-
lite ou de amigdalite e faringite. Para 6
destas, a cultura bacteriolégica revelou a
presenga de estreptococcos hemoliticos e
de 5, isolou-se Staphylococcus aureus. No
grupo das 31 meninas com garganta nor-
mal a cultura bacteriolégica foi negativa
para bactérias patogénicas, exceto de 1
caso do qual foi isolado C. diphtheriae.

Casos supeitos de difteria — Na Tabela
encontram-se os resultados referentes a
148 pacientes internados na Enfermaria
de Difteria do Hospital Emilio Ribas por
suspeita inicial de difteria, dos quais 132
com diagnéstico clinico final de difteria
e 16, de amigdalite aguda ndo diftérica.

a) Casos clinicos de difteric — Dos
132 casos clinicos de difteria, 63 (47,7%)
foram positivos pela prova de hemagluti-
nagao passiva e de 70 (53,0%) isolou-se
C. diphtheriae toxigeno.

Tomando-se os casos positivos revelados
por ambas as técnicas ou apenas por uma
delas, encontram-se 88 (67,7%). Déstes,
a prova de hemaglutinagio passiva eviden-
ciou 71,6% e a cultura, 79,5%.

Ambos os processos acusam resultado
igual em 45 casos positivos (34,1%) e
em 44 negativos (33,3%). Mostraram-se
concordantes, portanto, em 89 casos
(67,4%). Considerando-se apenas os 88
casos positivos por ambos ou sOmente por
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um dos métodos, os resultados foram con-
cordantes em 45 (59,8%).

E de se notar que embora o processo
classico de isolamento do C. diphtheriae
tenha sido positivo em 25 casos (18,9%)
negativos pela prova de hemaglutinaco
passiva, esta, por sua vez, revelou 18 ca-
sos positivos (13,6%) para os quais a
cultura foi negativa. Levando-se em con-
sideragdo apenas os 88 casos positivos por
ambas ou somente por uma das técnicas,
a hemaglutinagio passiva, ainda que ne-
gativa em 28,4%, foi a finica a eviden-
ciar a consideravel proporgdo de 20,5%.

Os 63 casos positivos pela hemaglutina-
gio passiva revelaram titulos que varia-
ram de 2 a 256 e cuja distribuicio foi a
seguinte: 23 casos (36,5% ) com titulo 2,
16 (25,4%) com titulo 4,8 (12,7%) com
titulo 8, 8 (12,7%) com 16, 2 (3,2%)
com 32, 2 (3,2%) com 64, 1 (1,6%) com
128 e 3 (4,8%) com titulo 256. Os 3 ca-
sos com éste titulo foram todos negativos
pela cultura.

b) = Casos clinicos de amigdalite aguda
ndo diftérica — Dos 16 casos clinicos de
amigdalite aguda, 4 (25,0%) foram posi-
tivos pela hemaglutinagdo passiva e 2
(12,5%), pela cultura.

Considerando-se os casos positivos evis
denciados somente por uma ou pela outra
técnica ou por ambas, encontram-se 5
(31,3%). Ambos os processos revelaram
resultado positivo em 2 casos (12,5%) e
resultado negativo em 11 (68,8%), sendo
a taxa de concordéncia de 81,3%.

A cultura evidenciou 1 caso positivo
néo revelado pela hemaglutinagio passiva
e esta prova foi positiva em 2 casos nega-
tivos pela cultura.

Dos 4 casos positivos pela hemaglutina-
¢do passiva, um o foi com titulo 2, um
com 4, um com 8 e um com 16.

Total de casos — Considerando-se todos
os 148 casos estudados, encontraram-se 67
{45,3%) positivos pela hemaglutinagio
passiva e 72 (48,6%) positivos pela cul-
tura.
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Dos 93 (62,8%) casos positivos por
ambas as técnicas ou somente por uma
delas, os positivos pela hemaglutinacio
passiva representam 72,09% e os evidencia-
dos pela cultura, 77,4%.

