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RESUMO

Listeriose € uma doenca causada por Listeria spp. e manifestada na forma de abortos,
septicemia, ou encefalite. Meningoencefalite com microabscessos é observada, sobretudo no
tronco encefélico. Um caso de doenca neuroldgica, ocasionada por Listeria monocytogenes é
descrito em um cervo dama (Dama dama) mantido em cativeiro no estado do Rio Grande do
Sul. Foram observados sinais clinicos de depressdo, andar em circulos, incoordenag¢do motora,
decubito e morte. A necropsia revelou congestdo das leptomeninges. Os achados histoldgicos
mais importantes foram meningoencefalite mononuclear a supurativa, multifocal acentuada,
associada com infiltrado de células Gitter e formacdo de microabscessos. Bactérias Gram
positivas foram observadas pela coloracdo de Brow-Hopps, enguanto o exame imuno-
histoquimico anti-Listeria monocytogenes revelou intensa marcacao positiva. O diagnéstico
foi estabelecido por meio da observacédo de sinais clinicos e achados patoldgicos e confirmado
pelo teste de imuno-histoquimica. Portanto, a listeriose deve ser considerada no diagnostico

de enfermidades que causam sinais clinicos neurolégicos em ruminantes silvestres.

PALAVRAS-CHAVE: listeriose, animais silvestres, neuropatologia, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Listeriosis is a disease caused by Listeria spp that is characterized by abortion, septicaemia
or encephalitis. Meningoencephalitis with micro-abscesses is observed mainly in the
brainstem. A neurological disease, caused by Listeria monocytogenes, is described in a
captive Fallow Deer (Dama dama) in Rio Grande do Sul state, southern Brazil. Clinical
signs, such as, depression, walk in circles, incoordination, recumbency and death were
shown. Necropsy revealed leptomeningeal congestion. The main histological findings were
marked multifocal meningoencephalitis mononuclear to suppurative, infiltration by Gitter
cells and micro-abscesses formation. Gram-positive bacteria were observed by Brow-Hopps

special stain and anti-Listeria monocytogenes immunohistochemistry (IHC) has evidenced a

strong positive marking. The diagnosis was based on clinical signs and pathological findings
but confirmed by IHC. Therefore, this disease is an important differential diagnosis in

neurological conditions of wild ruminants.

KEYWORDS: listeriosis, wild animals, neuropathology, immunohistochemistry.



INTRODUCAO

Listeriose € uma enfermidade ocasionada por bactérias Gram-positivas do género Listeria que
pode apresentar trés sindromes clinicas: abortamento, quadros de septicemia com formagéo de
abscessos em diversos 6rgdos, ou doenca neurolégica (MAXIE & YOUSSEF, 2007). O
género inclui Listeria monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanovii
(ssp. ivanovii e londoniensis) (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). S&o bactérias moveis,
intracelulares, anaerdbias facultativas, com faixa de temperatura de crescimento 6tima entre
30 a 37°C. Entretanto, pode reproduzir-se a temperaturas entre - 0,4 e 45°Ceem pH 4,52 9,6
(COOPER E WALKER, 1998; WINTER et al., 2004; RADOSTITS et al. 2006).

A listeriose afeta, principalmente, ruminantes e, particularmente, ovelhas. A maior
parte dos surtos é causada por L. monocytogenes, seguida por L. innocua e L. ivanovii
(RADOSTITS et al. 2006, SCHILD, 2007; BRUGERE-PICOUX, 2008). O desenvolvimento
de sinais clinicos, frequentemente, esta associado com periodos de estresse e imunodepressdo
(COOPER E WALKER, 1998).

Listeria monocytogenes é encontrada em diversos ambientes, como solo, agua,
pastagem, silagem e matéria organica (HASSAN et al., 2001). O alimento mal conservado,
principalmente, silagem é a principal fonte de infeccdo para ruminantes (BAIXO E
DONACHIE, 1997; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; WIEDMANN, 2003). Agua
contaminada por fezes de aves portadoras da bactéria, insetos vetores, além de outras fontes
também devem ser consideradas (COOPER E WALKER, 1998).

