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RESUMO - Do cérebro de bezerros, procedentes de Campos, RI, com cerca de um ano de idade, 
apresentando sintomas neuro-paralíticos que lembravam os da raiva, foi isolada Listeria monocytogenes 
L. 112b. O isolamento da bactéria do material suspeito foi obtido pela técnica de enriquecimento à 
baixa temperatura e através do método biológico. Um estudo in vivo foi feito com as culturas da bac-
téria. A histopatologia do sistema nervoso central revelou um processo inflamatório difuso do encéfalo 
e da pia-mater, com infiltrados de células monocitárias e raros linfócitos. 
Termos para indexação: LincHa monocytogenes, encefalite 

ENCEPHALITIC LISTERIOSIS IN CALVES 

ABSTRACT - Listeria monocytogenes L. 1/2b was isolated from brains of about one-year-old calves 
originating from Campos, RJ, Brazil. which exhibited neuro-paratytic symptoms resembling tilose of 
rabies. Isolation of the bacteria was realized by using enrichment technique at Iow temperatura and 
through the biological method. ii, vivo tests were made with the bacterial cultura. The histopathology 
of the Central Nervous Systern showed a diffuse inflammatory process of the brain and pia mater with 
infiltration of rnonocitary cells and few lymphocytes. 
Index terms: Listeriamonocytogenes, encephalitis 

INTRODUÇÃO 

Na literatura mundial existe um número cres-
cente de trabalhos sobre o isolamento de Listeria 
monocytogcnes em várias espécies animais e no 
homem, em diferentes condições patológicas. As-
sim, Gray & Killinger (1966) citam o isolamento 
desta bactéria de 38 espécies de mamíferos e de 17 
espécies de aves, tanto domésticas como selvagens, 
bem como de artrópodes, crustáceos e peixes. 
O emprego de métodos de cultivo à baixa tempera-
tura (40C) e o uso de meios seletivos facilitaram o 
isolamento do microrganismo, inclusive do solo, 
de esgotos, das fezes do homem e de animais cli-
nicamente sadios, bem como de silagem e de ve-
getais (Gray et ai. 1948). 

Embora esta doença tenha sido objeto de mui-
tos estudos em outros Países, são poucos os traba-
lhos a respeito encontrados na literatura nacional. 
Vale ressaltar o trabalho de Hoffer (1971) sobre 
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encefalite listérica em um bovino com manifesta-
ções clínicas semelhantes às determinadas pela 
raiva. 

Os estudos sorológicos, em bovinos, realizados 
no Brasil, resumem-se nos trabalhos de Teruya et 
ai. (1977), que encontraram 17,8% de bovinos rea-
gentes positivos entre 7.089 animais examinados, 
e o de Moraes et ai. (1979), que examinaram 184 
soros de bovinos adultos, aparentemente normais, 
e obtiveram 1,63% de soros positivos. 

Os poucos dados sobre a listeriose encefálica 
bovina em nosso país levaram-nos a relatar os estu-
dos sobre a ocorrência da zoonose, constatada 
no Estado do Rio de Janeiro. 

A presente investigação é, também, um subsí-
dio ao trabalho desenvolvido no País por veteriná-
rios sanitaristas, pois são alertados para a seme-
lhança da enfermidade em causa com a raiva 
bovina, virose quase sempre suspeitada, quando 
da ocorrência de quadros neuroparalíticos em 
bovinos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Procedente de Campos, Ri, recebemos, durante certo 
período, o sistema nervoso central de cinco animais que 
apresentavam sintomas neuro-paralíticos semelhantes aos 
da raiva. 

No exame virológico, os cinco cérebros foram submeti-
dos às provas de rotina para o diagnóstico da raiva, por 
meio do teste da imunofluorescência e prova biológica. 
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No exame histopatológico, realizado em dois espé-
cimes, foi efetuada a fixação em formol, a inclusão em 
parafina e a coloração pela hematoxilina-eosina. 

