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RESUMO: Foi realizada pesquisa sistemática em 1008 amostras de
líquidos cefalorraquidianos, turvos e purulentos, no período de novem-
bro de 1973a junho de 1974,no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, Brasil,
que demonstraram ausência de outros microrganismos, no intuito de
esclarecer a participação de Listeria monocytogenes. Todas as amostras
foram incubadas nas temperaturas de 4 e 15°C, tendo sido isolada esta
bactéria em 4 amostras; em uma delas, apenas a 4'°C,em duas, apenas
a 15°Ce, em uma, em ambas as temperaturas. A quase totalidade, foi
isolada após uma semana de incubação a baixa temperatura.

Três amostras pertenciam ao sorotipo L 1/2a e uma ao L 4/b.

DESCRITORES: meningite por Listeria; Listeria monocytogenes;
líquido cefalorraquidiano, isolamento de Listeria monocytogenes.

INTRODUÇÃO ou não, apresenta sérias dificuldades devi-
das principalmente à peculiaridade inerente
ao seu primo isolamento.

A despeito das inúmeras descrições re-
velando o crescente aumento da f'reqüênoia
do encontro de Listeria monocytogenes na
natureza 3, 17, ainda assim, o seu isola-
mento de espécimes clínicos, contaminados

Contornada essa situação, o microrga-
nismo desenvolve-se com extrema facilidade
nos meios artificiais comumente emprega-
dos, à temperatura de 37°C.

* Realizado na Sf'ção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, S.P., e no De-
partamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, GB.

* * Do Instituto Adolfo Lutz.

* * * Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz.

101



TAKEUCHI, C.; PESSôA, G.V.A.; HOFER, E.; MELLES, C.E.A. & RASKIN, M. - Isolamento
de Listeria monocytogenes de líquido cefalorraquidiano. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 34: 101-
107, 1974.

A técnica de crio-enriquecimento em
temperaturas de 4°C é considerada de fun-
damental importância no isolamento dessa
bactéria, segundo vários autores 1,3,4,5,8,10,

11,13,17, embora DESPIERRES4 tenha utili-
zado e preconizado a temperatura de 15°C,
como ideal para o enriquecimento de Lis-
teria, em material altamente contaminado.

Com o intuito de esclarecer a partici-
pação deste microrganismo na etiologia das
meningites purulentas, foi realizada na
Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz, São Paulo, durante o período de
novembro de 1973 a junho de 1974, uma
pesquisa sistemática em líquidos cefalor-
raquídianos (L.C.R.) oriundos de doentes
internados no Hospital Emílio Ribas, São
Paulo, nos quais os resultados demonstra-
ram ausência de outros agentes bacterianos,
normalmente detectados pelo esquema roti-
neiro adotado por esta Seção.

Considerando a importância do crio-
enriquecimento para o cultivo inicial de
L. monocuioçenes, foi ainda efetivada, no
transcurso deste levantamento, uma análise
confrontando o comportamento das tempe-
raturas de 4°C e 15°C, durante a fase do
isolamento primário.

MATERIAL E MÉTODO

Foram examinadas 1.008 amostras de
L.C.R., caracteristicamente turvos ou puru-
lentos, provenientes de doentes internados

* Tryptose Broth Difco.

* * Tryptose ágar Difco ,
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no Hospital Emílio Ribas. A totalidade
deste material não evidenciou crescimento
microbiano nos meios de cultura, utilizados
na rotina, para demonstrar a presença de
outras bactérias.

Alíquotas de 0,5 ml de L.C.R. foram
semeadas em duplicata, em tubos contendo
10 ml de caldo tríptose", com 0,5% de dex-
trose, sendo uma das amostras incubada
a 4°Ce outra a 15'ÜC,durante cinco semanas.
Dos meios semeados, foram retirados repi-
ques semanalmente e transferidos para
placas de ágar trtptose= e incubados a 37°C,
por 48 horas.

Para o reconhecimento e isolamento das
colônias lançou-se mão da técnica de GRAY7,
sendo a seguir analisadas sob o ponto de
vista morfo-tintorial e bioquímico.

