Pesq. Vet. Bras. 25(2):79-83, abr./jun. 2005

Espécies e sorovares de Listeria isolados de animais doentes

e portadores no Brasilt

Ernesto Hofer?* e Cristhiane Moura Falavina dos Reis?
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Two hundred fourty-six strains of the genus Listeria were isolated from sick and clinically
healthy animals, collected in three different regions of Brazil during 1971-2000. About 88.2% (217
cultures) yielded Listeria species from faecal specimens of healthy cattle and 29 strains (11.7%) were
isolated from sick animals: 15 (6.0%) from central nervous system (CNS) and 14(5.6%) were from
otherwise sterile sites. Phenotyping techniques were used to characterize the Listeria isolates. The
commonest were L. innocua 6a and non-typable (140/56.9%), L. monocytogenes 4a (37/15.0%) and 4b
(22/8.9%), originated mainly from stools of healthy cattle. From sick animals the predominant
species and serovars were L. monocytogenes 4b (14/5.6%), and the higher incidence was observed in
ruminants (12/4.8%) and 8/3.2% of the serovar 1a from other animal species (rodents and canines)
mainly isolated from CNS samples.

INDEX TERMS: Listeria, species, serovars, sick and healthy animals.

RESUMO.- A analise fenotipica de 246 amostras do género
Listeria isolados de animais portadores e doentes, provenientes
de trés regifes do pais, colecionadas no periodo de 1971 a 2000,
permitiu caracterizar as espécies e sorovares prevalentes. Den-
tre os animais predominaram os espécimes fecais de bovinos
normais (217 amostras, 88,2%), em contraposic¢do aos 29 isola-
dos (11,7%) de Listeria de animais doentes, apresentando com-
prometimento do sistema nervoso central (15 amostras, 6,0%) e
outras localizagdes sistémicas (14 amostras, 5,6%). Quanto as
espécies e sorovares, predominaram L. innocua 6a e néo tipavel
(140 amsotras, 56,9%) e L.monocytogenes 4a (37 amostras, 15,0)
4b (22 amostras, 8,9%) principalmente nas fezes de bovinos
higidos e nos animais doentes, L. monocytogenes sorovares 4b
(14 amostras, 5,6%) com destaque nos ruminantes e 1a (8 amos-
tras, 3,2%) incidindo nas outras espécies animais (roedores e
canideos) e tendo localizacbes prevalentes em areas distintas ao
sistema nervoso central.

TERMOS DE INDEXACAO: Listeria, espécies, sorovares, animais do-
entes e portadores.
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INTRODUGAO

A primeira observagao sobre Listeria em animais provavelmente
coube a Hilphers em 1911 (apud Seeliger 1961), que isolou de
focos necroticos em figado de coelho uma bactéria, denomina-
da de Bacillus hepatis. Em 1926, durante uma epizootia em ani-
mais de laboratdrio (coelhos e cobaias) do biotério da Universi-
dade de Cambridge, Murray et al. descrevem o agente como
Bacterium monocytogenes. No ano seguinte, Pirie (1927) estudan-
do uma epizootia em roedores na Africa do Sul, isolou de figado
uma bactéria que recebeu a denominacéo de Listerella hepatolytica,
em homenagem a lorde Joseph Lister. Finalmente, em 1940, o
microrganismo foi caracterizado de forma definitiva como Listeria
monocytogenes (Pirie 1940), sendo progressivamente relatado em
mais de 42 espécies de mamiferos (incluindo o homem) e 17
espécies de aves, além de ser reconhecida em peixes, crustace-
0s, acaros e insetos (Seeliger 1961, Gray & Killinger 1966).

Do ponto de vista ecoldgico as espécies de Listeria foram
isoladas do solo, poeira, 4gua, esgoto, vegetais e silagem (Gray &
Killinger 1966, Welshimer 1968, Weis 1975, Hofer 1974,
1975a,b, Watkins & Sleath 1981, Hofer & Povoa 1984). Na atua-
lidade, os representantes patogénicos do género Listeria adqui-
riram uma extraordinaria importancia através da veiculagao por
alimentos (Farber & Peterkin 1991, Hofer 2001).