No exame bacteriológico foram utilizadas duas técni-
cas pala o isolamento da bactéria, tendo-se trabalhado 
com os dois últimos cérebros recebidos. A primeira téc-
nica empregada e aplicada em um espécimen consistiu no 
cultivo de fragmentos do cérebro que, após maceração e 
suspensão em caldo triptose, foram semeados em placas de 
ágar-triptose e ágar-sangue e incubadas a 37 0C por 24 a 48 
horas. O restante da suspensão foi refrigerada a 4 0C, 
para enriquecimento, e repicada semanalmente em pla-
cas de meio seletivo. A segunda técnica, trabalhada, e 
utilizada no isolamento da bactéria do outro espécimen, 
foi a biológica, onde cobaias e camundongos foram ino-
culados com macerado dos cérebros, suspensos em soro 
fisiológico, pelas vias subcutánea e cerebral. 

Na identificação das amostras foi feita uma triagem 
preliminar, para diferenciação com microrganismos 
semelhantes a Listericz, através da análise das propriedades 
morfo-tintoriais, pesquisa de catalase e esculina; fermen-
tação da glicose e salicina e prova de motilidade a tempe-
ratura ambiente. As amostras foram submetidas a outras 
provas bioquímicas relacionadas nos resultados. 

A caracterização sorológica das amostras foi realizada 
no Instituto Oswaldo Cniz. 

O comportamento, in vivo, das amostras foi verificado 
pela inoculação de culturas em cobaias, pombos, coelhos, 
e em ovos embrionados, por diferentes vias. 

RESULTADOS 

Os três primeiros cérebros recebidos com sus-
peita clínica de raiva, baseada na freqüente ocor-
rência da virose na área, foram submetidos a exa-
mes laboratoriais. Como os resultados fossem ne-
gativos e persistisse a mortalidade na criação, ou-
tros dois cérebros foram enviados para novos 
exames. Havia informação de que os animais, no 
início da doença caminhavam em círculo, apresen-
tavam mudanças de hábitos e se mostravam para-
líticos antes da morte, que ocorria em torno do 
décimo dia. A doença acometia os animais jovens 
na faixa de um ano. Os animais eram maritidos 
em regime de semi-estabulação e estavam sendo ali-
mentados, havia algum tempo, com ponta de cana 
picada, em fermentação, dado o estado precário 
dos pastos por falta de chuva. 

O exame virológico dos cinco cérebros recebi-
dos apresentou resultados negativos para a raiva. 

A histopatologia d05 cérebros de dois bezerros 
revelou processo inflamatório difuso, caracterizado 
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pela formação de infiltrados perivasculares, consti-
tuídos de linfócitos, monócitos e alguns neutrófi-
los, percebendo-se imagens negativas sugestivas de 
degeneração mielínica nas regiões contíguas às 
infiltrações (Fig. 1). Em certas porções, evidencia-
ram-se, ainda, pequenos focos inflamatórios, não 
correlacionados com vasos, e constituídos essen-
cialmente de neutrófilos e raros monócitos e lin-
fócitos (Fig. 2). A pia-máter revelava uma nítida 
resposta inflamatória, patenteada por amplos in-
filtrados de linfócitos e monócitos (Fig, 3). 

Nos exames bacteriológicos, o cultivo de sus-
pensão dos fragmentos de cérebro em placas de 
ágar-triptose e ágar-sangue foi negativo para Lis-
teria, após 48 horas de incubação a 37 0C, porém 
à baixa temperatura houve o crescimento de colô-
nias suspeitas da bactéria no meio seletivo com o 
material proveniente de um dos bezerros (Bezerro 
A). 

