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RESUMO

O objetivo deste estudo foi a formulacdo de um modelo experimental de infecgdo neuroldgica
por Listeria monocitogenes em bovinos. Utilizou-se 10 bovinos da raca Holandesa, divididos
em dois grupos. Realizou-se a escarificacdo da mucosa oral, seguida de aplicagdo do in6culo.
Os bovinos foram eutanasiados 14 dias apds inoculacdo e submetidos a necropsia. Os 6rgaos
foram coletados para microbiologia e histopatologia. As lesdes encontradas na histopatologia
indicam provavel infeccdo intestinal por L. monocytogenes seguida por infeccdo sistémica.
Contudo, A doenga neuroldgica ndo foi observada neste modelo, sendo consideradas as
seguintes variaveis: curto periodo de experimento, a ineficacia no transporte axonal, ou baixa
Imunossupressao.

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A listeriose € uma zoonose de origem alimentar, que apresenta alta letalidade em
animais acometidos (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). A doenca é causada por cem—a
Listeria monocytogenes, uma bactéria flagelada, Gram positiva, intracelular facultativa. Em
animais, a doenca pode se apresentar em trés formas clinicas distintas: (i) septicemia; (ii)
aborto e; (iii) neuroldgica, caracterizada por nistagmo lateral, opistdtono, paralisia flacida dos
membros pélvicos ou dos quatro membros e salivacdo excessiva (Summers et al., 1995).

Segundo Summers et al. (1995), a sua ocorréncia é favorecida pela ma conservagédo de
alimentos, como silagens e feno, sendo essa a principal fonte de contaminacdo para
ruminantes.

Segundo Cruz et al.(2008), L. monocytogenes é considerado um patdégeno oportunista,
dependendo principalmente das condi¢des imunolodgicas dos individuos afetados.

Na forma neuroldgica, acredita-se que L. monocytogenes infecta o organismo através
de uma ferida ou area com comprometimento do epitélio da mucosa oral e por via ascendente,
através do nervo trigémeo, atinge o tronco cerebral (Barlow e McGorum, 1985).
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Ndo ha relatos de modelo experimental de listeriose neurol6gica em bovinos, tornando
este experimento inovador na comunidade cientifica, auxiliando no estudo desta patologia e
sua forma de controle.

O objetivo geral do presente estudo foi formular um modelo experimental de infec¢do
neuroldgica por L. monocytogenes em bovinos,. Os objetivos especificos incluem avaliar os
sinais clinicos durante a infec¢do e, posteriormente, descrever lesbes anatomopatoldgicas
observadas no modelo experimental e confirmar a infeccdo local com auxilio da

microbiologia.

METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do Instituto Federal Catarinense Campus
Concérdia (CEUA 11/2016).

Foram incluidos no estudo 10 bovinos machos, da raca Holandesa, enumerados e
divididos em dois grupos: grupo infectado (GI) de 1 a 5; e grupo controle (GC) de 6 a 10.

No dia anterior a inoculagdo, injetou-se 0,4mg/kg de dexametasona por via
intramuscular, em todos os animais de ambos grupos. Os animais foram mantidos por 24
horas em jejum. Ambos os procedimentos foram realizados com o intuito de causar
Imunossupressao nos animais.

Utilizou-se a cepa patogénica de Listeria monocytogenes ATCC 7644. Para preparo do
indculo, cultivou-se a bactéria em placa de agar sangue em estufa a 37°C por 24 h, e
transferiu-se para 100 mL de meio liquido de Brain Heart Infusion (BHI) para crescimento
por 16 h a 37°C em homogeneizador. A concentragdo bacteriana foi estimada por
espectrofotémetro considerando 1 ODgg = 1x 10° UFC (unidade formadora de coldnia)/mL.
Centrifugou-se a amostra a 1000xg por 5 min e o pellet foi ressuspendido em solugdo tampéo
fosfato esteril (PBS). A esterilidade e concentracdo final do indculo foram confirmadas por
diluicdo seriada e plaqueamento do in6culo em agar sangue incubado a 37°C overnight.

A inoculacdo ocorreu realizando-se escarificagdo da mucosa gengival, na regido
rostral da mandibula, com bisturi utilizando-se sobre a leséo e na submucosal mL do in6culo
bacteriano, sendo a concentracdo final de 1,32x10' UFC por animal. No grupo controle
utilizou-se 1 mL de solucdo estéril de PBS para simular a inoculacao.
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Os animais do grupo controle foram abatidos em abatedouro com sistema de inspe¢ao
municipal (SIM) O abate foi acompanhado, sendo coletados fragmentos de intestino e baco na
area suja, e de figado e a cabeca inteira apds a inspecédo na area limpa.

As pegas recolhidas foram levadas ao Laboratdrio de Patologia Veterinaria do IFC -
Campus Concdrdia, onde fragmentos de tecidos do sistema nervoso central, figado, bago e
intestinos foram coletados para microbiologia, PCR, anélise de estresse oxidativo e
histopatologia.