Considerando as discretas referéncias sobre o bindmio
Listeria—listeriose nos animais em nosso meio, procurou-se nesta
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investigagdo fazer uma abordagem retrospectiva quanto as es-
pécies e sorovares ocorrentes neste acontecimento nos trés ulti-
mos decénios.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 246 amostras de Listeria, isoladas e/ou recebidas
no periodo de 1971 a 2000, mantidas sob a forma de colegcdo em
tubos contendo meio semi-sélido em camada alta (caldo tryptose
com 0,4¢% de agar - Difco), vedados com rolhas de cortica parafinadas
e/ou de borracha. As culturas foram conservadas a temperatura de 4-
8°C.

As amostras foram isoladas de diferentes espécies animais e
provenientes de alguns estados brasileiros (Quadro 1), mas com
predominéancia de isolamentos do proprio laboratério (Hofer 1983) e
outras encaminhadas por entidades universitarias e de pesquisa,
visando obter um diagnéstico laboratorial conclusivo.

Identificag@o fenotipica dos isolados foi realizada com base nas
caracteristicas morfotintoriais, através da bacterioscopia pelo método
de Gram e pelo perfil bioquimico, segundo Rocourt et al. (1983),

incluindo-se rotineiramente a pesquisa da catalase e 0 comportamento
hemolitico no teste de CAMP com Staphylococcus aureus e Rhodococcus
equi.

A determinagdo antigénica dos sorogrupos e sorovares foi
efetuada adotando-se a orientacdo de Seeliger & Hohne (1979),
utilizando-se antissoros somaticos e flagelares policlonais, elaborados
pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas, Instituto Oswaldo Cruz/
FIOCRUZ, RI.

RESULTADOS

No periodo de 1971 a 2000 foram analisadas 284 culturas com
diagnéstico presuntivo, ou mesmo conclusivo de Listeria, nas
quais, 246 se compatibilizaram fenotipicamente no género, re-
presentando portanto, 86,6% de acertos. As 38 cepas negativas
foram excluidas pelos resultados da bacterioscopia (predomi-
nancia de cocos Gram-positivos), pela auséncia de mobilidade a
temperatura ambiente e ndo producdo da catalase. Excepcional-
mente, foram reconhecidas bactérias Gram-negativas (Proteus spp
e Pseudomonas spp) e bacilos Gram-positivos (Bacillus spp).

Quadro 1. Freqiiéncia de membros do género Listeria isolados de diferentes espécies
animais no periodo de 1971-2000 e distribuidos segundo a origem geografica

Espécies Origem Total
animais Rio de Janeiro  Rio Grande do Sul ~ Pernambuco Ne %
Bovinos

adultos, portadores 217 - 217 88,2

doentes 8 2 10 4,0

fetos - 4 4 1,6
Roedores 12 6° - 7 2,8
Caprinos 3 3 1,2
Ovinos 3 - 3 1,2
Caninos 2 2 0,8
Total 231 (93,9) 12 (4,8) 3 (1,2) 246 99,9

@ Rattus norvegicus.
® Chinchila.

Quadro 2. Distribuicdo de espécies e sorovares de Listeria segundo a
origem geogréfica

Espécies/ Origem Total
sorovares Rio de Janeiro  Rio Grande do Sul  Pernambuco Ne %
L. monocytogenes
la 3 6 - 9 3,7
1b 10 2 - 12 4,8
3a 1 - - 1 0,4
4a 37 37 15,0
4ab 5 - - 5 2,0
4b 31 2 3 36 14,6
4e 1 1 - 2 0,8
L. innocua
6a 97 1 - 98 39,8
Nt* 44 - - 44 17,8
L. ivanovii
5 1 1 0,4
L. grayi 1 1 0,4
Total 231 (93,9%) 12 (4,8%) 3 (1,2%) 246 99,9
*N&o tipavel.
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Quadro 3. Distribui¢do das espécies e sorovares de Listeria de acordo com as fontes de
infeccdo e de isolamento

Fontes de isolamento/ Listeria monocytogenes L. ivanovii L. innocua L. grayi Total
fontes de infeccdo la 1b 3a 4a 4ab 4b 4e 5 6a  Nt* Ne %

