Diferenciacido entre Listeria
monocytogenes e Erysipelothrix rhusiopathiae
com o Cloréto de Trifeniltetrazdlio (*)

Vinicius Moreira Dias e Niber da Paz M. da Silva

Pela semelhanca em suas propriedades culturais e bioquimicas, fo-
ram as listérias aproximadas do germe causador da erisipela porcina,
pretendendo WiLsoN & MILES (6) inclui-los no género Erysipelothrix com
as espécies monocytogenes e rhusiopathiae. Entretanto, BArRBer (1) e
JULIANELLE (4) em estudo comparativo dos referidos géneros, nao admi-
tem essa possibilidade.

Observando, paralelamente, as caracteristicas morfolégicas e cito-
quimicas de L. monocytogenes e E. rhusiopathiae, tivemos a oportuni-
dade de verificar o seu comportamento quando em contato com cloréto
de 2, 3, 5 — trifeniltetrazolio (TTC).

Os sals de tetrazolio tém sido experimentados por muitos pesquisado-
res em diferentes germes, visando a demonstrar zonas de atividade desi-
drogenasica dentro do corpo bacteriano pelo aparecimento de granula-
coes coradas de formazana, resultantes da transformacio do tetrazolio,
revelando a presenca de mitocondrias nas bactérias.

Este trabalho, além de confirmar pesquisas anteriores em relacao
a mitocondrias na célula bacteriana, tem como objetivo descrever um
metodo diferencial, simples e rapido, para os géneros Listeria e Erysi-
pelothrizx.

As experiéncias foram orientadas em dois sentidos: 1.°) — verificar
macroscopicamente, em meios liquido e sdlido, a atividade redutora para
o TTC usando amostras pertencentes aos dois géneros; 2.°) — fazer o
estudo morfologico e citoquimico, em microscopia 6tica e electronica,
das bactérias tratadas com TTC.

MATERIAL E METODOS

Usamos amostras tipicas, lisas, de L. monocytogenes, (n* "7 973,
0 348, 5105, 5214 da colecao de Seeliger, respectivamente tipos sorolo-
gicos I, IT, IIT e IV de Paterson) e culturas de E. rhustopathiae (n.>s 1, 17,
11, 27, 37 da colecao de Wix).

(*) Secao de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro —

Brasil.
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I — Reducao em meio liquido

Os germes foram semeados em 2 ml de caldo simples mais 5% de
sOro normal de cavalo, em tubos de hemolise, e incubados durante 24 hs.,
a 37°C. Entao, foi adicionado 0,1 ml de uma solucao aquosa, esterilizada,
a 1%, de cloréto de 2, 3, 5 — trifeniltetrazélio (“Synthetical Laborato-
ries”’, Chicago, U.S.A.) para cada ml de meio de cultura com crescimen-
to bacteriano. Os tubos postos a temperatura ambiente (25°C), ou na
estufa (3709C), foram observados, regularmente, em prazos curtos.

Desde os 5 minutos iniciais, quando foi feito o primeiro exame, no-
tou-se nos tubos com listérias o aparecimento de coloracao vermelha
(fig. 1), caracteristica da formazana, que se acentuava, com o decorrer
do tempo, de baixo para cima (figs. 2, 3, 4 e 5), devido a sedimentacao
natural dos germes ou, talvez, a condicoes de anaerobiose, que favoreciam
a reacao. Ao fim de 24 hs. a cor, gue aumentara gradativamente, era
intensa em toda a cultura.

Nos tubos contendo E. rhusiopathiae (figs. 1, 2, 3 e 4), submetidos
a 1gual tratamento com TTC e em condicoes experimentais idénticas, so
foi percebida discreta coloracao rosea aproximadamente apds 2 hs. de
contato. Ao fim de 24 hs., a intensidade de c6r nao se igualava a dos
tubos com L. monocytogenes.

II — Reducdo em meio solido

Placas de Petri com 15 ml de agar simples com 5% de s6ro normal
de cavalo, contendo 0,1 ml de solucao aquosa, esterilizada, de TTC a 1%,
foram semeadas com L. monocytogenes e incubadas a 37°C. Depois de
24 hs., notou-se a presenca de colonias coradas em vermelho, o que ja

havia sido constatado por Gray & CoLs. (3).

