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ARTIGO/ARTICLE

Sorovares de Listeria monocytogenes e espécies relacionadas,
isoladas de material clinico humano

Serovars of Listeria monocytogenes and related species
isolated from human clinical specimens

Ernesto Hofer!, Cristhiane Moura Falavina dos Reis! e Cristina Barroso Hofer?

RESUMO

A andlise fenotipica de 255 amostras do género Listeria isoladas de material clinico humano, tanto de individuos doentes
(220-86,3%), como de aparentemente normais (35-13,7%) de virias regioes do pais e colecionadas no periodo de 1969 a
2000, permitiu caracterizar a distribuicdo de sorovares de Listeria monocytogenes. Nas faixas etdrias de 0 a 10 e de 41 a 60
anos, predominaram os isolamentos de liquido cefalorraquidiano sobre os de sangue, incluindo dos transplantados renais.
Somente dos hemocultivos foi possivel detectar os sete sorovares de Listeria monocytogenes. No computo geral, o sorovar 4b
foi 0 mais incidente (154-60,3%) secundado por '/,a (74-29%) nos trés decénios considerados, além de ocorrerem em
quase todas as regioes do pais. Os dados deste estudo evidenciaram a circulacio de L. monocytogenes na espécie humana,
provocando quadros graves de meningite e septicemia, bem como, revelando a figura do portador assintomdtico, razio pela
qual sdo recomendadas novas investigagoes bacterioldogicas, subsidiadas por andlises clinico-patologicas e epidemiologicas.

Palavras-chaves: Listeria. Espécies. Sorovares. Listeriose humana.

ABSTRACT

Using phenotype techniques, characterization was realized of species and serovars of 255 strains of Listeria isolated from human
material: 220-86.3% were from patients with possible invasive disease, while 35-13.7% were from colonized healthy individuals.
The strains were collected in several regions of Brazil from 1969-2000. In individuals aged 0-10 or 41-60 years old
Listeria monocytogenes was isolated more often in cerebral spinal fluid than in blood cultures, including samples from renal
transplant recipients. All Listeria monocytogenes serovars were detected in blood culture strains. The predominant serovars
characterized were 4b (154-60.3%) and '/, a (74-29%). In this study, Listeria monocytogenes causing invasive diseases, such as
meningitis or septicemia, or colonizing individuals, were identified. Consequently further studies focusing on clinical and pathological
as well as epidemiological issues, including risk factors associated with foodborne transmission should be pursued.

Key-words: Listeria. Species. Serovars. Human listeriosis.

Alisteriose humana tem como agente etiolégico a Listeria
monocytogenes um bastonete Gram-positivo, anaerébio
facultativo e ndo esporulado. O microrganismo estd
amplamente disseminado em natureza, envolvendo um
elevado niimero de fontes de infec¢io, incluindo o homem e
utilizando vdrios mecanismos de transmissao®.

A partir da década de 80 do século passado, foi
definitivamente demonstrada a veiculacdo da bactéria

através de inimeros alimentos, inclusive resultando em
alguns surtos de grande repercussdo”. £ provivel que a maioria
dos casos humanos esporddicos tenham como mecanismo de
transmissao da L. monocytogenes, os alimentos.

Diante das razdes expostas, depreende-se que um dos
pontos fundamentais no estudo da listeriose humana, reside
no seu diagndstico laboratorial, desde o isolamento até as
definicoes das espécies e sorovares do género Listeria.
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Tendo em vista as discretas referéncias sobre este aspecto em
nosso meio'' '* procurou-se nesta investigacio abordar
retrospectivamente, as ocorréncias de espécies e sorovares
isolados de espécimes clinicos, nos trés tltimos decénios.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 255 amostras de Listeria, isoladas de
diferentes materiais clinicos pelo préprio laboratério, assim
como de outras instituicdes do pais, durante o periodo
compreendido entre 1969, 1972 a 2000 (Tabela 1). Todas as
cepas estavam mantidas a temperatura de 4-8°C em tubos
contendo meio semi-s6lido em camada alta (Caldo Tryptose-
Difco ou similar acrescido de 0,4g% de agar-Difco ou similar),
vedados com rolhas de borracha esterilizadas.