A suspensão de cérebro do bezerro B permane-
ceu na geladeira por 90 dias; não houve crescimen-
to bacteriano. Os resultados do método biológico 
para o isolamento podem ser vistos à Tabela 1, 
observando-se a reação dos animais inoculados 
com os cérebros de bezerros, pelas vias cerebral e 
subcutánea. A prova biológica realizada em cobaias 
foi efetiva para a comprovação da Listeria no 
cérebro do bezerro B. As cobaias morreram 20, 
21 e 37 dias após a inoculação. A bactéria foi iso-
lada do cérebro das cobaias após duas e três se-
manas de enriquecimento a 4 0C no meio seletivo 
empregado. Dos camundongos inoculados com o 
material suspeito não foi isolada a bactéria. 

A bacterioscopia das amostras revelou bastone-
tes curtos, delicados, Gram-positivos. A bactéria 
apresentou motilidade i temperatura ambiente, 
produziu catalase, hidrolizou a esculina e fermen-
tou sem gás a glicose, a salicina, a galactose, a 
lactose, a manita e a sacarose. A fermentação da 
ramnose e xilose foi positiva, somente para a amos-
tra do bezerro A. As reações de vermelho-de-meti-
la e de nitrito foram positivas; a prova de Voges 
Proskauer foi negativa. As amostras produziram 
hemólise em ágar-sangue de carneiro. 

A caracterização sorológica foi realizada segun-
do Donker-Voet (1959); duas amostras aglutina-
ram com o soro de Listeria monocytogenes, soro-
tipo L 112b. 
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FIG. 1. Infiltrado inflamatório peri-vascular constituído 
de linfócitos, monócitos e neutrófilos; imagem 
vacuolar de degeneração mielínica. Hematoxilina-
-eos'na. Aumento 1610, 32. 

vr - 
* 	a" -. 

*Z 
si 

-, 

O 
e r 	e,t 

•0 

'_4 	 ,• 

4 	 e • 	 - « 
e 1 r 	. 	 •, 

* 	s• 	
•P 	 4 	*4 

(, 	
.•- 	 4 

1S 	 t 	 4 • 	0 '  
" 	 es 

- 

FIO. 2. Foco inflamatório não correlacionado com vaso, 
constituído de neutrófilos, monócitos e linfóci-
tos. Hematoxilina-eosina. Aumento 1610, 32. 
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FIG. 3. Infiltrado inflamatório da pia-meter formado de 
linfócitos e monócitos. l-lematoxilina-eosina. 
aumento 6,310, 16. 

O comportamento, itt vivo, das amostras de 
Listerja encontra-se na Tabela 2. As culturas de 
24 horas, crescidas a 370 C, em caldo-triptose, ins-
tiladas na conjuntiva de cobaias, não produziram 
quadro de querato-conjuntivite, após perfodo de 
15 dias de observação, sendo considerada negati-
va a prova de Anton (1934). Os coelhos inoculados 
pela via endovenosa com 0,5 ml de uma suspensão 
de cultura de 24 horas, com a opacidade igual a 
do tubo 1 da escala de Mac Farland, apresentaram 
um aumento de mon6citos circulantes em torno 
de 20%, entre o sexto e oitavo dias de inocuLados. 
As culturas determinaram a morte dos pombos 
inoculados pela via endovenosa no décimo primei-
ro e décimo terceiro dias. A bactéria foi reisolada 
dos cérebros dos pombos após a terceira semana 
de refrigeração. Uma suspensão das culturas 
com a opacidade igual do tubo 11 da escala de Mac 
Farland, inoculada na dose de 0,1 ml tia membrana 
cório-alantoidiana de ovos embrionados, com 10 
dias de incubação, mataram os embriões, após 24 e 
48 horas. Os ovos inoculados apresentaram espessa-
niento da membrana cório-alantoidiana e a presen-
ça de pequenos focos brancos do tamanho da cabe-
ça de alfinete, tendo sido reisolada a amostra após 
24 horas de incubação a 370C. 
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TABELA 1. Método biológico. Isolamento dos materiais suspeitos de Listeria através de inoculação em cobaias e ca- 
mundongos. 

