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RESUMO

Descreve-se a ocorréncia da doenca de Tyzzer em dois felinos; um deles o primeiro relato na
literatura da forma neurol6gica da doenca nessa espécie. Ambos os animais eram filhotes. O
primeiro desenvolveu sinais clinicos de paralisia dos membros pélvicos, diarreia, tremores e
opistétono e morreu apos trés dias do inicio dos sinais clinicos; o segundo foi encontrado morto
e ndo possuia historico clinico prévio. No exame histopatoldgico do felino 1 observou-se
enterite, hepatite, miocardite, mielite e encefalite necrotizante associada a bacilos filamentosos
intracelulares no intestino, figado e encéfalo, compativeis com Clostridium piliforme, com
confirmacéo por teste molecular de PCR. Além disso, havia uma lesdo cuténea ulcerativa, que
na microscopia foi associada a bacilos filamentosos intracelulares e confirmada por PCR para
0 agente, sendo esta forma a primeira vez descrita em animais. No felino 2 havia uma enterite
superficial discreta que, na coloracdo especial de Warthin-Starry, apresentou o agente no
interior de enterdcitos, o que foi considerado sugestivo da doenca, apesar do teste molecular
(PCR) do bloco parafinizado ter sido negativo.

Palavras-chaves: encefalite, felinos, Clostridium piliforme, miocardite, hepatite, lesdo

cutanea.

ABSTRACT
The occurrence of Tyzzer's disease is described in two felines; one of them being the first report
in the literature of the neurological form of the disease in this species. Both animals were
kittens. The first one developed clinical signs of paralysis of the hind limbs, diarrhea, tremors,
and opisthotonos and died three days after the onset of clinical signs; the second was found
dead and had no prior clinical history. Histopathological examination of feline 1 revealed
enteritis, hepatitis, myocarditis, myelitis, and necrotizing encephalitis associated with
intracellular filamentous bacilli in the intestine, liver, and brain, consistent with Clostridium
piliforme, confirmed by molecular PCR testing. Additionally, there was an ulcerative skin
lesion, which on microscopy was associated with intracellular filamentous bacilli and
confirmed by PCR for the agent, marking the first time this form was described in animals. In
feline 2, there was mild superficial enteritis that, in Warthin-Starry special staining, showed the
agent inside enterocytes, which was considered suggestive of the disease, despite the negative

molecular test (PCR) on the paraffin-embedded block.

Keywords: encephalitis, felines, Clostridium piliforme, myocarditis, hepatitis, skin lesion.
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1. INTRODUCAO
A doenca de Tyzzer é uma doenca infecciosa causada pelo Clostridium piliforme,
conhecido previamente como Bacillus piliforme. O primeiro relato da doenca foi feito no Japéo,
em 1917, onde camundongos de um centro de pesquisa foram acometidos pela enfermidade
(TYZZER, 1917).

A doenca é mais comum em animais de laboratorio, embora haja relatos esporadicos em
varias espécies de animais domésticos e até em espécies exoticas (NAVARRO e UZAL, 2020).
Dentre animais de laboratorio, ha relatos em camundongos, gerbilos, ratos, hamsters, cobaios e
coelhos (PERCY e BARTHOLD, 2007). Dentre os domésticos, ha relatos principalmente em
potros (BORCHERS et al., 2006; GARCIA et al., 2021; SWERCZEK, 2013) e, menos
comumente, em bovinos (IKEGAMI, SHIROTA, UNE, et al., 1999), cdes (HEADLEY et al.,
2009) e felinos (BENNETT, HUXTABLE e LOVE, 1977; IKEGAMI et al., 1999; NETO et
al., 2015). Em espécies exoticas, ha relatos em primatas (YOSHIDA et al., 2013), passeriformes
(METE et al., 2011; METE, ROGERS e WOODS, 2017), cervideos (BROOKS et al., 2006),
felinos silvestres (POONACHA, 1997), lontras (SIMPSON et al., 2008) e roedores silvestres
(GREAR et al., 2019). Embora ndo seja uma zoonose, ha um relato da doenca em um paciente

humano imunossuprimido portador do HIV (SMITH et al., 1996).

A doenca afeta principalmente animais jovens e imunossuprimidos (PERCY e
BARTHOLD, 2007). A transmisséo é por via fecal-oral e a patogenia é pouco conhecida. Apds
a infeccgdo, a bactéria coloniza a mucosa intestinal do ileo, ceco e colon e causa quadros de
enterite. Frequentemente, a bactéria alcanca a circulacdo portal e se dissemina para o figado,
coracdo e outros 6rgdos. Encefalite é pouco relatada na maioria das espécies (NAVARRO e
UZAL, 2020). Este achado é mais comum em gerbilos, espécie mais susceptivel a doenca
(PERCY e BARTHOLD, 2007). Além disso, ha alguns relatos de encefalite em aves silvestres
(METE et al., 2011; METE, ROGERS e WOODS, 2017) e em um primata (YOSHIDA et al.,
2013).