Placas idénticas, semeadas com E. rhusiopathiae, nao apresentaram
mudanca de cor, mesmo com 24 hs. de incubacao a 37°C.

Colocando discos de papel de filtro, previamente umedecidos com
TTC e dessecados, diretamente sObre L. monocytogenes crescidas em
placa de agar soro (cultura de 24 hs.) nao se observou reducao. O resul-
tado foi também negativo, para os discos umedecidos na solucao, ou
quando utilizamos a tecnica de tubos porosos, empregada na dosagem de
penicilina.

IIT — Estudo morfologico e citoquimico

a) Ao microscopio otico (ocular 10X e objetiva 90X), com luz arti-
ficial, em exame a fresco, foram observadas, primeiramente, as culturas
em meio liquido, depois de tratadas durante 1 hora com TTC.

Depois, preparacoes foram feitas utilizando meio semi-solido ou uma
gota da cultura (previamente fixada com formaldeido a 3% ) e posta
para secar naturalmente ou na estufa a 37°C.

Notamos que as listérias se apresentavam hialinas, de forma e di-
mensoes normals, contendo uma, duas ou trés granulacoes vermelho-
-purpura, intracelulares, polares, bipolares e centrais.
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No caso do E. rhusiopathiae os bacilos eram transparentes, morfo-
logicamente normais mas nao se encontravam granulacoes coradas in-
tracitoplasmaticas.

b) Para a microscopia electronica preparamos o material do seguin-
te modo: tubos com 2 ml do meio liquido, foram semeados com L. mono-
cygenes e E. rhusiopathiae, a partir de culturas de 24 hs., em meio liqui-
dos e crescidas a temperatura ambiente. Com 4 hs. de estufa, a 37°C,
quando o crescimento bacteriano ja era visivel macroscopicamente, adi-
cilonamos aos tubos de prova, 0,2 ml de solucdo aquosa, esterilizada,
de TTC a 1% e incubamos mais 1 ou 2 horas nessa temperatura. Outros
tubos foram preparados como testemunhas, sem TTC. Findo ésse tempo,
fixamos as culturas com formol (4 gotas de formaldeido a 409% para
cada tubo), estabilizando, assim, a reducao em formazana corada, entao
bem evidente nos tubos com listérias. Centrifugamos durante 30 minutos
e, apos desprezar os sobrenadantes, foram suspensos os diferentes sedi-
mentos em agua destilada esterilizada e feita nova centrifugacao despre-
zando-se o0 sobrenadante. O material fol conservado em refrigerador,
dum dia para o outro. As preparacoes para microscopia electronica fo-
ram feitas por Hans MuTH, da Seccao de Microscopia Electronica do
I.0.C., de acordo com a técnica usual de montagem em membrana de
parlodio e dessecamento por meio de calor.

Foi utilizado o microscopio electronico RCA, tipo EMU-2C, para
observacao direta e para obtencao de fotografias da preparacao simples
e sombreada por meio de cromo em angulo de 10°.

No exame do material nao sombreado as listérias testemunhas apre-
sentavam contoérno nitido e regular, frequentemente agrupadas ou dis-
postas lado a lado. No corpo bacteriano, de citoplasma bastante denso,
estruturas internas nao foram facilmente vistas. Em alguns campos,
notaram-se zonas mais escuras, intracitoplasmaticas, dispostas nas ex-
tremidades das células. Envolvendo estas, havia um halo diferenciado,
que julgamos ser artificio proveniente de técnica (fig. 6).

Comparando as listérias submetidas ao TTC com as testemunhas,
achamos seu aspecto diferente, apesar da dificuldade que encontramos
em obter campos onde os germes nao estivessem fortemente agrupados.

Nas preparacoes com TTC, os corpos bacilares nao apresentavam a
mesma regularidade no contorno. O citoplasma parecia menos opaco,
possuia granulacoes polares, algumas medianas e perifericas, entremea-
das de zonas claras, possivelmente vacuolos (fig. 7). Em uma das prepa-
racoes (com TTC 2 hs.), vimos um campo apresentando formas alonga-
das, tendo zonas de condensacao citoplasmatica e com 1 ou 2 protuberan-
cias terminais e subterminais deformando o corpo da bactéria (fig. 8),
o que fazia lembrar estruturas semelhantes observadas em Proteus
vulgaris (9).

