BREVE NOTA SOBRE TIPOS DE CORYNEBACTERIUM
DIPHTERIAE EN CARACAS (%)

Por el doctor L. Briceno-Iragorry.

Trabajo presentado a la Nociedad de Bacteriologia., Parasitologia y Medici-
na Tropical en la sesion del 7 de abril de 19471,
(Tomado del Bol. Lab. Clinica Razetti. Afio I'l. N° 4. Caracas. Vene-

zuela),

Esta pequeila nota trata solamente de contribuir al mejor co-
nocimiento de nuestras cepas de Corynebacterium diphteriae desde
¢l punto de vista de sus propiedades culturales y relaciones con
las formas eclinicas de Difteria observadas en nuestro medio.

Es de todos conocido la relativa benignidad de esta dolencia
entre nosotros y de una manera general en la region tropical, des-
conociéndose las formas graves acompaiadas de cuadros de intoxi-
cacién profunda y de elevada mortalidad, tan comunes en las zonas
templadas, tratandose de explicar estas peculiaridades por un fac-
tor climatico inherente a estas latitudes, que obraria, ya atenuando
el germen o modificando las condiciones del organismo, haciéndolo
menos sensible a sus toxinas.

En un trabajo sobre la reacciéon de Schick en individuos de 1a
regién caraqueiia, hicimos ya una pequefia contribuciéon al conoci-
miento de la receptividad a la Difteria en nuestra poblacion; hoy
queremos de nuevo aportar algo que contribuya a mejor dilucidar
el por qué de la benignidad de esta enfermedad infecto-contagiosa.
tan apasionante por los problemas que levanta, en estas zonas tro-
picales.

No somos los primeros en hacer este estudio de indole bacterio-

(*) N. de la R.—Por parecernos cel mayor interés v actualidad el es-
tudio que sigue, adelantado por el doctor L. Bricefio-Iragorry en el labora-
torio de epidemiologia de Caracas, lo reproducimos en nuestra revista -en la
certeza de que con ello contribuimos a ilustrar al cuerpo médico sobre un
tema tan apasionante como el de la difteria en el trépico. ;

Las observaciones del distinguido autor venezolano, son también vilidas
para Colombig, donde a lo menos en Bogotd, la difteria es en general enfer.
medad benigha. i 2 A A ' ;
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logico entre nosotros, ya recientemente el doctor Antonio Ortiz di6
a conocer sus resultados acerca de lo encontrado por él en 84 ce-
pas de C. diphteriae aisladas en el Laboratorio de Epidemiologia,
es por esto que seremos breves, dando a conocer someramente los
resultados obtenidos, anotando algunos comentarios y conclusiones.

Son bien conocidos, por lo grandemente divulgados, los traba-
jos de Anderson, Happold, Mc. Leod y Thonson sobre las varieda-
des de indoles culturales y biologicas del C. diphteriae y sus relacio
nes con la gravedad o benignidad de la Difteria. Estos autores des-
cribieron sus tres tipos: Mitis, Intermediario y Gravis, con carac-
teres fijos para cada uno de éllos. Sin querer entrar en las discu-
siones que ha motivado esta clasificacion bastante esquemitica,
desde los defensores hasta los denigrantes, sefialaremos brevemente
las bases en que estd fundada dicha clasificacién, como son su com-
portamiento en: 1° medio a base de telurito-sangre llamado de An-
derson, 2° su crecimiento en caldo, 3° las modificaciones inferidas
al caldo donde se desarrolla, 4° su acciéon sobre los glébulos rojos y
5° sus propiedades fermentativas sobre el almidén. Hieimos todas
estas investigaciones en las cepas estudiadas asi como la determi-
nacion del poder fermentativo frente a los otros aztcares, dextrosa,
dextrina y sacarosa, como también la determinacion del poder de
virulencia por inyeccion intra cutinea al acure.