A identificacfio fenotipica foi realizada com base nas
caracteristicas morfotintoriais (método de Gram), associada ao
perfil bioquimico de acordo com Rocourt cols?, incluindo-se
rotineiramente a pesquisa da catalase e o comportamento no
teste de CAMP com os indicadores — Staphylococcus aureus e
Rhodococcus equi.

Na caracterizagio antigénica dos sorogrupos e sorovares,
adotou-se a orientacio de Seeliger & Hohne*, recorrendo
a0s anti-soros somdticos e flagelares policlonais polivalentes
e monovalentes produzidos pelo Laboratério de Zoonoses
Bacterianas, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, R].

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa
EPI-INFO 2000 (CDC). Na andlise das varidveis categéricas
recorreu-se a0 teste exato de Fisher, bicaudal, sendo utilizado
nas varidveis continuas o teste de Mann-Whitney. Diferencas com
o valor de p< 0,05 foram consideradas significantes.

RESULTADOS

No periodo em questdo, foram analisadas 266 culturas
com um diagndstico presuntivo e/ou conclusivo de Listeria.
Destas, 255 confirmaram apds as andlises fenotipicas como
pertencentes 20 género e as espécies, representando 95,8%

de acertos. As onze cepas excluidas originaram-se de fezes
(5), secrecdo vaginal (4), liquido cefalorraquidiano (1) e
sangue (1), nas quais predominaram diplococos Gram-
positivos, imdveis e catalase negativos (8) e bastonetes Gram-
negativos fermentadores (3).

0s dados demogrificos obtidos resultaram das anotagdes que
acompanhavam as amostras, referindo principalmente a idade,
como pode ser observado na Tabela 1, onde foram relacionados
os grupos etdrios. J4 nas 165 amostras, em que estavam
consignados os sexos dos doentes e portadores, predominaram
os individuos do sexo masculino (95-57,5%) sobre as pacientes
(70-42,5%), mas sem significincia. Em ambos os parimetros,
assinala-se o problema da precariedade das informagdes, tendo
em vista que 77 (30,1%) pessoas na idade e 90 (35,3%) quanto
a0 sexo, foram rotuladas como sem identificagzo.

Como detalhe de importancia, verifica-se na Tabela 1 a
discreta predomindncia de L. monocytogenes nas faixas
etdrias extremas (0-10 anos: 20,4% e 44-60 anos: 28,7%),
embora nio apresentando diferencas significativas.

Quanto 2 origem geogrifica em relacio as fontes de
isolamento, destaca-se que as amostras oriundas dos Estados
de Sdo Paulo e Rio de Janeiro representaram 78,7% (201) da
amostragem analisada, bem como, é evidente a nitida
predomindncia das cepas de L. monocytogenes oriundas de
liquido cefalorraquidiano e de sangue, totalizando 217 (86,1%)
como mostra a Tabela 2.

Associando-se as distribuicdes das espécies e sorovares com
suas origens geograficas (Tabela 3), salienta-se a predominéncia
do sorovar 4b (154-60,3%), ocorrendo em todas as regides,
exceto na Bahia e tendo em segundo plano '/, a com 74 (29%)
amostras distribuidos na maioria dos estados. Os demais
sorotipos de L. monocytogenes apresentaram uma freqiiéncia
discreta (17-6,7%). Dentre os nove estados que encaminharam
as amostras, o sorovar 4b predominou em cinco regides,
enquanto o sorotipo '/, a sobressaiu no Parand e Bahia.

De forma similar, o confronto dos sorovares de
L. monocytogenes com as fontes de isolamento (Tabela 4),
evidencia a nitida predominancia do tipo 4b nos liquidos
cefalorraquidianos, enquanto nos isolamentos de hemocultivos,

Tabela 1 - Relacio de grupos etdrios com as fontes de isolamento de membros do género Listeria isolados no periodo de 1969-1972-2000.

