
PESQUISA SOBRE A OCORRÊNCIA DE LISTERIA 
MONOCYTOGENES EM FEZES HUMANAS *

Ernesto Hofer **

Foi pesquisada em 107 amostras de fezes procedentes de indivíduos com dis­
túrbios intestinais a presença de Listeria monocytogenes.

Como processo de enriquecimento, as fezes foram semeadas em caldo 
triptose fosfatado e mantidas a 4®C durante 1 mês. Ao findar este prazo, 
foram os espécimes semeados em quatro meios seletivos: 1) Agar triptosado 
com 5 m cg/m l de Polimixina; 2) Agar triptosado com 50 cm g/m l de ácido 
nalidixico; 3) Meio de Ralovich e cols (Agar com 5% de soro normal de 
cavalo, acrescido de 50 m cg/m l de ácido nalidixico e 50 m cg/m l de tripaflavina 
(Bayer); 4) Uma modificação do meio de Ralovich (Agar triptosado, contendo 
40 m cg/m l de ácido nalidixico, 50 m cg/m l de acetato de tálio, 25 m cg/m l de 
tripaflavina e 0,3% de extrato de levedura).

Para reconhecimento das colônias suspeitas nos diferentes meios, fez-se 
uso da técnica de Henry. A identificação primária se baseou na observação 
da motilidade e nas características morfotintoriais, senão a seguir, confirmada 
através das provas bioquímicas e sorológicas.

Três amostras de Listeria monocytogenes foram isoladas, caracterizando- 
s e  duas no sorotipo 4b e uma no tipo l/2a.

No transcurso do último decênio desen­
volveram-se inúmeras investigações, que 
visaram primordialmente esclarecer os vá­
rios aspectos obscuros e controvertidos da 
epidemiologia da listeriose hum ana e ani­
mal (3, 5, 13, 22). Assim, acumularam-se 
novas e interessantes observações sobre ou­
tras fontes de infecção até então desco­
nhecidas, sobre os possíveis mecanismos 
envolvidos na  transmissão da Listeria e que 
culminaram, graças aos ensaios bacterio­
lógicos, na  caracterização de outra impor­
tan te  via de eliminação do microrganismo,

aquela exatam ente efetivada através do 
trato  gastro-entérico (7, 8, 16).

Esses dados vieram a se constituir em 
provas fundam entais para o reconheci­
m ento definitivo da importância desempe­
nhada pela via entérica, como ponto de 
localização e de provável manutenção da 
Listeria monocytogenes, caracterizando con­
clusivamente o seu mecanismo de acesso ao 
meio exterior, através das fezes.

Um dos fatores que mais concorreram 
para esse incremento, sem dúvida alguma 
decorreu do aperfeiçoamento das técnicas
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bacteriológicas utilizadas para o isolamen­
to desse microrganismo, tendo como m ar­
co inicial desta fase a descrição do meio 
contendo ácido nalidíxico, por Beerens e 
Tahon-Castel (2). Paulatinam ente, novos 
ensaios foram realizados nesse campo, des­
tacando-se as investigações de Kram er e 
Jones (21) e mais recentemente de Ralovich 
e colaboradores (28), que obtiveram meios 
de elevado grau de seletividade para o 
isolamento de histeria.

Considerando a im portância atual do 
problema, aliada à ausência de investiga­
ções que tivessem assinalado este aspecto 
em nosso meio, motivou-nos a execução 
desse levantamento em amostras de fezes, 
assim como possibilitou-nos uma pequena 
avaliação do comportamento de diferentes 
meios seletivos para o isolamento de Lis- 
teria monocytogenes.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas ao total 107 amostras 
de fezes, provenientes de 75 indivíduos 
adultos e de 32 crianças (até 10 anos) 
portadoras de distúrbios gastro-entéricos, 
para os quais foram solicitados a realiza­
ção de coproculturas, na tentativa de iso­
lamento de enterobactérias patogênicas, 
como medida para o esclarecimento do 
quadro clinico.

