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RESUMO - Do cérebro de bezerros, procedentes de Campos, RJ, com cerca de um ano de idade,
apresentando sintomas neuro-paraliticos que lembravam os da raiva, foi isclada Listeria monocytogenes
L. 1/2b. O isolamento da bactéria do material suspeito foi obtido pela técnica de enriquecimento a
baixa temperatura e através do método bioldgico, Um estudo in vivo foi feito com as culturas da bac-
téria, A histopatologia do sistema nervoso central revelou um processo inflamatério difuso do encéfalo
e da pia-mater, com infiltrados de células monocitarias e raros linfocitos,

Termos para indexagfo; Listeria monocytogenes, encefalite.
ENCEPHALITIC LISTER10SIS 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-paralytic symptoms resembling those of

rabies, lsolation of ths bacteria was realized by using enrichment technigue at low temperature and

through the biological method, /n vivo tests were made with the bacterial culture, The histopathology
of the Central Nervous System showed a diffuse inflammatory process of the brain and pia mater with

infiltration of monocitary cells and few lymphocytes.

Index terms: Listeria monocytogenes, encephalitis,

INTRODUGAOD

Na literatura mundial existe um ndmero cres-
cente de trabalhos sobre o isolamento de Listeria
monocytogenes em varias espécies animais e no
homem, em diferentes condigGes patolégicas. As-
sim, Gray & Killinger (1966) citam o isolamento
desta bactéria de 38 espécies de mamfferos e de 17
espécies de aves, tanto domésticas como selvagens,
bem como de artrépodes, crusticeos e peixes,
O emptrego de métodos de cultivo 4 baixa tempera-
tura (4°C) 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 al. 1948).

Embora esta doenga tenha sido objeto de mui-
tos estudos em outros Pafses, sio poucos os traba-
lhos a respeito encontrados na literatura nacional,
Vale ressaltar o trabalho de Hoffer (1971} sobre

1
2

Aceito para publicagdo em 7 de dezembro de 1983,

Méd. - Vet., Docente do Departamento de Patologia e
Apoio Clinico da Universidade Federal Fluminense e
consultor do Laboratéric de Biologia Animal da
PESAGRO-RIQ, Alameda S3o Boaventura, 770,
Fonseca - CEP 24000 - Niterdi, RJ.

Méd. - Vet., Ministério da Agricultura, Alameda Sio
Boaventura, 770, Fonseca - Niterdi, RJ.

4 Méd. - Vet, Laboratdrio de Biologia Animal,
PESAGRO-RIO.

encefalite listérica em um bovino com manifesta-
¢Bes clinicas semelhantes ds determinadas pela
raiva,

Os estudos sorolégicos, em bovinos, realizados
no Brasil, resumem-se nos trabalhos de Teruya et
al. (1977), que encontraram 17,8% de bovinos rea-
gentes positivos entre 7,089 animais examinados,
¢ o de Moraes et al. {(1979), que examinaram 184
soros de bovinos adultos, aparentemente normais,
¢ obtiveram 1,63% de soros positivos,

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

A presente investigagio é, também, um subsi-
dic ao trabalho desenvolvido no Pafs por veterind-
tios sanitaristas, pois sio alertados para a seme-
lhanga da enfermidade em causa com a raiva
bovina, virose quase sempre suspeitada, quando
da ocorréncia de quadros neuroparalfticos em
bovinos,

MATERIAL E METODOS

Procedente de Campos, RJ, recebemos, durante certo
perfodo, o sistema nervoso central de cinco animais que
apresentavam sintomas neuro-paraliticos semelhantes aos
da raiva.

No exame viroldgico, os cinco cérebros foram submeti-
dos ds provas de rotina para o diagnéstico da raiva, por
meio do teste da imunofluorescéncia e prova biologica.
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No exame histopatolégico, realizado em dois espé-
cimes, fol efetuada a fixagdo em formol, a inclusdo em
parafina e a coloragdo pela hematoxilina-cosina.