Grupos etdrios Fontes de isolamento Total
(anos) LCR* sangue  sangue** fezes  secrecdo vaginal adenite cervical  figado (bidpsia)  lesdo cutdnea ne %
0-1 18 10 28 11,0
2-10 13 8 2 1 24 9,4
11-20 5 1 1 7 2,7
21-30 8 3 3 4 18 7,1
31-40 8 4 5 8 3 28 11,0
41-50 15 7 4 10 1 37 14,5
51-60 20 10 1 4 1 36 14,2
S/ identificagio 53 24 77 30,1
Total n° 140 67 10 28 7 1 255 100,0
% 54,9 26,2 11,0 4 2,7 0,4 0,4 0,4

*Liquido cefalorraquidiano.**Transplantados renais.
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Tabela 2 - Freqiiéncia de membros do género Listeria em espécimes clinicos e distribuidos segundo a origem geogrifica.

Fontes de isolamento Unidades Federadas* Total

PE BA GO DF MG RJ N PR RS n° %
LCR 7 3 3 31 86 8 2 140 54,9
Sangue 6 2 1 24 24 8 2 67 26,2
Sangue (transplantados) 3 7 10 40
Fezes 10 15 3 28 11,0
Secrecdo vaginal 2 5 7 2,7
Adenite 1 1 0,4
Figado 1 1 0,4
Lesdo cutinea 1 1 0,4
Total n® 15 2 10 4 3 81 120 16 4 255 100,0

% 5,9 0,8 4,0 1,6 1,2 31,7 47,0 6,2 1,6

*PE: Pernambuco; BA: Bahia; GO: Goids; DF: Distrito Federal; MG: Minas Gerais; R]: Rio de Janeiro; SP: $do Paulo PR: Parand; RS: Rio Grande do Sul.

Tabela 3 - Distribuicdo das espécies e sorovares de Listeria isolados de material clinico humano segundo a origem geogrifica (estados).

Estados Listeria monocytogenes Listeria innocua Total

Vi Yib Yic 3a 4a 4ab 4b 6a 6b Nt<  Listeria grayi — n® %
Pernambuco 4 1 2 8 15 59
Bahia 2 2 0,8
Goids 1 3 1 1 4 10 4,0
Distrito Federal 2 2 4 1,6
Minas Gerais 3 3 1,2
Rio de Janeiro 24 4 1 2 45 3 1 81 31,7
Sao Paulo 28 1 4 87 120 47,0
Parand 11 1 4 16 6,2
Rio Grande do Sul 2 2 4 1,6
Total n° 74 6 1 1 2 154 4 255 100,0

% 29 2,4 0,4 0,4 0,8 2,7 00,3 1,60 0,4 0,4 1,6

*Nao tipvel
Tabela 4 - Distribuicio das espécies e sorovares de Listeria segundo as fontes de isolamento.
Fontes Listeria monocytogenes Listeria innocua Total

Yia b Ve 3a 4a 4ab 4b 6a 6b Nt*  Listeria grayi ~ n® %
LCR 36 1 1 102 140 54,9
Sangue 29 3 1 1 1 3 29 67 26,2
Fezes 5 2 1 11 3 1 1 4 28 11,0
Sangue** 2 1 7 10 40
Secrecio vaginal 2 2 2 1 7 2,7
Adenite 1 1 0,4
Figado 1 1 0,4
Lesdo cutdnea 1 1 0,4
Total 74 6 1 1 2 7 154 4 1 1 4 255 100,0

*Nao tipavel. **Transplantados renais

incluindo dos transplantados renais, se tem um equilibrio entre
os sorovares 4b e '/,a, mas tendo uma diferenga significativa
para o primeiro tipo (p=0,004). Ao se comparar com o total de
isolamentos, a diferenca da distribuicdo entre as amostras
isoladas de liquor e sangue é estatisticamente significante
(p=0,04).

