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Seven cases of neurological disease in sheep caused by Listeria monocytogenes in Rio
Grande do Sul and Parana state, southern Brazil are described. The cases occurred between
2000 and 2007 and 12-24-month-old sheep were affected. Overall morbidity and lethality
rates were 3.15% and 100%, respectively. Cases occurred in the summer and early spring.
When this information was available, affected sheep had not been fed with silage. In three
farms there were close contact among affected sheep and other species. Clinical signs were
characterized by recumbency (7/7), head ilt (4/7), incoordination (3/7), depression (3/7), circling
(2/7), unilateral blindness, wasting, fever, midriasis, paddling, opisthotonus, hind or hind and
fore limb paralysis, drooling, and muscle tremors (1/7 each). Clinical evolution varied from 12
hours to three days. Histological findings consisted of predominantly unilateral, micro-
abscedative encephalitis with variable degrees of gliosis and degenerative lesions characterized
by axonal spheroids and infiltration by Gitter cells. These lesions were observed extending
from medulla oblongata to mesencephalon. Listeria monocytogenes antigen was showed by
imunohistochemistry in routinely processed sections of brainstem from all seven affected
sheep. The diagnostic was based on epidemiological, clinical, and pathological findings and
confirmed by immunohistochemistry (IHQ) using polyclonal anti-L. monocytogenes antibody.

INDEX TERMS: Listeria sp., Listeria monocytogenes, listeriosis, diseases of sheep, immuno-

histochemistry, neuropathology.

RESUMO.- Sao descritos sete casos de doenga neurol6-
gica em ovinos por Listeria monocytogenes no Rio Gran-
de do Sul e Parana entre 2000 e 2007. Foram afetados
ovinos com idades entre 12-24 meses. Os casos ocorre-
ram no verao e inicio da primavera e os indices gerais de
morbidade e letalidade foram de 3,15% e 100%, respecti-
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vamente. Quando essa informagao estava disponivel,
nenhum dos ovinos afetados era alimentado com silagem.
Em trés propriedades havia contato proximo dos ovinos
afetados com outras espécies. A evolugéo do quadro cli-
nico foi de 12 horas a trés dias e os sinais clinicos foram
caracterizados por decubito (7/7), desvio da cabeca (4/
7), incoordenacao (3/7), depresséo (3/7), andar em circu-
los (2/7), cegueira unilateral, emagrecimento progressi-
vo, febre, midriase, movimentos de pedalagem, nistagmo
lateral, opistétono, paralisia flacida dos membros pélvi-
cos ou dos quatro membros, salivacdo excessiva e tre-
mores (1/7 cada). Histologicamente observou-se encefalite
com microabscessos, predominantemente unilateral com
variaveis graus de gliose e alteragbes degenerativas como
esferodides axonais e infiltracao de células Gitter. As lestes
se estendiam desde a medula oblonga até o mesencéfalo.
Antigenos de Listeria monocytogenesforam detectados por
imuno-histoquimica em se¢des de tronco encefalico de to-
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dos os ovinos afetados. O diagndstico foi realizado com
base nos achados epidemioldgicos e clinico-patoldgicos, e
confirmado pela imuno-histoquimica (IHQ) utilizando anti-
corpo policlonal anti-L. monocytogenes.

TERMOS DE INDEXAGAO: Listeria sp., Listeria monocytoge-
nes, listeriose, doencas de ovinos, imuno-histoquimica, neuro-
patologia.

