PESQUISA SOBRE A OCORRENCIA DE LISTERIA
MONOCYTOGENES EM FEZES HUMANAS -

Ernesto Hofer **

Foi pesquisada em 107 amostras de fezes procedentes de individuos com dis-
turbios intestinais a presenca de Listeria monocytogenes.
Como processo de enriquecimento, as fezes foram semeadas em caldo

triptose fosfatado e mantidas a 4°C durante 1 més.
foram os espécimes semeados em quatro meios selelivos:

Ao findar este prazo,
1) Agar triptosado

com 5 meg/ml de Polimixina; 2) Agar triptosado com 50 cmg/ml de dcido
nalidixico, 3) Meio de Ralovich e cols (Agar com 5% de soro normal de
cavalo, acrescido de 50 mcg/ml de dcido nalidixzico e 50 mcg/ml de tripaflavina
(Bayer); 4) Uma modificac@o do meio de Ralovich (Agar iriptosado, contendo
40 mcg/ml de dcido nalidixico, 50 mcg/ml de acetato de tdlio, 25 mcg/ml de
tripaflavina e 03% de exirato de levedura).

Para reconhecimento das colonias suspeitas nos diferentes meios, fez-se
uso da tlécnica de Henry. A identificagdo primdria se baseou mna observacdo
da motilidade e nas caracteristicas morfotintoriais, sendo a seguir, confirmada

alravés das provas bioquimicas e sorolégicas.
Trés amosiras de Listeria monocytogenes foram isoladas, caracterizando-
-se duas no sorotipo 4b e uma no tipo 1/2a.

No transcurso do ultimo decénio desen-
volveram-se inumeras investigagbes, que
visaram primordialmente esclarecer os va-
rios aspectos obscuros e controvertidos da
epidemiologia da listeriose humana e ani-
mal (3, 5, 13, 22). Assim, acumularam-se
novas e interessantes observagoes sobre ou-
tras fontes de infeccdo até entio desco-
nhecidas, sobre os possiveis mecanismos
envolvidos na transmissao da Listeria e que
culminaram, gracas aos ensaios bacterio-
16gicos, na caracterizacdo de outra impor-
tante via de eliminagdo do microrganismo,

aguela exatamente efetivada através do
trato gastro-entérico (7, 8, 16).

Esses dados vieram a se constituir em
provas fundamentais para o reconheci-
mento definitivo da importiancia desempe-
nhada pela via entérica, como ponto de
localizacdo e de provavel manutencio 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 duavida alguma
decorreu do aperfeicoamento das técnicas
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bacteriolégicas utilizadas para o isolamen-
to desse microrganismo, tendo como mar-
co inicial desta fase a descricio do meio
contendo acido nalidixico, por Beerens e
Tahon-Castel (2). Paulatinamente, novos
ensaios foram realizados nesse campo, des-
tacando-se as investigacées de Kramer e
Jones (21) e mais recentemente de Ralovich
e colaboradores (28), que obtiveram meios
de elevado grau de seletividade para o
isolamento de Listeria.

Considerando a importancia atual do
problema, aliada & auséncia de investiga-
¢oes gue tivessem assinalado este aspecto
em nosso meio, motivou-nos a execucao
desse levantamento em amostras de fezes,
assim como possibilitou-nos uma pequena
avaliacdo do comportamento de diferentes
meios seletivos para o isolamento de Lis-
teria monocytogenes.

MATERIAL E METODOS

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

Os espécimes, apds homogeneizacdo e
diluicao em caldo triptosado na proporcao
de duas algas de 4 mm de didmetro do
material em 5 ml do meio, foram inocula-
dos em volumes de 0,5 ml em dois tubos,
contendo 10 m! de caldo triptosado e fos-
fato (Difco) e incubados a 4°C durante
trinta 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 meg/ml de sulfato de Poli-
mixina *; 2) Agar triptosado contendo
50 mcg/ml de acido nalidixico**; 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 meg/ml
de 4cido nalidixico); 4) Modificacao do
meio de Ralovich (Agar triptosado acres-

cido de: 0.3% de extrato de levedura, 40
meg/ml de acido nalidixico, 50 mecg/ml de
acetato de talio 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 aci-
do nalidixico, enquanto que, aquelas cons-
tituidas do meio de Ralovich e de sua mo-
dificacdo, permaneceram por 48 horas a
37°C. .