Todavia, apenas do sangue foi possivel identificar todos
os sete sorovares de L. monocytogenes caracterizados.

Na distribuicdo grifica das freqiiéncias das listérias, mas com
énfase nos sorovares mais incidentes nos trés decénios (Figura 1),
ficou evidente a predominancia do sorovar 4b em todas as fases,
em particular no periodo de 1969-1978, que estatisticamente
foi mais significante em confronto com os demais decénios
(p=0,02). £ interessante que na etapa de 1980-1989, a
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Figura 1 - Freqiiéncia dos sorovares prevalentes de Listeria monocytogenes
(1/2a e 4b) em relagio aos demais sorotipos (1/2b, 1/2c, 3a, 4a, 4ab)
e as espécies Listeria innocua e Listeria grayi.
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relagio entre os sorotipos 4b e '/, a, foi mais estreita, como
resultado da maior recepcio de cepas dos estados do Parana
e Rio de Janeiro, pertencentes ao dltimo sorovar.

DISCUSSAO

A listeriose é relativamente rara em criangas e adultos
imunocompetentes, razao pela qual apresenta discreta incidéncia
na maior parte do mundo. Talvez em decorréncia desse fato,
poucas foram as dreas que se detiveram em estudar o problema,
citando-se como modelo as andlises realizadas nos Estados
Unidos da América em 1986, envolvendo cinco regides, que
indicaram uma incidéncia anual de 0,7 casos por 100 mil
habitantes. A taxa mais elevada se concentrou na listeriose
perinatal com 12,7 casos por 100 mil nascidos vivos, embora
em Los Angeles foi significativamente mais alta, com 23,7/100
mil*2. Com as medidas preventivas de educacio sanitdria adotadas
no periodo de 1989-1993, houve uma acentuada queda da
incidéncia da listeriose, segundo Tappero cols®.

Na Europa, representada pela Gra-Bretanha, Franca e
Alemanha, os cdlculos revelaram a ocorréncia de 2 a 3 casos
por milhdo de habitantes, de acordo com as citacGes
de McLauchlin® e Buchanan cols®. Ndo obstante o total
desconhecimento da incidéncia da listeriose humana em nosso
meio é admissivel supor que nas regides sul e sudeste, onde a
freqiiéncia de isolamentos de L. monocytogenes de casos clinicos
tem sido mais comum" ' a taxa seja similar as situagdes
supramencionadas.

J4 nas populacdes de maior risco, imunocomprometidos
e que podem atingir até 20% da populacdo total de um pais
desenvolvido® e que estdo representados pelas gestantes,
neonatos, transplantados renais, pacientes aidéticos, HIV
infectados e com neoplasias, além de uma gama imensa de
doencas cronico-degenerativas envolvendo principalmente
idosos, as incidéncias variaram entre 200 casos por 100 mil
pacientes transplantados renais® a 52 e 115/100 mil

pacientes HIV infectados e com AIDS, respectivamente'®.

Uma das dificuldades encontradas na presente investigagdo
residiu na caracterizacdo de caso de listeriose, em vista das
deficiéncias dos dados clinicos e demogrificos recebidos pelo
laboratério. A solucio encontrada para o problema, foi adotar
o critério de McLauchlin®, que considerou como caso de doenga
quando a L. monocytogenes era isolada de um sitio anatémico
normalmente estéril. Dessa forma, 220 (86,3%) casos foram
enquadrados como doentes e 35 (13,7%) de individuos
aparentemente normais, cujos isolamentos se originaram de
fezes (28) e de secrecio vaginal e/ou cervical (7), mesmo
quando havia a suspeita clinica de abortos habituais, que
propiciaram o isolamento de L. monocytogenes sorovares '/, a
(2) e 4b (2) em quatro pacientes do Rio de Janeiro.