Ambos os processos concordaram em 47
casos positivos (31,8%) e em 55 negati-
vos (37,2%), verificando-se uma taxa de
concordincia de 68,9%. Se forem toma-
dos apenas os 92 casos positivos por am-
bas ou apenas por uma das técnicas, a
taxa de concordancia baixa para 50,5%.

No total, o0 método da cultura foi o Gnico
a acusar resultado positivo em 26 casos
(17,65%0) e a prova de hemaglutinagio
passiva foi a unica positiva em 20 casos
(13,5%). Tomando-se apenas os 93 casos
positivos por ambos ou sémente por um
dos métodos, a hemaglutinagdo passiva,
negativa embora em 28,09, revelou 21,59
de casos ndo comprovados pelo isolamento
do C. diphtheriae toxigeno.

Do total de 67 casos positivos pela
prova de hemaglutinacio passiva, 24
(35,8%) o foram tinicamente no titulo
2 e 43 (64,29%) apresentaram titulos de
4 a 256.

Além déstes 148 pacientes, foram estu-
dados mais 5 casos com diagnéstico clini-
co de difteria para os quais a prova de he-
maglutinacgio passiva foi negativa e a cul-
tura revelou a presenga de C. diphtheriae
atoxigeno e mais 2 casos com diagnéstico
clinico de moniliase dos quais um foi po-
sitivo per ambas as técnicas, sendo de 128
o seu titulo de hemaglutinacio passiva.

DISCUSSAO

Através da prova de hemaglutinacio
passiva descrita por CHristovio & Co-
TILLO * (1966) e na qual se utilizam he-
macias as quais foi adsorvida antitoxina
diftérica, foi possivel evidenciar-se a pre-
senca da toxina do C. diphtheriae na le-
sa0 da garganta de 47,7% dos casos sus-
peitos de difteria examinados nesta inves-
tigacdo. O processo classico da cultura
para isolamento do bacilo diftérico, toma-
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do como base de julgamento da eficiéncia
da nova técnica, foi capaz de comprovar
porcentagem (53,09%) algo superior. Tan-
to um como o outro método, se pudessem
ser considerados como de difteria todos
os casos clinicamente diagnosticados como
tal, teriam sido capazes de revelar ape-
nas cérca da metade.

Sdo conhecidas, entretanto, a dificul-
dade que se apresenta muitas vézes no es-
tabelecimento do diagnéstico clinico desta
infeccio e a possibilidade de engano dai
decorrente.  Considerando-se como real-
mente de difteria apenas os casos eviden-
ciados pelo menos por uma das técnicas
utilizadas, poder-se-ia concluir que a pro-
va de hemaglutinagio passiva teria reve-
lado 71,6% e a tentativa de isolamento,
79,5%. Ainda assim, a eficiéncia do pro-
cesso classico teria sido 11,0% maior.

No entanto, tendo ocorride substancial
discordancia entre os resultados de ambos
os métodos e havendo a prova de hema-
glutinagdo passiva sido a Gnica positiva
em 13,6% dos casos clinicamente diag-
nosticados como de difteria ou em 20,5%
dos casos positivos através de pelo menos
uma das técnicas experimentadas, pare-
ceria justificado o emprégo de ambos os
processos,

Em locais como Sao Paulo (CHRisTO-

'vio?, 1957) onde a incidéncia de cepas

de C. diphtheriae fermentadoras de saca-
rose é extraordinariamente elevada, o iso-
lamento e identificagdo do bacile diftérico
€ processo longo que pode demorar até 6
e mesmo 7 dias, dada a indispensabilidade
da realizacdo de provas de toxigenicidade
sempre que a cepa jisolada, ao lado de ca-
racteristicos do C. diphtheriae, apresenta
a propriedade de atacar aquéle aciicar.
Pelo menos nestas circunstancias, se ndo
sempre, a pesquisa da toxina diftérica,
além daquela do C. diphtheriae, represen-
taria sobrecarga de trabalho muito peque-
na. E uma vez que o resultado da pesqui-
sa da toxina na lesdo, pelo método experi-
mentado, pode ser conhecido em menos de
2 horas apés a colheita do material, a van-
tagem do processo pareceria indubitavel.
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A rapidez do método, além disso, sem-
pre que o caso fbsse precoce e benigno,
permitiria ao clinico aguardar o seu re-
sultado. Sempre que positivo, forneceria
justificacAo ampla para a aplicaciio de an-
titoxina.