No exame bacterioldgico foram utilizadas duas téeni-
cas para o isolamento da bactéria, tendo-se trabalhado
com os dois Gltimos cérebros recebidos. A primeira téc-
nica empregada e aplicada em um espécimen consistiu no
cultivo de fragmentos do cérebro que, apds maceragio e
suspentsdo em caldo triptose, foram semeados em placas de
dgar-triptose e dgar-sangue e incubadas a4 37°C por 24 a 48
horas. O restante da suspensio foi refrigerada a 4°C,
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 biologica, onde cobaias e camundongos foram ino-
culados com macerado dos cérebros, suspensos em soro
fisioldgico, pelas vias subcutdnea e cerebral,

Na identificagdo das amostras foi feita uma triagem
preliminar, para diferenciagio com microrganismos
semelhantes a Listeria, através da andlise das propriedades
morfo-tintoriais, pesquisa de catalase e esculina; fermen-
tagdo da glicose e salicina e prova de motilidade a tempe-
ratura ambiente, As amostras foram submetidas a outras
provas bioquimicas relacionadas nos resultados,

A caracterizagio sorolégica das amostras foi realizada
no Instituto Oswaldo Cruz,

O comportamento, jn vive, das amostras foi verificado
pela inoculagdo de culturas em cobaias, pombos, coelhos
¢ em ovos embrionados, por diferentes vias,

RESULTADOS

Os trés primeiros cérebros recebidos com sus-
peita clinica de raiva, baseada na freqiiente ocor-
réncia da virose na 4rea, foram submetidos a exa-
mes laboratoriais, Como os resultados fossem ne-
gativos e persistisse a mortalidade na criagio, ou-
tros dois cérebros foram enviados para novos
exames, Havia informagio de que os animais, no
inicio da doenga caminhavam em cfrculo, apresen-
tavam mudangas de hibitos e se mostravam para-
liticos antes da morte, que ocorria em torno do
décimo dia. A doenca acometia os animais jovens
na faixa de um ano. Os animais eram mantidos
em regime de semi-estabulagio e estavam sendo ali-
mentados, havia algum tempo, com ponta de cana
picada, em fermentagio, dado o estado precirio
dos pastos por falta de chuva.

O exame virolégico dos cinco cérebros recebi-
dos apresentou resultados negativos para a raiva,

A histopatologia dos cérebros de dois bezerras
revelou processo inflamatério difuso, caracterizado
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pela formacdo de infiltrados perivasculares, consti-
tuidos de linfocitos, monécitos e alguns neutrdfi-
los, percebendo-se imagens negativas sugestivas de
degeneragio mielfnica nas regides contfguas as
infiltra¢des (Fig. 1). Em certas porgdes, evidencia-
ram-se, ainda, pequenos focos inflamatérios, nio
correlacionados com vasos, e constitufdos essen-
cialmente de neutréfilos e raros monécitos e lin-
fécitos (Fig. 2), A pia-miter revelava uma nftida
resposta inflamatéria, patenteada por amplos in-
filtrados de linfécitos e monécitos (Fig. 3).

Nos exames bacteriolégicos, o cultive de sus-
pensdo dos fragmentos de cérebro em placas de
igar-triptose e 4gar-sangue foi negativo para Lis-
teria, apbs 48 horas de incubagio a 37°C, porém
a baixa temperatura houve o crescimento de cols-
nias suspeitas da bactéria no meio seletivo com o
material proveniente de um dos bezerros (Bezerro
A), _

A suspensio de cérebro do bezerro B permane-
ceu na geladeira por 90 dias; nio houve crescimen-
to bacteriano. Os resultados do método biolégico
para o isolamento podem ser vistos 4 Tabela 1,
observando-se a reagic dos animais inoculados
com os cérebros de bezerros, pelas vias cerebral e
subcutinea, A prova biolégica realizada em cobaias
foi efetiva para a comprovagio da Listeria no
cérebro do bezerro B. As cobaias morreram 20,
21 e 37 dias apés a inoculagdo. A bactéria foi iso-
lada do cérebro das cobaias apés duas e trés se-
manas de enriquecimento a 49C no meio seletivo
empregado, Dos camundongos inoculados com o
material suspeito nio foi isolada a bactéria.