Os espécimes, após homogeneização e 
diluição em caldo triptosado na proporção 
de duas alças de 4 mm de diâmetro do 
material em 5 ml do meio, foram inocula- 
dos em volumes de 0,5 ml em dois tubos, 
contendo 10 ml de caldo triptosado e fos­
fato (Difco) e incubados a 4°C durante 
trin ta dias.

Ao findar esse prazo, considerado como 
a fase de 'enriquecimento, foram as amos­
tras semeadas nos seguintes meios seleti­
vos: 1) Agar triptosado (Triptose Agar-
-Difco) com 5 m cg/ml de sulfato de Poli- 
mixina *; 2) Agar triptosado contendo 
50 mcg/ml de ácido nalidíxico**; 3) Meio 
descrito por Ralovich e colaboradores 
(Agar triptosado com 5% de soro normal 
de cavalo, ao qual se adicionaram 50 
mcg/ml de tripaflavina *** e 50 mcg/ml 
de ácidò nalidíxico); 4) Modificação do 
meio de Ralovich (Agar triptosado acres­

cido de: 0.3% de extrato de levedura, 40 
m cg/ml de ácido nalidíxico, 50 mcg/ml de 
acetato de tálio e 25 mcg/ml de tripafla­
vina) .

As placas semeadas foram incubadas a 
37°C durante 24 horas, principalmente no 
caso dos meios contendo polimixina e áci­
do nalidíxico, enquanto que, aquelas cons­
tituídas do meio de Ralovich e de sua mo­
dificação, permaneceram por 48 horas a 
37°C.

De um modo geral, as placas foram 
ainda m antidas após esta incubarão por 
mais de 24 horas à tem peratura ambiente 
(entre 28 a 30°C), quando realmente se 
efetivaram as leituras definitivas das 
placas.

Como método para a seleção das colô­
nias, foi empregado o processo da ilumi­
nação oblíqua de Henry (14), seguindo as 
recomendações descritas por Gray (12), no 
qual são consideradas colônias suspeitas 
de Listeria, nos meios incolores, como no 
caso daqueles constituídos de poliximina e 
ácido nalidíxico, todas as colônias que 
apresentam  um a tonalidade variável do 
azul acinzentado à luz transm itida.

Nos meios contendo a tripaflavina, 
também se fez uso da técnica de Henry, 
sendo isoladas apenas as colônias de co­
loração amarelo esverdeada ligeiramente 
fluorescentes à luz direta, de superfície 
lisa, não elevadas e transparentes, princi­
palm ente nos bordos.

Após o reconhecimento preliminar, es­
sas colônias foram isoladas, semeando-as 
para tubos contendo agar semi-sólido (cal­
do triptosado fosfato, Difco, com 0,4% de 
agar) e caldo triptosado, permanecendo à 
tem peratura ambiente (28-30°C) entre 48 
a 96 horas.

Aquelas am ostras isoladas que revela­
ram  a mobilidade característica do gênero 
Listeria, foram a seguir, analisadas em suas 
propriedades m orfo-tintoriais (pequenos 
bacilos ou forma cocoide, Gram -positivos); 
e bioquímicas, adotando-se as recomenda­
ções técnicas de Seeliger (30), Bojsen- 
-Moller (8) e Larsen (22). Somente após 
a execução e leitura das provas bioquími­
cas, foram as amostras tipificadas sorolo- 
gicamente, de acordo com o processo de: 
Donker-Voet (9, 10).
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A sensibilidade aos antibióticos foi in ­
vestigada através do processo de difusão 
pelo sistema dos discos impregnados, 
(Multodiscos Oxoid, tipo Standard, código 
n.° 2033 E), acrescidos ainda dos seguin­
tes discos isolados: G entam ina (Difco), 
Bacitracina (B-D M érieux), Kanamicina 
(Difco), Neomicina (Difco); Ácido nalidi­
xico (Difco); Polimixina B; Heclox (La- 
borterápica Bristol) e Cefalotina sólida 
(Lilly).

