EFEITO DO GLICEROL E DO TELURITO DE POTASSIO SOBRE
OS GRANULOS METACROMATICOS E A MORFOLOGIA
DO BACILO DIFTERICO (*)

Joio F. Valeiro ** 1talo Suassuna *** Carlos E. V. Serpa **%*

Apds ler-se salientado a importdncia da preserva¢cdo da morfologia con-
vencional do bacilo diftérico, para os propdsitos do diagndstico presuntivo de
difteria, faz-se um estudo comparativo dos aspectos morfolégicos de 10 amos-
tras de Corynebacterium em quatro meios de uso mais comum para o isola-
mento désses germes, modificando ésses mesmos meios, em cada caso, pela
inclusdo de glicerol, de telurito de potdssio e de glicerol e telurito, em com-
paragdo com a férmula original. Descreve-se uma técnica simples para a in-
corporacdo do telurito de potldssio nos meios preparados por coagulacdo de
proteinas animais (Loeffler e Pai). A apreciacdo da morfologia e da eviden-
ciagdo de grdnulos de volutina destacam o meio de Pai, com cérca de 7 por
cento de glicerol, entre 16 variacées de meios de culiura estudadas, como o
mais favordvel para a demonstragdo da morfologia considerada tipica no diag-
nostico do bacilo diftérico. .

cionado de sangue ou soro, embora facili-
tando e dando seguranca ao reconheci-
mento do bacilo diftérico, retardam o seu

A demonstracio da capacidade do ba-
cllo diftérico para crescer em meios de
cultura contendo telurito de potéassio, com

a conseqiiente redugéio do sal, provocando
0 enegrecimento da colénia e o seu facil
reconhecimento, parece remontar ao ini-
cio do século (10). Ao mesmo tempo haven-
do a inibicdo do crescimento de numero-
80s representantes da microbiota associa-
da ao bacilo diftérico nos locais de onde
880 isolados, o processo ganhou vasta acei-
tacdo, sendo hoje de indicacdo geral para
&sse propodsito (1, 2, 4, 5, D).

E reconhecido, todavia, que a maioria
désses meios, a base de agar nutritivo, adi-

(*) Trabalho do

Servico de Microbiologia e

diagnostico (15) e nado lhe preservam a
morfologia habitual, imprescindivel ao
diagnéstico de possibilidade (1) que auto-
riza o inicio do tratamento, diante de tdo
grave infeccdo. Tem-se mostrado, de fato,
que a morfologia e as caracteristicas de
crescimento podem ser profundamente in-
fluenciadas pelos componentes do meio (1,
8, 17 .

Por outro lado, meios como o de Loef-
fler e mais recentemente o de Pai (13) —
aquéle, o meio classico para o isolamento
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do bacilo de Klebs-Loeffler (1, 3, 4, 7),
constituido de séro animal coagulado; e o
outro, composto de 6vo coagulado (3, 5, 7)
-— tém sido os meios por exceléncia para
0 diagnéstico presuntivo, por preservarem
a morfologia convencionalmente conside-
rada tipica para essa finalidade e seme-
lhante a que se encontra nas lesdes diftéri-
cas .Como se sabe, considerada essa mor-
fologia, um dos aspectos de maior desta-
que tem sido a evidenciacdo de granula-
coes metacromaticas de volutina (granulos
de Babes-Ernst) (1, 3, 6).

Em 1951 Bretz & Frobisher (3) descre-
veram a experiéncia do primeiro, realizada
em Petropolis, Estado do Rio de Jane'ro,
ande, obrigado pela urgéncia de uma certa
ocasiao, utilizou o meio de Petragnani (ex-
cluido o corante) com resultados aparente-
mente superiores ao meio de Loeffler, de-
vido aos granulos de volutina aparecerem
“extremamente numerosos, grandes e ni-
tidos”. As experiéncias posteriores rela-
tadas pelos autores demonstraram que
ésse efeito era devido & presencga de glice-
rol no meio de Petragnani, passando o0s
mesmos a adotar o meio de Pai, adicionado
de 8% de glicerol como processo de rotina.
Alguns anos antes, Laybourn (11) modifi~-
cara 0 meio de Loeffler, adicionando, en-
tre outros ingredientes, 4 por cento de gli-
cerol, em substituicdo a glicose, por ter ve-
rificado um efeito benéfico da alcaliniza-
cao sObre a morfologia e viabilidade dos
bacilos diftéricos, sendo muito discreta a
acidificacao proveniente da utilizacao do
3licerol.