Outro ponto a ser abordado, situa-se nas definicdes de casos
perinatal e ndo perinatal, caracterizados por Rocourt cols®,
como o isolamento concomitante de L. monocytogenes de sitios
anatomicos estéreis da parturiente e do neonato ou feto na
primeira condi¢io e quando o isolamento bacteriano fica restrito

a0 organismo materno ou do neonato de dreas estéreis,
caracteriza a infec¢io ndo perinatal. Salienta-se que nesta
pesquisa, a infeccdo perinatal foi reconhecida em trés casos
oriundos do Parand, Sdo Paulo e Rio de Janeiro através de
hemocultivos e sendo identificados os sorovares '/, a do primeiro
local e 4b, dos demais. No terreno da hipétese, admite-se que o
pequeno nimero de casos relatados, decorra da defini¢io
bastante especifica, mas pouco sensivel sob o prisma clinico,
associado a precariedade ou auséncia de informagdes que
acompanhavam o espécime clinico e/ou a amostra isolada.

A mesma dificuldade também se tem para a caracterizagio
de casos esporddicos de listeriose como nosocomiais. Os
conceitos sobre casos hospitalares sio dispares quanto a0s
limites de um periodo do acontecimento. Alguns sio definidos
como aqueles em que o isolamento de L. monocytogenes ocorreu
apos trés dias de admissdo do paciente', enquanto outros
ampliam o prazo entre 10 a 51 dias pds-internacio*:. Adotando-
se a primeira orientacdo, registram-se cinco casos como
listeriose nosocomial e nao perinatal na presente amostragem.
0 problema envolveu quatro recém-natos em hospital de Sdo
Bernardo do Campo, Sdo Paulo, em janeiro de 1997, com os
isolamentos do sorovar 4b dos liquidos cefalorraquidianos.

£ evidente na amostragem a predominncia de isolados de
liquidos cefalorraquidianos em relagdo aos de sangue em todos
os grupos etdrios (Tabela 1). Alids, este acontecimento foi
descrito por McLauchlin® *2e Biila cols?, quando afirmaram que
as localizacdes de L. monocytogenes no sistema nervoso central
foram mais comuns em 65% dos individuos nio portadores de
algum fator de risco, particularmente o estado de
imunossupressio. Em contraposi¢do, nos pacientes com
infec¢des ndo perinatais com fatores predisponentes, a
bacteriemia é mais freqiiente entre 67 a 93% dos casos. No
entanto, é fundamental levar em conta que a propor¢io de
pacientes previamente sauddveis antes ou durante a infeccio
pela Listeria ou qualquer outra etiologia microbiana permanece
na maioria das vezes como obscura. Sem divida que o termo
sadio deve ser usado com cautela, uma vez que o estado
imunoldgico dos pacientes ndo € rotineiramente investigado e
uma possivel imunodepressdo transitoria excepcionalmente serd
detectada’. Tendo em vista as consideracGes mencionadas,
provavelmente nas amostras analisadas, apenas aquelas
provenientes dos dez pacientes transplantados renais, com
hemocultura positiva e sem comprometimento do sistema
nervoso central®, isto é, com bacteriemia primdria se
compatibilizaram com as observac¢des supramencionadas’ % 2,

Na distribuicio geogrifica dos isolados (Tabela 2 e 3),
houve uma predomindncia de L. monocytogenes nas regides
sudeste e sul do pais (87,8%), embora tenha sido também
detectada em estados do centro-oeste e nordeste (10,9%).
Para alguns autores® *” a listeriose compromete mais as
populagdes de paises ou de regides industrializadas em
confronto com os baixos indices relacionados nas dreas em
desenvolvimento. Enfatizam ainda que, mesmo em regides
desenvolvidas, existe uma diferenca da incidéncia de
listeriose nas classes sociais, que via de regra aquelas mais
elevadas foram as mais comprometidas.
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O problema da maior prevaléncia de listeriose nas
populacdes socioecondmicas mais privilegiadas, incluindo um
sistema de satide mais avancado, tem uma estreita conotagdo
com a alimentagdo, uma vez que 32% dos casos esporddicos
podem ser atribuidos ao consumo de alimentos contaminados
com L. monocytogenes®. Na atualidade o problema tende 2 se
agravar com o incremento do hébito da populagio consumir os
alimentos prontos’, cujos ingredientes, por vezes sio estocados
a temperatura de refrigeracdo por um certo periodo, mas que
favorece a multiplicacdo da Listeria®.

