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Após ter-se salientado a im portância da preservação da morfologia con­
vencional do bacilo diftérico, para os propósitos do diagnóstico presuntivo de 
difteria, fa z-se  um  estudo com parativo dos aspectos morfológicos de 10 am os­
tras de  Corynebacterium em  quatro meios de uso m ais com um  para o isola­
m ento  dêsses germes, m odificando êsses m esm os meios, em cada caso, pela 
inclusão de glicerol, de telurito de potássio e de gliceról e telurito, em  com ­
paração com a fórm ula  original. Descreve-se um a técnica simples para a in ­
corporação do telurito de potássio nos meios preparados por coagulação de 
proteínas anim ais (Loeffler e P a i) . A apreciação da morfologia e da eviden- 
ciação de grânulos de volutina destacam  o meio de Pai, com cêrca de 7 por 
cento de glicerol, en tre  16 variações de meios de cultura estudadas, como o 
m ais favorável para a dem onstração da morfologia considerada típica no diag­
nóstico do bacilo diftérico.

A demonstração da capacidade do ba­
cilo diftérico para crescer em meios de 
cultura contendo telurito de potássio, com  
a conseqüente redução do sal, provocando 
o enegrecimento da colônia e o seu fácil 
reconhecimento, parece remontar ao in í­
cio do século (10). Ao mesmo tempo haven­
do a inibição do crescimento de numero­
sos representantes da microbiota associa­
da ao bacilo diftérico nos locais de onde 
são isolados, o processo ganhou vasta acei­
tação, sendo hoje de indicação geral para 
ésse propósito (1, 2, 4, 5, 7 ) .

É reconhecido, todavia, que a maioria 
dêsses meios, à base de agar nutritivo, adi­

cionado de sangue ou sôro, embora facili­
tando e dando segurança ao reconheci­
mento do bacilo diftérico, retardam o seu 
diagnóstico (15) e não lhe preservam a 
morfologia habitual, imprescindível ao 
diagnóstico de possibilidade (1) que auto­
riza o início do tratamento, diante de tão 
grave infecção. Tem-se mostrado, de fato, 
que a morfologia e as características 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) — 
aquêle, o meio clássico para o isolamento

(*) Trabalho do Serviço de Microbiologla e Imunologia do Hospital das Clinicas da Fa­
culdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado da Guanabara. Com ajuda financeira do 
Conselho Nacional de Pesquisas.
{**) Bolsista do Conselho Nacional de Pesquisas.
(•**) Da Faculdade de Ciências Médicas, U.E.G. e Instituto de Microbiologla da U.F.R.J. Guana­
bara.
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do bacilo de K lebs-Loeffler (1, 3, 4, 7), 
constituído de sôro anim al coagulado; e o 
outro, composto de ôvo coagulado (3, 5, 7) 
— têm  sido os meios por excelência p ara  
o diagnóstico presuntivo, por preservarem  
a morfologia convencionalm ente conside­
rada  típica p ara  essa finalidade e sem e­
lhan te  à que se encontra nas lesões d iftéri- 
cas .Como se sabe, considerada essa m or­
fologia, um dos aspectos de m aior d esta­
que tem sido a evidenciação de granu la- 
ções m etacrom áticas de volutina (grânulos 
de B abes-Ernst) (1, 3, 6)’ .

Em 1951 Bretz & Frobisher (3) descre­
veram a experiência do prim eiro, realizada 
em Petrópolis, Estado do Rio de Janeiro, 
onde, obrigado pela urgência de um a certa  
ocasião, utilizou o meio de P etragnan i (ex­
cluído o corante) com resultados ap a ren te ­
m ente superiores ao meio de Loeffler, de­
vido aos grânulos de volutina aparecerem  
■‘extrem am ente numerosos, grandes e n í­
tidos” . As experiências posteriores re la ­
tadas pelos autores dem onstraram  que 
êsse efeito era devido à, presença de glice- 
rol no meio de P etragnani, passando os 
mesmos a ado tar o meio de Pai, adicionado 
de 8% de glicerol como processo de ro tina. 
Alguns anos antes, Laybourn (11) m odifi­
cara o meio de Loeffler, adicionando, en ­
tre  outros ingredientes, 4 por cento de gli­
cerol, em substituição à glicose, por te r ve­
rificado um  efeito benéfico da alcaliniza- 
ção sôbre a morfologia e viabilidade dos 
bacilos diftéricos, sendo m uito discreta a 
acidificação proveniente da utilização do 
glicerol.

