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La Difteria es una afeccién de distribucién universal. En Sur-
américa, para 1959, tasas de morbilidad del 52.7 por 100.000
habitantes son reportadas desde Brasil, un pais en vias de

desarrollo.

En Venezuela las tasas reportadas pora los afios 1957-1964,
van del 18 al 6 por 100.000 habitantes, Una mortalidad de 1.2
a 0.3 por 100.000 habitantes ha sido reportada para los afios
1956-1965. El Estado Zulio, durante el decenio 1956-1965, ocupa
el primer lugar en lo que o morbilidad se refiere, correspondién-
dole tasas de mortalidad de 2.8 a 0.3 por 100.000 habitantes,
siendo estas las més altas acusodos en el pais' 274 La endemia,
asi mantenida, es seguida en ocasiones por brotes epidémicos.

Departamento de Microbiologia y Patologia Tropical Citedra de
Microbiologia. Facultad de Medicina. L.U.Z. Venezuela.
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De ser estas caracteristicas compatibles con un Corynebacterium,
para obtener un cultivo puro, se realiza un nuevo repique o me-
dio de Loeffler el cual es incubado a 37°C durante 6 o 18 horas.
Lo pureza del cultive es luego confirmada mediante extendidos
coloreados con la técnica de Gram y grénulos metacromdticos. El
cultivo puro es sembrado en caldo libre de carbohidraios para
ser sometido a estudio bioquimico en medios de: Urea de Chris-
tensen, Nitratos, Cistina Tripticasa Agar con Glucosa, Maltosa y
Sacarosa. Los medios se incuban a 37°C por 24 o 48 horas. Si en
ellos las reacciones resultan compatibles con las descritas para
C. diphtherice, las siguientes caracteristicas son estudiadas: acti-
vidad en medio de Cistinag Tripticasa Agar con Almidén, Glucd-
geno, Dextrina, Xilosa, Manitol y Trehalosa, morfologia de las
colonias en medio de Tripticasa Agar Telurito, produccién de halo
en el Medio de Tinsdale Modificado, formacién de pelicula en
Caldo, motilidad, produccién de catalasa y de hemolisis en Agar
Sangre Humana y Agar Sangre de Carnero? 8310111213

Finalmente se practica estudio de toxigenicidad in vitro e in
vivo. Para detectar la produccién de toxina, in vitro, se sigue el
método de inmunodifusién, originalmente descritc por Elek, con
la modificacién de Hermann, Moore y Parsons. El medio utilizado
es KL virvlencia, con el enriquecimiento KL incorporado (Difcol.
Una solucién de 500 U de antitoxina {Bering) por ml. es utilizado
para impregnar una tira de papel de filtro (Whatman N¢ 1} esté-
ril de 60 por 15 mm. la cual, después de eliminar el exceso de
antitoxina, se sumerge en el seno del agar en el momento de su
preparacién. La placa, después de solidificado el agar, es secada
colocandola o temperatura de incubadorg durante una hora, La
placa puede ser usada después de secada o dentro de cinco dias
si se le guarda en refrigeracién. No obstante, en lo posible, la
placa debe ser preparada el misme dia que va a ser utilizada,
Para lo siembra se emplea un cultive puro de 24 horas en Caldo
Cerebro Corazén. Hasta cuatro cepas pueden ser estudiadas en
una misma placa. En la prueba se incluye un control positive (ce-
pa toxigénica de C. diphtherice A-102 obtenida del Instituto Pas-
feur de Paris) y un control negative, representado por una cepa
no toxigénica de C. diphtherinae u ofro miembro del género Co-
rynebacterium’ 8 1415,
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Para lg prueba in vivo se utiliza, con ligeras variantes, la
metedologia descrita por G. J. Harmann. Se emplean conejos
blancos, cuyo dorso es afeitado con mdquing eléctrica y demarca-
do como se demuestra en la fotografia N? 4. De un cultivo de
24 horas en Caldo Cerebro Corazén, 0.2 ml. de la cepa en es-
tudio y de los controles es inyectado, por via intradérmica, en
los cuadrantes demarcados en el conejo. Para la inyeccion se
utilizan jeringas de 2 ml. graduadas en décimas de ml. con agu-
ja N° 26. Las jeringas son guardadas inmediatamente bajo re-
frigeracidén con el resto del cultivo, Se permite transcurrir cuatro
horas para proceder a inyectar 500 U de antitoxina diftérica por
via endovenosa {vena marginal de la oreja) o 1.000 U, si se
emplea la via intraperitoneal. Si se utiliza la vig endovenosa in-
medigtamente o, transcurridos 30 minutos si la via utilizada es
lao intraperitoneal, se inyectan por via intradérmica 0.2 ml. del
cultivo inoculado anteriormente. Ha de tenerse precaucién en
utilizar el cuadrante opueste al empleado en la primera inyec-
cién intradérmica. Cuatro cepas y los controles pueden ser estu-
diadas simultdneamente en un mismo animal™,