La técnica usada para cada una de las anteriores experiencias
fué como sigue:

El medio usado a base de telurito fué el de Anderson, haciendo
la lectura entre las 24 y 72 horas; 2) el crecimiento en caldo lo
hicimos para observar la formacion o né de velo, la presencia de de-
posito o el desarrollo granular, al mismo tiempo que se determina-
ban las modificaciones del pH de los cultivos en respectivos tubos
de caldo; 3) la accion hemolitica, o test de hemolisis, asi: a cultivos
en caldo de 48 horas agregar 1 ¢. ¢. de una débil suspension de glé-
bulos rojos de carnero, incubar dos horas a 37° y dejar una noche
a la nevera antes de hacer la lectura; 4) la accién sobre el almidon,
o test de hidrolisis, de la manera que sigue, agregar a placas de ge-
losa 10 gotas de una soluciéon de almidén al 20% estéril y previo
control de esterilidad, sembrar en dichas placas una gota de una
dilucion de gérmenes en suero fisiolégico, pudiéndose revelar la hi-
drolisis al agregar, a las 24 horas de la siembra, varias gotas de una
solucié de Lugol, produciéndose un halo blanco alrededor de las co-
lonias cuando la reaccién es positiva; 5) el poder fermentativo fren-
te a los aztcares lo hicimos valiéndonos del suero de Hiss tornaso-
lado y 6) el test de virulencia inoculando por via intradérmica al
acure 0,2 de una suspension de gérmenes conteniendo alrededor de
500 millones por ¢. c., de un cultivo de 24 horas en medio de Loef-
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fler, haciendo siempre un control, inoculando las mismas cepas a
otro acure que habia recibido la vispera 700 U. de Antitoxina difté-
rica, la lectura se hace a las 24, 48 y 72, marcando con una, dos o
tres eruces (-, +-, +++) la intensidad de la reaccién.

Los tres tipos tienen las caracteristicas siguientes:
I Tipo Gravis:

a) colonias grises o gris negruzcas, de aspecto mate v de su-
perficie radiada y bordes dentados. Desarrollo entre 36 y 48 ho-
ras;

b) pelicula con depoésito granular en caldo, sin enturbiamiento;

¢) reaccion acida inicial en el ealdo tornandose alcalina entre
el segundo y tercer dia;

d) no hemolitico:

e) no hidroliza el almidoén ;

f) asociado a casos benignos de Difteria.

11 Tipo Mitis:

a) colonias negras, lisas, brillantes y de superficie convexa,
bordes netos. Desarrollo entre las 36 y 48 horas;

b) uniforme turbidez én el caldo sin pelicula;

¢) reaccion acida en el caldo que persiste 4 y 5 dias tornandose
luégo alcalina ;

d) hemolitico; 3

e} no hidraliza el almidon ;

f) asociado a casos beningnos de Difteria.

ITT Tipo Intermediario:

a) colonias planas de centro mamelonado y bordes ligeramente
dentados;

b) erecimiento granular en caldo, raramente pelicula:

¢) no hemolitico :

d) reaccion dcida persistente en caldo:

e) no hidroliza el almidén.

Dado lo esquemitico de los caracteres arriba enumerados y en-
contridndose cepas que no corresponden integramente a los carac-
teres anotados, diversos autores han ensayado diferentes clasifica-
ciones, entre las Gltimas y de mejor aceptacion encuéntrase las de
Helen A. Wright y May H. Christison, dichos autores proponen
una clasificacion numérica en que los tipos 1, IT y 11T correspon-
den al Mitis, Intermediario y Gravis, respectivamente, v los res-

S I
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tantes a los nuevos tipos por éllos creados, siendo subdivisiones del
Gravis y del Mitis, los caracteres resaltantes de su clasificacion es-
tan fundados en su comportamiento frente al almidén, test de vi-
rulencia y tipo de colonia, dichos tipos se pueden esquematizar en
el cuadro siguiente:

Tipo Forma de la colonia | Ferment alm. | Virulencia
I Mitis — -
11 Intermediario — -+
111 Gravis -+ -+
IV “ ey +
V “ + AL
Vi e g i
Vil , Mitis -+ -+

Jomo ya lo hemos dicho, para Anderson, Happold y su escue-
la, existiria siempre una relacion estrecha entre el tipo de germen
encontrado y la gravedad de la Difteria, las estadisticas abundan
en este sentido: Anderson, Happold y Mec. Leod encuentran en 425
casos por Gravisun 13,1% de letalidad, 8,7% en 24 casos por Inter-
mediarios y 0% en 113 casos por Mitis; para Mair de Londres sobre
un total de 877 encuentra para los casos seguidos de muerte el Gra-
vis en un 52,6%, ¢l Intermediario en un 44% y el Mitis en un 3,4%:
Clauberg de Berlin encuentra como responsable de las epidemias de
dicha ciudad al Gravis en un 77 9%, al Intermediario en un 12,3%
y al Mitis en un 8,2%.