Sistema nervoso central/
Bovino - 1 6 7 2,8
Caprino 3 3 1,2
QOvino - 2 1 3 1,2
Canino 1 - - 1 0,4
Roedor - 1 - 1 0,4
Figado/bovino 2 - - 1 - 3 1,2
Fezes/bovino normal 1 8 1 37 5 22 1 1 96 44 216 87,8
Contetido estomacal-
visceras/feto bovino - 2 1 1 4 1,6
Secregdes/
auricular/canino 1 - 1 0,4
Nasal/bovino normal 1 1 0,4
Visceras™ sangue/
roedor (chinchila) 4 2 6 24
Total 9 12 1 37 5 36 2 1 98 44 1 246 99,8
*Né&o tipavel.

**Baco, figado, rim e Gtero.

Outro ponto que merece ser destacado refere-se ao predo-
minio das amostras oriundas de bovinos, totalizando 231 (93,9%),
sendo que 217 (88,2%) originaram-se de animais sadios, em
contraposicdo a discreta casuistica daqueles portadores de al-
guma patologia (14/5,6%). Nas demais espécies animais (roedo-
res, caprinos, ovinos e caninos) apresentando sinais clinicos va-
riados, ficaram limitados a um nimero exiguo (15/6,0%) do uni-
verso de amostras de Listeria analisadas (Quadro 1).

Do ponto de vista da origem geogréfica, foi patente a
prevaléncia das amostras do estado do Rio de Janeiro (231/93,9%)
sobre as demais proveniéncias: Rio Grande do Sul (12/4,4%) e
Pernambuco (3/1,2%).

Quanto a distribuicdo das espécies de Listeria (Quadros 2 e
3), foi notdria a predominancia de Listeria innocua sorovar 6a e
nao tipavel (142/57,6%), resultantes principalmente de fezes de
bovinos normais do estado do Rio de Janeiro e tendo, em segun-
do plano, L. monocytogenes com 102 amostras (41,4%), das quais
75 (30,4%) oriundas de bovinos normais, também do estado do
Rio de Janeiro.

Com menor expressao, cita-se a deteccdo de L. ivanovii e L.
grayi, em bovinos higidos, com os isolamentos obtidos a partir
de fezes e secre¢do nasal, respectivamente.

Em relagéo aos processos patoldgicos (Quadro 3) salienta-se
gue, namaioria das vezes, foram definidos apenas pela referén-
cia da fonte de isolamento, tendo em vista que os protocolos
anexados nas amostras remetidas raramente continham um his-
torico dos sinais clinicos, quando muito, constando de expres-
sBes como: suspeito de raiva, de encefalite, de septicemia, etc.

Os resultados obtidos categorizam as localiza¢Ges preferen-
ciais de L. monocytogenes (Quadro 3), concentradas no sistema
nervoso central de ruminantes (12 casos, 4,8%). Eletivamente, o
sorovar 4b apresentou este sitio em 11 casos, embora nos con-
tetidos estomacais de fetos bovinos e de figado de adultos do
Rio Grande do Sul os sorovares foram distintos (1a, 4b e 4e).

Considerando ainda a frequiéncia dos sorovares de L.

monocytogenes, verifica-se (Quadro 3) que o tipo 4a foi o mais
destacado (37/15,0%), embora detectado apenas em fezes de
bovinos normais, enquanto que o sorovar 4b, dos 36 isolados
(14,6%), 22 (8,9%) originaram-se de fezes de bovinos higidos e 14
(5,6%) de animais doentes de diversas espécies. Em contraposicéo,
no grupo soroldgico 1 (1a e 1b), das 21 amostras 12 (4,8%) pro-
vieram de animais doentes e 9 (3,6%) de individuos normais.
Destaca-se 0 maior envolvimento do sorovar 1a com 8 isolados
(3,2%) de animais, particularmente os roedores, com alguma
patologia ou sinal clinico.

DISCUSSAO

Desde o seu reconhecimento oficial a 77 anos (Murray et al.
1926) como agente etiologico de doenca em animais, e no ho-
mem até algum tempo passado, o isolamento de Listeria
monocytogenes era considerado um acontecimento excepcional.
Esta idéia se manteve arraigada de tal forma que incutiu na mai-
oria dos profissionais o conceito de uma doenca rara (Hofer
1974).