Os sinais clinicos sdo inespecificos; diarreia, inapeténcia, aumento de volume
abdominal, perda de peso e anorexia sdo frequentemente observados em coelhos
(ARTUKOVIC et al., 2010). Em casos graves, pode haver também morte stbita em coelhos e
camundongos (NAVARRO e UZAL, 2020).

O diagnostico é estabelecido com base nas lesdes macroscopicas € microscopicas
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hepéticas, intestinais e/ou cardiacas, associadas a presenca da bactéria no interior das células
afetadas (NAVARRO e UZAL, 2020). Exames complementares como Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) e imuno-histoquimica (IHQ) também sdo realizados para estabelecer o
diagnostico definitivo (IKEGAMI et al., 1999). Na literatura ha poucos casos de sucesso no
tratamento da doenga. Em potros, hd um caso de cura em tratamento com ampicilina e

gentamicina combinado a nutri¢do parenteral (BORCHERS et al., 2006).

Este trabalho tem o objetivo de descrever o primeiro relato da doenca de Tyzzer em
animais no Brasil, acometendo dois felinos, um deles sendo o primeiro caso com forma

neuroldgica da doenca e a primeira descricdo de afeccdo cutanea em animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

O Clostridium piliforme é o0 agente causador da doenca de Tyzzer (DT). Esta bactéria é
anaerdbica, filamentosa, pleomorfica, produz esporos e é um agente intracelular obrigatério
(NAVARRO e UZAL, 2020). A forma vegetativa da bactéria mede de 0,3 a 0,6 um de diametro,
com espessura da parede de aproximadamente 25 nm; ja os esporos medem de 0,6 a 1,4 um de
didmetro e a espessura da parede varia de 90 a 250 nm (NETO et al., 2015).

Embora C. piliforme seja comumente Gram-negativo nas sec¢des histologicas, a
bactéria pode ser Gram-variavel ou Gram-positiva (DUNCAN et al., 1993; NAVARRO e
UZAL, 2020). No entanto, a bactéria € melhor visualizada por técnicas de impregnacédo pela
prata, como a coloragdo de Warthin-Starry (NAVARRO e UZAL, 2020). Na coloragdo de
Giemsa a bactéria também pode ser vista, principalmente em tecidos frescos (CULLEN e
STALKER, 2016).

Os fatores de viruléncia da bactéria ndo sdo bem caracterizados (NAVARRO e UZAL,
2020). Contudo, diferencas antigénicas do agente isolado em diferentes espécies indicam que a
bactéria apresenta diferentes graus de citotoxidade, resultando em diferentes formas clinicas da
doenga (NETO et al., 2015; PERCY e BARTHOLD, 2007).

A Dbacteria € intracelular obrigatdéria e s se propaga in vitro com o uso de ovos
embrionadados de galinhas ou em algumas linhagens celulares especificas, como células
embrionarias primarias de camundongos e células priméarias de figado de camundongos ou
galinhas (PERCY e BARTHOLD, 2007). Por ser dificil a cultura deste agente, conhecimentos
sobre a patogenia da doenca sdo extremamente limitados (NAVARRO e UZAL, 2020).
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2.2 Epidemiologia

A DT é comumente relatada em animais jovens e imunossuprimidos (NAVARRO e
UZAL, 2020). Imunossupressdo pode ocorrer por aumento de corticosteroides ou em algumas
infeccbes virais (IKEGAMI et al., 1999). Em felinos, infec¢Ges primérias pelos virus da
panleucopenia felina e leucemia felina (FeLV) causam deplegéo linfoide, que resulta em
imunossupressao e frequentemte estdo associados a casos de DT na espécie (BENNETT,
HUXTABLE e LOVE, 1977; IKEGAMI et al.,, 1999). J4 em cédes e guaxinis, a DT €

frequentemente associada a infeccao pelo virus da cinomose (HEADLEY et al., 2009).

Além disso, outros fatores predisponentes para a doenca incluem superpopulacdo, ma
higiene do ambiente, mudancas da dieta e administragdo de glicorticoides (NAVARRO e
UZAL, 2020; PERCY e BARTHOLD, 2007). Em potros, coprofagia e dietas ricas em
concentrado sdo os principais fatores predisponentes para ocorréncia da DT (SWERCZEK,
2013) e os animais sdo mais afetados entre uma e quatro semanas de idade (CULLEN e
STALKER, 2016). Ja em camundongos, superpopulacdo é a causa mais comum para surtos da
doenca (RIGHTS, JACKSON e SMADEL, 1946). H4, também em camundongos, linhagens
mais suceptiveis e resistentes, como as linhagens DBA/2 e C57BL/6, respectivamente. Este
fator esta relacionado com a resposta imunologica das células natural killer e neutréfilos nestes
animais (ANDEL et al., 1997).

A bactéria é eliminada no ambiente pelas fezes de animais infectados. Na forma
esporulada o organismo pode sobreviver por pelo menos um ano em cama contaminada e no
ambiente natural por até cinco anos (PERCY e BARTHOLD, 2007). Os esporos sao resistentes
a maioria dos desinfectantes comuns, sendo apenas o hipoclorito de sédio considerado eficaz
(STANNARD, TULK e OLD, 2017).