O presente trabalho descreve a adicdo
de telurito de potassio aos meios de Loef-
fler e de Pai e, ainda, a dois outros meios
de uso geral, colidificados com agar, e des-
creve o efeito desta adicdo, bem como da
incorporacao de 8 por cento de glicerol
sobre a morfologia e a evidenciacdo dos
aranulos metacromaticos do Corynebacte-
rium diphtheriae.

MATERIAL E METODOS

Meios de cultura — Quatro meios basi-
cos, habituais para o isolamento do C. di-
phtheriae, foram utilizados de acdrdo com
as seguintes formulas:

(*y Laboratoric «Geyer» S. S., Rua Pelotas 320,

I. Meio de Pai (7)

Ovos de galinha ................ 5
Solucao salina a 0,85% .......... 100 ml

Abrir os ovos em condicges de assepsia,
homogeneizar a clara e a gema em balao
estéril com pérolas de vidro. Juntar a so-
lucdo salina. Distribuir assépticamente vo-
lumes de 6 ml em tubos 18 x 160 mm, com
rolha de rosca e coagular em vapor d’agua
a 80-85° C, durante 1 hora.

II. Meio de Loeffler (4)

Caldo glicosado .................
Soro estéril normal de cavalo....

75 ml
225 ml

A técnica da distribuicio e coagulacido
obedeceram as mesmas normas gue para
0 meio de Pai. O caldo glicosado corres-
pondeu & seguinte composicao:

Extrato de carne (Difco) ...... 3g
Proteose-peptona (Difco) ...... 10 g
NaCl ... .. 5¢g
Glicose .......... ... . ol 10 g
Agua destilada ................. 1000 ml
II1II. Agar-séro
Agar-simples ........... .. ... 300 m!
Mistura de s6ro humano estéril. . 15 ml
Juntar o sore estéril ao agar simples

fundido e resfriado a 45-50°C, e distribuir
em placas de Petri.

O agar simples utilizado possuia a com-
posicao:

Peptona bacterioldgica “Geyer”* 20 g
Extrato de carne (Difco) ...... 3g
NaCl ....... ... 5¢g
Agua destilada ................ 1000 ml
pPH 7.4

IV. Agar-“chocolate”
Agar-proteose n.° 3-glicosado 300 ml

Agar-sangue humano (de banco
de sangue) .................. 21 ml

Porto Alegre, R. G. do Sul,
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kig. 1 — Variagdes da morfologia e riqueza relativa em granulagdes metacromaticas do C.
dipbtheriae., A — meio de Pai; B — meio de Pai glicerol; C — Agar-s6ro; D — Agar-soro e

glicerol. Coloracao de Albert--Laybourn em culturas de 48 horas.
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1 + — menos de 10%
granulacoes

de bacilos com

2 + — de 10-50% de bacilos com granu-
lacdes

3 + — entre 50-90%
granulacoes

de bacilos com

4 + — todos os bacilos com granulacoes
e estas eram mais abundantes.

5 + — todos os bacilos com numerosas
granulag¢des, estas destacandc-se
mais nitidamente (maiores e
mais intensamente coradas).

Considerou-se assim, nas leituras efe-
tuadas, a percentagem aproximada de
corpos bacilares apresentando granula-
¢bes nos campos microscopicos mais pro-
picios 4 enumeracdo, sendo que nas nota-
coes de 4 a 5 cruzes, foram tomadas em
malor conta outras caracteristicas, como
a presenca de um maior numero de gra-
nulos nas células individualizadas e a sua
mais facil visualizacio.

No Quadro II estdo apresentados os re-
sultados désse modo observados. Tédas as
amostras revelaram granulacoes nos meios
de Pai, Loeffler e Agar-séro, e em suas
modificactes, tendo sido obtidos resulta-
dos inferiores no agar-‘‘chocolate”, princi-
palmente quando adicionado de telurito.
No entanto, em todos os casos, os melho-

res resultados foram alcancados no meio
de Pai-glicerol, excetuando-se a amostra
Cb 29 de C. pseudodiphteriticum, que jus-
tamente neste meio apresentou auséncia
de granulacdes. Esta amostra bem como
uma das variantes do bacilo diftérico tam-
bém designada comoc Corynebacterium ul-
cerans (9) demonstraram resultados (Cb
79) irregulares igualmente em relacdo aos
demais meios, guando confrontadas com
as outras amostras examinadas.