De um modo geral, as placas foram
ainda mantidas apés esta incubacio por
mais de 24 horas a temperatura ambiente
(entre 28 a 30°C), quando realmente se
efetivaram as leituras definitivas das
placas.

Como método para a selecko das cold-
nias, foi empregado o processo da ilumi-
nac¢ao obliqua de Henry (14), seguindo as
recomendagcdes descritas por Gray (12), no
qual sido consideradas colénias suspeitas
de Listeria, nos meios incolores, como no
caso daqueles constituidos de poliximina e
4cido nalidixico, todas as colonias que
apresentam uma tonalidade variavel do
azul acinzentado & luz transmitida.

Nos meios contendo a fripaflavina,
também se fez uso da técnica de Henry,
sendo isoladas apenas as colénias de co-
loracio amarelo esverdeada ligeiramente
fluorescentes a 1luz direta, de superficie
lisa, nao elevadas e transparentes, princi-
palmente nos bordos.

Apos 0 reconhecimento preliminar, es-
sas coldonias foram isoladas, semeando-as
para tubos contendo agar semi-solido (cal-
do triptosado fosfato, Difco, com 0,4% de
agar) e caldo triptosado, permanecendo &
temperatura ambiente (28-30°C) entre 48
a 96 horas.

Aquelas amostras isoladas que revela-
ram a mobilidade caracteristica do género
Listeria, foram a seguir, analisadas em suas
propriedades morfo-tintoriais (peguenos
bacilos ou forma cocoide, Gram-positivos);
e bioquimicas, adotando-se as recomenda-
coes técnicas de Seeliger (30), Bojsen-
-Moller (8) e Larsen (22). Somente apoés
a execucao e leitura das provas bioquimi-
cas, foram as amostras tipificadas sorolo-
gicamente, de acordo com o0 processo de
Donker-Voet (9, 10).

* Sulfato de Polimixina B-Pifzer Quimica do Brasil.
**  Acido nalidixico-semlero la Wintrop Products Inc.
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A sensibilidade aos antibioticos foi in-
vestigada através do processo de difusio
pelo sistema dos discos impregnados,.
(Multodiscos Oxoid, tipo Standard, cédigo
n.° 2033 E), acrescidos ainda dos seguin-
tes discos isolados: Gentamina (Difco),
Bacitracina (B-D Msérieux), Kanamicina
(Difco), Neomicina (Difco); Acido nalidi-
xico (Difco); Polimixina B; Heclox (La-
borterapica Bristol) e Cefalotina soélida
(Lilly) .

O meio de cultura ‘esteve representado
pelo D.S.T. Agar Base (Oxoid), enquanto
que, o indculo, a incubacdo e a leitura,
obedeceram a orientacdo dada por Bojsen-
-Moller (8).

RESULTADOS

Nos 107 exames efetuados, foram iso-
ladas, em trés oportunidades, Listeria mo-
nocytogenes, reconhecidas preliminarmen-
te sob o ponto de vista biogquimico e iden-
tificadas de modo conclusivo, por meio da
técnica de aglutinacdo lenta, como per-

tencentes aos sorotipos 4b (amostras
nos 16/72 e 93/72) e 1/2a (amostra
ne 41/72).

Em relacio 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
trés amostras ora estudadas. Situando-se
em plano secundario, tem-se a férmula
original, descrita por Ralovich e colabora-
dores, propiciando o reconhecimento de
Listeria em duas oportunidades, repre-
sentadas pelas amostras dos sorotipos 1/2a
(41/72) e 4b (93/72). Finalmente, assina-
la-se a posicao ocupada pelo meio com
acido nalidixico, que revelou, em uma Uni-
ca ocasido, a presenca de Listeria (amostra
93/72) .

Convém salientar que a existéncia de
numerosas colénias de microrganismos,
principalmente representantes dos géneros
Pseudomonas e Proteus, constituiram-se
na causa primordial da total ineficiéncia
do meio contendo polimixina, no presente
ensaio.

No que tange aos meios contendo tri-
paflavina, embora nio tenham evidencia-
do uma erradicagdo absoluta dos conta-
minantes mais comuns, foram no entanto
capazes de restringir a tal ponto o cresci-
mento- da flora de associagdo, refletindo,

_este aspecto no discreto nimero de cold-

nias de tais microrganismos, que sempre
evidenciaram uma. posicio de inferiorida-
de quando confrontados aos de Listeria.