O presente trabalho  descreve a adição 
de telurito  de potássio aos meios de Loef­
fler e de Pai e, ainda, a dois outros meios 
de uso geral, solidificados com agar, e des­
creve o efeito desta adição, bem como da 
incorporação de 8 por cento de glicerol 
sôbre a morfologia e a evidenciação dos 
grânulos m etacrom áticos do Corynebacte- 
rium diphtheriae.

MATERIAL E MÉTODOS

Meios de cultura  — Q uatro meios bási­
cos, habituais p ara  o isolam ento do C. di­
phtheriae, foram  utilizados de acordo com 
as seguintes fórm ulas:

I. Meio de Pai (7)

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

Abrir os ovos em condições de assepsia, 
hom ogeneizar a clara  e a gema em balão 
estéril com pérolas de vidro. Ju n ta r  a so­
lução sa lina . D istribuir assèpticam ente v o ­
lumes de 6 ml em tubos 18 x 160 mm, com 
rô lha de rosca e coagular em vapor d ’água 
a 80-85° C, d u ran te  1 hora .

II . Meio de Loeffler (4)

Caldo glicosado ................................  75 ml
Sôro estéril norm al de c a v a lo .. . .  225 ml

A técnica da distribuição e coagulação 
obedeceram as m esm as norm as que p a ra  
o meio de Pai. O caldo glicosado corres­
pondeu à seguinte composição:

E xtrato  de carne (Difco) ..........  3 g
Proteose-peptona (Difco) ..........  10 g
NaCl ..................................................  5 g
Glicose ..............................................  10 g
Agua destilada ................................  1000 ml

III . Agar-sôro

A gar-sim plss ..................................  300 ml
M istura de sôro hum ano e s té ril.. 15 ml

Ju n ta r  o sôro estéril ao agar simples 
fundido e resfriado a 45-50°C, e distribuir 
em placas de Petri.

O agar simples utilizado possuía a com­
posição :

Peptona bacteriológica “Geyer” *
Extrato  de carne (Difco) ..........
NaCl ....................................................
Agua destilada ..............................

pH 7.4

IV. Ag ar-“chocolate” ................

Agar-proteose n.° 3-glicosado ..  300 ml
A gar-sangue hum ano  (de banco

de sangue) ..................................  21 ml

20 g
3 g 
5 g 

1000 ml

C ) L a b o ra tó r io  «Geyer» S. S., R u a  P e lo ta s  320, P õ r to  A legre, R. G. do Sul.
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1* ig. 1 — V ariações da m orfo log ia  e riqueza re la tiv a  em granu lações m etacrom áticas do C. 
d ip h th cria e . A — m eio de P a i;  B — m eio de P a i g licero l; C — A gar-sôro ; D — A gar-sôro e 

g licero l. Coloração de A lbert—L aybourn  em cu ltu ras de 48 ho ras.

j
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1 -f — menos de 10% de bacilos com
granulações

2 H de 10-50% de bacilos com g ran u ­
lações

3 -i en tre  50-90% de bacilos com
granulações

4 - 1  todos os bacilos com granulações
e estas eram  m ais abundan tes.

5 H todos os bacilos com num erosas
granulações, estas destacando-sr 
m ais n itidam ente  (m aiores e 
m ais in tensam ente c o ra d a s ) .

