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SUMARIO: Sio apresentados os resultados preliminares, sobre a ocorréncia de Listeria monocytogenes em vinte
amostras de agua de esgoto, colhidas de afluentes de duas estacdes de tratamento.
Como esquema de isolamento, foram utilizados o processo de enriquecimento a baixa temperatura, segundo

Gray, e quatro meios seletivos.

Foram isoladas duas amostras de Listeria, em andlise sorologica identificadas como sorotipos L4b e L.4ab.

VEM se observando nestes Gltimos anos, um

Interesse crescente em pesquisar a capa-
cidade natural de sobrevivéncia da Listeria
monocytogenes nas diferentes condi¢Ges apre-
sentadas ou impostas pelo meio ambiente. Tal
empenho estd refletido, principalmente, em
varias referéncias encontradas, entre outras

detalhando aspectos como o da presenca de
Listeria em dguas de um rio (21) e as de

JASINSKA (14), SEELIGER e colaborado-
res (26), que efetuaram isolamentos a partir de
aguas de esgoto. Naturalmente, ndo se pode-
ria deixar de mencionar, sob esse prisma, as
inimeras tentativas que se concentraram em
investigar a ocorréncia de Listeria em vegetais,
particularmente nas forragens ensiladas, salien-

tando-se, nesse terreno, as observagGes de
GRAY (67), PALSSON (22), KRUGER (17),

LEHNERT (20), DIJKSTRA (3), LARSEN (18).

WELSHIMER (28) WELSHIMER ¢ DONKER-'

VOET (29).

Conquanto jd se tenha um ntimero razodvel
de informacgdes que retrataram, sobre os vdrios
aspectos, a distribuicdo e ocorréncia da Listeria
monocytogenes no reino animal e em nature-
za (8), ndo foram, no entanto, capazes de for-
necer os subsidios definitivos, necessirios para
esclarecer a intrincada epidemiologia desta

1 Recebido para publicacdo em 16 de abril de 1974.

infec¢@o, nem desvendar conclusivamente o
habitat real desse microrganismo.

Considerando que atualmente, a Listeria tem
sido caracterizada com relativa freqiiéncia, em
tezes de pessoas e de animais aparentemente
higidos, nada mais circunstancial admitir,
também, sua existéncia nas dguas cloacais ou
residuais. Esta foi a conjetura bdsica para a
execucao deste ensaio, no qual, se faz uma
pequena avaliagdo do comportamento de dife-
rentes meios seletivos empregados para o isola-
mento desse microrganismo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 20 amostras de aguas de esgoto,
oriundas dos afluentes das estacSes de tratamento de
esgotos da Penha e do Galedo, localizadas na zona
suburbana e na Ilha do Governador, respectivamente.
De cada uma das estagdes, foram ensaiadas dez
amostras.

Como primeira etapa, fez-se a sedimentacdo do
material, realizada por meio de centrifugacio a
3.000 rpm, durante 20 minutos. O sedimento foi
ressuspenso com, aproximadamente, 2 ml de caldo
simples, sendo semeados volumes de 0.5 ml deste
material em dois tubos, contendo 10 ml de caldo
triptosado (Tryptose Phosphate Broth-Difco) e incu-

bados a 4°C, durante 90 dias.

* Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz. C.P. 926, Rio de Janeiro.
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Ao fim dos periodos de 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias
de incubacido, foram retirados das amostras, que esta-
vam mantidas a baixa temperatura, inoculos represen-
tados por uma algca de 4 mm de diametro, para os
seguintes meios seletivos:

1 — Agar triptosado (Tryptose Agar-Difco), com
5 mcg/ml de sulfato de polimixina B (Pfizer
Corporation do Brasil).

2 — Agar triptosado, contendo 50 mcg/ml de
acido nalidixico (Winthrop Products Inc.);

3 — Agar triptosado com 5% de soro normal de
cavalo, acrescido de 50 mcg/ml de Tripafla-
vina ou cloreto de 3,6 diamino-
10-metilacridina (I. G.  Farbenindustrie

- Aktiengesselschaft — Bayer) e 50 mcg/ml de
acido nalidixico. Esta formula foi descrita
por RALOVICH e colaboradores (23),

4 — Agar triptosado acrescido de 0.3% de extrato

de levedura, 40 mcg/ml de acido nalidixico,

50 mcg/ml de acetato de talio e 25 mcg/ml

de Tripaflavina. Constitui esta formula uma
variagio do meio Ralovich e colaboradores,
previamente, experimentada e introduzida
por HOFER (12) na pesquisa de Listeria em
fezes.