O meio de cultura esteve representado 
pelo D .S .T . Agar Base (Oxoid), enquanto 
que, o inóculo, a incubação e a leitura, 
obedeceram à orientação dada por Bojsen- 
-Moller (8).

RESULTADOS

Nos 107 exames efetuados, foram iso­
ladas, em três oportunidades, Listeria m o­
nocytogenes, reconhecidas prelim inarm en­
te sob o ponto de vista bioquímico e iden­
tificadas de modo conclusivo, por meio da 
técnica de aglutinação lenta, como per­
tencentes aos sorotipos 4b (amostras 
n.°s 16/72 e 93/72) e l/2 a  (amostra 
n.° 41/72).

Em relação ao comportamento dos di­
ferentes meios seletivos empregados na 
fase de isolamento, ficou demonstrado a 
superioridade do meio de Ralovich modi­
ficado, que possibilitou o isolamento das 
três amostras ora estudadas. Situando-se 
em plano secundário, tem-se a fórmula 
original, descrita por Ralovich e colabora­
dores, propiciando o reconhecimento de 
Listeria em duas oportunidades, repre­
sentadas pelas amostras dos sorotipos l/2a  
(41/72) e 4b (93/72). Finalmente, assina­
la-se a posição ocupada pelo meio com 
ácido nalidixico, que revelou, em um a úni­
ca ocasião, a presença de Listeria (amostra 
93/72).

Convém salientar que a existência de 
numerosas colônias de microrganismos, 
principalmente representantes dos gêneros 
Pseudomonas e Proteus, constituiram-se 
na  causa primordial da to tal ineficiência 
do meio contendo polimixina, no presente 
ensaio.

No que tange aos meios contendo tr i­
paflavina, embora não tenham  evidencia­
do uma erradicação absoluta dos conta- 
m inantes mais comuns, foram no entanto 
capazes de restringir a ta l ponto o cresci­
mento da flora de associação, refletindo,

este aspecto no discreto número de colô­
nias de tais microrganismos, que sempre 
evidenciaram uma posição de inferiorida­
de quando confrontados aos de Listeria.

Os testes bioquímicos das amostras iso­
ladas apresentaram  os resultados que cons­
tam  da tabela I.

Quanto ao aspecto da sensibilidade aos 
antibióticos e quimioterápicos, os resulta­
dos encontrados podem ser apreciados na 
tabela II.

A determinação do teor de aglutininas 
anti-listeria nos soros dos portadores só 
foi efetivada após o isolamento dos mi­
crorganismos, isto é, aproximadamente dois 
meses após o início das coproculturas. 
Cumpre ainda destacar que somente se 
obtiveram os soros de dois dos portadores 
referentes às am ostras n.os 16/72 e 93/72.

Os antígenos utilizados para a execução 
desta determinação (prova de aglutinação 
lenta) foram de natureza somática e pro­
piciaram os resultados que estão assina­
lados na tabela III.

DISCUSSÃO

Já  se tornou notório entre os estudio­
sos desse microrganismo. que este. poderá 
sem a intervenção de grandes recursos téc­
nicos, ser isolado com relativa facilidade 
de determinados m ateriais, como por 
exemplo do líquor, de sangue ou do me- 
cônio, normalmente isentos de germes 
contam inantes.

A presença do crescimento concomitan­
te desses microrganismos tende a exer­
cer um a extraordinária interferência nas 
fases de reconhecimento e isolamento de 
colônias suspeitas de Listeria, principal­
m ente se os meios estão desprovidos de 
uma substância qualquer, de natureza im- 
pediente, controladora ou inibidora do 
crescimento da flora de associação.

Acresce ainda mais a importância des­
se problema, que muitos dos microrganis­
mos considerados contam inantes elaboram 
nas diferentes fases do crescimento, subs­
tâncias com características peculiares, que 
podem exercer uma atividade inibitória no 
desenvolvimento norm al das listerias, fe­
nômeno este por sinal estudado detalha­
damente por Larsen (22).