Em relacdo a morfologia celular foram
observados os seguintes resultados: no
meio de Pai os bacilos apresentaram-se ti-
picos, considerando-se como tal, formas ba-
cilares irregulares, pleomérficas, com ex-
tremidades dilatadas, além de outras ca-
racteristicas distintivas dos bacilos difté-
ricos (Fig. 1). Resultados semelhantes,
embora com os bacilos apresentando-se
menores, foram encontrados nos meios de-
rivados do Loeffler. No agar séro e no agar
“chocolate” foram observadas caracteristi-
cas tipicas, no sentido de que no primeiro
os bacilos mostravam-se longos e com as-
pecto filamentoso, ao passo que no agar
“chocolate” os bacilos mostravam-se pou-
co pleomdrficos e muito pequenos.

DISCUSSAO

Os resultados presentes ndo sé confir-
mam os achados de Bretz & Frobisher (3
como ampliam suas observacoes sobre a

QUADRO I

PROVENIENCIA DAS

AMOSTRAS DE CORYNEBACTERIUM ESTUDADAS

REFERENCIA ESPECIE ORIGEM
Cb 101 C. diphtheriae (mitis) A.T.C.C. 11051 *
Chb 107 C. diphtheriae (C. ulcerans) A.T.C.C. 9015
Cb 75 C. diphtheriae (mitis) C.D.C. (J. H. Schubert) **
Cb 176 C. diphtheriae (intermedium) C.D.C. (J. H. Schubert)
Cbh 178 C. diphtheriae (gravis) C.D.C. (J. H. Schubert)
Cb 79 C. diphtheriae (C. ulcerans) C.D.C. (J. H. Schubert)
Cbh 11 C. diphtheriae Identificada no Servico
Cb 24 C. diphtheriae Identificada no Servigo
Cb 14 C. diphtheriae Identificada no Servigo
Cbh 29 C. pseudodiphtheriticum Identificada no Servigo

* American Type Culture Collection.

** Communicable Disease Center, U.S. Public Health Service.



QUADRO 11

EVIDENCIACAO DE GRANULACOES METACROMATICAS DE CORYNEBACTERIUM EM 16 VARIACOES DE MEIOS DE CULTURA.

PAI LOEFFLER AGAR-SORO AGAR-CHOCOLATE
AMOSTRAS 2
SEM SEM SEM SEM
ADICAO. GLI. TEL. CLI-TEL.|ADIGAO. GLI. TEL. GLI-TEL.|ADICAO. GLI. TEL. GLI-TEL.| ADICAO. GLI. TEL. GLI-TEL,
C. DIPHTHERIAE
Cbhb 15
Ch 11 44 54 34 4.4 44 54+ 44 54 3+ 54+ 3+ 44 3+ 44+ 14 24
Cbh 24 44 5L 44 4+ 44 54 44 54 34 44 3+ 41 24 3+ 0 14+
Cb 101 44 5L 4+ 44 41 54 44 54 3+ 54+ 3+ 44 34+ 3+ 0 0
Cb 14 2+ 5+ 14 5+ 3+ 54+ 3+ 54 2+ 54+ 2+ 54 24 44+ 14+ 0
Cb 76 24 54 3+ 4L 2+ 54 3+ 4L 2+ 54+ 21 3+ 2+ 3+ 0 0
Cb 178 3+ 54 3+ 54 3+ 54 34 54 24 54+ 1+ 3+ 0 1+ 0 0
Cb 107 3+ 54+ 34 4 3+ 54 3+ 54 34 44+ 0 34+ 1+ 3+ 0 14
Cb 79 24 4+ 14 14- 3+ 4+ 24 44 24 3+ 14 3+ 1+ 3+ 0 0
0 1+ 0 0 0 1+ 0 24 14 3+ 0 2-- 1+ - 44 24 0
. C. PSEUDODIPHTHE-
RITICUM
Cb 29 1L 0 24 3+ 14 14+ 14 14+ 24 44+ 0 14 2+ 3+ 0 1+
GLI = glicerol (6,6 a 7,4%); TEL = telurito (0,033 a 0,036%); TEL-GLI — telurito + glicerol
0 = auséncia de granulacdes; 1+ a 54, riqueza relativa em granulacgdes.
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utilidade do glicerol incorporado aos meios
de cultura para evidenciar as granulacdes
metacromaticas de volutina. Como de-
monstrado pelas leituras efetuadas (Qua-
dro II) o meio que proporcionou os me-
lhores resultados foi o meio de Pai enri-
gquecido com glicerol. Ressalte-se todavia
que nos demais meios empregados, se bem
que resultados menos expressivos tenham
sido obtidos, observou-se o mesmo efeito
do glicerol na facilitacdo do aparecimento
dos granulos metacromaticos (Fig. 1). A
adicao do glicerol ao meio de Loeffler pro-
porcionou resultados analogos aos obtidos
no relativo ao meio de Pai, mas as formas
bacilares revelaram maior alteracao do as-
pecto convencional. O papel relevante do
glicerol pode ser bem evidenciado quando
analisados os resultados obtidos com a
amostra Cb 79 (C. ulcerans) nas quatro
modificagdes do meio de Pai, visto que s0-
mente puderam ser observados granulos
de volutina no meio Pai-glicerol. Tal es-
timulo ao aparecimento de granulacdes
metacromaticas sugere a possibilidade de
maior numero de resultados falso-positi-
vos nos diagnédsticos de probabilidades (1)
de difteria, quando considerado o exame
microscépico dos plantios primarios em
Pai-glicerol, se bem que a unica excessao
ao comportamento corresponda & amostra
Cb 29 (C. pseudodiphitheriticum), um dif-
teréide, a qual nao apresentou granulacoes
justamente nesse meio. Té6das as outras
amostras utilizadas foram amostras do ti-
po C. diphtheriae ou amostras virulentas
isoladas de pacientes, em cada caso tendo
sido comprovada a sua toxigenicidade in
vitro (12) .