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

Quanto ao aspecto da sensibilidade aos
antibioticos e quimioterapicos, os resulta-
dos encontrados podem ser apreciados na
tabela II.

A determinacao do teor de aglutininas
anti-listeria nos soros dos portadores sé
foi efetivada apds o isolamento dos mi-
crorganismos, isto é, aproximadamente dois
meses ap6s o inicio das coproculturas.
Cumpre ainda destacar que somente se
obtiveram os soros de dois dos portadores
referentes as amostras n.os 16/72 e 93/72.

Os antigenos utilizados para a execucao
desta determinacao (prova de aglutinacao
lenta) foram de natureza somatica e pro-
piciaram os resultados que estdo assina-
lados na tabela III.

DISCUSSAO

Ja se tornou notério entre os estudio-
sos desse microrganismo. que este. podera
sem a intervencao de grandes recursos téc-
nicos, ser isolado com relativa facilidade
de determinados materiais, como por
exemplo. do liquor, de sangue ou do me-
conio, normalmente isentos de germes
contaminantes.

A presenca do crescimento concomitan-
te desses microrganismos  tende a exer-
cer uma extraordinaria interferéncia nas
fases de reconhecimento e isolamento de
colonias suspeitas de Listeria, principal-
mente se os meios estao desprovidos de
uma substancia qualquer, de natureza im-
pediente, controladora ou inibidora do
crescimento da flora de associacio.

Acresce ainda mais a importancia des-
se preblema, gue muites dos microrganis-
mos considerados contaminantes elaboram
nas diferentes fases do crescimento, subs-
tancias com caracteristicas peculiares, que
podem exercer uma atividade inibitéria no
desenvolvimento normal das listerias, fe-
ndémeno este por sinal estudado detalha-
damente por Larsen (22). o

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

Comportamento bioquimico das amostras isoladas

AMOSTRAS

16/72

41/72 93/72

Arabinose
Dulcitol
Galactose
Glicose
Lactose
Maltose
Manitol
Mannose
Rhamnose
Salicina
Sorbitol
Sacarose
Xilose
Indol

H,S

vM

VP (Barrit)
Catalase
Mobilidade
(30°C)

l

+ 4+ 4+

l
I

+4+F ] 4+
a
SR S B S o

4-4d
+11d

|+ +
gda
l

l

]
4

+: Reac¢do positiva.
—: Reacao negativa.

principais fatores determinantes do pouco
éxito na identificacio dessa bactéria, a par-
tir de coproculturas.

Deve-se também levar em consideracio,
aliado ao detalhe supracitado, que a pre-
senca de Listeria nas fezes provavelmente
se faz em nimero sempre hem inferior aos
dos germes saprdéfitas, assim como a sua
capacidade de adaptacdo e multiplicacio
nos meios de cultura se realizam de modo
muito mais vagaroso que a maioria dos
contaminantes.

Com o intuito de contornar tais proble-
mas, inimeras foram as tentativas que se
concentraram em investigar o comporta-
mento da Lisieria diante de certas subs-
tancias que tivessem a propriedade de res-
tringir ou suprimir o crescimento da flora
contaminante. Assim, na evolucio desse
aspecto, inicialmente foram experimenta-
das elevadas concentracoes de cloreto de
s6dio (32), passando a seguir para as uti-
liza¢Oes do telurito de potassio (11,30), do

alcool fenil etilico, isolado ou associando-o
ao cloreto de litio e a glicina (1,23), até
que em épocas mais recentes surgiu a
incorporacio aos meios, de certos antibi6-
ticos, como a poliximina B (5,6) e o acido
nalidixico (2).

Sem sombra de duavida, o advento do
recurso de meios seletivos contendo anti-
biéticos veio a se constituir no ponto de
maior aperfeicoamento para as investiga-
¢oes atuais, que por ora se concentram em
analisar com minicias a distribuicado de
Listeria monocytogenes 'em varios ambitos,
possibilitando inclusive a Bojsen-Moller (8)
isolar com relativa facilidade esta bactéria
de fezes de individuos de espécie humana,
normais e doentes.