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

A caracterizagdo sorolégica foi realizada segun-
do Donker-Voet (1959); duas amostras aglutina-
ram com o soro de Listeria monocytogenes, soro-

tipo L 1/2b,
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FIG. 1, Infiltrago inflamatério peri-vascular constituido
de linfécitos, mondcitos e neutrdfilos; imagem
vacuolar de degeneragdo mielinica, Hematoxilina-

-e0sina. Aumento 16/0, 32,
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FIG. 2. Foca inflamatério ndo correlacionado com vaso,-

constitufdo de neutrdfilos, mondceitos e linfoci-
tos, Hematoxilina-eosina, Aumento 16/0, 32.
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FIG. 3. Infiltrado inflamatdrio da pia-mater formado de
linfécitos '@ mondcitos. Hematoxilina-eosina,
aumento 6,3/0, 16,

O comportamento, in vivo, das amostras de
Listeria encontra-se na Tabela 2. As culturas de
24 horas, crescidas a 379C, em caldo-triptose, ins-
tiladas na conjuntiva de cobaias, nio produziram
quadro de querato-conjuntivite, apés perfodo de
15 dias de observagio, sendo considerada negati-
va a prova de Anton (1934). Os coelhos inoculados
pela via endovenosa com 0,5 ml de uma suspensdo
de cultura de 24 horas, com a opacidade igual a
do tubo I da escala de Mac Farland, apresentaram
um aumento de mondcitos circulantes em torno
de 20%, entre o sexto ¢ oitavo dias de inoculados,
As culturas determinaram a morte dos pombos
inoculados pela via endovenosa no décimo primei-
ro ¢ décimo terceiro dias. A bactéria foi reisolada
dos cérebros dos pombos apés a terceira semana
de refrigeragio. Uma suspensio das culturas
com a opacidade igual do tubo 11 da escala de Mac
Farland, inoculada na dose de 0,1 m! na membrana
cbric-alantoidiana de ovos embrionados, com 10
dias de incubagio, mataram os embrides, apds 24 e
48 horas. Qs ovos inoculados apresentaram espessa-
mento da membrana cério-alantoidiana e a presen-
¢a de pequenos focos brancos do tamanho da cabe-
ga de alfinete, tendo sido reisolada a amostra apés
24 horas de incubagio a 379C,

Pesq, agropec, bras,, Brasrlia, 19(1):95-100, jan, 1984,
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TABELA 1. Método biotbgico. Isolamento dos materiais suspeitos de Listeriz através de inoculagio em cobaias o ca-

mundongos.
Animal Cérebro de Viade Tipode Perfodode si Orgio cultivado Tefnpelr:atu_ras Tempo de
inoculada bezerro inoculacdo morte incubagao intomas Coragdo Cérebro 3'_;:; :%ag isolamento
A cerebral  sacrifffio 45 * - - - 33semana
subcutinea natural 37 * - + -
Cobaias
cerebral 21 paralisia
B subcurténea natural 20 do trem ) * - +  29semana
posterior
c A cerebral el .
amundongos 5 subcutinea Socriflcio 45 - - - -
* Auséncla de sintormas + Isolamento da bactéria

- lsolamento negativo

TABELA 2. Comportamento in ¥ivo das culturas de Listeria com 24 horas de crescimento em caldo triptose & tempera-

tura de 370C,

Animal A'sttdra Via de Tempode  Observagao das Reisolamento  Tempo e temperatura
inoculado E;so arrg inoculagao incubagio alteragdes érgdo de isolamento
eze
A -
Cobaias saco_ .
conjuntival
A 11 dias
Pombos endovenosa 13dl o cérebro 3%semana a 4°C
B ias
A : 0
Coelthos endovenosa  n3o matou menacitose em 69 dia
e torno de 20% 8%dia
Ovos A membrana 48 horas espessamento da 24 horas
embrionados corio-alantoide 72 horas membrana cbrio- a37°C
B -alantbide com membrana

presen¢a de peque- cbrio-alan-
nos focos brancos  toide

-
** Nao houve alteragdes.
DiIscussAo
A listeriose é uma doenga pouco contagiosa e
que raramente determina epizootias, O seu agente

etiologico € capaz de sobreviver no meio ambiente
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As amostras ndo produziram querato-conjuntivite (prova de Anton negativa)