INTRODUCAO

A listeriose € uma doenca infecciosa causada pelas bacté-
rias Gram-positivas do género Listeria (George 2002, Schild
2007). A doenca afeta varias espécies animais e seres
humanos e pode induzir doencga septicémica, com forma-
¢cao de abscessos em varios 6rgaos, abortos ou doenca
neuroldgica caracterizada por meningoencefalite e forma-
cao de microabscessos no tronco encefélico (George 2002).
Em um surto de listeriose normalmente se observa somente
uma dessas trés formas clinicas. Doenga neurolégica em
ruminantes usualmente é causada por Listeria monocyto-
genes. Essa doenca apresenta baixos indices de morbidade
e alta letalidade e nesses casos a infeccao geralmente é
associada a alimentacao com silagem ou contato com fe-
zes ou leite de animais portadores (Vandegraaff et al. 1981,
Wilesmith & Gitter 1986, George 2002, Rissi et al. 2006,
Schild 2007). A forma neurolégica de listeriose em rumi-
nantes no Brasil ja foi descrita em bovinos (Sanches et al.
2000), caprinos (Rissi et al. 2006, Guedes et al. 2007) e
ovinos (Mendes et al. 2005, Ribeiro et al. 2006, Guedes et
al. 2007), porém nao existem descricbes detalhadas da
forma neurolégica da enfermidade em ovinos.

O objetivo deste trabalho é descrever os achados epi-
demioldgicos, clinicos e patolégicos de sete casos de
doenca neuroldgica causada por L. monocytogenes em
ovinos na regido Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Os casos foram selecionados dos arquivos do Laboratério de
Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) (Ovinos 1-6) e do Laboratério Regional de

Diagndstico (LRD) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
(Ovino 7). Os dados epidemiolégicos dos Ovinos 1-3 foram
obtidos junto aos proprietarios e veterinarios encarregados dos
casos e que enviaram o encéfalo para exame. Os dados dos
Ovinos 4-7 foram obtidos junto aos veterinarios na ocasiao do
recebimento do cadaver para necropsia. Os Ovinos 1-3 eram
provenientes do Parana e os Ovinos 4-7 do Rio Grande do Sul.
Os encéfalos foram fixados em formol a 10%. Apods a avaliagdo
macroscopica por se¢des sagitais de 1 cm foram selecionados
os cortes para exame histopatoldgico (Barros & Marques 2003).
O material foi processado rotineiramente para histologia e corado
pela hematoxilina-eosina (HE). Se¢bes selecionadas de bulbo,
ponte ou mesencéfalo de todos os casos foram submetidas ao
teste de IHQ utilizando anticorpo primario policlonal anti-antigeno
celular (O) de Listeria monocytogenes na diluicao de 1:1000.

RESULTADOS

Epidemiologia e sinais clinicos

Os dados epidemioldgicos dos sete ovinos afetados
por meningoencefalite por L. monocytogenes estao no
Quadro 1. Os sinais clinicos eram caracterizados, em or-
dem decrescente de freqiiéncia, por decubito (7/7), des-
vio lateral da cabeca (4/7) (Fig.1), incoordenacgéo (3/7),
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Fig,1. Ovino 7 apresentando decubito e marcado desvio lateral
da cabeca.

Quadro 1. Dados epidemioldgicos de sete ovinos afetados por meningoencefalite por Listeria mono-
cytogenes no Sul do Brasil

Ov&/Pb  Epoca Idade® Sexo Raca Alimentagao Contato com Ovinos  Ovinos  Ovinos
outros animais  sob risco afetados mortos
1/A  Jan. 2002 nid Fe Suffolk Pastagem nativa Nao 70 2 2
e ragéao no cocho
2/B  Dez. 2003 12 F Santa Inés i ni 700 32 32
3/B  Dez. 2003 12 F Santa Inés ni 700 32 32
4/C  Dez. 2004 Adulta ni Mista Pastagem nativa Nao ni ni ni
5/D  Ago.2007 Adulta F Mista Pastagem de azevém Galinhas e patos 300 1 1
e milho e farelo de  com livre acesso
soja no cocho aos cochos
6/E  Out. 2007 24 F Mista Pastagem nativa Bovinos, porcos 28 4 4
e galinhas
7/F  Mar. 2006 Adulta F Mista Pastagem nativa e Bovinos 170 1 1