Acredita-se que a doenca enceféalica decorra da penetracdo do agente através de
erosdes na mucosa oral, ou por infeccdo das cavidades dentarias, chegando ao tronco
encefalico por via neurdgena, pelos nervos trigémeo e facial (BARROS, 2006). Experimentos
recentes evidenciam o transporte bacteriano por via nervosa, ap6s inoculacao periférica de L.
monocitogenes e confirmam a hipédtese da propagacdo bacteriana transneuronal (ANTAL,
2005).

L. monocytogenes afeta varia espécies de animais e, geralmente, em forma de surtos.
Ruminantes, suinos, coelhos, aves e animais recém-nascidos sdo afetados, na maioria das
vezes pela forma septicémica. A bactéria é causa de aborto, principalmente, em ovinos e
bovinos e de doenca neuroldgica em ovinos, caprinos e bovinos (SCHNEIDER, 1994,
SUMMERS, 1995).



Em ruminantes, a forma neuroldgica pode ocorrer tanto em surtos como de forma
esporédica, com morbidade baixa e letalidade alta (RISSI, 2006). A doenca encefélica,
geralmente, é subaguda em bovinos e aguda em ovinos e caprinos e se manifesta como
perturbacdes de consciéncia e respiracdo, graus variados de deficiéncia motora e sensorial,
desvio da cabeca, andar em circulos, decubito, cegueira, febre e sialorreia (SCHNEIDER,
1994, ANTAL, 2005, RISSI, 2010).

As lesdes macroscopicas ndo sdo comuns, mas podem se manifestar como hiperemia
das leptomeninges e turvamento do liquido cefalorraquidiano. Ocasionalmente, em cortes
transversais do tronco encefalico, observam-se focos castanho-amarelados de malécia
(SUMMERS, 1995). As alteragcGes microscopicas consistem em microabscessos, manguitos
mononucleares, degeneracdo axonal e presenca de células de Gitter. Essas lesdes distribuem-
se de forma assimétrica, principalmente, no bulbo e na ponte, mas podem ocorrer em qualquer
porcao do tronco encefalico, desde o tdlamo até a medula espinhal (RISSI, 2006).

Este trabalho relata os achados clinico-patolégicos e imuno-histoquimicos de um

caso de listeriose neurologica em cervo-dama (Dama dama) cativo.



MATERIAL E METODOS

O historico clinico foi informado pelo veterinario responsavel pelo zooldgico e o
cervo foi necropsiado pela equipe do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande Sul (SPV-UFRGS), no més de outubro de 2009. Fragmentos de diversos
orgdos foram coletados em solucéo de formalina a 10%. Apo0s a fixacdo, foram selecionados
os cortes do encefalo: bulbo na regido do débex, cerebelo, ponte na altura dos pedunculos
cerebelares, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, lobo telencefalico occiptal, cortex
parietal com o hipocampo e tdlamo subjacentes e lobo telencefalico frontal. Posteriormente,
as amostras foram processadas por técnicas histoldgicas rotineiras e coradas por hematoxilina
e eosina (HE). Seccbes de encéfalo foram submetidas a coloracdo especial de Brown-Hopps
(PROPHET, 1992).

Para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, cortes de tecidos encefalicos
foram preparados em laminas de Poli-L-lisina 10%. As laminas foram submetidas a inibicéo
da peroxidase endogena com metanol e peréxido de hidrogénio a 10%, em seguida foram
imersas em leite desnatado, por 30 minutos e incubadas com anticorpo primario policlonal
anti-antigeno celular de Listeria monocytogenes (BD®), na diluicdo de 1:1000 a temperatura
de 4°C overnight. A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de estreptavidina-biotina
ligada a peroxidase (Kit LSAB HRP, Dako®) e, na revelacdo, utilizou-se como cromégeno o
DAB (Dako®).