As placas semeadas foram incubadas a 37°C, duran-
te 24 horas, no caso dos meios contendo polimixina e
acido nalidixico, enquanto que, as com o meio de
Ralovich e sua modificagao, permaneceram por prazo
de 48 horas a 37 C. De modo geral, as placas foram
ainda mantidas, apos tais periodos de incubagdo, por
mais 24 horas em temperatura ambiente (em torno de
28 a 30°C), quando, realmente, se efetivaram as obser-
vacdes para o isolamento das colonias consideradas

suspeitas.

O critério adotado, para a selegio das colonias de

Listeria, se baseou no aspecto ¢ na tonalidade apresen-
tados pelo crescimento desta bactéria, quando da utili-
za¢ao da técnica de iluminag¢do obliqua transmitida,
segundo HENRY (9) e descrita, pormenorizadamente,
para Listeria por GRAY (3), Nesta circunstincia, as
colonias de Listeria, nos meios incolores, como no
caso daqueles representados pela polimixina e acido
‘nalidixico, apresentam-se bem homogeneas em sua
massa, com superficie lisa e coloragdo azul, com certa
tendéncia para o azul-acinzentado, a luz transmitida.

Nos outros meios, constituidos de tripaflavina,
consideram-se como possiveis colonias suspeitas, aque-
las que tenham evidenciado uma tonalidade amarelo-
esverdeada, e observadas a luz direta e natural, tenham
demonstrado, também, uma ligeira fluorescéncia, prin-
cipalmente, delimitada aos bordos. Deve-se salientar
que, apds um pequeno adestramento, torna-se extre-
mamente ficil o reconhecimento, a olho nu das colo-
nias consideradas suspeitas de Listeria, nos meios a

base de tripaflavina.
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Como etapa subseqiiente, as colonias isoladas
foram semeadas em agar semi-sOlido (BactoTryptose
Broth-Difco com 0.4% de agar), mantendo-se os tubos
a temperatura ambiente (28-30°C), durante uma sema-
na.

Todas as amostras, que revelaram mobilidade carac-
teristica do género Listeria (figura 1), foram analisadas
em suas propriedades ‘morfotintoriais (pequenos
bacilos ou formas cocoides, Gram positivas, com
auséncia de granula¢Oes citoplasmaticas), bioquimicas,
adotando-se, para tanto, as recomendac¢des técni-
cas de SEELIGER (25) BOJSEN-MOLLER (2) e
LARSEN (19). Apds a execugdo e leitura das provas
bioquimicas, fez-se a tipifica¢do sorologica, de acordo
com o processo descrito por DONKER-VOET (4)
aliada 3 execucdo da prova de ANTON (1), que visa
caracterizar a a¢do patogenica do microrganismo.

A sensibilidade aos antibioticos foi ensaiada,
usando o processo de difusdo, pelo sistema dos discos
impregnados (Multodiscos Oxoid, tipo Standard,
codigo n.0 2033 E), no qual se incorporaram os
seguintes discos isolados: Gentamicina (Difco); Baci-
tracina (B-D Mérieux); Kanamicina (Difco); Neomt
cina, Heclox (Laborterapica Bristol) e Cefalotina
sodica (Lilly). |

Na realizagio do antibiograma, foi empregado
comno meio de cultura o D.S.T. Agar Base (OXOID),
enquanto que as particularidades referentes ao ino-
culo, tempo de incubacio e a leitura dos resultados,
obedeceram a orienta¢gao imprimida por Bojsen-M¢ller.

RESULTADOS

Nos vinte exames realizados, em duas opor-
tunidades foram isoladas e identificadas amos-
tras de Listeria monocytogenes. A caracteri-

za¢do conclusiva se baseou nos resultados aufe-

ridos nas provas bioquimicas (tabela I), assim
como, na determinacdo dos antigenos soma-

- ticos, por meio da técnica de aglutinagdo em

tubos (tabela II).

A identificacdo sorologica evidenciou a
existéncia de dois sorotipos distintos, represen-
tados pelos tipos 4ab (amostra 8P) e 4b
(amostra 13P), ambos provenientes da estacgio
de tratamento de esgoto da Penha.

Convém salientar, que a amostra 8P foi
isolada do meio de Ralovich modificado, entre

todos, o tnico que favoreceu o crescimento do

germe. J4, em relacao a amostra 13P, foi reco-
nhecida e isolada dos meios seletivos contendo
polimixina, de Ralovich, como também, de sua
modificacao.
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Fig. 1 — Aspecto da mobilidade de Listeria monocy-
togenes em agar semi-solido, mantido a tem-
peratura ambiente durante 72 horas.

™

I'ig. 2 — Conjuntivite purulenta, em cobaia, 48 horas

apos a instilacio de uma das amostras
isoladas (13P).