Considerou-se assim, nas le itu ras efe­
tuadas, a percentagem  aproxim ada de 
corpos bacilares apresen tando  g ran u la ­
ções nos campos microscópicos m ais p ro ­
pícios à  enum eração, sendo que nas n o ta ­
ções de 4 a 5 cruzes, foram  tom adas em 
maior conta ou tras características, como 
a presença de um  m aior núm ero de g râ ­
nulos nas células individualizadas e a sua 
mais fácil visualização.

No Quadro I I  estão apresentados os re ­
sultados dêsse modo observados. Tôdas as 
am ostras revelaram  granulações nos meios 
de Pai, Loeffler e Agar-sôro, e em suas 
modificações, tendo sido obtidos resu lta ­
dos inferiores no ag a r-“chocolate”, p rinc i­
palm ente quando adicionado de te lurito . 
No en tan to , em todos os casos, os m elho­

res resultados foram  alcançados no meio 
de Pai-glicerol, excetuando-se a am ostra 
Cb 29 de C. pseudodiphteriticum , que ju s­
tam ente  neste meio apresentou ausência 
de granulações. Esta am ostra  bem como 
um a das varian tes do bacilo diftérico tam ­
bém designada como Corynebacterium ul- 
cerans (9) dem onstraram  resultados (Cb 
79) irregulares igualm ente em relação aos 
dem ais meios, quando confron tadas com 
as ou tras am ostras exam inadas.

Em relação à morfologia celular foram  
observados os seguintes resultados: no
meio de Pai os bacilos apresen taram -se  t í ­
picos, considerando-se como tal, form as ba­
cilares irregulares, pleomórficas, com ex ­
trem idades d ilatadas, além  de outras ca­
rac terísticas distin tivas dos bacilos d ifté- 
ricos (Fig. 1 ). Resultados sem elhantes, 
em bora com os bacilos apresentando-se 
menores, foram  encontrados nos meios de­
rivados do Loeffler. No agar sôro e no agar 
“chocolate” foram  observadas carac terísti­
cas típicas, no sentido de que no prim eiro 
os bacilos m ostravam -se longos e com as­
pecto filam entoso, ao passo que no ag a r 
“chocolate” os bacilos m ostravam -se pou­
co pleomórficos e m uito pequenos.

DISCUSSÃO

Os resultados presentes não só confir­
m am  os achados de Bretz & Frobisher (3) 
como am pliam  suas observações sôbre a

Q U A D R O  I

PROVENIÊNCIA DAS AMOSTRAS DE CORYNEBACTERIUM  ESTUDADAS

REFERÊNCIA ESPÉCIE ORIGEM

Cb 101 C. d iph theriae  (mitis) A .T .C .C . 11051 *
Cb 107 C. d iph theriae  (C. ulcerans) A .T .C .C . 9015
Cb 75 C. d iph theriae  (mitis) C .D .C . (J. H. Schubert) * *
Cb 76 C. d iph theriae  (interm edium ) C .D .C . (J. H. Schubert)
Cb 78 C. d iph theriae  (gravis) C .D .C . (J . H. Schubert)
Cb 79 C. d iph theriae  (C. ulcerans) C .D .C . (J. H. Schubert)
Cb 11 C. d iph theriae Iden tificada no Serviço
Cb 24 C. d iph theriae Identificada no Serviço
Cb 14 C. d iph theriae Iden tificada no Serviço
Cb 29 C . pseudodiphtheriticum Iden tificada no Serviço

* Am erican Type C ulture Collection.
** Com m unicable Disease Center, U .S . Public H ealth  Service.



Q u a d r o  i i

ÊVIDENCIAÇAO DE GRANULAÇÕES METACROMÁTICAS DE CORYNEBACTERIUM  EM 16 VARIAÇÕES DE MEIOS DE CULTURA.

PAI LOEFFLER AGAR ■SÔRO AGAR-CHOCOLATE

A MOSTRAS
SEM 
ADIÇÃO. GLI. TEL. G LI-TEL.