RESULTADOS

Um cervideo (Dama dama), macho, de dois anos de idade, mantido em cativeiro, em
um amplo recinto, no zooldgico do municipio de Gravatai, Rio Grande do Sul. O cervo tinha
acesso a pastagem nativa e recebia cana-de-agUcar triturada fresca. No mesmo recinto dos
cervos-dama, havia outras espécies de mamiferos e aves silvestres, entre 0s quais, cervos-
nobres (Cervus elaphus), camelos (Camelus bactrianus), zebras (Equus burchelli), capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris), emas (Rhea americana), cisnes-negros (Cygnus atratus), etc.
(Figura 1).
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Figura 1: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo-dama. Recinto em que os cervos-dama
sdo mantidos, juntamente, com outras espécies de mamiferos e aves silvestres.

Segundo o veterinario, em outubro de 2009, o cervo iniciara um quadro de depresséao,
mantendo-se afastado dos demais cervideos do grupo. Subsequentemente, apresentou andar
em circulos, incoordenacdo, dificuldades de manter-se em estacdo e Ulcera de coOrnea
esquerda, na qual em que se realizou procedimento de recobrimento por flap de terceira

palpebra. Apds cinco dias, os sinais progrediram para decubito lateral e morte.
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Durante a necropsia, observou-se palidez das mucosas conjuntivais e oral e
opacidade e ulceracdo da cdrnea esquerda, apds remocdo da sutura. A Unica alteragdo
observada no encéfalo foi congestao difusa dos vasos sanguineos das leptomeninges (Figura
2). O jejuno apresentava mucosa, difusamente, avermelhada com contetudo liquefeito,
avermelhado e coagulos sanguineos, enquanto o intestino grosso continha fezes enegrecidas.
No abomaso, a mucosa demonstrava petéquias, equimoses e ulceragdes multifocais de,

aproximadamente, 2 cm de diametro.

Figura 2: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo-dama. Note que a leptomeninge

apresenta congestdo acentuada.

Na histologia do encéfalo, observaram-se, na regido do 6ébex e da ponte, focos
extensos de maléacia (Figura 3) assimétrica com infiltrado de células Gitter, formacdo de
esferoides axonais, trombose e manguitos perivasculares, predominantemente,
linfoplasmocitérios. Nas regides do hipotdlamo e mesencéfalo, havia extensas &reas de
malacia com abundante infiltrado inflamatério purulento, por vezes, formando

microabscessos (Figura 4), além de gliose e vasos com endotélio reativo e trombose,
11



circundados por espessos manguitos perivasculares mistos, com exsudacdo de fibrina. Em
todos os cortes encefélicos, foi observada congestdo difusa com trombos ocasionais e
corpusculos de choque. No ganglio trigeminal, havia ganglioneurite ndo supurativa multifocal
moderada e trombose difusa acentuada na rete mirabile. No olho esquerdo, havia necrose da
camada superficial da cornea com infiltrado inflamatdrio supurativo discreto. No intestino
delgado, foi observada hemorragia multifocal moderada e congestdo difusa com exsudacdo de
fibrina e trombos em vasos da submucosa, enquanto que, no intestino grosso, havia sangue
digerido na luz e sobre a mucosa. O abomaso apresentava areas de necrose da lamina prépria
com focos de hemorragia e degeneracdo fibrinoide da parede de vasos da submucosa
adjacente. Observou-se ainda hemossiderose difusa acentuada no bago e nos linfonodos

mesentéricos.

Figura 3: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo dama. Ponte com area focal extensa de
malacia. Ha infiltrado acentuado de células Gitter circundando o foco de necrose. HE. Obj. 10.
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Figura 4: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo-dama. Multiplos focos de infiltrado
purulento (microabscessos) na regido do hipotdlamo. HE. Obj. 20.

Na coloracdo de Brow-Hopps, evidenciou-se bactérias Gram-positivas (Figura 5),
com forma de bastonetes foram evidenciadas nas areas de lesdo encefélica. Quando
submetidas ao teste de imuno-histoquimica anti-Listeria monocytogenes, essas areas

apresentaram marcacao positiva (Figura 6), principalmente, nos focos de encefalite purulenta.
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Figura 5: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo-dama. Bastonetes Gram-positivos na
regido do hipotalamo, evidenciados pela coloragdo de Brow-Hopps (setas) Obj. 40.
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Figura 6: Meningoencefalite por Listeria monocytogenes em um cervo-dama. Marcagdo positiva de bactérias
no citoplasma de células inflamatdrias. Imuno-histoquimica anti-Listeria monocytogenes pelo método biotina-
estreptavidina ligada a peroxidase. Cromdgeno DAB. Obj. 40.
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DISCUSSAO