A partir de 1960, observou-se um nimero crescente de isola-
mentos em diferentes espécies de animais (Gray & Killinger 1966),
acentuando-se ainda mais nas duas Ultimas décadas do século
passado, inclusive com a ocorréncia no homem sob a forma de
surtos transmitidos por alimentos (Hofer 2001). Alias, esta situa-
¢ao veio corroborar com a opinido de Pirie (1927), de que L.
monocytogenes era predominantemente veiculada por alimentos,
tanto para 0 homem como animais.

Curiosamente, esta ampla distribuicdo de Listeria no reino
animal apresenta um paradoxo diante de sua ocorréncia espora-
dica como doenca. A suposicdo seria de uma freqiiéncia muito
mais compativel com a sua ampla disseminagéo na natureza. Por
sinal, esta situacdo esta bem retratada no Quadro 3, quando se
observa que no universo de 246 amostras analisadas, apenas 29
(11,7%) tinham uma associagdo com um quadro patoldgico e
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sempre definidas com L. monocytogenes, enquanto 217 outras
(88,2%) se originaram de bovinos aparentemente normais (Hofer
1983). E 6bvio que neste computo outras espécies de Listeria
estavam presentes, com realce para L. innocua (142/57,6%), em-
bora seja necessario destacar as 75 cepas (30,4%) de L.
monocytogenes isoladas, principalmente de bovinos normais.

Coadunando-se com a presente investigacéo, salienta-se que
na bibliografia nacional sobre a listeriose animal predominaram
os relatos em ruminantes desde a curiosa nota de Maroja et al.
(1962) no Para. Os autores realizavam uma pesquisa sobre
pasteurelose, quando registraram o isolamento de Listeria em
trés bovinos, a partir de hemoculturas que foram mantidas a
37°C por cinco meses. Em seqliéncia, Fernandes et al. (1971)
descreveram a forma encefélica da listeriose em ovino, realizan-
do com éxito a reproducao da doenca em ovelhas, inoculadas
por via suboccipital com a amostra recém isolada. Ainda nesta
mesma época (Hofer 1971, 1972) detectou L. monocytogenes
sorovar 4b de material encefalico de bovino com sintomatologia
compativel de encefalite rdbica, além de notificar o isolamento
de L. grayi de secre¢do nasal de bovino normal.

Outras observac@es sobre o bindmio Listeria-listeriose em
bovinos foram realizadas em décadas posteriores como a de
Freitas et al. (1982) que descreveram o andar em circulo de um
animal com abscesso cerebral; Hofer (1983) investigando a inci-
déncia de portadores fecais em bovinos aparentemente sadios;
Santos et al. (1984) evidenciando a encefalite listeridtica em be-
zerros, apresentando sintomas neuro-paraliticos, e mais recen-
temente Sanchez et al. (2000), com base em um estudo anatomo-
patoldgico retrospectivo de 36 anos, assinalaram trés casos de
meningoencefalite bulbar com micro-abscessos nos 305 bovi-
nos analisados, sem o isolamento da bactéria.

Do ponto de vista epidemiolégico, com implicac6es ecolégi-
cas nas infeccOes por Listeria nos ruminantes, aponta-se a maior
tendéncia de portadores entre os animais herbivoros,
excretando pelas fezes a bactéria (Kampelmacher & van Noorle
Jansen 1969, Skovgaard & Morgan 1988, Husu 1990), fato ob-
servado por Hofer (1974, 1983) em fezes de bovinos normais
abatidos em matadouro. Aliado a presenga de portadores de
Listeria e a sua eliminagdo para o meio ambiente, salienta-se a
capacidade de sobrevivéncia desta bactéria por periodos varia-
veis em solos de diferentes qualificacBes (Lehnert 1960;
Welshimer 1968, Hofer & Pévoa 1984), que favorecem a conta-
minagdo externa de vegetais (Weis 1975, Hofer 1975b) e alimen-
tos ensilados (Gray & Killinger 1966, Skovgaard & Morgan 1988).