Todas essas dificuldades aqui assinala­
das para o cultivo e tem particular para o 
isolamento da Listeria monocytogenes,  re­
presentam, sem dúvida alguma, um dos
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TABELA I

Comportamento bioquímico das amostras isoladas
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principais fatores determ inantes do pouco 
êxito na identificação dessa bactéria, a par­
tir de coproculturas.

Deve-se também levar em consideração, 
aliado ao detalhe supracitado, que a pre­
sença de Listeria nas fezes provavelmente 
se faz em número sempre bem inferior aos 
dos germes saprófitas, assim como a sua 
capacidade de adaptação e multiplicação 
nos meios de cultura se realizam de modo 
muito mais vagaroso que a maioria dos 
contam inantes.

Com o intuito de contornar tais proble­
mas, inúmeras foram as tentativas que se 
concentraram em investigar o comporta­
mento da Listeria diante de certas subs­
tâncias que tivessem a propriedade de res­
tringir ou suprimir o crescimento da flora 
contam inante. Assim, na evolução desse 
aspecto, inicialmente foram experim enta­
das elevadas concentrações de cloreto de 
sódio (32), passando a seguir para as u ti­
lizações do telurito de potássio (11,30), do

álcool fenil etílico, isolado ou associando-o 
ao cloreto de lítio e a glicina (1,23), até 
que em épocas mais recentes surgiu a 
incorporação aos meios, de certos antibió­
ticos, como a poliximina B (5,6) e o ácido 
nalidíxico (2).

Sem sombra de dúvida, o advento do 
recurso de meios seletivos contendo an ti­
bióticos veio a se constituir no ponto de 
maior aperfeiçoamento para as investiga­
ções atuais, que por ora se concentram em 
analisar com minúcias a distribuição de 
Listeria monocytogenes em vários âmbitos, 
possibilitando inclusive a Bojsen-Moller (8) 
isolar com relativa facilidade esta bactéria 
de fezes de indivíduos de espécie hum ana, 
normais e doentes.

Com a generalização do emprego do 
meio à base de ácido nalidíxico, surgiram 
maiores oportunidades de ensaiar sua com­
binação a outros elementos, com diferentes 
espectros de impediência, com intuito pre- 
cípuo de obter um meio de elevada seleti-
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TABELA II

Sensibilidade aos antibióticos e quimioterápicos das amostras isoladas

AMOSTRA
Concentração

16/72 41/72 93/72

Bactrim 25 mcg S
i

s S
Ampicilina 2 mcg S s S
Cloranfenicol 10 mcg s s S
Penicilina 1,5 U s s S
Meticilina 10 mcg s s PS
Eritromicina 10 mcg s s s
Tetraciclina 10 mcg s s s
Sulfadiazina 50 mcg s s S
Gentamicina 10 mcg s s s
Ácido nalidixico 30 mcg R R R
Kanam icina 30 mcg PS S PS
Polimixina B 50 mcg R R R
Bacitracina 5 U. R R R
Celafotina 30 mcg S S S
Heclox * S S S

S =  Sensível PS = Pouco sensível R =  Resistente.
Constituição de 25 mcg de Hetaciclina e 12,5 mcg de dicloxacilina.

TABELA III

Determinação da nível de aglutininas anti- 
-Listeria dos soros 16/72 e 93/72.

ANT1GENOS

S O R O S

4b 16/72 93/72

l/2a — 1/20 1/10

4a 1/20 1/20 1/20

4b 1/320 1/160 1/320

vidade. Dentre todas as substâncias tes­
tadas, merece um destaque especial a tr i­
paflavina, cuja observação inicial se deve 
a Ralovich e colaboradores (28). Ainda 
no que tange à associação do ácido nali- 
díxico a outras substâncias, pontificaram 
as experiências da junção ao meio do ace­
ta to  de tálio, idealizado por Kramer e Jo-

nes (21) e Hofer (15), assim como uma 
nova agregação representada pela reunião 
do sulfocianeto de potássio à tripaflavina, 
de acordo com as experiências encetadas 
por Bockemiihl e colaboradores (4).