SEM 
ADIÇÃO. GLI. TEL. GLI-TEL.

SEM
ADIÇÃO GLI. TEL. GLI-TEL.

SEM 
ADIÇÃO. G L I. TEL. GLI-TEL.

C. DIPHTHERIAE

Cb 75
Cb 11 4 + 5+ 3+ 4+ 4+ 5 + 4+ 5+ 3+ 5+ 3+ 4 + 3+ 4+ 1 + 2 +
Cb 24 4+ 5-j- 4 + 4 + 4 + 5 + 4+ 5+ 3 + 4+ 3+ 4 + 2 + 3 + 0 1+
Cb 101 4+ 5+ 4 + 4 + 4+ 5 + 4+ 5+ 3+ 5+ 3 + 4 + 3 + 3+ 0 0
Cb 14 2 + 5+ 1 + 5 + 3+ 5 + 3+ 5+ 2+ 5+ 2+ 5 + 2 + 4+ 1+ 0
Cb 76 2 + 5+ 3+ 4 + 2+ 5 + 3+ 4+ 2+ 5+ 24 - 3 + 2 + 3+ 0 0
Cb 78 3+ 5 + 3 + 5+ 3+ 5+ 3 + 5+ 2 + 5+ 1 + 3 + 0 1 + 0 0
Cb 107 3+ 5+ 3 + 4+ 3+ 5 + 3 + 5 + 3+ 4+ 0 3+ 1 + 3 + 0 1 +
Cb 79 2 + 4 + 1 + 1 + 3+ 4 + 2+ 4+ 2 + 3+ 1+ 3+ 1 + 3+ 0 0

C. PSEUDODIPHTHE- 
RITICUM

0 1 + 0 0 0 1 + 0 2+ 1 + 3+ 0 2 + 1 + 4 + 2 + 0

Cb 29 1 + 0 2 + 3+ 1+ 1 + 1 + 1 + 2 + 4+ 0 1 + 2 + 3+ 0 1+

GLI =  glicerol (6,6 a 7,4%); TEL =  telurito  (0,033 a 0,036%); TEL-GLI =  telurito  +  glicerol 
0 =  ausência de granulações; 1+  a 5 +  , riqueza rela tiva em granulações.
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utilidade do glicerol incorporado aos meios 
de cu ltura p a ra  evidenciar as granulações 
m etacrom áticas de volutina. Como de­
m onstrado pelas le itu ras efetuadas (Q ua­
dro II) o meio que proporcionou os m e­
lhores resultados foi o meio de Pai en ri­
quecido com glicerol. Ressalte-se todavia 
que nos dem ais meios empregados, se bem 
que resultados menos expressivos tenham  
sido obtidos, observou-se o mesmo efeito 
do glicerol n a  facilitação do aparecim ento 
dos grânulos m etacrom áticos (Fig. 1) . A 
adição do glicerol ao meio de Loeffler p ro ­
porcionou resultados análogos aos obtidos 
no relativo ao meio de Pai, m as as form as 
bacilares revelaram  m aior alteração  do as­
pecto convencional. O papel relevante do 
glicerol pode ser bem evidenciado quando 
analisados os resultados obtidos com a 
am ostra  Cb 79 (C. ulcerans) nas quatro 
modificações do meio de Pai, visto que so­
m ente puderam  ser observados grânulos 
de volutina no meio Pai-glicerol. Tal es­
tímulo ao aparecim ento de granulações 
m etacrom áticas sugere a possibilidade de 
m aior núm ero de resultados falso-posíti- 
vos nos diagnósticos de probabilidades (1) 
de d ifteria, quando considerado o exame 
microscópico dos p lantios prim ários em 
Pai-glicerol, se bem  que a única excessão 
ao com portam ento corresponda à  am ostra 
Cb 29 (C. pseudodiphitheriticum ) , um  dif- 
teróide, a qual não apresentou granulações 
ju stam en te  nesse meio. Tôdas as ou tras 
am ostras u tilizadas foram  am ostras do t i ­
po C. diphtheriae  ou am ostras v iru lentas 
isoladas de pacientes, em cada caso tendo 
sido com provada a sua toxigenicidade in  
vitro  (12) .