resteva de arroz

aQvino, P propriedade, ¢ meses, 9 néo informado, ©fémea.
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depresséo (3/7), andar em circulos (2/7), cegueira unila-
teral (1/7), emagrecimento (1/7), febre (1/7), midriase (1/
7), movimentos de pedalagem (1/7), nistagmo lateral (1/
7), opistétono (1/7), paralisia flacida dos membros pélvi-
cos (1/7) ou dos quatro membros (1/7), salivacao exces-
siva (1/7) e tremores (1/7). A evolucao clinica foi de 12
horas a trés dias. Os Ovinos 1 e 6 foram tratados com
antibidticos no inicio do aparecimento dos sinais clinicos,
mas nao apresentaram melhora. Os casos ocorreram em
dois municipios do Parana (Ovinos 1-3) e trés municipios
do Rio Grande do Sul (Ovinos 4-7).

Patologia

Os Ovinos 1-3, 5 e 6 ndo apresentaram alteracdes
macroscopicas. Uma area cavitaria, focal, escura e mole
(malacia) foi observada na regido do nucleo vermelho di-
reito (mesencéfalo na altura do coliculo rostral) do Ovino

4

Fig.2. Infiltrado inflamatdrio perivascular linfo-histioplasmocita-
rio no tronco encefdlico (ponte) do Ovino 6 afetado por me-
ningoencefalite por Listeria monocytogenes. Ha gliose acen-
tuada no neurdpilo adjacente. HE, obj.20x.

Fig.4. Bulbo do Ovino 5 afetado por meningoencefalite por
Listeria monocytogenes. Numerosos axdnios tumefeitos
(esferdides) em meio ao neurdpilo rarefeito (edema) séao
observados na formagao reticular. HE, obj.20x.

7. Essa lesao se estendia até a altura do coliculo caudal.
No Ovino 4 foram observadas areas multifocais verme-
Iho-escuras e firmes nas por¢des apicais do lobo pulmo-
nar cranial direito (pneumonia aspirativa). Histologicamen-
te, todos os ovinos apresentavam meningoencefalite
microabscedativa localizada no tronco encefalico e que
se estendia desde o bulbo até o mesencéfalo. As lesdes
eram predominantemente unilaterais e consistiam de
manguitos perivasculares multifocais linfo-histioplasmo-
citarios que variavam de moderados a acentuados (Fig.2).
Esses manguitos eram associados a multiplos agrega-
dos de neutrdfilos aleatoriamente distribuidos no neurépilo
(microabscessos) (Fig.3). Nessas areas havia intensa
reacéo glial, rarefagcao do neurdpilo (edema) e esferoides
axonais em meio as lesdes (Fig.4). Ocasionalmente ha-
via infiltracdo focal de células Gitter (malacia) (Fig.5).
Todas as secdes de tronco encefalico dos ovinos afeta-

5

Fig.3. Acumulo focal de neutrdfilos (microabscesso) no bulbo
do Ovino 6 afetado por meningoencefalite por Listeria mo-
nocytogenes. Essa lesao foi um achado constante nos sete
ovinos afetados. HE, obj.40x.

Fig.5. Bulbo do Ovino 6 afetado por meningoencefalite por
Listeria monocytogenes. Numerosos macréfagos com cito-
plasma tumefeito e espumoso (células Gitter) séo observa-
dos preenchendo um foco de malacia. Ha tumefagéo do
endotélio vascular. HE, obj.40x.
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Fig.6. Imuno-histoquimica em secao da ponte do Ovino 6. Ob-
servam-se multiplos pontos vermelhos (setas) marcados no
interior de células inflamatérias de um microabscesso. Es-
ses pontos correspondem a antigenos bacterianos marca-
dos positivamente pelo anticorpo anti-Listeria monocytoge-
nes. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-
fosfatase alcalina, obj.40x.

dos foram positivas no teste de IHQ para L. monocytoge-
nes (Fig. 6).