Iig. 3 — Recrudescencia do quadro anterior para
forma de querato — conjuntivite (7 dias).

a2
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TABELA 1
Comportamento bioquimico das amostras de Listeria isoladas (8P e 13P)
Amostras | Amostras
Provas Provas
8P 13P 8P 13P
Arabinose — — Indol — —
Esculina + + H,S — —
Galactose — — VM + +
Glicose + (sem gds) | + (sem gds) VP (Barrit) + +
Lactose + 7 dias + 7 dias Citrato de Simmons — —
Maltose + + Urease — —
Manitol — — KCN | — —
Manose + + . Lisina Descarboxilase — —
Ramnose + 7 dias + 7 dias Arginina-Dihidrolase — —
Sacarose + 10 dias + 7 dias Ornitina-Descarboxilase — —
Salicina + + Gelatina - —
Sorbitol + 7 dias + 14 dias Catalase +
Trealose + + Mobilidade (+ 30°C) +

Xilose — —

Legenda: + Reacdo positiva em 24 horas

"

— negativa.
P = Proveniente da estagio de Tratamento da Penha.

TABELA 11

Caracterizacdo sorolégica das amostras de Listeria isoladas

' | Anti-Soros Somiticos
Antigenos Somiticos —

4a 4b 4ab
4a | 1/320 1/40 1/80
4b 1/80 1/640 1/80
4ab 1/40 1/80 1/320
8P 1/40 1/40 1/320

13P 1/20 1/320 1/20
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Legenda: S = Sensivel
PS = Pouco sensivel
R = Resistente
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TABELA III
Sensibilidade das amostras isoladas de Listeria aos antibidticos e quimioterdpicos
Amostras
Concentracao — — - —
8P 13P
Acido nalidixico 30 mcg R R
Ampicilina 2 mcg S S
Bacitracina S5U R R
Bactrim 25 mcg S S
Cefalotina 30 mcg S S
Cloranfenicol 10 mcg S S
Eritromicina 10 mcg S S
Gentamicina 10 mcg S S
Heclox™ — S S
Kanamicina 30 mcg PS PS
Meticilina 10 mcg PS S
Penicilina G 1,5U S S
Polimixina B 50 mcg R R
Sulfadiazina 50 mcg S S
Tetraciclina 10 mcg S S
—— — —_—

“Constituido de 25 mcg de Hetacilina e 12,5 mcg de dicloxacilina.

Ambas as amostras foram capazes de desen-
volver o quadro tipico de conjuntivite, e poste-
rior queratite nas cobaias, em 72 horas e 9 dias
respectivamente (figuras 2 e 3).

Quanto aos resultados encontrados nos anti-
biogramas das amostras, poderdo ser melhor
analisados através da observacio dos dados
consignados na tabela III.

DISCUSSAO

Desde o seu reconhecimento como agente

etiologico de doenga no homem e nos animais,.

até alguns anos passados, considerava-se o isola-

mento* de Listeria monocytogenes um aconte-
cimento excepcional. Esta idéia se arraigou

de tal forma, incutindo na maioria dos bac-

teriologistas e clinicos, o conceito da rara
ocorréencia desta bactéria, assim como, da doen-
¢a, entre os vdrios membros do reino ani-

‘mal.

Todavia, os progressos alcancados no setor
referente aos meios seletivos de isolamento, e
melhor caracterizagdo, do ponto de vista
bioquimico e sorolégico deste microrganismo,
propiciaram condi¢des tais aos investigadores
que a barreira da fase de inusitada ocorréncia
foi ultrapassada e a presenca de Listeriz se
tornou patente.

Considerando, portanto, a evolucdo atual do
problema, verifica-se que o isolamento dessa
bactéria ndo é mais um fato tio insdlito, como
s¢ supunha outrora, principalmente, quando se
cogita em analisar o aprecidvel ntmero de
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portadores higidos, reconhecidos nas popula-

¢Oes humana e animal, em diferentes regides do
mundo (2, 3,15, 16, 19, 23)

Por sinal, este aspecto delineou, de modo
categbrico, a importincia representada pelo
trato digestivo, pois, ficou demonstrado ser este
sistema uma das principais portas de entrada
da bactéria, assim como, desempenhando tam-
bém, fun¢ao idéntica, quanto a elimina¢do da
Listeria para o meio exterior. E bem prova-
vel que, a semelhanc¢a do que ocorre com outras
espécies bacterianas, apresentando eletivamente
localiza¢cao entérica, esses portadores higidos
venham constituir uma das pecas fundamentais
para a perpetuacao do ciclo epidemiologico da
listeriose humana e animal.

Abordando o assunto, em tal estado de
conhecimento, necessirio se faz enfatizar o
-aspecto, anteriormente, discutido por
SEELIGER e colaboradores (1965), que sugeri-
ram, na ocasido, a importincia representada
pelas fezes e pelas dguas cloacais, contendo
Listeria, na contaminag¢do do solo e de vegetais.