Em muitos animais de laboratorio, infecgdes por C. piliforme sdo subclinicas e
hospedeiros imunocompetentes se curam apos soroconversdo (PRITT, HENDERSON e SHEK,
2010). Em condiges naturais ndo ha transmisséo vertical da doenga, no entanto, ha transmissao
intrauterina em casos experimentais de inoculacdo intravenosa do agente em camundongos
(PERCY e BARTHOLD, 2007). Os surtos da DT geralmente apresentam caracteristicas de
baixa morbidade e alta letalidade (NAVARRO e UZAL, 2020; PERCY e BARTHOLD, 2007).
E nos animais silvestres de vida livre, os roedores silvestres tem um papel fundamental na
manutencdo da doenca na natureza (Simpson et al., 2008), pois estes animais funcionam como
carreadores ou reservatorios da bactéria (STANNARD, TULK e OLD, 2017).
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2.3 Patogenia e sinais clinicos

A via de infeccdo da bactéria € oral, pela ingestdo de material contaminado com 0s
esporos (NAVARRO e UZAL, 2020). Apo6s a ingestdo, a bactéria coloniza o intestino e provoca
enterite (GARCIA et al., 2021). Em todas espécies com relatos da doenca, os segmentos do
ileo, ceco e colon sdo os mais afetados (PERCY e BARTHOLD, 2007). Além disso, animais
com DT frequentemente apresentam lesdes no figado e coracdo, devido a translocacdo
bacteriana do intestino que atinge a circulacao portal (NAVARRO e UZAL, 2020). O proceso
de bacteremia aparenta ter contribuicdo de macrofagos residentes da mucosa intestinal, que
fagocitam os bacilos e posteriormente migram para outros 6rgaos (YOSHIDA et al., 2013).

Em potros, lesbes no figado sdo mais frequentes, enquanto que lesdes no intestino e
coragio sdo menos comuns (GARCIA et al., 2021). Casos espontaneos de encefalite pelo C.
piliforme séo raros (NAVARRO e UZAL, 2020). No entanto, experimentalmente, as lesées sao
reproduzidas por meio da inoculacdo intracraniana de suspensdes infectadas pelo agente em
camundongos, ratos, coelhos e hamsters. Os animais entre o terceiro e oitavo dia apds a
inoculacdo apresentam sinais de doenca neurolégica (RIGHTS, JACKSON e SMADEL, 1946).

Os sinais clinicos podem aparecer pouco antes da morte dos animais, geralmente sdo
inespecificos e variam entre individuos e espécies (STANNARD, TULK e OLD, 2017). Muitos
animais podem apresentar anorexia, depressao, pirexia, ictericia, diarreia, decubito, perda do
reflexo de succéo, desidratacdo, convulcdes e morte (BARNES, PIRIPI e LOHR, 2013). Em
potros, os sinais mais frequentes sdo fraqueza, letargia, anorexia, desidratacdo, pirexia,

taquicardia, diarreia semiliquida, convulsdes, coma e morte (SWERCZEK, 2013).

Em animais silvestres, os sinais podem ser ausentes ou incluir diarreia, anorexia e
desidratacdo (STANNARD, TULK e OLD, 2017). Sinais de tremores, opistotono, ataxia,
inclinacdo da cabeca e incapacidade de empoleirar-se sdo observados em passaros com
apresentacdo de encefalite (METE et al., 2011; METE, ROGERS e WOODS, 2017).

2.4 Achados macroscopicos e microscopicos

Embora a doenca inicie no intestino, geralmente as lesdes macroscopicas sd0 menos
frequentes ou pouco especificas (CULLEN e STALKER, 2016). Neste 6rgéo, as alteraces
iniciais caracterizam-se por areas multifocais vermelho-escuras na mucosa, principalmente do
ileo e ceco (PERCY e BARTHOLD, 2007). Em casos mais graves, ha espessamento intenso da

parede do ileo, ceco e colon por edema, com conteudo variando de liquido a gelatinoso e areas
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de petéquias e equimoses na serosa (NAVARRO e UZAL, 2020).

As alteragbes macroscopicas mais evidentes normalmente séo encontradas no figado,
que em muitos casos esta aumentado de tamanho, com padrdo lobular evidente e multiplos
pontos marrom-avermelhados ou esbranquicados distribuidos aleatoriamente por todo o
parénquima (GARCIA et al., 2021). No coragdo, pode haver no miocérdio focos tnicos ou
maultiplos esbranquicados, que variam de arredondados a lineares (NAVARRO e UZAL, 2020).
Alguns animais também apresentam ictericia (GARCIA et al., 2021). Nos casos com
apresentacdo de encefalite, geralmente, lesbes macroscopicas ndo sdo evidentes (RIGHTS,
JACKSON e SMADEL, 1946).

Microscopicamente, as lesdes no intestino sdo caracterizadas por infiltrado inflamatorio
no ileo, ceco e colon, variando de discreto a intenso (ALLEN et al., 1965). Na mucosa e lamina
propria ha infiltrado inflamat6rio composto por numerosos linfacitos, plasmacitos e neutrofilos,
associados a dilatacdo de criptas com restos celulares, edema e hemorragia de submucosa e
necrose transmural (NAVARRO e UZAL, 2020). Associado as lesfes, ha agregados dos bacilos
no interior dos enterdcitos e fibras musculares (PERCY e BARTHOLD, 2007).