DISCUSSAO

O diagndstico de listeriose foi realizado com base nos
achados clinicos, epidemioldgicos e histologicos e confir-
mado pela detec¢do do agente pela técnica de IHQ. Os
casos deste estudo ocorreram no verao e inicio da prima-
vera e em cinco ocasides onde essa informacao estava
disponivel, os rebanhos nao eram alimentados com
silagem. Essas caracteristicas sé@o diferentes do que é
relatado em outros paises, onde a ocorréncia da doenca
€ mais alta nos meses de inverno (Vandegraaff et al. 1981,
Wardrope & Macleod 1983, Barlow & McGorum 1985,
Wilesmith & Gitter 1986) e normalmente é associada a
alimentacédo com silagem de ma qualidade (Barlow &
McGorum 1985, Wilesmith & Gitter 1986). O aumento dos
casos de listeriose nesses periodos é atribuido as condi-
cOes climaticas desfavoraveis e a consequente queda de
qualidade da silagem (Wilesmith & Gitter 1986). O estres-
se provocado pelo frio intenso, associado aos altos indi-
ces pluviométricos, agrupamento do rebanho e pastagem
de ma qualidade séao fatores que também contribuem para
o desenvolvimento da doenca nesses locais (Vandegraaff
etal. 1981, Wilesmith & Gitter 1986). No Brasil a situagcéo
parece se inverter e a maioria dos casos de meningoen-
cefalite por L. monocytogenes em ruminantes ocorre nos
meses mais quentes do ano e na maioria das vezes nao
ocorre associada a alimentacao com silagem ou ao me-
nos nao ha comprovagao definitiva do envolvimento des-
se produto na transmisséo da doenga (Sanches et al. 2000,
Rissi et al. 2006, Schild 2007). Meningoencefalite por L.
monocytogenes nao associada a alimentagao com silagem
ocorre ocasionalmente em outros paises (Vandegraaff et
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al. 1981) e normalmente esses casos sdo associados a
contaminagao ambiental (George 2002). L. monocytoge-
nes é habitante do solo ou de matéria vegetal decompos-
ta e pode ser isolada de fezes de varios animais domésti-
cos e selvagens (Low & Linklater 1985, George 2002) ou
de secrecao nasal e fezes de ovinos normais (Killinger &
Mansfield 1970). O papel epidemiolégico dessas potenci-
ais fontes de infeccao parece ser o determinante em ca-
sos de meningoencefalite por L. monocytogenes em ru-
minantes no Brasil (Rissi et al. 2006) e provavelmente foi
0 que ocorreu nos casos deste estudo. A contaminacéo
ambiental (pastagem ou racdo) por L. monocytogenes
parece ter sido a origem da doenca nos Ovinos 1-4 (Pro-
priedades A-C), enquanto que o contato direto com fezes
ou outras secrec¢oes de galinhas, patos, bovinos e porcos
pode ter sido a fonte de infeccao dos Ovinos 5-7 (Propri-
edades D-F).

A doenca ocorreu na forma de surtos (Propriedades
A, B e E) ou de casos isolados (Propriedades D e F). Nao
havia informacbes epidemioldgicas satisfatorias na pro-
priedade C. De um total de 1.268 ovinos sob risco nas
seis propriedades, 40 adoeceram e morreram apos evo-
lucdo clinica de 12 horas a trés dias. Esses dados geram
indices gerais de morbidade, mortalidade e letalidade,
respectivamente, de 3,15%, 3,15% e 100%, e sédo seme-
Ihantes aos descritos em outros surtos de meningoence-
falite por L. monocytogenes em ovinos (Vandegraaff et al.
1981, Reuter et al. 1989). A doenca € mais comum em
ovinos adultos, como foi observado neste estudo, e rara-
mente ocorre em cordeiros (Wardrope & MacLeod 1983).