Nas linhagens que se comportaram
como Listeria monocytogenes, fez-se a
caracterização sorológica, de acordo com
o processo descrito por DONKER-VOETG,
aliada à execução da prova de Anton, que
evidencia a ação patogênica experimental
desta bactéria.

RESULTADOS

Das 1008 amostras de L.C.R. estudadas
foram isoladas e identificadas 4 cepas de
Listeria monooutoçenes, que apresentaram
os seguintes caracteres morfológicos, cultu-
rais, bioquímicas e poder patogênico expe-
rimental, sumariados na tabela 1:
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TABELA 1

Caracteres morfológico, cultural, bioquímico e patogenicidade experimental das
4 cepas de Listeria monocytogenes isoladas

Gram
Flagelação (campo escuro)
Metabolismo respiratório
Crescimento em ágar nutriente
Hemólise em ágar sangue de carneiro
Motilidade a 37°C

a 22°C
Catalase
Oxidase
Nitrato redutase
Urease
H2S

Arabinose
Dextrina
Esculina
Glicose
Lactose
ONPG
Levulose
Maltose
Manitol
Ramnose
Sacarose
Salicina

Trealose
Prova de Anton

positiva
peritriquia
aeróbio,anaeróbio facultativo
colônias pequenas com bordos lisos
total (beta)
negativa
positiva
+

-to

+-

+ (sem gás)
+- (1)
-r-
+-
+-

+ (2)
+- (3)
-r-

+
positiva

+ ácido após 1 dia.
negativo após 30 dias.

(1) 2 amostras positivas em 5 dias, 2 amostras positivas em 10 dias.
(2) 1 amostra positiva em 3 dias.
(3) 1 amostra positiva em 3 dias, 3 amostras positivas em 10 dias.

A identificação sorológica efetuada re-
velou a presença de dois sorotipos distintos
(tabela 2):

As amostras identifica das nesta etapa
de trabalho, como prováveis pertencentes

ao sorotipo L lj2a (culturas números 121,
199 e 352), foram, em fase subseqüente,
analisadas diante dos antí-soros OH dos
tipos L lj2a e L 1j2b. Os resultados, obti-
dos na titulação dos antígenos flagelares,
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TABELA 2

Caracterização sorológica das amostras isoladas de Listeria monocytogenes

Antínegos somátícos
Antígenos
somáticos

L 1/2a I I I
L 4bL l/b L 4a

I

L 1/2a 1/640 1/320 - -
L 1/2b 1/320 1/1280 1/20 1/20
L 4a 1/20 1/20 1/1280 1/160
L 4b 1/40 1/20 1/80 1/1280

121 1/640 1/160 1/20 1/20
199 1/640 1/320 - 1/20
352 1/640 1/320 1/40 1/20
826 -

I
- 1/80 1/1280

TABELA 3

Distribuição dos sorotipos isolados segundo a idade e o sexo

Número das Idade
amostras Sorotipos (anos) Sexo

121 L 1/2a 57 Fem.
199 L 1/2a 1 Fem.
352 L 1/2a 39 Masc.
826 L 4b 12 Fem.

demonstraram que as cepas em questão
enquadram-se com uniformidade no soro-
tipo L 1/2a.

sorotipos de Listeria monocytogenes, cum-
pre ainda destacar os dados referentes à
idade e sexo dos portadores (tabela 3),
assim como os períodos em que foram
detectados após o enriquecimento nas duas
temperaturas empregadas (tabela 4):

Com referência a outros aspectos impli-
cados com o isolamento dos diferentes
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TABELA 4

Freqüência dos isolamentos das amostras nos diferentes períodos de
crio-enriquecimento e nas temperaturas empregadas

Número Presença de crescimento em semanas Temperaturas
das Soro-

amostras tipos l.a 2.' 3: 4." 5." -í°C 15°C

121 L 1/2a + + + + + +
199 L 1/2a + + + +
352 L 1/2a + + + +
826 L 4b + + + + +

+ positiva
negativa

DISCUSSÃO

As manifestações clínicas da listeriose
humana são extremametne variáveis, obser-
vando-se, no entanto, predominância de
localização no sistema nervoso central e,
neste, comprometimento preferencial das
meninges, de acordo com BUSCH3 e
SEELIGER15.