Com a generalizagdo do emprego do
meio & base de acido nalidixico, surgiram
maiores oportunidades de ensaiar sua com-
binacao a outros elementos, com diferentes
espectros de impediéncia, com intuito pre-
cipuo de obter um meio de elevada seleti-
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TABELA II

Sensibilidade aos antibioticos e quimioterapicos das amostras isoladas

AMOSTRA
Concentracao
16/72 41/72 93/72
i
Bactrim 25 mcg S S ‘ S
Ampicilina 2 meg S S S
Cloranfenicol 10 mcg S S S
Penicilina 15T S S S
Meticilina 10 mcg S S PS
Eritromicina 10 mcg S S S
Tetraciclina ‘ 10 mcg S S S
Sulfadiazina i 50 mcg s S s
Gentamicina 10 meg ) S S
Acido nalidixico 30 mceg R R R
Kanamicina 30 mcg PS S PS
Polimixina B 50 meg R R R
Bacitracina 5 U. R R R
Celafotina 30 meg S S S
Heclox * S S S

S = Sensivel

PS = Pouco sensivel

R = Resistente.

* Constituicao de 25 meg de Hetaciclina e 12,5 mcg de dicloxacilina.

TABELA III

+ Determinacio da nivel de aglutininas anti-
-Listeria dos soros 16/72 e 93/72.

SOROS

ANTIGENGCS

4b 16/72 Y3/72
1/2a — 1/20 1/10

i

43 1/20 1/20 1/20
4b 1/320 1/160 1/320
vidade. Dentre todas as substancias tes-

tadas, merece um destaque especial a tri-
paflavina, cuja observac¢ao inicial se deve
a Ralovich e colaboradores (28). Ainda
no que tange a associacao do acido nali-
dixico a outras substancias, pontificaram
as experiéncias da jungao ao meio do ace-
tato de talio, idealizado por Kramer e Jo-

nes (21) e Hofer (15), assim como uma
nova agregacio representada pela reunido
do sulfocianeto de potassio & tripaflavina,
de acordo com as experiéncias encetadas
por Bockemiihl e colaboradores (4).

Considerando portanto esta linha de
investigacdo, foram efetivadas, no presen-
te ensaio, algumas modifica¢gbes no meio
original de Ralovich, que consistiram nos
seguintes aspectos: na retirada da férmu-
la, do soro normal de cavalo; nas dimi-
nui¢des das concentragdes do acido nalidi-
xico e da ftripaflavina; na introdugio do
acetato de talio; na inclusdo do extrato de
levedura e finalmente, na utilizacao de um
meio basico constante, representado pelo
agar triptosado (Difco).

Muito embora o nimero de observacdes
e os resultados auferidos nos isolamentos,
nio tenham possibilitado, por ora, maiores
consideracdes, destacamos no entanto, que
a férmula modificada foi capaz de melhor
evidenciar, sob os aspectos numeérico e pela
facilidade de identificacdo, as colénias de
Listeria. Infere-se do exposto, que tal re-
sultado, provavelmente se deve a determi-
nadas circunstancias, como excelente li-
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mitacao do crescimento exercida por esse
meio modificado, sobre os microrganismos
contaminantes.

Quanto & presenca de Listeria monocy-
togenes em fezes humanas, provenientes de
individuos higidos ou portadores de distir-
bios gastro-entéricos, merecem ser consig-
nados os achados resultantes das investi-
gacoes de Bojsen-Moller (6, 7, 8), de XKam-
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 freqgiiéncias 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 freqiiéncia de reconhe-
cimento da Listeria, em apenas 52 fezes
pesquisadas e provenientes de funcionarios
de um laboratério de Saude Publica local.
Foram encontrados, nessa amostragem, 36
portadores de Listeria (692%) nao de-
monstrando, curiosamente, nenhuma pre-
dominancia nos isolamentos entre o grupo
de laboratoristas (tendo contato freqiiente
com Listeria) sobre o material do pessoal
de escritério (sem contato com Listeria);
salientam, ainda, a ocorréncia em varias
oportunidades, de uma mesma pessoa car-
rear concomitantemente dois tipos sorol6-
gicos distintos. Concluindo, assinalam que
a alta freqiiéncia de isolamentos. decorreu
principalmente da utilizacdo de oito amos-
tras de fezes, de cada individuo.