Seria necessario, entretanto, poder ter-se
a certeza de que a prova de hemaglutina-
¢do passiva ora investigada é especifica.
O préprio fato déste processo ter acusado
resultados positivos em porcentagem con-
siderdvel de casos ndo revelados pelo mé-
todo classico da cultura, anteriormente
apontado como vantajoso, poderia servir
de base para suspeitar-se da sua especifi-
cidade porquanto, na realidade, nio se
disporia, no momento, de razdes para jus-
tificar tal propor¢do de falhas do isola-
mento do bacilo diftérico.

A priori, esta prova nio deveria ser
inespecifica, a menos que na gamaglobu-
lina antidiftérica utilizada na reacdo, al-
tamente purificada e concentrada, obtida
a partir dos soros de cavalos hiperimuni-
zados com toxdide e toxina diftéricos, pu-
dessem existir outros anticorpos em quan-
tidade suficiente para reagir com antige-
nos eventualmente presentes no material
examinado. Assim, por exemplo, poder-
se-ia lembrar a possibilidade dos cavalos
imunizados apresentarem anticorpos con-
tra estafilicocos ou contra estreptococos,
bactérias tio freqiientemente encontradas
na orofaringe humana.

Entretanto, os resultados todos negati-
vos encontrados nas 42 criangas com
amigdalite ou amigdalite e faringite oca-
sionadas pelos germes acima referidos, su-
geririam a especificidade do método.

Somente estudos posteriores engloban-
do ntimero bem maior de casos poderiam
fornecer elementos suficientes para o jul-
gamento da verdadeira eficiéncia da téc-
nica ora investigada. A propésito, em
trabalho anterior (Curistovio & CoriL:
Lo %, 1966), ja foi delineada investigagiio
mais completa sébre a questdo. Tal in-

vestigacio terd de se basear no estudo de
casos clinicos mais rigorosamente selecio-
nados e com antecedentes terapéuticos per-
feitamente conhecidos, o que nem sempre
foi conseguido nos casos ora estudados
Estes cuidados sdo necessirios a fim de
se poder afastar completamente a possi--
bilidade da medicacdo por antibidticos ou
pela prépria antitoxina diftérica, . anterior
a colheita do material, interferir nos re-
sultados- do - isolamento do bacilo diftéri-
co ou da evidencid¢do da sua toxina

CONCLUSOES

1. E possivel evidenciar-se a toxina do
C. diphtheriae na lesio da garganta
através de prova de hemaglutinagio
passiva, empregando-se hemdcias sen-
sibilizadas com antitoxina diftérica.

2. O processo, de execu¢io muito sim-
ples, pode acusar o resultado em me-
nos de 2 horas,

3. Tal método oferece grande possibili-

dade de aplicagdo vantajosa no diag-
nostico da difteria.

SUMMARY

The presense of C. diphtherige toxin was
demonstrated in throat lesions of 47.7 per
cent of case with probable diagnosis of
diphtheria, by passive hemagglutination
test using erithrocytes previously sensiti-
zed by diphtheria anti-toxin. From 53.0
per cent of the same patients toxigenous
bacilli were isolated. Hemagglutination
test was the only positive one in 13.6 per
cent of cases and cultivation in 18.9 per
cent. The passive hemagglutination tests
performed on 42 children, normal or with
pharyngitis or tonsillitis but without cli-
nical characteristics of diphtheria were all
negative. The procedure described in this
paper, of very simple execution can show
results in less than two hours and offers
great possibility of advantageous appli-
cation in the diagnosis of diphtheria.
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