No figado, hepatite e areas multifocais de necrose de hepatdcitos sdo os achados mais
frequentes, e, por vezes, as areas de necrose coalescem (SWERCZEK, 2013). Os focos de
necrose sdo caracterizados por necrose de coagulacdo, misturado com fibrina e infiltrado
inflamatério composto predominamente por neutréfilos (GARCIA et al., 2021). Margeando as
areas de necrose ha, no citoplasma de hepatocitos, numerosos bacilos filamentosos, dispostos
em feixes ou intercruzados (NAVARRO e UZAL, 2020).

Ja as lesdes cardiacas, quando presentes, sdo caractezidas por areas multifocais de
necrose de cardiomidcitos, com infiltrado inflamatério composto por neutréfilos, macréfagos e
linfdcitos e a bactéria no interior do sarcoplasma (NAVARRO e UZAL, 2020). As alteracdes
no sistema nervoso central envolvem principalmente a regido do cortex cerebral (METE,
ROGERS e WOODS, 2017). As lesdes histopatoldgicas sdo compostas por areas extensas de
necrose do neuroparénquima, com gliose, formacdo de microabscessos e infiltrado inflamatorio
composto predominantemente por neutrofilos e alguns macrofagos (METE et al., 2011;
RIGHTS, JACKSON e SMADEL, 1946; YOSHIDA et al., 2013). A bactéria é encontrada no
citoplasma de neurdnios associado as areas de necrose (METE et al., 2011; YOSHIDA et al.,
2013).
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2.5 Diagnostico

O diagndstico antemortem da doenca € dificil e, normalmente, s6 é estabelecido ap0s
analise post mortem (BORCHERS et al., 2006). A presenca de lesGes no coracdo, figado e
intestino constituem as lesdes classicas da DT, embora sua distribui¢do seja variavel entre as
espécies (NAVARRO e UZAL, 2020). O diagndstico definitivo é estabelecido pelas alteracdes
macroscopicas e histopatoldgicas associadas a presenca da bactéria nos tecidos afetados
(PERCY e BARTHOLD, 2007). Na coloracdo de hematoxilina e eosina, a bactéria € pouco
visivel (NAVARRO e UZAL, 2020); normalmente ela é visualizada em técnicas de
impregnacdo pela prata como o Warthin-Starry ou na coloracdo de Giemsa (CULLEN e
STALKER, 2016).

Outros exames complementares, como a microscopia eletronica de transmissao, podem
ser utilizados para visualizar as formas vegetativas e 0s esporos da bactéria no citoplasma das
células afetadas (IKEGAMI et al., 1999; NETO et al., 2015). Imuno-histoquimica com
anticorpos de camundongos anti- C. piliforme também é uma ferramenta Util para estabelecer o
diagnostico definitivo da doenga (IKEGAMI et al., 1999).

Outro método diagnostico importante é a PCR, que consiste na amplificacdo de
fragmentos de DNA do C. piliforme (NAVARRO e UZAL, 2020). O método pode ser utilizado
em amostras de tecidos frescos, fezes e tecidos parafinizados, entretanto, os resultados devem
interpretados com cuidado e sempre devem ser associados a lesdes macroscépicas e histolégicas
da DT, uma vez que o agente tem proximidade filogenética com Clostridium colinum e outros
Clostridium spp. ndo patogénicos (FELDMAN et al., 2006).

Em animais de laboratério, testes soroldgicos, como a imunofluorescéncia indireta, sao
muito Gteis para vigilancia da doenca nas col6nias, por serem baratos e rapidos, no entanto,
devido a resultados falso-positivos o diagnostico definitivo s6 é estabelecido com base em
lesGes histologicas e PCR (PRITT, HENDERSON e SHEK, 2010). Por ser um organismo
intracelular obrigatorio e com crescimento limitado a poucas linhagens celulares a cultura do
agente é muito dificil (NAVARRO e UZAL, 2020).

O hemograma e exames bioquimicos de animais domésticos e de laboratério com DT
normalmente demonstram anemia ndo regenerativa, leucocitose ou leucopenia, acidose
metabdlica, hipocalemia, hipoglicemia, hiperbilirrubinemia e aumento das enzimas hepaticas

(alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e sorbitol
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desidrogenase) (ARTUKOVIC et al., 2010; NAVARRO e UZAL, 2020).

2.6 Tratamento e prevencgao

Devido ao curso agudo da doenga, com sinais clinicos ausentes ou inespecificos o que
torna dificil sua deteccdo, o tratamento € limitado (STANNARD, TULK e OLD, 2017). Em
potros, ha na literatura um caso de cura atribuido a identificacdo precoce da doenca associada
ao tratamento agressivo instituido com ampicilina e gentamicina e nutricdo parenteral
(ARTUKOVIC et al., 2010). Ha também casos em camundongos que relatam sucesso na

erradicacdo da doenca com o estabelecimento do tratamento com tetraciclina (HUNTER, 1971).