Um outro aspecto, até certo ponto inusitado na esfera pato-
I6gica, refere-se aos isolamentos de L. innocua sorovar 6a de
material do sistema nervoso central de um ovino (Rio de Janeiro)
e do contetido estomacal de feto bovino (Rio Grande do Sul) —
Quadro 3. Na literatura se tem o respaldo de Walker et al. (1994),
que detectaram esta espécie em um ovino com discreta
encefalopatia decorrente de meningoencefalite.

Quanto a patogénese da infeccao fetal é reconhecida a im-
portancia da disseminacdo hematogénica até a placenta, segun-
do as observagdes realizadas em ovinos por Njoku et al. (1972).
Associando-se esta particularidade com o elevado nimero de
portadores fecais nos ruminantes de espécies de Listeria, em es-
pecial L. innocua (Hofer 1983, Skovgaard & Morgan 1988) é pos-
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sivel suscitar a hipGtese da disseminagdo hematogénica com lo-
caliza¢Ges extra-intestinais, mesmo de membros considerados
apatogénicos. Obviamente, tais situa¢des sdo mais favorecidas
nos individuos imunocomprometidos, como durante a gestagéo
e nos recém-natos, bem como sob interven¢do de terapias
imunossupressivas, como o uso de glicocorticéides, que produ-
zem a linfocitopenia, em particular dos linfcitos T, implicando
na disseminacdo ou paralisacdo da atividade fagocitaria dos
macrofagos (Tripathy & Mackaness 1969).

Em relacdo aos sorovares de L. monocytogenes identificados
nos ruminantes com processos patoldgicos no sistema nervoso
central, predominou o sorogrupo 4b, enquanto nas localiza-
¢Oes hepéticas e nos materiais fetais os sorovares 1b e 1a foram
0s mais incidentes e oriundos exclusivamente do Rio Grande do
Sul. Em contraposicéo, nas fezes de bovinos destaca-se a ampli-
tude do painel de sorovares, tendo como um dos mais freqlien-
tes o tipo 4b e a ocorréncia bem mais discreta do sorogrupo 1
(lae1lb).

Nos animais monogastricos, representados pelos roedores
incluindo chinchilas e em menor escala os caninos, o aconteci-
mento da listeriose foi bem mais raro (Quadro 3). Todavia, como
em outras partes do mundo, provavelmente a primeira referén-
cia de isolamento de Listeria em nosso meio também foi em roe-
dor silvestre do nordeste do pais, a partir de cultivos de figado e
bacgo (Macchiavello 1942). Na ocasido o autor realizava na area
uma prospeccao bacteriolégica da peste murina (Yersinia pestis).
Posteriormente, Pacheco & Dias (1956) apontaram a Listeria
monocytogenes como responsavel por um quadro de oftalmiaem
coelhos de biotério. A listeriose canina em nosso meio ficou
restrita a observacdo de Freitas et al. (1990), que isolaram Listeria
monocytogenes sorovar 1b de um animal apresentando sintomas
neuroparaliticos, similares aos da raiva e outra de secrecdo
auricular, sorovar 1a (dados nédo publicados).

No caso presente, os isolados dessas fontes de infec¢éo fo-
ram bem mais reduzidos do que aqueles dos ruminantes, mas
com a particularidade do predominio do sorovar 1a e com as
localiza¢Bes anatdmicas fora da esfera do sistema nervoso cen-
tral, compatibilizando-se com as citagdes de outros autores (Low
& Donachie 1997).

Em sintese, os membros do género Listeria tém uma ampla
distribuicdo de fontes de infec¢do, além de apresentarem uma
certa resisténcia as condi¢des impostas pelo meio ambiente,
possibilitando a sua sobrevivéncia e veiculagdo para novos hos-
pedeiros. Esta fase retrata o ciclo de uma sapronose ou da parti-
cipacdo hidro-teldrica (Hofer 1974) e que, em determinadas situ-
acdes, podera evoluir até a veiculacdo direta e/ou indireta da
bactéria de fontes animais para o homem, caracterizando-se
como uma zoonose (Hofer 1974).
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