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 populacdo hu-
mana da Dinamarca o0 numero de pessoas
excretoras de Listeria, através das fezes,
estivessem em torno de 1%, ou mesmo, em
determinadas condi¢cdes ecolégicas, atin-
gissem a uma incidéncia 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 bacteriolégico e epidemiologico,
uma funcao de um dos mais destacados, ou
mesmo, 0 principal ponto de localizagao da
Listeria, nas diferentes espécies animais.

Alias, cumpre destacar que a possibili-
dade do trato intestinal representar a por-
ta de entrada e de localiza¢io da Listeria
monocylogenes tinha sido sugerida por

Murray, Webb e Swann (24), ja em 1926.
Esta hip6tese recebeu posteriormente apoio
através das confirmacoes das experiéncias
perpetradas por Julianelle (17), Rolle e
Mayer (29) e por Osebold (26). Também
encontramos na literatura citagdes sobre a
ocorréncia de diarréia entre os pacientes
acometidos de listeriose (30, 31).

Em relacao as trés amostras isoladas na
presente investigacdo, salienta-se que estas
adviram de individuos adultos, todos situa-
dos na mesma faixa etaria (20-29 anos),
sendo dois representantes do sexo masculi-
no e uma do feminino. Eram portadores
de problemas da esfera gastro-entérica,
nao tendo sido, porém, evidenciado em ne-
nhuma oportunidade a presenca de ente-
robactérias patogénicas (Salmonella, Shi-
gella ou Escherichia), bem como, as pesqui-
sas de formas vegetativas, de cistos de pro-
tozoarics e de ovos de helmintos, redun-
daram negativas.

Por outro lado, a determinacido do ti-
tulo de anticorpos séricos, em dois dos
portadores de Listeria (amostras n.os 16/72
e 93/72), caracterizaram-se por titulos re-
lativamente altos e com acentuado grau de
especificidade para o tipo sorolégico, que,
de acordo com a orientacio imprimida por
Seeliger (30), podem ser interpretados co-
mo positivos, sugerindo um estado de
natureza infecciosa determinado pela pre-
senc¢a da Listeria.

Quanto aos resultados alcancados na
determinac¢do da sensibilidade das amos-
tras diante dos antibioticos e quimiotera-
picos, demonstraram uma nitida concor-
dancia dos achados com aqueles obtidos
por Bojsen-Moller, acentuando-se parti-
cularmente a resisténcia apresentada pelas
amostras & poliximina, & bacitracina e ao
acido nalidixico. Da mesma forma, o com-
portamento irregular das reag¢des em pre-
senca da kanamicina e da meticilina, tam-
bém sao dados que se assemelham com as
observacgdoes do autor supracitado.

Finalmente, em dois dos portadores de
Listeria (das amostras n.os 16/72 e 93/72)
foi possivel obter algumas informacdes re-
lacionadas as condicdes sanitarias do meio
de suas convivéncias. Todavia, nenhum
esclarecimento de maior vulto pode ser re-
lacionado ao problema epidemiolégico em
questao, uma vez que ndo foram relatadas
circunstéancias que comprovassem, por
exemplo, a existéneia ou o contato com
qualquer espécie animal, ou da presenca
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entre os membros mais préximos da fa-
milia, de algum elemento com os mesmos
problemas entéricos, ou que algum tenha
relatado histéria recente ou passada da
ocorréncia de abortos habituais ou que
ainda, tenham tido ou tenham, atividades
profissionais que envolvam contatos com
produtos de origem animal.
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SUMMARY

The occurrence of Listeria in faeces was investigaled in 107 samples of
persons with enteric disturbance. For enrichment, Tryptose Phosphate broth
was used and incubated ot 4°C for 4 weeks. Subsequent at the cold-enrich-
ment, the cultures were streaked on plates of four selective media: Tryptose
agar with 5 mcg/ml of polymyxin B; Tryplose agar with 50 mcg/ml of nali-
dizic acid; Trypaflavin-Nalidixic acid, described by Ralovich and a modifica-
tion introduced in the last medium (Tryptose agar containing 40 mcg/ml of
nalidize acid, 50 mcg/ml of tallous acetate and 25 mcg/ml of trypaflavin).
Identification of suspected colonies was read under a scanning microscope using
the oblique light technique according to Henry (14).

In three of these faecal specimens, Listeria was isolated: two strains
belonged to serotype 4b against only one to type 1/2a.
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