A prevencao envolve higiene do ambiente, controle de carreadores da doengca como 0s
roedores silvestres, atencdo com eventos imunossupressores nos animais, € em potros,
adequada transferéncia de imunidade passiva logo ap6s o nascimento. Ndo h& vacinas
comercialmente disponiveis paraa DT (NAVARRO e UZAL, 2020).

3. RELATO DOS CASOS
3.1 Historico clinico
Felino 1, fémea, de uma ninhada de quatro filhotes e aproximadamente 45 dias de idade,
apresentou repentinamente perda dos movimentos dos membros pélvicos no dia 19/02/2021.
No mesmo dia, o animal foi levado ao veterinario e, na avaliacdo fisica, havia dor abdominal
intensa na palpacdo e perda dos movimentos pélvicos com propriocep¢do diminuida. Devido
ao quadro clinico, o animal foi internado. Esse animal era proveniente de uma colonia de felinos

semi-domiciliados, no bairro Buritis, em Belo Horizonte-MG.

No primeiro dia do internamento, a gata comia e bebia normalmente, urinava, e
apresentou fezes pastosas com odor forte, tremores por todo o corpo e febre. No segundo dia,
comecou a apresentar um quadro de diarreia e perda completa da propriocep¢do dos membros
pélvicos. No terceiro dia houve piora significativa do quadro clinico, o animal parou de se
alimentar, ndo urinava, estava prostrado, com secrecdo catarral nas narinas e cavidade oral,
edema nos membros e apresentou episodios de opistdtono. Realizou-se alimentacéo forcada e
compressdo vesical, para esvaziar a bexiga. Durante a noite o felino morreu. Durante o
internamento, o animal foi tratado com tramadol, dexametasona e sulfametoxazal -
trimetoprima. Realizou-se exames radiograficos de torax e coluna, mas ndo foram observadas
alteracOes. N&o foram realizados exames hematologicos. A mée e um dos filhotes da ninhada

apresentaram, posteriormente, alteracGes respiratdrias sugestivas de rinotraqueite. Ambos
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foram tratados com doxiciclina e apresentaram melhora do quadro clinico.

No lar temporério que o animal ficou logo ap6s nascer, semanas antes, outro felino
filhote morreu com sinais clinicos parecidos, que incluiam claudicagcdo dos membros pélvicos,
tremores, secrecdo catarral intensa nas narinas e edema por todo o corpo. O animal foi
internado, recebeu antibioticoterapia, mas morreu no quinto dia de internamento e a necropsia

nao foi realizada.

Além disso, posteriormente, uma ninhada de uma colénia de outro bairro ficou por um
tempo neste mesmo lar temporario. Logo em seguida, ja em outra residéncia, trés dos quatro
filhotes apresentaram sinais clinicos de claudicacdo nos membros pélvicos, tremores, dor
abdominal intensa, febre e fezes pastosas. Dois deles apresentaram também perda de peso
progressiva e lesdes ulcerativas cutaneas. Os animais foram tratados com anti-inflamatorio,
doxiciclina, metronidazol, penicilina e tetraciclina, por aproximadamente 30 dias, mas néo
responderam ao tratamento com nenhum dos antibiéticos. Realizou-se PCR das fezes para
Clostridium spp. e todos foram positivos, inclusive a mae e um dos filhotes que nao
apresentavam sinais clinicos. Devido ao quadro clinico desfavoravel, todos os filhotes foram

submetidos a eutanasia, porém, ndo foi realizada a necropsia desses animais.

Outros 15 felinos adultos domiciliados tiveram contato indireto com esta ninhada, pois
conviveram na mesma residéncia, embora ficassem em ambientes separados. Apds trés dias da
eutandsia dos filhotes, dois deles apresentaram fezes pastosas, realizou-se PCR das fezes para
Clostridium spp. e todos foram positivos. No entanto, estes resultados e dos filhotes nédo
possuem valor diagnostico ja que os primers utilizados ndo eram especificos para C. piliforme
e o resultado pode ser atribuido a clostridios pertencentes a microbiota. Nenhum deles
apresentou outros sinais clinicos, todos foram tratados com metronidazol por sete dias e ficaram
bem. Realizou-se cultura e antibiograma das fezes, posteriormente ao tratamento, e s6 houve

crescimento de Escherichia coli.

O felino 2 deste relato era um animal do campus da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). O animal foi o segundo de uma ninhada de trés a ser encontrado morto no
campus da UFMG e encaminhado para necropsia, sendo que o primeiro foi diagnosticado com

uma hérnia diafragmatica peritdnio-pericardica congénita. Ndo havia historico clinico.
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3.2 Materiais e métodos

Considerando a data de cada morte, os cadaveres foram individualmente encaminhados
para necropsia no Hospital Veterinario da UFMG. Durante a necropsia, amostras de 6rgéos do
felino 1 foram coletadas e congeladas, e posteriormente, amostras de DNA extraido foram
enviadas ao Laboratdrio de Anaerdbios da Escola de Veterinaria (LAEV), da mesma instituicéo.

Metodologia da extracdo de DNA sera descrita posteriormente.