Pero no todos los autores confirman las anteriores y muchas
otras estadisticas, para Carter sobre 614 cepas aisladas en Glas-
gow, Escocia, concluye en la poca frecuencia del tipo Gravis, en-
contrando al Intermediario en un 65% como causante de las for-
mas- clinicas graves, siendo el Mitis segtin dicho autor igualmente
el responsable de las formas benignas; que Murray estima al tipo
Intermediario mas benigno que el Mitis y que el tipo Gravis no
siempre esti ligado a casos clinicos severos y por ultimo Hilgers
¥y Thoemes aseveran la relaciéon del tipo Gravis con casos benignos
de Difteria.

No obstante esta disparidad de opiniones, la tesis de Anderson
y sus colaboradores sigue como la mas aceptada, pero a nuestro
pensar las opiniones y resultados en contra, servirian para no dar
una fe absoluta a dicha concepcién, y siempre dar eabida a varia-
ciones regionales.

A lo arriba apuntado podemos agregar, que la estabilidad de
los tipos no estd al abrigo de mutaciones, siendo factible que algu-



Volumen X, N© 7, enero de 1942. 315

nas de sus caracteristicas puedan transformarse en las de otro ti-
po, asi tenemos que Menton en 1932 agregando suero anti-diftérico
al medio not6é transformacion del Gravis en Mitis, pero no lo inverso ;
que elevadoel pHa 7,8 se observan variaciones en el crecimiento,
presentando el Mitis las caracteristicas del Gravis y viceversa; que
existen entre los tipos Mitis y Gravis formas hemoliticas y no hemo-
liticas y que el tiempo de reversion del pH en el caldo es susceptible
de variaciones entre los tipos Mitis y Gravis, mostrandose el Inter-
mediario como el mas estable de los tres. Es necesario hacer cons-
tancia, que el poder toxigeno de las cepas no esti siempre de acuer-
do in vitro, con el tipo encontrado, pues no obstante las asevera-
ciones de Mair de que practicamente todas las cepas de Mitis no
son toxigenas, encuéntranse muchas de un alto poder toxigeno y
aun mas que las del Gravis; asi, autores brasileros han encontrado
sobre 31 cepas de Mitis 2 con un D L M igual a 1/1.000 en tanto
que en 9 Gravis no encontraron ninguna con ese titulo. Por otra
parte, las toxinas producidas por ambos aparecen idénticas frente
a su neutralizacion por la antitoxina, no obstante que Povitsky, Eis-
ner y Jackson (1933) encuentran que la antitoxina seria méas efi-
caz en las infecciones a Mitis que a Gravis. A este respecto Topley
y Wilson dicen, que la gravedad de la infeccion por el tipo Gravis
seria funcién del poder de invasion a los tejidos.

De un total de 365 cepas aisladas en el Laboratorio de Epide-
miologia en el afio 1940, estudiamos 93 provenientes tanto de enfer-
mos como de portadores y contactos desde el punto de vista que
tratamos, dicho material fué suministrado por la Unidad Sanita-
ria de Caracas.

Dichas cepas estan repartidas asi: 64 provenientes de enfer-
mos y 29 de portadores o contactos. Hechas las investigaciones ne-
cesarias segtin el esquema de Anderson, Happold, Mc. Leod y Thon-
son, encontramos 89 pertenecientes al tipo Mitis y 4 al Intermedia-
rio, ninguna al Gravis; de estas cepas 62 Mitis y 2 Intermediarios
fueron aislados de enfermos y los restantes 27 Mitis y 2 Interme-
diarios lo fueron de portadores o contactos. Esta distribucion y su
porcentaje se veri mejor en el cuadro adjunto:

Gravis Intermediario Mitis
Procedencia Total N.© % N.° /o N.O Ly
Enfermos 64 0 2 3,125 62 96,88
Portadores
o 29 0 2 6,9 27 93,1
Contactos
Total . 93 0 4 4,3 89 95,7




Revista de la Facultad de Medicina.