Do ponto de vista da fisiologia da p ro ­
dução de grânulos m etacrom áticos de po- 
lim etafosfatos, um  papel relevante da li­
m itação da fonte de nitrogênio nos cu lti­

vos bacterianos foi dem onstrado por Sm ith, 
W ilkinson & Duguid (16) podendo veri­
ficar-se tam bém  um  estím ulo acentuado 
da produção dessas inclusões pelo desen­
volvimento de um  pH ácido nos meios de 
cu ltu ra  com suprim ento adequado de car- 
boidratos como fonte de energia (6) . Em 
igualdade de condições,' ou tras fontes de 
energia que desenvolvem m enor a c id if i^  
ção, como lactato , piruvato e glicerofosfa- 
to em bora m etabòlicam ente adequadas co­
mo fonte de energia, não foram  tão efi­
cientes no estím ulo ao depósito de poli- 
m etafosfatos (6). D iante dos resultados 
que obtivemos parece que o desequilíbrio 
relativo en tre  a  abundância do glicerol co­
mo fonte de energia, e o suprim ento h a ­
b itual de produtos nitrogenados seja c 
item  que justifica  de modo im ediato o efei­
to  observado. Há alguns anos, Laybourn 
(11) ju stam en te  advogou a incorporação 
do glicerol no meio de Loeffler pela m e­
nor acidez que resu lta  de sua utilização 
pelo bacilo d iftérico. Nesse caso cabe a 
especulação sôbre se resultados iguais, ou 
mesmo superiores, não seriam  obtidos com 
a adição de concentrações elevadas de gli­
cose ou outro carboidrato utilizável.

Um outro aspecto im portan te que se de­
riva dos presentes resultados foi a verifi­
cação de que nos meios m ais propícios à 
dem onstração de grânulos m etacrom áticos, 
como por exemplo o meio de Pai (F*g. 1) 
e o de Loetffler, a  inclusão do telurito  não 
alterou substancialm ente a evidenciação 
dessas m esm as granulações, pouco m odifi­
cando a morfologia convencional dos baci­
los diftéricos. Comprovando a excelência 
do meio de Pai como o de m ais fácil ela­
boração e o m ais beneficiado pela incor­
poração do glicerol acrescenta-se a possi­
bilidade de fazê-lo seletivo pela inclusão 
do te lurito  de potássio.

S U M M A R Y

Due to the  im portance o f an undisturbed conventional morphology of 
áiphteria bacilli fo r the rapid ten ta tive  diagnostic o f the infection, a com- 
parative morphologic study o f 10 strains of C orynebacterium  was done by 
cultivating  th em  in  16 m odifications of four routine m edia for isolation of 
diphtheria  bacilli. The four basic m edia corresponded to Loeffler’s and Pai’s 
m edia, hum an  serum -agar and chocolate-agar (from  hum an blood), to  which
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approxim ately 7.0 per cen t glycerol, 0.04 per cen t potassium  tellurite, or both  
glycerol anã tellurite, were added. A sim ple m ethoã  for adding potassium  te l­
lurite to  th e  coagulated serum  (Loeffler) anã egg (Pai) m edia was áevelopeâ. 
From the results obtaineá Pai’s m eãium  seem eã m ost adequate to  m ain ta in  the  
typical conventional morphology of d iphteria  bacilli. N otw ithstanãing some 
strain  variations, a large enhancem ent o f proãuction of m etachrom atic granu- 
les was show n addition  o f approxim ately 7 pepcent glycerol in  aU media, 
w ith  no substantia l interference of potassium  tellurite in  th e  best suiteã m eâia  
in th is regar d .
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