3.2.1 Macroscopia e histopatologia

O felino 1 foi congelado logo apds a morte e encaminhado para a necropsia dois dias
depois. Realizou-se o descongelamento lento e a necropsia no dia seguinte. O felino 2 foi
refrigerado imediatamente apds ser encontrado morto nas dependéncias do campus e a
necropsia foi realizada em até oito horas, periodo em que o cadaver foi mantido sob
refrigeracdo. Amostras da maioria dos 6rgdos dos dois animais, com lesGes e sem lesdes
macroscopicas, foram coletadas e fixadas em formalina tamponada neutra a 10%. Apos 48h, as
amostras foram clivadas e processadas rotineiramente para histopatologia. Posteriormente, 0s
tecidos incluidos em parafina foram seccionados a 5 um de espessura, corados por hematoxilina
e eosina (HE) e examinados no microscépio optico convencional (LUNA, 1968). No felino 1,
nas sec¢Oes do encéfalo, figado, coracdo e intestino realizou-se coloragcdes especiais de Giemsa,
Warthin-Starry, Acido Periddico de Schiff (PAS) e Gram; e na medula espinhal, Warthin-Starry
e Gram. No felino 2, foi realizada a coloracdo especial de Warthin-Starry nas secc¢bes do

intestino, figado e coracéo.

3.2.2 Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

As amostras congeladas do intestino, figado e coracdo e o bloco parafinizado do
encéfalo, pele e medula espinhal foram submetidos ao diagndstico molecular pela técnica de
PCR. Para extracdo do DNA os tecidos foram descongelados e macerados com uma lamina de
bisturi estéril numa placa de petri. Em seguida, colocou-se o tecido macerado em tubos e foi
adicionado, lentamente, 500 pL do reagente GES para lisar as celulas, por 10 minutos no gelo.
Posteriormente, adicionou-se 250 pL de acetato de amonio gelado a -20°C, com agéo por 10
minutos. Adicionou-se também 500 pL de solucdo cloroférmio 2- pentanol, misturando bem as
fases de forma vigorosa até a solugéo ficar esbranquicada. Depois, o material foi centrifugado
a 15.150 xg por 10 minutos, e 750 pL do sobrenadante foi transferido e adicionado a 405 pL
de isopronanol gelado (-20°C). As amostras foram acondicionadas por 24 horas a -20°C. No

dia seguinte, os tubos foram homogeinizados por um minuto, e centrifugados a 15.150 xg por
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cinco minutos para a precipitagdo do DNA. Descartou-se o sobrenadante. Os pellets foram
lavados em etanol 70%, por duas vezes, na temperatura ambiente com 500 pL. Depois, as
amostras de DNA foram centrifugadas a 14.070 xg por 5 minutos, os tubos foram secos, e 0

pellet ressuspendido e diluido em 50 pL de agua ultrapura.

Ja a extracdo no bloco parafinizado foi realizada utilizando o Kit Promega Reliaprep
FFPE gDNA Miniprep System. Inicialmente, cortou-se 10 fitas do tecido parafinizado a 10 um
de espessura, com uma navalha estéril, colocadas em um microtubo de 2 mL. Imediatamente
apos este procedimento, realizou-se as demais etapas da extracdo. Adicionou-se ao microtubo
300 pL de 6leo mineral e esse foi incubado a 80°C, por um minuto, para desparafinizagcdo. A
amostra foi homogenizada no vortex, seguida pela adicdo de 200 pL de tampédo de lise e
centrifugagdo a 10000 xg, por 15 segundos, em temperatura ambiente, para a formacao da fase
aquosa e oleosa. A fase aquosa, adicionou-se 20 pL de proteinase K, que foi homogenizada
com a pipeta. A amostra foi incubada a 56°C por uma hora e depois a 80°C por quatro horas.
Apds este processo, foi centrifugada rapidamente e 10 pL de RNase direto foram adicionados
a fase aquosa, seguida pela homogenizacdo com pipeta e incubacdo em temperatura ambiente
por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 220 puL de BL Buffer e 240 uL de etanol 100% a
solucdo, que foi novamente homogeinizada no vértex, e centrifugada a 10000 xg por 15
segundos. A fase aquosa foi transferida para o tubo com a coluna de extracdo. Centrifugou-se
0 tubo com a coluna de extracdo a 10.000 xg por 30 segundos, descartando-se o liquido, que
passou para o tubo e foi adicionado a 500 pL de tampéo de lavagem na coluna. Repetiu-se o
mesmo processo de centrifugacdo, descartando-se o liquido do tubo. Posteriormente, abriu-se
a tampa da coluna e foi realizada uma nova centrifugacdo a 16000 xg por 3 minutos, seguida
pela transferéncia da coluna para um tubo de 1,5 mL. Adicionou-se 30 pL de tampéo de diluicdo
a coluna, seguida por centrifugacdo a 16000 xg por um minuto e descarte da coluna. O DNA

obtido foi armazenado a -10°C.