Animal 	Cérebro de 	Via de 	Tipo de 	Período de 	 Órgão cultivado 	
Temperaturas 

 Tempo de 
- inoculado 	bezerro 	inoculação 	morte 	incubaçao 	

Sintomas
Coração 	Cérebro 	

incubação 
 isolamento 

37°C 4°C 

cerebral 	sacrifífio 	45 A - 	- 	- 	
- 	3semana 

subcutânea natural 	37 . 	+ 	- 	+ 
Cobaias 

cerebral 	 21 
paralisia 

B 	 natural 
subcutânea 	 20 

do trem 	- 	+ 	- 	+ 	2Psemana 
posterior 

A 
cerebral 

Camundongos 
subcutãnea sacrifício 	45 - 	- 	- 	- 

B 

Ausência de sintomas 	+ Isolamento da bactéria - Isolamento negativo 

TABELA 2. Comportamento in vivo das culturas de Listeria com 24 horas de crescimento em caldo triptose à tempera- 
tura de 370C. 

Amostra Animal 	 Via de 	Tempo de 
d iso laa 

Observação das 	Reisolamento 	Tempo e temperatura 
inoculado 	 inoculação 	incubação 

Bezerro 
alterações 	 órgão 	 de isolamento 

A 
Cobaias 	 Saco  

A 	conjuntival 

Pombos 	
A 	

11 dias 
endovenosa 

13 dias  cérebro 	3semana a4°C 
B 

A 
Coelhos 	 endovenosa 	não matou 

monocitose em 	 69dia 

8 
torno de 20% 	 89dia 

Ovos 	 A 	membrana 	48 horas espessamento da 	 24 horas 

embrionados 	 cório-alantoide 72 horas membrana cário- 	 a 370C 
A -alantóide com 	membrana 

presença de peque- 	cório-alan- 
nos focos brancos 	tóide 

* 	As amostras não produziram querato-conjuntivite (prova de Anton negativa) 

Não houve alterações. 

DISCUSSÃO e sob condições favoráveis, multiplicar-se no solo, 

constituindo, este, um reservatório de Listeria. Foi 
A listeriose é uma doença pouco contagiosa e isolada de vegetais e de água de esgoto colhida 

que raramente determina epizootias. O seu agente de afluentes de estações de tratamento (Hoffer 

etiológico é capaz de sobreviver no meio ambiente 1975). Outros fatores a considerar na transmissão 
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da listeriose é a presença de reservatórios animais, 
como demonstra o seu isolamento de órgãos e 
materiais fecais de animais silvestres (Manev et 
ai. 1979). Existem trabalhos que comprovaram o 
aparecimento de listeriose em animais que consu-
miam alimentos ensilados (Welshimer 1968, Ivanov 
et ai. 1973, Philippon et ai. 1972, Moreno 1976). 
Estes pesquisadores demonstraram uma estreita 
relação entre surtos de listeriose em bovinos e car-
neiros alimentados durante o inverno com silagem 
deteriorada. Irvin 1968 verificou que a multiplica-
ção da Listeria ocorre em níveis de acidez superior 
a pi-!  5,4. A silagem deteriorada apresentava níveis 
de acidez acima deste ponto crítico, favorecendo 
a multiplicação da bactéria. Uma possível explica-
ção para a ocorrência de surtos de listeriose no in-
verno foi dada por Irvin (1969). O autor isolou de 
silagem normal um bacilo semelhante ao Bacillus 

tnycoides, que inibiu o crescimento da Listeria 
monocytogenes em placas de ágar-triptose. O 
crescimento deste microrganismo foi inibido pelo 
bacilo, num meio contendo silagem, à temperatura 
de 220C, o mesmo não ocorrendo quando cultiva-
do a 4°C. 