Considerando portanto esta linha de 
investigação, foram efetivadas, no presen­
te ensaio, algumas modificações no meio 
original de Ralovich, que consistiram nos 
seguintes aspectos: na  retirada da fórmu­
la, do soro norm al de cavalo; nas dimi­
nuições das concentrações do ácido nalidí- 
xico ê da tripaflavina; na  introdução do 
acetato de tálio; na  inclusão do extrato de 
levedura e finalmente, na utilização de um 
meio básico constante, representado pelo 
agar triptosado (Difco).

Muito embora o número de observações 
e os resultados auferidos nos isolamentos, 
não tenham  possibilitado, por ora, maiores 
considerações, destacamos no entanto, que 
a fórmula modificada foi capaz de melhor 
evidenciar, sob os aspectos numérico e pela 
facilidade de identificação, as colônias de 
Listeria. Infere-se do exposto, que tal re­
sultado, provavelmente se deve a determi­
nadas circunstâncias, como excelente li­
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mitação do crescimento exercida por esse 
meio modificado, sobre os microrganismos 
contam inantes.

Quanto à presença de Listeria monocy- 
togenes em fezes humanas, provenientes de 
indivíduos hígidos ou portadores de distúr­
bios gastro-entéricos, merecem ser consig­
nados os achados resultantes das investi­
gações de Bojsen-Moller (6, 7, 8), de Kam- 
pelmacher e Noorle Jansen (18, 19), de Ra­
lovich e colaboradores (27, 28) e de Ortel 
(25), em que de acordo com os dados obti­
dos, foram assinaladas, como porcentagens 
extremas de isolamento, as freqüências en­
tre 4,8 a 20,1%.

Confrontando todos esses inquéritos, ve­
rifica-se que um dos trabalhos realizados 
por Kampelmacher e Jansen (19), se des­
tacou pela elevada freqüência de reconhe­
cimento da Listeria, em apenas 52 fezes 
pesquisadas e provenientes de funcionários 
de um laboratório de Saúde Pública local. 
Foram encontrados, nessa amostragem, 36 
portadores de Listeria (69,2%) não de­
monstrando, curiosamente, nenhum a pre­
dominância nos isolamentos entre o grupo 
de laboratoristas (tendo contato freqüente 
com Listeria) sobre o m aterial do pessoal 
de escritório (sem contato com Listeria); 
salientam, ainda, a ocorrência em várias 
oportunidades, de uma mesma pessoa car­
rear concomitantemente dois tipos soroló- 
gicos distintos. Concluindo, assinalam que 
a alta freqüência de isolamentos- decorreu 
principalmente da utilização de oito amos­
tras de fezes, de cada indivíduo.

Este fato mais uma vez veio atestar a 
tese emitida por Jessen e Bojsen-Moller 
(16) e Bojsen-Moller (7, 8), que baseados 
nos resultados de exaustivos ensaios nesse 
campo, avaliaram que na população hu ­
m ana da Dinamarca o número de pessoas 
excretoras de Listeria, através das fezes, 
estivessem em torno de 1%, ou mesmo, em 
determinadas condições ecológicas, a tin ­

gissem a uma incidência bem mais eleva­
da. Cabe, portanto, aos autores citados, o 
grande mérito de provar conclusivamente, 
que o trato  intestinal desempenha, do pon­
to de vista bacteriológico e epidemiológico, 
uma função de um dos mais destacados, ou 
mesmo, o principal ponto de localização da 
Listeria, nas diferentes espécies animais.