A Listeria monocytogenes pode advir
como agente secundário de diversas af.ec-
ções de natureza crônica, como soe acon-
tecer no transcurso da Doença de Hodgkin,
de outras neoplasias, no diabete mélito e
no lupus eritematoso. Por vezes, esta situa-
ção está intimamente relacionada com o
emprego de certos esquemas terapêuticos,
em que se faz uso de corticóides e de fár-
maco-imuno-depressores (GRABER et aliiõ,
BUCHNER & SCHNEIERSON2 e JOHNSON
& COLLEy12.

Um exemplo bem típico do problema
questionado refere-se ao achado de SUAS-
SUNA et alii16, que isolaram uma amostra
de Listeria monocutoçenes, caracterizada
como sorotipo L 1, de um caso de menin-
gite em paciente adulto e cujo diagnóstico
primário foi firmado como sendo linfoma.

Nos quatro casos em que foi isolada
Listeria, o quadro clínico era o de menin-
gite purulenta aguda, não tendo em nenhum
deles ocorrido a administração de drogas
imunodepressoras; todos os pacientes alcan-
çaram a cura clínica.

Embora seja restrito o número de
nossas observações, é interessante assinalar
que as amostras 352 e 826 foram isoladas
de pacientes pertencentes às faixas etárias
em que raramente é assinalada a presença
de Listeria como causa de meningite ou
meningoencefalite (BOJSEN-MÇJLLER1).

Outro aspecto a ser detalhado é o da
importância do crio-enriquecimento como
técnica prioritária para o isolamento dessa
bactéria, considerando que, na maioria das
vezes, a incubação do material a 37°C é
satisfatória para o seu pleno desenvolvi-
mento. Sem dúvida alguma, esta condição
cria sérios problemas para a adoção mais
imediata das medidas terapêuticas, tendo
em vista a demora do diagnóstico bacte-
riológico; todavia, nenhum outro recurso
laboratorial foi idealizado para contornar
este óbice, até o momento.

Verifica-se, pelos resultados expostos na
tabela 4, na incubação do material a baixa
temperatura, que a quase totalidade das
amostras de Listeria foi isolada após uma
semana de permanência e, curiosamente,
todas as amostras pertenciam ao soro tipo
L 1/2; cumpre também salientar que a tem-
peratura de 15°C evidenciou uma pequena
superioridade sobre a de 4!°C,no que tange
ao crescimento das amostras isoladas. Este
aspecto, por sinal, é dos mais controver-
tidos, tendo em vista as diferentes opiniões
emitidas, nas quais se encontram referên-
cias à temperatura ideal para Listeria
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monocytogenes, situada a 4°C, segundo
GRAY & KILINGER8, GRAY & STAFSETo
e BOJSEN-MlOLLER1;10oC, segundo WIL-
KINS et alii-ê: 15°C, segundo DESPIER-
RES4; 30'°C,segundo KRAMER & JONES14.

CONCLUSÕES

Pela primeira vez em São Paulo foi
conseguido o isolamento e a identificação

de Listeria monocytogenes entre 1008L.C.R.
turvos ou purulentos, provenientes do Hos-
pital Emílio Ribas. Dos quatro casos, três
pertenciam ao sorotipo L 1j2a e um ao L 4b.

Todos os pacientes apresentaram um
quadro clínico agudo de meningite puru-
lenta, tendo alcançado a cura.

Se bem que a casuístíca seja pequena,
o melhor resultado por nós obtido foi com
crio-enriquecimento à temperatura de 15'ÜC_
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SUMMARY: From November 1973to June 1974a systematic research
on 1008 samples of feculent and purulent cerebral spinal fluid was
carried out at the Instituto Adolfo Lutz. Such study was developed to
disclose the extension of the role of Listeria Monocitogenes in thís type
of infection. As a general result it was demonstrated that no other
micro-organisms took part in the process, All samples were incubated
from 4 samples only. In one of these samples isolation was made
at 4?C; in two other samples at 15°C and in the 4th sample isolation
was obtained at both temperatures.

In almost all cases bacteria was isolated after one week incubation
period under low temperature.

DESCRITORES: meningitis, Listeria; Listeria monocuioçenes; cere-
brospinal fluid, isolation of Listeria monocytogenes.
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