Estudando o material sombreado pareceu-nos menor a diferenca en-
tre as listérias tratadas ou nao com TTC. Na testemunha (fig. 9), as
celulas eram mais uniformes, de contérno regular e condensacao polar,
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enquanto que, no material com TTC, havia retracao citoplasmatica na
parte mediana da celula, sobressaindo, nos polos, granulacoes que supo-
mos de formazana (fig. 10).

Incidentalmente observamos células em divisao, apresentando, ain-
da, septo transversal (fig. 10), confirmando a multicelularidade vista
por BISSET (2) no periodo logaritmico de multiplicacao bacteriana.

As bactérias do género Erysipelothrixz, ao microscopio electronico,
pareceram-nos menos alteradas do que as listérias pelo tratamento
com TTC. Efetivamente, a comparacao entre o material testemunha
(figs. 11 e 12) e o de prova (figs. 13 e 14) nao deixa perceber modifica-

coes estruturais.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os sais de tetrazolio tém sido empregados como indicadores de ati-
vidade enzimatica redutora em tecidos e bactérias, por varios pesquisado-
res. Também alguns acreditam que zonas citoplasmaticas de atividade
redutora désses sais, evidenciadas dentro do corpo bacteriano pelo apa-
recimento de granulacoes de formazana, corresponderiam as mitocon-
drias das células dos organismos superiores (para uma revisao ver 5).

Em nossas experiéncias com L. monocytogenes, pudemos constatar,
facilmente, em exame a fresco, & presenca de estruturas coradas dentro
das células, poucos minutos depois de adicionar-se TTC a cultura. Entre-
tanto, com E. rhusiopathiae, num prazo de observacao até de 2 hs., nao
conseguimos individualizar granulacoes vermelhas no interior do corpo

bacteriano.

Esta diferenca de comportamento levou-nos as seguintes conclusoes:

a) a atividade enzimatica redutora das bactérias pertencentes aos
géneros Listeria e Erysipelothrix para o cloreto de 2, 3, 5 — trifenilte-
trazodlio é diferente, principalmente dentro das 2 hs. iniciais de contato.

b) as listérias, gquando cultivadas em meio liquido, reduzem imedia-
tamente o TTC em formazana, que transmite a cultura intensa colora-
cao vermelha. Em meio sélido, a reducao é bastante demorada, sendo
bem visivel com 24 hs.

c) as bactérias do género Erysipelothrir, em condicoes experimen-
tais idénticas, s6 reduzem o TTC apods duas horas, sem atingir, mesmo
ao fim de 24 hs., a intensidade de coloracao cbservada para as listéerias.
Em meio sélido, com 24 hs., aparentemente nao reduz.

d) o TTC é reduzido no interior das células de Listeria, formando
granulacoes coradas de localizacao polar, bipolar e central.

e) o aparecimento rapido dessas granulacoes nas listérias faz-nos
acreditar, confirmando estudos de outros autores, na existéncia de zonas
no interior do corpo bacteriano, que podem estar relacionadas as mito-
condrias.

f) finalmente, a utilizacao do TTC, para as bactérias crescidas em
meio liquido, podera servir como uma prova a mais para a diferenciacao
dos germes pertencentes ao géneros Listeria e Erysipelothrix.
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SUMARIO

Experiéncias foram realizadas com bactérias dos géneros Listeria e
Erysipelothrix, em meios liquido e soélido, utilizando o cloréto de 2, 3,
5 — trifeniltetrazadlio.

A atividade enzimatica redutora das listérias para o TTC foi dife-
rente da do E. rhusiopathiae, principalmente em meio liquido e nas
horas iniciais de observacao.

Preparacoes feitas para microscopia otica e electronica dos germes
tratados com TTC revelaram a presenca de granulacoes polares, bipola-
res e centrais dentro do corpo das listérias.

A evidenciacao de granulacoes coradas de formazana, intracelulares
nas listerias, confirma estudos anteriores quanto a possibilidade da exis-
téncia de mitocondrias nas bactérias.

SUMMARY

Based on a similarity of cultural and biochemical properties, WiLsoN
and MILES (6) compared the microorganisms of listeriosis with those of
swine erysipelas including them in the genus Erysipelothrix with the
species E. monocytogenes and E. rhusiopathiae. However, BARBER (1)
and JULIANELLE (4), in a comparative study of both microorganims,
do not admit that possibility.