RESULTADOS:

En el medio de Tripticasa Agar Telurito y utilizando con-
centraciones de telurito de 0.1% todas las cepas, excepto una
{98.4%) muestran las caracteristicas descritas para el tipo mi-
tis de C. diphtherice. Lo cepa que constituye la excepcidén pre-
senta, para las 48-72 horas, caracteristicas descritas para el tipo
gravis. las colonias, por lo general, después de 18 a 24 horas
de incubacién, son grises ennegreciéndose a medida que transcu-
rre el tiempo de incubacidn, siendo la gran mayoria francamente
negras para las 72 horas. Las micrococaceas que desarrollan co-
lonias negras en este medio, lo hacen por lo general en las pri-
meras 24 horas.

En el Medio de Tinsdale Modificade las cepas producen co-
lonias convexas, grises o negras, rodeadas, en el 100% de ias
cepas, de un halo marrén intenso, después de 24 a 48 horas de
incubacién. La puncién de! medio con el asa permite detectar,
prematuramente, el oscurecimiente del medio por el C. diphthe-
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rige, pudiendo ello hacerse evidente entre 12 a 18 horas. En la
fotografia N* 1 puede apreciarse, en el medio de Tinsdale Mo-
dificado, las colonias de Corynebacterium diptherice, rodeadas
de un halo marrén intenso.

Foto No. 1

Microscdpicamente, en especial con coloracién de granulos
metacromaticos, no hubo diferenciacién entre las cepas de tipo
gravis y mitis de C. diptheriae.

En su comportamiento bioquimico, es altamente notorio que
el 949 de los cepas pertenecen o lo variedad de C. diptherice
que fermenta la Sacarosa.

Las cepas, exceptuundo el tipo gravis, son hemoliticas, pro-
duciendo por lo general zonas de beta hemélisis muy estrechas
pero francas en Agar Sangre Humana y zonas mds extensas de
alfa hemélisis en Agor Sangre de Carnero.

Los resultados descritos pueden apreciarse en conjunto en
los cuadros N° 1 y N¢ 2, La caracterizacién de tipo es mostra-
da en el cuadro N° 3,
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Por los métodos in vitro e in vivo es demostrada toxigenicidad
en 65 (98.4%) de los cepas. Sélo en una cepa, precisamente la que
exhibié coracteristicas de la variedad gravis, los métodos in vitre
e in vivo, fracasaron en detectar produccién de toxina. Una co-
rrelacién de 98.4% se evidencia entre ambos métodos. Sélo una
cepa que demostrd ser toxigénica por el método in vivo, el mé-
todo in vitro fracasd en detectar su toxigenicidad. En el métode
in vitro una reaccién de identidad entre las bandos de precipita-
cidn producidas por lo reaccién antitoxina-toxina puede hacerse
evidente después de 48 horas, cuando cepas toxigénicas estdn
adyacentes. Ello es ilustrado en las fotografias N2 3 y N2 4,

Los resultados de las pruebas de toxigenicidad se muestran
en el cuadro N 4.