Do ponto de vista da fisiologia da pro-
ducdo de granulos metacromaticos de po-
limetafosfatos, um papel relevante da li-
mitacdo da fonte de nitrogénio nos culti-

vos bacterianos foi demonstrado por Smith,
Wilkinson & Duguid (16) podendo veri-
ficar-se também um estimulo acentuado
da produ¢iao dessas inclustes pelo desen-
volvimento de um pH acido nos meios de
cultura com suprimento adequado de car-
boidratos como fonte de energia (6). Em
igualdade de condigées,” outras fontes de
energia que desenvolvem menor acidificn

¢do, como lactato, piruvato e glicerofosfa-
to embora metabolicamente adequadas co-
mo fonte de energia, nao foram tao efi-
cientes no estimulo ao depésito de poli-
metafosfatos (6). Diante dos resultados
que obtivemos parece que o desequilibrio
relativo entre a abundancia do glicerol co-
mo fonte de energia, e 0 suprimento ha-
bitual de produtos nitrogenados seja c
item que justifica de modo imediato o efei-
to observado. H4 alguns anos, Laybourn
(11) justamente advogou a incorporacio
do glicerol no meio de Loeffler pela me-
nor acidez que resulta de sua utilizacao
pelo bacilo diftérico. Nesse caso cabe a
especulacdo sObre se resultados iguais, ou
mesmo superiores, nao seriam obtidos com
a adicdo de concentracgdes elevadas de gli-
cose ou outro carboidrato utilizavel.

Um outro aspecto importante que se de-
riva dos presentes resultados foi a verifi-
cacdo de que nos meios mais propicios a
demonstracdo de granulos metacromaticos,
como por exemplo o meio de Pai (F.g. 1)
e o de Loeffler, a inclusao do telurito nao
alterou substancialmente a evidenciacio
dessas mesmas granulacdes, pouco modifi-
cando a morfologia convencional dos baci-
los diftéricos. Comprovando a exceléncia
do meio de Pai como o de mais facil ela-
boracdo e o mais beneficiado pela incor-
poracdo do glicerol acrescenta-se a possi-
bilidade de fazé-lo seletivo pela inclusido
do telurito de potassio.

SUMMARY

Due to the importance of an undisturbed conventional morphology of
diphteria bacilli for the rapid tentative diagnostic of the infection, a com-
parative morphologic study of 10 strains of Corynebacterium was done by
cultivating them in 16 modifications of four routine media for isolation of
diphtheria bacilli. The four basic media corresponded to Loeffler’s and Pai’s
media, human serum-agar and chocolate-agar (from human blood), to which
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approximately 7.0 per cent glycerol, 0.04 per cent potassium tellurite, or both
glycerol and tellurite, were added. A simple method for adding potassium tel-
lurite to the coagulated serum (Loeffler) and egg (Pai) media was developed.
From the results obtained Pai’s medium seemed most adequate to maintain the

typical conventional morphology of diphteria bacilli.

Notwithstanding some

strain variations, a large enhancement of production of metachromatic granu-
les was shown addition of approximately 7 perceni glycerol in all media,
with no substantial interference of potassium tellurite in the best suited media
in this regard.
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