Observing the morphological and citochemical characteristics of
L. monocytogenes (N.>s 7973, 5348, 5105, 5214, of the Seeliger collec-
tion) and E. rhustopathiae cultures (N.= 1, 7, 11, 27, 37, of the Wix col-
lection), both in phase “S”, we were able to verify their comparative
behavior when in contact with 2-3-5- triphenyltetrazolium chloride
(TTC), “Synthetical Laboratories, Chigaco, , U.S.A.”

1. To 1,0 ml of cultures of both microorganisms grown in plain
broth plus 5% horse serum for 24 hours at 37°C, 0.1 ml of sterilized 1%
aqueous solution of TTC was added. The tubes were left at room tempe-
rature (= 25°C) or in the incubator (37°C).

In the tubes with L. monocytiogenes immediately appeared a red
coloration (fig. 1) characteristic of formazan production, that became
gradually more pronounced, from bottom to top (figs. 2, 3, 4, 5); at the
and of 24 hours the color was intense throughout the tube.
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In the tubes with E. rhusiopathiae (figs. 1, 2, 3, 4), only a faint pink
coloration was seen after 2 hours; at the end of 24 hours, the intensity
of color was not equal to that observed in tubes with L. monocytogenes.

2. Petri dishes with 15 ml of plain agar with 5% horse serum,
containing 0.1 ml of 19 sterilized aqueous solution of TTC, were
inoculated with L. monocylogenes and E. rhusiopathiae, and
incubated for 24 hours at 379C. Colonies of L. mcnocytogenes that
developed presented a red color, indicative of formazan, as previously
described by GrAY et al. (3), while the E. rhusiopathiae colonies did
not show any coloration.

3. Disks of filter paper, previously soaked with TTC and dried were
placed over the growth of L. monocytogenes in Petri dishes with plain
agar plus 5% horse serum for 24 hours. No change in the color of the
colonies was observed. The same negative result was obtained when
the porous clay cylinder technique for measuring antibiotic activity was
employed. With E. rhusiopathiae also negative results were obtained
with the disk technique.

4. Wet preparations of the cultures after 1 hour of contact with
TTC in the same conditions of item 1, were observed at 900X magnifica-
tion. L. monocytogenes presented normal shape and dimensions, but one
to three intracellular polar, bipolar and or central, red-purple granules
were noted. E. rhusiopathiae bacilli were morphologically normal
without colored cytoplasmic granules.

5. For the electron micrographs (RCA electron microscope Model
EMU-2C) the microorganisms were grown in 2.0 ml of plain broth with
5% horse serum for 4 hours at 37°C; 0.2 ml of 1% aqueous sterile solution
of TTC were added and the tubes reincubated for 1 or 2 hours more
at 370C. At the end of this time the microorganisms were fixed with
formaldehyde (2 drops for each ml) centrifuged and washed with
distilled sterile water. Cultures without TTC submited to identical
treatment were used as controls.

Preparations of the sediments kept in the refrigerator were made on
parlodium membranes, dried by heat and shadowed with chromium at
an angle of 10°,

Comparing unshadowed L. monocytogenes treated with TTC with
the controls, some differences were noted. In preparations with TTC
(fig. 7) the contour of the bacillar bodies did not present the same
regularity noted in the controls (fig. 6). The cytoplasm appeared less
dense, with polar, central and or peripherical granules. In one of the
preparations (fig. 8), elongated forms presented 1 or 2 protruding
terminal of subterminal granules deforming the body of the bacteria.

In the shadowed material less differences between the microorga-
nisms treated or not treated with TTC were found. In the controls
(fig. 9) the cells were more uniform, with regular contour and polar
condensation; while in the material with TTC there was cytoplasmic
retraction in the median part of the cell, and polar granules probably
of formazan (fig. 10).
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Cells aparently in division presenting a transverse septum were fre-
quently noted (fig. 10), seeming the multicellularity described by
BISSET (2), in other microorganisms.

In bacteria of the genus Erysipelothrix morphological changes were
not observed when treated with TTC. Comparison between the control
material (figs. 11 and 12) and the test material (figs. 13 and 14) did
not show structural modifications.