e sob condigSes favordveis, multiplicar-se no solo,
constituinde, este, um reservatério de Listeria, Foi
isolada de vegetais e de 4gua de esgoto colhida
de afluentes de estagBes de tratamento (Hoffer
1975}, Outros fatores a considerar na transmissio
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da listeriose & a presenga de reservatbrios animais,
como demonstra o seu isolamento de Srgios e
materiais fecals de animais silvestres (Manev et
al, 1979}, Existem trabalhos que comprovaram o
aparecimento de listeriose em animais que consu-
miam alimentos ensilados (Welshimer 1968, Ivanov
et al. 1973, Philippon et al. 1972, Moreno 1976).
Estes pesquisadores demonstraram uma estreita
relagdo entre surtos de listeriose em bovinos e car-
neiros alimentados durante o inverno com silagem
deteriorada. Irvin 1968 verificou que a multiplica-
¢io da Listeria ocorre em niveis de acidez superior
a pH 5,4, A silagem deteriorada apresentava niveis
de acidez acima deste ponto critico, favorecendo
a multiplicagio da bactéria, Uma possivel explica-
¢3o para a ocorréncia de surtos de listeriose no in-
verno foi dada por Irvin (1969), O autor isolou de
silagem normal um bacilo semelhante ao Bacillus
mycoides, que inibiu o crescimento da Listeria
monocytogenes em placas de dgar-triptose. O
crescimento deste microrganismo foi inibido pelo
bacilo, num meio contenda silagem, 3 temperatura

de 229C, 0 mesmo nio ocorrendo quando cultiva- .

do a 4°C,

Vallée et al, {1972) observaram que os bovinos
jovens 530 mais suscet{veis 4 encefalite que os ani-
mais adultos. Os autores comentam que na forma
nervosa, a penetragio da Listeria monocytogenes
se d4 por solugdo de continuidade da mucosa oral,
via nervos cranjanos, ao sistema netvoso central.
Quando i eliminagdo de Listeria nos casos de ence-
falite, os dados existentes ndo sio suficientemente
claros, Killinger & Mansfield (1970), em trabalhos
sobre a epizootiologia da listeriose, $6 isolaram o
microrganismo do cérebro dos animais e nio de
outros érgdos.

Neste trabalho, a encefalite listérica ocorreu em
animais jovens na faixa etdria de um ano, criados
em regime de semi-estabulagdo, que foram alimen-
tados com ponta de cana picada fermentada, por
insuficiéncia de pasto em época de seca, durante
o inverno. Os sintomas apresentados pelos animais
confirmam os assinalados por Philippon et al.
(1972). No infcio da doenga dos animais apresen-
taram fendmenos motores ¢ caminhavam em efr-
culo, A seguir, se mostraram paraliticos, deitados
em dectibito lateral, com movimentos de pedala-
gem, A morte ocorreu em torno do décimo dia

apbs o aparecimento dos primeiros sinais da doen-
Ga.

As lesdes histopatolégicas do cérebro observa-
das durante o presente estudo se amoldam is en.
contradas nas descri¢des feitas pelos diferentes
especialistas e tratadistas, particularmente nas de
Smith et al. {1972), que consignam, no processo,
intensa meningite linfocitdria, o que foi por nés
registrado. Apontam, também, aqueles autores, a
ocorréncia de infiltrados justa-vasculares consti-
tuidos de células mononucleares, com ou sem
neutréfilos, o que foi constatado pelos autores
do presente trabalho, Mencionam, ainda, os cita-
dos especialistas, a ocorréncia de verdadeiros mi-
cro-abscessos, o que nio foi dado aos autores do
presente trabalho comprovar, evidenciando-se
apenas pequenas massas de células inflamat6rias
nio correlacionadas com vasos, nas quais se obser-
vavam, de permeio, alguns neutréfilos.

O isolamento da Listeria de material suspeito
pelo enriquecimento a baixa temperatura, por lon-
go perfodo vem confirmar os trabalhos de Gray
et al, (1948), €, posteriormente, os de Pittman &
Cherry {1967), Hoffer (1971), Beauregard & Malkin
(1971), Vallée et al. (1972), Levaditi et al. (1975},
que isolaram microrganismo do cérebro de bo-
vino com encefalite, usando o artificio da refrige-
ragio do material suspeito,

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

O igar 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 contaminagio. A hidrélise
da esculina, também presente no meio, auxilia a
identificacio de coldnias suspeitas, pelo seu ene-
grecimento.

A capacidade de produzir monocitose em coe-
lhos e querato-conjuntivite em cobaias sio carac-
ter{sticas assinaladas nas espécies patogénicas do
género; entretanto, nossas amostras nio 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,

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 19(1):95-100, jan. 1984,
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e por Freitas et al. (1982}, que isolaram Listeria
monocytogenes L 4b do cérebro de uma vaca
oriunda do Estado de Sio Paulo. Esse foi o primei-
ro trabalho a assinalar a encefalite por Listeria
monocytogenes L 1/2b no Estado do Rio de Janei-
o e no Pafs.
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