Alids, essa suspeita vem de longa data, pois
SEELIGER e colaboradores (24), admitiram a

hipOtese de que o0 homem viesse a se contami-
nar pela Listeria, por ingestao de verduras fres-
cas representadas, principalmente, por horta-
licas, bem como, frutos crescidos praticamente
a pequena altura do solo, como os morangos.

A hipétese de que a Listeria monocytogenes
é capaz de sobreviver as condi¢Oes inadequadas
da biosfera, encontrou um sustenticulo nos
resultados das observa¢Oes experimentais efeti-
vadas por LEHNERT (20) ¢ WELSHIMER (27),
que demonstraram a extraordindria capacidade
desse microrganismo de permanecer por um
longo periodo de tempo no solo. Mais recen-
temente, WELSHIMER (28) analisa, em condi-
cOes naturais, a presenga de Listeria em vege-
tais, conseguindo inclusive, neste material, o
isolamento de uma nova espécie, a qual deno-
minou de Listeria murrayi (30)

Levando-se em consideracdo todos os ele-
mentos, até entdo, arrolados, n3o se pode
deixar de admitir a influéncia que, provavel-
mente, é desempenhada pelas dguas de esgoto,
como um elemento que congrega 0s microrga-

nismos oriundos dos dejetos de populagio
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humana e/ou animal, no mecanismo de veicula-
¢do da Listeria, do meio exterior para novas
fontes de infec¢ao, com a alternativa da passa-
gem, prévia ou n3o, pelos vegetais.

Curiosamente, no entanto, as tentativas para
averiguar a existéncia de Listeria monocyto-
genes em agua de esgoto sdo muito discretas em
nimero citando-se como investigacao de maior
destaque a realizada por LARSEN na Dinamar-
ca (19),

Uma das principais causas dessa precariedade
de informagdes sobre a verdadeira distribui¢ao
ecologica do germe, é Obvio, deve-se as dificul-
dades encontradas, pela maioria dos investi-
gadores, no isolamento primario da Listeria.
Somente, com o advento de novos meios seleti-
vos €, em particular, apo6s a introdug¢do da
polimixina (2) e do 4cido nalidixico (19), como
elementos bdsicos na inibi¢do da flora contami-
nante, foi possivel obter isolamentos com
muito maior facilidade e freqiiénc'la.

Esses varios aperfeicoamentos introduzidos
nos processos seletivos, para o reconhecimento
de Listeria, atingiram a um climax com a descri-
¢30 de RALOVICH e colaboradores, que verifi-
caram a magnifica a¢do inibitoria imposta pela
associa¢gdo de 4cido nalidixico a tripaflavina,
sobre os microrganismos contaminantes.

Embora nao se tenha, no presente ensaio,
um nuamero significante de exames realizados
como, também, de amostras isoladas, este fato,
entretanto, nio invalida nenhum dos conceitos
previamente formulados, vindo a constituir, ao
contrario, mais um dado de extrema importan-
cia, para comprovar a vasta disseminac¢ao da

Listeria em a natureza.

Demonstra-se, também, a eficiéncia do pro-
cesso de enriquecimento a baixa temperatura,
idealizado por GRAY, que, por ora é a tlnica
técnica exequivel para o crescimento sobrepu-

jante da Listeria, em presenga de numerosos

outros microrganismos.

Revelam, ainda, os resultados a vantagem do

meio de Ralovich, ou de sua modifica¢ao, como

processo de extraordindria seletividade, facili-
tando o reconhecimento mais rapido das colo-
nias de Listeria que, na maioria das vezes,
podem ser identificadas a olho nu, ndo se
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tendo, portanto, a necessidade de recorrer a
técnica de HENRY.

No que concerne aos outros aspectos averi-
guados, deve-se salientar a caracteriza¢do do
sorotipo 4ab, totalmente desconhecido em
nosso meio até entdo, ¢ a confirmagao de traba-
lhos anteriores da presenca do tipo 4b (10, 11),
Convém, ainda, destacar que o confronto dos
perfis bioquimicos ¢ os comportamentos das
amostras diante dos antibi6ticos e quimiotera-
picos sao extremamente similares aos resultados
verificados, em estudo anterior, com amostras
isoladas de fezes (13),

SUMMARY

Date are presented, as a preliminary report
of a study of the ocurrence of Listeria
monocytogenes, in twenty samples of sewage
water collected from affluents of two different

sewage treatment station.
A scheme for the isolation of the bacterium

involving  different selective media and
employing Gray’s cold incubation technique
has been used for the purpose.

In two opportunities, Listeria were isolated
and the serological study of these strains were
identified as serotypes 1.4b and L4ab.
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