O diagndstico de listeriose foi estabelecido com base nos achados histologicos
semelhantes aos descritos em outras espécies de ruminantes (SCHILD, 2007; BRUGERE-
PICOUX, 2008; RISSI et al. 2006; RISSI et al. 2010) e na marcagdo positiva para imuno-
histoquimica anti-Listeria monocytogenes. O tronco cerebral € a localizacdo de maior parte
das lesdes que incluem componentes supurativos e ndo-supurativos, conforme observado nas
lesBes histologicas desse caso (SCHLUTER et al, 1996,.. ANTAL et al, 1999).

A abraséo ocasionada pelo alimento fornecido ao cervo pode ter ocasionado lesGes
na mucosa oral que pudessem servir como porta de entrada para a bactéria, a qual, a partir dai,
poderia ser transportada até o cérebro por via nervosa e desencadear reacdo inflamatoria no
sistema nervoso central.

Casos de listeriose em ruminantes tém sido descritos em outros paises, durante o
inverno e associados a contaminacdo de silagem, ja que a bactéria consegue se desenvolver
em baixas temperaturas, comparado as exigéncias de temperatura mais elevadas de outras
bactérias (BRUGERE-PICOUX, 2008). Esse caso, no entanto, ocorreu durante a primavera e
sem fornecimento de silagem, semelhantemente ao ocorrido em outros surtos de listeriose
descritos em ruminantes no Brasil (SCHILD, 2007; RISSI et al. 2010).

Em um surto de mortalidade em cervos-dama, L. monocytogenes foi isolada do solo e
fezes de animais saudaveis, os quais foram considerados possiveis fontes de infeccédo
(ANDRADE NETO, 2007). A manutencdo do cervo em um recinto coletivo com outros
mamiferos e aves, possiveis portadores assintomaticos, explicaria a contaminacdo ambiental,
enguanto que a concentracdo de animais de diversas espécies na area contribuiria para
aumentar a quantidade de matéria organica presente no solo.

Tendo em vista que a enfermidade ocorreu de forma isolada, sugere-se que algum
fator imunossupressor tenha possibilitado seu desencadeamento, conforme sugerido,
previamente (BARROS, 2006; ANDRADE NETO, 2007). Fatores estressantes como restricdo
alimentar, altas densidades populacionais e disputas sociais podem ser considerados
determinantes da queda da imunidade desses animais. Opacidade e ulceracdo de coOrnea
contribuem para essa hipotese, pois semelhantes alteragdes ocorrem, frequentemente, apds
eventos de imunossupressao prolongada (ANDREWS, 2004).

A técnica de imuno-histoquimica tem demonstrado ser efetiva no diagndstico da

infeccdo por Listeria monocytogenes, inclusive com maior sensibilidade que a coloragédo de
16



Gram e o isolamento bacteriano (LOEB, 2004, RISSI et al. 2006). Nesse caso, 0 material ndo
foi remetido para exame bacterioldgico e a imuno-histoquimica foi um método efetivo para o

diagnostico em tecidos fixados em parafina.
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CONCLUSOES

A listeriose deve ser considerada no diagnostico de enfermidades que causam sinais
clinicos neurologicos em ruminantes silvestres.

A apresentacdo clinica, leses macro e microscopicas sdo semelhantes aquelas
descritas em ruminantes domeésticos.

Ha fatores epidemioldgicos e ambientais pouco esclarecidos na apresentacdo dessa
enfermidade em nosso pais e, sobretudo em ruminantes silvestres.

A imuno-histoquimica é uma técnica com sensibilidade e especificidade satisfatorias
para o diagnostico post mortem dessa doenca.

A determinacdo da causa da morte em animais de criacdo e de cativeiro permite o
reconhecimento dos agentes causadores de doenca e, consequentemente, a tomada de atitude
frente ao desafio representado pelas doengas.
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