£ oportuno ressaltar que, praticamente de todas as regides
do Brasil, foi detectada L. monocytogenes em diversos alimentos
de origens animal e vegetal®, caracterizando sua ampla
disseminag@o em natureza. Logicamente que, a propagacio ao
homem ficard na dependéncia de propriedades inerentes do
agente, como a dose infectante de uma raca virulenta e acima
de tudo de uma populagdo consumidora de alimentos prontos e
cada vez mais portadora de fatores de risco predisponentes. Por
sinal, este problema foi muito bem analisado por Buchanan cols?,
que desenvolveram um modelo matemdtico relacionando os
parametros mencionados, com énfase no consumo de certos
alimentos, visando o desenvolvimento de uma férmula capaz de
calcular a incidéncia da listeriose.

Além dos aspectos discutidos, salienta-se a figura de
portadores fecais, descrita em virias oportunidades e em
diferentes populacdes'® 117181931 Tais pesquisas demonstraram
que a freqiiéncia de individuos assintomaticos normais ou pos-
infeccdo listeriotica foi extremamente varidvel e funcionando na
maioria das vezes como portadores tempordrios. Transportando-se
0 problema para a presente investigacdo, observa-se na Tabela 1, a
ocorréncia de representantes do género Listeria nas fezes em
quase todos os grupos etdrios, predominando nas faixas de 31 a
60 anos 22 (78,5%) portadores. Na caracteriza¢o de sorovares
de L. monocytogenes (Tabela 4), prevaleceram os tipos 4b (11
amostras) e % a (5), compatibilizando-se com a maioria das
citacdes. Registra-se ainda a ocorréncia das espécies nio
patogénicas, L. innocua (5) e L. grayi (4). Curiosamente, raras
sdo as citacOes na literatura sobre a presenca da tltima espécie
em material clinico humano® * e a veiculacio dessas espécies
nio patogénicas certamente, se faz através dos alimentos,
considerando que a L. innocua sorovar 6a predominou nos
produtos de laticinios e cdrneos (processados e nio
processados) superando L. monocytogenes sorovar '/,a em
derivados do leite e 4b e '/,b em carnes e embutidos'. Diante
da situacio retratada, corrobora-se com a hipétese da infecgio
enddgena, isto é, resultante da ingestdo de alimentos
contaminados e da colonizacio da bactéria no trato entérico,
particularmente em pacientes sob a intervengdo de firmacos
imunossupressores, que além de diminuir a resisténcia do
individuo 2 infec¢do, danificam também a mucosa™.

Um acontecimento interessante refere-se a heterogeneidade
de sorovares reconhecidos nas hemoculturas em relagdo aqueles
de liquor (Tabela 4). E possivel advogar que a distribuicio de
diversos sorovares, ou mesmo de um sorotipo, reflete e depende
essencialmente, da presenca dos fatores de viruléncia’, da
capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente, incluindo os
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alimentos® 2 332 ¢ da imunocompeténcia da fonte de
infecco! 2212734, Tais premissas se coadunam com o raciocinio
daqueles que consideram que todos os sorovares de
L. monocytogenes sio potencialmente patogénicos para o homem
e animais® % indiferente das caracteristicas feno e genotipicas™

Em sintese, a ocorréncia de L. monocytogenes na espécie
humana ndo é um fato inusitado para o nosso meio, inclusive
reproduzindo resultados similares aos de outras partes do
mundo quanto 2 prevaléncia de sorovares. Por outro lado, a
investigacdo teve como intento bdsico alertar sobre a
existéncia do problema, em nosso meio, tendo em vista o
discreto conhecimento dos diversos ramos profissionais
sobre os aspectos clinico-epidemiolégicos e laboratoriais da
Listeria monocytogenes e da listeriose.
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