Os reagentes utilizados para a PCR, os primers e as condi¢cdes da reacdo foram
realizadas como descritas anteriormente por Brooks et al. (2006). A deteccdo de PCR de C.
piliforme foi realizada em uma mistura de reacdo com 25 puL que continha 200 nM de cada
amostra de DNA, 500 nM cada de primer direto e reverso e um granulo de PCR PuReTaq
Ready-To-GO (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England). Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em um gel de agarose 2,5% e foram visualizados por coloragédo

com brometo de etidio. Os produtos de PCR do tamanho esperado (270 bp) foram extraido do
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gel de agarose usando o QIAquick Gel Kit de extracdo de acordo com as instrucdes do
fornecedor (Qiagen, Valencia, Califérnia).

O sequenciamento do amplicon da PCR para o gene 16S rRNA foi realizado de acordo
com Lima et al., (2016). Os produtos da PCR foram purificados usando um sistema de
purificacdo de DNA Wizard PCR Preps (Promega) e 0 sequenciamento usando primer senso e
antisenso. As reacdes de sequenciamento foram realizadas usando um kit de sequenciamento
de ciclo BigDyeTerminator v3.1 (ThermoFisher) e executado em um analisador genético ABI
3730XL (ThermoFisher). As sequéncias do gene 16S rRNA foram comparadas com as cepas
de referéncia no banco de dados GenBank do Centro Nacional de Informacbes sobre
Biotecnologia (http: //ncbi.nlm.nih.gov) usando a ferramenta computacional BLASTN e a
igualdade na sequéncia de nucleotideos > 98% foi usada como o critério para identificacéo de

espécies.

4. RESULTADOS
No exame macroscopico, o felino 1 estava moderadamente emaciado, com mucosas oral
e ocular moderadamente palidas (Figura 1). Na regido periocular, no plano nasal e adjacente a
cavidade oral havia quantidade moderada de material mucoso amarronzado aderido ao pelame.
No pelame da regido perianal havia quantidade intensa de fezes liquidas marrom-esverdeadas
(Figura 2). Na pele do membro pélvico direito, na regido intertarsica havia uma area de

ulceragao, focal, de 0,5 cm de diametro.

No coragdo, na regido de ventriculo esquerdo e no &pice, havia nodulos branco-
amarelados multifocais a coalescentes, discretamente elevados na superficie, que mediam entre
0,2 e 0,7 cm de diametro. Ao corte, aprofundavam no miocardio (Figura 3). Por todo o trato
gastrointestinal, o contetido estava liquido e amarronzado. No telencéfalo, na regido de
transi¢do entre a substancia cinzenta e substancia branca do lobo frontal, havia uma area
focalmente extensa amarelada, irregular, finamente vacuolizada, de aproximadamente 3,0 x 2,0
cm, que estendia até a regido dos ventriculos laterais (Figura 4). Na substancia cinzenta do lobo
occipital direito havia uma area focal discretamente amarelada, de aproximadamente 2,0 x 1,0

cm.
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Figura 1. Felino 1. Pobre condicdo corporal (emaciacdo moderada). Figura 2. Felino 1. Superficie
corporal. Quantidade intensa de fezes liquidas marrom-esverdeadas aderidas ao pelame. Figura 3.
Felino 1. CoragAo, corte transversal do tecido fixado em formol 10%. Areas multifocais a coalescentes
branco-amareladas no miocardio. Figura 4. Felino 1. Telencéfalo parietal, corte transversal do tecido
fixado em formol 10%. Area focalmente extensa amarelada e finamente granular (seta) no parénquima
entre a substancia branca e cinzenta.

O felino 2 apresentava emaciagao e sarcopenia acentuadas. As mucosas visiveis estavam
moderadamente péalidas. Os linfonodos mesentéricos estavam discretamente aumentados de
volume e pélidos. Os ventriculos laterais do cérebro estavam discretamente dilatados, com
acumulo moderado de liquido translucido em seu interior e diminuicdo moderada da substancia

branca adjacente (hidrocefalia discreta).

O exame histopatologico do felino 1 revelou, na mucosa do ceco e célon areas
focalmente extensas de perda do epitélio, com deposicdo intensa de material necrético,
associada a restos celulares, neutréfilos degenerados (Figura 5) e agregados de bacilos
filamentosos intralesionais extra e intracelulares nos enterdcitos, evidenciados pela marcagéo
positiva em preto na coloracdo de Warthin-Starry. Na submucosa, camada muscular e serosa
havia extensdo do infiltrado inflamatério da mucosa, com neutréfilos degenerados, alguns
linfocitos, plasmdcitos e macrofagos, associado a perda e fragmentacdo de algumas fibras
musculares e colagenas (necrose) (Figura 6). Na coloragdo de PAS e Giemsa ndo houve
marcacao para agentes infecciosos.
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Figura 5. Felino 1. Intestino. Mucosa com necrose intensa, restos celulares e neutréfilos
degenerados em regido das criptas, HE, 200X. Figura 6. Felino 1. Intestino. Camada muscular
com area focalmente extensa de infiltrado inflamatério, composto por neutréfilos degenerados e
alguns macrofagos e linfécitos, HE, 200X. Figura 7. Felino 2. Intestino. Lamina prdpria e
interior das criptas com infiltrado inflamatdrio neutrofilico moderado, HE, 200X. Figura 8.
Felino 2. Intestino. Bacilos filamentosos (setas) no citoplasma de enterdcitos superficiais,
Warthin-Starry, 400X.