CONCLUSIONS: The differences in behaviour of the two microorga-
nisms may justify the following conclusions:

a) The enzymatic reduction of TTC by the bacteria of the genera
Listeria and Erysipelothrix is different, at least within the 2 first hours
of contact.

b) When cultivated in liquid medium L. monocytogenes immediate-
ly reduces TTC to formazan, which transmits to the culture an intense
red coloration. In solid medium, the reduction is well defined after
24 hours of incubation.

c) E. rhustopathiae in identical experimental conditions, reduces
TTC only after 2 hours, without reaching, even at the end of 24 hours,
the intensity of colorations observed in L. monocytogenes. In solid me-
dium, during a period of 24 hours, there is not reduction.

d) TTC 1is reduced inside the cells of L. monocytogenes forming
polar, bipolar, and or central colored granules.

e) The rapid formation of these granules in L. monocytogenes con-
firming other studies, led us to believe in the existence of zones in the
bacterial body, which may be related to the mitochondria (for a review
of the subject see 5) .

f) The use of TTC as one test for the differentiation between
L. monocytogenes and E. rhusiopathiae is suggested, for microorganisms
grown in liquid medium.
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ESTAMPA 1

Filg. 1 — Listeria monocytogenes (La2 e La3) e Erysipelothrix rhusiopathiae
(El1 e E7) — Testemunhas: tubos a esquerda. Germes tratados com TTC, duran-

te 5 minutos, a direita. Observar o inicio de coloracao vermelha nas culturas de
listerias.

Fig. 2 — Idem. Tubos testemunhas e germes em contato com TTC durante
30 minutos. Aumento da co6r na varte inferior dos tubos contendo listerias.

Fig. 3 — Idem. Tubos testemunhas e com TTC 1 hora,. Coloracao bem visivel
nas listerias, ausente nos tubos com Erysipelothriz.

Fig. 4 — Idem. Testemunhas e germes com TTC 2 horas. Reducao do TTC

em formazana corada nos tubos com listéria. Auséncia de reducio nos tubos com
Erysipelothrizx.

Pig. 5 — Listeria monocytogenes (La2 e La3). Tratada com TTC durante
o e 30 minutos, 1 hora e 2 horas. Os primeiros tubos a esquerda siao testemunhas.
Observar o aumento progressivo da coloracao vermelha indicadora da presenca
de formazana.
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ESTAMPA 2

Fig. 6 — Listeria monocytogenes — Testemunha fixada com formol. Células
regulares; condensacoes citoplasmaticas polares (7200 X) .

Fig. T — Listeria monocytogenes — Tratada com TTC 1 hora, fixada com
formol. Granula¢oes polares, bipolares, medianas e periféricas. Vactolos. Cito-
plasma menos denso. (3920 X) .

Fig. 8 — Listeria monocytogenes — Tratada com TTC 2 horas, fixada com
formol. Protuberancias terminais e subterminais, zonas de condensacao citoplas-
matica. (7200 X) .

Fig. 9 — Listeria monocytogenes — Testemunha fixada com formol. Citoplas-
ma homogéneo retraido nos polos do bacilo. (Sombreada com cromo-10.2; 6300 X).

Fig. 10 — Listeria monocytogenes — Tratada com TTC 2 horas, fixada com
formol. Retracao do citoplasma, granulacoes polares; septo transversal frequente.
(Sombreada com cromo-10.2; 6300 X) .

Fig. 11 — Erysipelothrix rhusiopathice — Testemunhga fixada com formol.
Contorno regular, condensacoes citoplasmaticas. (13000 X) .

Fig. 12 — Erysipelothrix rhusiopdthiae — Testemunha fixada com formol.
Formas regulares. (Sombreada com cromo-10°; 7800 X).

Fig. 13 — Erysipelothrix rhusiopathiae — Tratado com TTC 2 horas, fixado
com formol. Citoplasma menos denso. (10300 X) .

Fig. 14 — Erysipelothrix rhusiopathiae — Tratado com TTC 2 horas, fixado
com formol. Citoplasma menos homogeéneo, algumas condensacoes. (Sombreada

com cromo-10.2; 7800 X) .



Dias & Sipva: Diferenciacao

Mem. Inst. Oswaldo Cruz
Tomo 56(2). 1958 ESTAMPA 2 entre Listeria monocvtoge-
genes e Erysipelothrix rhu-
siopathiae com o Cloréto de
Trifeniltetrazolio

13 — 26 292