De donde vemos que en un 95,7% el tipo aislado fué el Mitis y
en un 4,3 el Intermediario, sobre el total de cepas estudiadas: que
96.88 es el porcentaje para los Mitis aislados de enfermos y 93,1 pa-
ra los aislados de portadores; que 3,12 es el porcentaje para los In-
termediarios aislados de enfermos y 6,9 para los aislados de porta-
dores o contactos.

La prueba de los azticares como dextrosa,
la dada como tipica para el C. diphteriae, es decir, fermentacion de
la dextrosa y dextrina sin acciéon sobre la sacarosa. Quiero hacer
notar que aparte de las cepas que han servido al presente estudio,
encontramos dos con todas las carvacteristicas de Mitis, virulentas,
pero que fermentaban la sacarosa, en medio de Hiss; posteriormen-
te encontramos en un trabajo aparecido en Chinese Medical Jour-
nal, 1940, una referencia al respecto, recomendando el uso de medio
con sangre digerida para la investigacion del poder fermentativo
del C. diptheriae, por haber encontrado cepas parecidas a la nuéstra
que se comportaban bien en el referido medio.

El test de virulencia en nuestras 93 cepas es como 12
avirulentas o sea un 12,083% sobre el total de cepas estudiadas, de

sacarosa y dextrina, fué

sigue:

estas 12 cepas 11 pertenecen al tipo Mitis y 1 al Intermediario; de
las cepas Mitis avirulentas 4 fueron aisladas de enfermos y 7 de

portadores o contactos y la cepa Intermediaria avirulenta fué ais-
lada de un portador. En resumen, de nuestras 8) cepas de Mitis un
12.35% son avirulentas y un 25% de avirulentas entre las Interme-
diarias (el pequeiio ntimero de Intermediarios estudiados no nos
permite dar fe a nuestro bajo porcentaje de avirulencia).

La intensidad de la reacciéon para el acure, del test de virulen-
cia. en las distintas cepas las podemos distribuir en tres categorias,
moderada (), fuerte (+-4) v muy fuerte (+++). De las 78 ce-
pas de Mitis virulentas, 39 dieron reaccidén muy fuerte, 27 reaccion
fuerte y 12 reaccion moderada; de las tres cepas de Intermediario
virulentas dos fueron de muy fuerte reacciéon y una reaccion fuer-
te. Damos mas abajo en un cuadro, el resumen del test de virulen-
cia en las cepas Mitis:

VIRULENCIA
Avirulentos FrEET S o
Procedencia | N.° cepas s Moderada |  Fuerte Muy fuerte
g ) H

N.» /o > %/ | N °/o | N.» °/s
Enfermos 62 4 64 | 9 14,51 | 20 32,25 |20 46,71
Portadores 27 7 25,9 3 1,1t 7 25,92 | 10 37,03
Total 89 11 12,35 12 13,48 | 27 30,33 | 39 43,7
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Del total de cepas Mitis procedentes de enfermos (62), solo
dos correspondieron a casos fatales de Difteria, o sea un 3,2259.
Esta baja mortalidad no corresponde a la habida en global para
Caracas v sus alrededores para 1940, pues de un total de 219 casos
positivos se registré un 6% aproximado de letalidad, porcentaje
mas elevado de lo frecuentemente hallado en nuestro medio, noso-
tros en el informe del Servicio de Epidemiologia correspondiente al
afio de 1937 encontramos s6lo un 3.33%. cifra sostenida con peque-
fas variaciones en los anos siguientes.

Como conclusion diremos: encontramos el tipo Witis como el
mas frecuente entre las 93 cepas estudiadas, provenientes tanto de
enfermos como de portadores o contactos, en un porcentaje de
95,7% y s6lo en un 43% el Intermediario: no logramos aislar el
tipo Gravis. De estas cepas un 12% fueron avirulentas. Esta fre-
cuencia del tipo Mitis contribuiria a explicar, signiendo a Ander-
son y su escuela. la benignidad de nuestras formas clinicas de Dif-
teria.

Enero de 1941.

(Trabajo del Laboratorio de Epidemiologia del Instituto Na-
cional de Higiene).
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