A maioria dos sinais clinicos desenvolvidos por ani-
mais afetados pela forma neuroldgica da listeriose esta
relacionada com a distribuicdo das lesdes no tronco en-
cefalico e, em menor grau, no cerebelo (Constable 2004,
Rissi et al. 2006). Em todos os casos deste estudo foram
observadas lesbes histolégicas inflamatdrias e degene-
rativas que se estendiam desde a medula cervical até o
mesencéfalo e a maioria dos sinais clinicos (incoordena-
¢do, andar em circulos, torneio, desvio da cabeca,
salivacao excessiva, depressao, opistétono, midriase e
tremores) pdde ser associada com essa localizagdo. A
paralisia flacida dos membros desenvolvida pelos Ovino
1 e 7 poderia ser explicada por uma lesao medular no
entanto, somente o encéfalo foi examinado, o que impos-
sibilitou a comprovacéo dessa possibilidade. A condicdo
geral dos animais afetados por listeriose rapidamente
deteriora e os forca a entrar em decubito alguns dias apds
o inicio dos sinais clinicos, como ocorreu nos casos des-
te estudo.

Os achados histopatoldgicos nos sete ovinos deste
estudo sdo semelhantes aos descritos em casos de
listeriose em ovinos e em outros ruminantes (George 2002,
Mendes et al. 2005, Rissi et al. 2006). A localizagao das
lesdes no tronco encefalico esta relacionada a porta de
entrada da infec¢do, normalmente em locais proximos as
terminacdes de nervos cranianos, principalmente facial e
trigémeo (Borman et al. 1960). Essas portas de entrada
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incluem lesdes na mucosa oral, decorrentes de ingestéao
de alimentos fibrosos e erupgdes dentarias, ou lesdes na
mucosa nasal e conjuntival (Otter & Blakemore 1989,
Wesley 1999), porém nenhuma dessas lesoes foi obser-
vada nos ovinos deste estudo.

Sec¢des de tronco encefélico de todos os ovinos afeta-
dos foram positivas na imuno-histoquimica. Apesar de
existirem suspeitas de reacao cruzada entre espécies de
Listeria (Rissi et al. 2006) nesse teste, o diagnédstico de
meningoencefalite por L. monocytogenes nestes casos é
bastante seguro, pois é descrito que somente essa espé-
cie esta associada com doenga neuroldgica em ruminan-
tes (Schneider 1994, Low & Donachie 1997). Marcagéao
positiva foi observada em todos os casos e antigenos
bacterianos foram detectados no citoplasma de neutrofi-
los e macrofagos que compunham os focos de microabs-
cessos no tronco encefédlico. Marcagao positiva nao foi
observada em células inflamatdrias dos manguitos peri-
vasculares ou em neur6nios como descrito em outros
casos (Marco et al. 1988, Rissi et al. 2006). A técnica de
IHQ tem sido usada com eficiéncia no diagndstico de
listeriose (Peixoto 1986, Marco et al. 1988, Johnson et al.
1995, Weinstock et al. 1995, Ramos-Vara & Beissenherz
2000, Campero et al. 2002, Loeb 2004) por apresentar
maior rapidez e sensibilidade quando comparada a cultu-
ra bacteriana e a técnica de coloragéo de Gram, respecti-
vamente (Marco et al. 1988, Johnson et al. 1995, Rissi et
al. 2006). Alguns autores (Johnson et al. 1995) relatam
dificuldades no isolamento bacteriano de amostras pro-
venientes de ruminantes acometidos por doeca neurolo-
gica causada por L. monocytogenes, mesmo quando re-
metidas apropriadamente. Uma explicacéo para esse pro-
blema poderia se basear no fato de que alguns casos da
doenca, particularmente em bovinos, podem estar asso-
ciados a pouca ou nenhuma quantidade de bactérias in-
tralesionais (Johnson et al. 1995). Além disso, o isola-
mento de Listeria spp. exige condicbes especiais de cul-
tura (Wardrope & MacLeod 1983) e requer aproximada-
mente um més para que o resultado possa ser confirma-
do (MacLeod & Wells 1986). Em relacao a coloracédo de
Gram, normalmente se observa menor quantidade de
bactérias quando comparada a técnica de IHQ (Marco et
al. 1988) e, em alguns casos, nem mesmo se observa
marcacao do agente nas sec¢des examinadas (Barlow &
McGorum 1985). Diferentes padroes de positividade frente
as técnicas de Brown & Brenn (BB) e de IHQ foram ob-
servados em um surto de doencga neuroldgica por L. mo-
nocytogenes em caprinos (Rissi et al. 2006). Nesses ca-
sos a técnica de BB permitiu a detecgao de grande quan-
tidade de bactérias em um caprino com evolugao clinica
de 10 dias (e que histologicamente apresentava microa-
bscessos), pequena quantidade em um caprino com evo-
lucdo clinica de cinco dias (e que apresentava multiplos
focos de malacia) e nenhuma bactéria em um caprino com
evolucao de 30 dias (com lesdes granulomatosas). Apds
a realizacao de IHQ, antigenos bacterianos foram obser-
vados em grande quantidade no primeiro caprino, mode-