Aliás, cumpre destacar que a possibili­
dade do trato  intestinal representar a por­
ta  de entrada e de localização da Listeria 
monocytogenes tinha sido sugerida por

Murray, Webb e Swann (24), já  em 1926. 
Esta hipótese recebeu posteriormente apoio 
através das confirmações das experiências 
perpetradas por Julianelle (17), Rolle e 
Mayer (29) e por Osebold (26). Também 
encontramos na literatura citações sobre a 
ocorrência de diarréia entre os pacientes 
acometidos de listeriose (30, 31).

Em relação às três amostras isoladas na 
presente investigação, salienta-se que estas 
adviram de indivíduos adultos, todos situa­
dos na mesma faixa etária (20-29 anos), 
sendo dois representantes do sexo masculi­
no e uma do feminino. Eram portadores 
de problemas da esfera gastro-entérica, 
não tendo sido, porém, evidenciado em ne­
nhum a oportunidade a presença de ente- 
robactérias patogênicas (Salmonella, Shi- 
gella ou Escherichia), bem como, as pesqui­
sas de formas vegetativas, de cistos de pro- 
tozoários e de ovos de helmíntos, redun­
daram  negativas.

Por outro lado, a determinação do tí­
tulo de anticorpos séricos, em dois dos 
portadores de Listeria (amostras n.°s 16/72 
e 93/72), caracterizaram -se por títulos re­
lativam ente altos e com acentuado grau de 
especificidade para o tipo sorológico, que, 
de acordo com a orientação imprimida por 
Seeliger (30), podem ser interpretados co­
mo positivos, sugerindo um estado de 
natureza infecciosa determinado pela pre­
sença da Listeria.

Quanto aos resultados alcançados na 
determinação da sensibilidade das amos­
tras diante dos antibióticos e quimioterá- 
picos, dem onstraram  um a nítida concor­
dância dos achados com aqueles obtidos 
por Bojsen-Moller, acentuando-se parti­
cularmente a resistência apresentada pelas 
amostras à poliximina, à bacitracina e ao 
àcido nalidíxico. Da mesma forma, o com­
portam ento irregular das reações em pre­
sença da kanamicina e da meticilina, tam ­
bém são dados que se assemelham com as 
observações do autor supracitado.

Finalmente, em dois dos portadores de 
Listeria (das amostras n.°s 16/72 e 93/72) 
foi possível obter algumas informações re­
lacionadas às condições sanitárias do meio 
de suas convivências. Todavia, nenhum 
esclarecimento de maior vulto pode ser re­
lacionado ao problema epidemiológico em 
questão, uma vez que não foram relatadas 
circunstâncias que comprovassem, por 
exemplo, a existência ou o contato com 
qualquer espécie animal, ou da presença
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entre os membros mais próximos da fa ­
mília, de algum elemento com os mesmos 
problemas entéricos, ou que algum tenha 
relatado história recente ou passada da 
ocorrência de abortos habituais ou que 
ainda, tenham  tido ou tenham , atividades 
profissionais que envolvam contatos com 
produtos de origem animal.
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S U M M A R Y

The occurrence of Listeria in faeces was investigated in  107 samples of 
per sons w ith enteric disturbance. For e7irichment, Tryptose Phosphate broth 
was useã anã incubated at 4°C for 4 weeks. Subsequent at the cold-enrich- 
ment, the cultures were streaked on plates of four selective media: Tryptose 
agar w ith 5 m cg/m l of polymyxin B; Tryptose agar w ith 50 m cg/m l of nali- 
dixic acid; Trypaflavin-Nalidixic acid, described by Ralovich anã a moãifica- 
tion introãuceã in the last médium (Tryptose agar containing 40 m cg/m l of 
naliãixc acid, 50 m cg/m l of tallous acetate and 25 m cg/m l of trypaflavin). 
Identification of suspected colonies was read under a scanning microscope using 
the oblique light technique accoráing to Henry (14).

In  three of these faecal specimens, Listeria was isolateã: two strains 
belongeã to serotype 4b against only one to type l/2a.
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