Em seguida, realizou-se a necropsia dos animais infectados, colhendo os mesmos
tecidos que no grupo controle e, quando necesséario, colhendo para histopatologia os demais
Orgdos que apresentassem alteracbes macroscopicas. O cultivo bacteriano foi realizado em
agar sangue e para histopatologia realizou-se desidratacao em alcool crescente, diafinizacao,

embebicao em parafina, seguido de corte histologico e coloracao em Hematoxilina e Eosina.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nenhum dos animais apresentou quadros de sintomatologia nervosa sugestivas de
listeriose.

Ao exame de necropsia, 60% dos animais do grupo infectado (3/5) apresentaram
linfonodos mesentéricos com moderado a acentuado aumento de tamanho, brilhantes
(edemaciados) e associado a linfangiectasia moderada. Dois animais (40%) apresentaram
espessamento leve a moderado da parede de intestino delgado, principalmente jejuno e ileo,
com evidenciagdo de placas de Peyer.

Na microbiologia dos o6rgdos, ndo foi isolada Listeria spp. Amostras do tecido
nervoso, em ambos 0s grupos, tiveram resultado negativo.

Na avaliagdo por histopatologia, as alteracdes observadas nos animais do grupo
infectado foram: no baco esplenite supurativa variando de discreta a moderada, com infiltrado
inflamatorio neutrofilico adjacente aos nddulos linféides (4/5), hiperplasia linfoide discreta a
moderada, com evidenciacdo de centro germinativos (2/5) e discreta hemossiderose (2/5)..
Nos linfonodos mesentéricos, observou-se hiperplasia linfoide moderada com evidenciacdo de
centros germinativos, hemossiderose focal (1/5) e edema difuso na medular (2/5). No

intestino delgado, observou-se dilatagdo moderada a intensa de vasos linfaticos na submucosa
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(2/5), edema de submucosa e hemossiderose (1/5). Dois animais apresentaram enterite
linfocitica moderada, com evidenciacdo de placas de Peyer com hiperplasia moderada. Um
dos animais apresentou dilatacdo da cripta com acimulo de debris celulares no Iimen e outro
com fragmentagéo da muscular da mucosa.

Nos animais do grupo controle, evidenciou-se hiperplasia linfoide discreta com
evidenciacdo de centro germinativo no bago somente em um animal, descartando a
importancia desta lesdo no grupo inoculado.

A falta de sintomatologia nervosa, associada a auséncia de lesdo no tecido neural,
principalmente no tronco encefélico, indicam que ndo houve quadro de listeriose neuroldgica.

As lesBes macroscopicas e microscopicas evidenciadas no intestino delgado indicam
agressdo inflamatoria local provavelmente contra L. monocytogenes. Apesar de a inoculacéo
ter sido na mucosa e intragengival, ha possibilidade de que, no momento da inoculacéo, parte
do indculo tenha sido deglutido pelos animais, estabelecendo uma infeccdo intestinal. Ha
evidéncias de que, em pequenos ruminantes, ocorre excrecao fecal de L. monocytogenes em
portadores assintomaticos, apds estabelecer a infeccdo no trato gastrointestinal por via oral
(Zundel e Bernard, 2006). Contudo, ndo ha relatos de quais alteracBes histopatoldgicas sao
observadas no local durante a infecgéo intestinal. .

A infeccdo sisttmica pode ter sido debelada com ativacdo do sistema imune,
ocorrendo lise celular e eliminacdo bacteriana sistémica assim como descrito por Zundel e
Bernard (2006). Para a confirmacdo da infeccdo, sera necessario realizacdo de testes
compelementares mais sensiveis, tais como imunohistoquimica ou PCR convencional dos
tecidos.

Como nédo houve indicios de infeccdo no sistema nervoso por L. monocytogenes,
infere-se que o periodo de incubacéo seja maior que 14 dias, como relatado por Riet-Correa et
al. (2001), ou ainda que a via de infeccdo em bovinos seja por via intestinal com absorgéo,

bacteremia e posterior infeccdo neurolégica.

CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do modelo experimental de listeriose neurologica em bovinos pela
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inoculacdo de L. monocytogenes em mucosa oral de bovinos ndo foi eficaz, uma vez que ndo
houve lesbes macroscopicas ou histopatoldgicas no sistema nervoso. A inoculagéo resultou
em lesdes intestinais e lesbes microscopicas no bago compativeis com quadro sistémico apds
degluticdo acidental do in6culo.

Mais estudos devem ser realizados a fim de instituir um modelo experimental, que
determine a doenca neuroldgica em bovinos, sendo consideradas modificacbes na
metodologia, tais como alteracdo do local de inoculacdo, o aumento no periodo de

imunossupressao ou até mesmo aumento no periodo entre inoculacdo e eutanasia.
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