rada quantidade no segundo e pequena quantidade no
terceiro caprino. Esses achados indicam que ha uma pos-
sivel influéncia da evolugao clinica e da natureza das le-
sOes na quantidade de bactérias intralesionais em um surto
de meningoencefalite por L. monocytogenes em ruminan-
tes e que isso pode interferir no diagndstico dependendo
da técnica utilizada.

A quantidade de antigenos bacterianos marcados pela
técnica de IHQ variou substancialmente entre os encéfalos
dos ovinos deste estudo e os encéfalos de caprinos afe-
tados pela forma neuroldgica de listeriose descritos em
outra ocasiao (Rissi et al. 2006). Nesse trabalho, o caprino
que apresentava lesoes classicas de listeriose, semelhan-
tes as desenvolvidas pelos ovinos do presente relato,
apresentava grande numero de antigenos bacterianos
intralesionais. Por outro lado, a técnica de IHQ marcou
poucos ou raros antigenos intralesionais no encéfalo des-
tes ovinos. As defesas do hospedeiro contra patdgenos
intraceculares se baseiam amplamente na capacidade de
producgdo de 6xido nitrico pelos macréfagos (Pfister et al.
2002) e talvez possam explicar essa diferenca de marca-
¢cao antigénica no encéfalo de ovinos e caprinos. A 6xido
nitrico-sintase, enzima responsavel pela formagao de 6xi-
do nitrico pelos macréfagos, apresenta diferencas de ex-
pressdo entre bovinos, ovinos e caprinos afetados por
meningoencefalite por L. monocytogenes. Os niveis de
expressao dessa enzima sdo altos em bovinos, interme-
diarios em ovinos e baixos em caprinos e esses indices
sao inversamente proporcionais a quantidade de bactéri-
as intralesionais em casos de doenca neurolégica por L.
monocytogenes em ruminantes (Pfister et al. 2002).

O tratamento intravenoso com antibiéticos é pouco
eficaz em ovinos, principalmente se os animais ja estive-
rem em uma fase adiantada da doenca (Schild 2007). Em
casos de meningoencefalite por L. monocytogenes em
caprinos, uma cabra foi tratada e apresentou pequena
melhora clinica seguida de recidiva dos sinais clinicos e
morte apods 30 dias do tratamento, indicando, como foi o
caso neste estudo, que mesmo tratados no inicio da do-
enca, animais afetados pela doenca dificilmente apresen-
tam melhora clinica apds tratamento com antibidticos
(Rissi et al. 2006).

O diagnéstico de listeriose em todos os casos foi rea-
lizado com base nos achados epidemioldgicos e clinico-
patolégicos, e confirmado pela imuno-histoquimica (IHQ)
utilizando anticorpo policlonal anti-L. monocytogenes.
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