Vallée et ai. (1972) observaram que os bovinos 
jovens são mais suscetíveis à encefalite que os ani-
mais adultos. Os autores comentam que na forma 
nervoía, a penetração da Listeria monocytogenes 
se dá por solução de continuidade da mucosa oral, 
via nervos cranianos, ao sistema nervoso central. 
Quando à eliminação de Listeria nos casos de ence-
falite, os dados existentes não são suficientemente 
claros. Killinger & Mansfield (1970), em trabalhos 
sobre a epizootiologia da listeriose, só isolaram o 
microrganismo do cérebro dos animais e não de 
outros órgãos. 

Neste trabalho, a encefalite listérica ocorreu em 
animais jovens na faixa etária de um ano, criados 
em regime de semi-estabulação, que foram alimen-
tados com ponta de cana picada fermentada, por 
insuficiência de pasto em época de seca, durante 
o inverno. Os sintomas apresentados pelos animais 
confirmam os assinalados por Philippon et al. 
(1972). No início da doença dos animais apresen-
taram fenômenos motores e caminhavam em cír-
culo. A seguir, se mostraram paralíticos, deitados 
em decúbito lateral, com movimentos de pedala-
gem. A morte ocorreu em torno do décimo dia  

após o aparecimento dos primeiros sinais da doen-
ça. 

As lesões histopatológicas do cérebro observa-
das durante o presente estudo se amoldam às en-
contradas nas descrições feitas pelos diferentes 
especialistas e tratadistas, particularmente nas de 
Smith et ai. (1972), que consignam, no processo, 
intensa meningite linfocitária, o que foi por nós 
registrado. Apontam, também, aqueles autores, a 
ocorrência de infiltrados justa-vasculares consti-
tuídos de células mononucleares, com ou sem 
neutrófilos, o que foi constatado pelos autores 
do presente trabalho. Mencionam, ainda, os cita-
dos especialistas, a ocorrência de verdadeiros mi-
cro-abscessos, o que não foi dado aos autores do 
presente trabalho comprovar, evidenciando-se 
apenas pequenas massas de células inflamat6rias 
não correlacionadas com vasos, nas quais se obser-
vavam, de permeio, alguns neutrófilos. 

O isolamento da Listeria de material suspeito 
pelo enriquecimento à baixa temperatura, por lon-
go período vem confirmar os trabalhos de Gray 
et ai. (1948), e, posteriormente, os de Pittman & 
Cherry (1967), Hoffer (1971),Beauregard & Malkin 
(1971), Vallée etai. (1972), Levaditi et ai. (1975), 
que isolaram microrganismo do cérebro de bo-
vino com encefalite, usando o artifício da refrige-
ração do material suspeito. 

O isolamento da bactéria pelo método bioló-
gico (Gray & Killinger 1966) foi efetivo em dois 
cérebros, sem o que não se teria conseguido 
evidenciar a sua presença no material suspeito. 

O ágar seletivo foi importante no isolamento da 
bactéria, uma vez que os agentes inibidores acres-
centados ao meio de cultura impediram o cresci-
mento de bactérias de contaminação. A hidrólise 
da esculina, também presente no meio, auxilia a 
identificação de colônias suspeitas, pelo seu ene-
grecimento. 

A capacidade de produzir monocitose em coe-
lhos e querato-conjuntivite em cobaias são carac-
terísticas assinaladas nas espécies patogénicas do 
género; entretanto, nossas amostras não determi-
naram querato-conjuntivite naqueles roedores, em-
bora tivessem induzido a monocitose em coelhos. 

No Brasil, a encefalite listérica foi assinalada 
por Hoffer (1971), que isolou Listeria monocyto-
genes sorotipo L 4b do cérebro de um bovino, 
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e por Freitas et ai. (1982), que isolaram Listerta 
monocytogenes L 4b do cérebro de uma vaca 
oriunda do Estado de São Paulo. Esse foi o primei-
ro trabalho a assinalar a encefalite por Listei-ia 
rnonocytogenes L 112b no Estado do Rio dejanei-
ro e no País. 
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