CUADRO N° 4
PRUEBAS DE TOXIGENICIDAD
N° de Cepus Tipo In vitro In vivo
65 Mitis + 98.4 + 100
1 Gravis - 0 — 0
A-102 Mitis + +

Los nlmeros expresan porcentajes de positividad.
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Foto N°* 2: PRUEBA DE TOXIGENIDAD IN VITRO. Se pueden
apreciar las bandas de precipifaciéon y la reaccién de identidad
que evidencian la producciéon de toxina, en dos de las cepas estu-
diadas. La cepa A-102 (control positive) es mostrada al lado iz-
quierdo de la foto.



Foto N° 3: PRUEBA DE TOXIGENICIDAD IN VIVO. En el lado de-
recho, se observan las lesiones causadas en la piel del conejo por cua-
tre de las cepas toxigénicas de Corynebacterium diphtheriae, estudia-
das. En el lado izquierdo, no se observan lesiones en piel, debido a gue
previamente a [a inoculacién de las cepas en estudio se habia protegide
al animal con antitoxina diftérica. Los cuadrantes de los extremos
corresponden a los controles positives y negativos.



DISCUSION

El hallazgo de un predominio casi absoluto del tipo mitis
en la localidad, concuerda con los reportados en otros estudios
en nuestro medio® '*'7,

Es nuestra experiencia, al igual que la reportada por oftros,
que la aparicién de un halo marrén intenso alrededor de las
colonias de C. diphtheriae en el Medio de Tinsdale Medificado,
representa una gran ayuda para aislar, en una muestra, esta
entidad bacteriana. Esto hace al medio de utilidad para detectar
casos clinicos y sobre todo portadores de C. diphtherice. No
obstante, ofros autores han reportado, especialmente trabajan-
do a partir de subcultivos del medio de Loeffler, falsos posi-
tivos y negativos en este medio. La aparicién de un halo ma-
rrén alrededor de las colonias, no es especifico de C. diphtheriae.
Moore y Parsons reportan falsos positivos con C. ulcerans y Por-
ten un 199% ocasionado, principalmente, por otros miembros
del género Corynebacterium. El mismo autor reporta 3% de fal-
sos negativos.

Todas nuestras cepas reducen los nitratos a nitritos, inclu-
yendo aquellas cepas no toxigénicas, esta caracteristica ha sido
reportada negativa en algunas cepas no toxigénicas, especial-
mente en la variedad belfanti del tipo mitis'® 1920 2122,

Aun cuando la utilizacién de la Sacarosa es extremadamen-
te rara en cepas de C. diphtherice aisladas en E.E.U.U. y Euro-
pa’, ellas no son aisladas infrecuentemente en Brasil®. En el es-
tudio bioquimico de nuestras cepas, es llamativo que el 94%
de ellas pertenecen a la variedad que fermenta este carbohidra-
to. Es inferesante conocer esto por cuanto algunos autores no
hacen mencién de la posibilidad que tienen algunas cepas de
C. diphtherice de utilizar la Sacarosa y més adn, este criterio
unido a la no utilizacién de la urea, reduccién de nitratos a
nitritos y fermentacién de la glucosa, es usado frecuentemente
en los pasos iniciales para establecer diagnéstico diferencial de
C. diphtherice con otros miembros del género, algunos de los
cuales son habitantes normales de orofaringe y nasofaringe'® 24 25,

El alto porcentaje de correlacién en este estudio, entre los
métodos in vitro e in vivo para detectar toxigenicidad, corrobora
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los hallazgos de otros y abre la posibilidad, por la simplicidad
de| primero, de relegar el uso del segundo para aquellas cepas
a las cuales no se les pueda demostrar foxigenicidad por el
métode in vitroM 2677,

Lo aparicién de una reaccién de identidad entre las bandas
de precipitacién en cepas toxigénicas es indicativo de que las
toxinas producidas por las diferentes cepas de C. diphtheriae
son inmunoldgicamente idénticas®.

SUMARIO

Se estudian las caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y
toxinogénicas de 66 cepas de Corynebacterium diphtheriae. El
98.4% de las cepas pertenecen o la variedad mitis. El 94% co-
rresponde o la variedad de C. diphtherice que fermenta la Saca-
rosa. Las cepdas son toxinogénicas en un 98.4%. Una correlacién
entre los métodos in vitro e in vivo se demuestra en un 98.4%
de ellas.
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