No figado havia areas aleatdrias com perda e necrose de hepatocitos, caracterizadas por
acumulo de restos celulares e infiltrado inflamat6rio moderado, composto por neutréfilos
degenerados e alguns linfécitos (Figuras 9 e 10). Os hepatécitos adjacentes estavam tumefeitos,
com citoplasma hipereosinofilico e ndcleos picndticos (necrose). Na coloracdo de Warthin-
Starry visualizou-se agregados de bacilos grandes e filamentosos, entremeados nas areas de
necrose e no citoplasma de alguns hepatocitos adjacentes, por vezes arranjados em feixes ou
sobrepostos (Figura 11). Na coloragdo de Gram, os bacilos foram Gram-positivos (Figura 12).

Na coloragéo de PAS e Giemsa ndo houve marcacao.
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Figura 9. Felino 1. Figado. Parénquima com areas multifocais de necrose e perda de hepatdcitos
associada a infiltrado inflamatério composto por neutrofilos degenerados e alguns linfocitos, HE,
100X. Figura 10. Felino 1. Figado. Imagem aproximada evidenciando as areas de necrose e 0
infiltrado inflamatdrio, HE, 200X. Figura 11. Felino 1. Figado. Bacilos filamentosos (setas) e em
feixes no citoplasma de hepatdcitos, Warthin-Starry, 400X. Figura 12. Felino 1. Figado. Bacilos
filamentosos Gram-positivos (setas) no citoplasma de hepatécitos, Gram, 400X.

O miocardio apresentava areas focalmente extensas de perda de cardiomidcitos, com
fragmentacdo do sarcoplasma, hipereosinofilia citoplasmatica e picnose nuclear (necrose),
associadas a deposicdo intensa de material necrdtico e fibrina, com infiltrado inflamatério
intenso, composto predominantemente por agregados de neutrofilos degenerados, alguns
linfocitos e macrofagos (Figuras 13 e 14). Havia, também, areas multifocais com algumas fibras
musculares cariomegalicas (tentativa de regeneracdo), entremeadas por fibroplasia discreta.
Nas coloraces de Gram, PAS, Giemsa e Warthin-Starry ndo foram visualizados agentes
infeciosos.
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Figura 13. Felino 1. Coracdo. Endocérdio e miocéardio com area focalmente extensa de infiltrado
inflamatorio intenso, HE, 10X. Figura 14. Felino 1. Coracdo. Miocérdio com é&rea focalmente
extensa de necrose, margeada por infiltrado inflamatério composto por neutréfilos, macrofagos e
alguns linfocitos, HE, 200X. Figura 15. Felino 1. Medula espinhal. Substancia cinzenta com &rea
focalmente extensa de perda do neuroparénquima, HE, 40X. Figura 16. Felino 1. Medula espinhal.
Infiltrado inflamatério neutrofilico intenso associado as areas de necrose e alguns vasos com
manguitos perivasculares, HE, 100X.

No encéfalo, areas focalmente extensas de perda do neuroparénquima, com necrose
neuronal foram observadas na substancia cinzenta e branca do telencéfalo frontal, parietal e
occipital (Figuras 17). Havia também areas multifocais de necrose com formagdes cavitarias no
telencéfalo frontal. Associado ao processo, havia quantidade intensa de células Gitter (Figura
18) e alguns gemistdcitos, entremeados por infiltrado inflamatdério intenso composto
predominantemente por neutréfilos degenerados, alguns linfocitos e plasmocitos. Nos espagos
perivasculares de vasos nas areas de necrose havia infiltrado inflamatorio composto por
linfocitos, plasmocitos, alguns macrofagos e neutrofilos (manguitos perivasculares) (Figura
19). Havia extensdo do processo inflamatério para as leptomeninges, composto
predominantemente por neutréfilos degenerados, alguns linfocitos e plasmocitos. Na substancia
branca adjacente havia areas multifocais de vacuoliza¢cdo moderada dos processos axonais. Na
coloracdo de Warthin-Starry visualizou-se alguns agregados de bacilos grandes, entremeados
nas areas de necrose, por vezes arranjados em feixes ou sobrepostos (Figura 20). Nas coloragdes

de PAS, Gram e Giemsa nao houve marcagao.
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Figura 17. Felino 1. Telencéfalo. Area focalmente extensa de necrose com perda do neuroparénquima
e quantidade intensa de células Gitter, HE, 100X. Figura 18. Felino 1. Telencéfalo. Imagem
aproximada evidenciando as células Gitter e perda do neuroparénquima, HE, 200X. Figura 19. Felino
1. Telencéfalo. Espaco perivascular com infiltrado inflamat6rio composto por neutréfilos degenerados,
linfocitos e plasmocitos, HE, 200X. Figura 20. Felino 1. Telencéfalo. Bacilos filamentosos (setas)
dispostos em feixes e sobrepostos nas areas de necrose, Warthin-Starry, 400X.

Na substancia cinzenta da medula espinhal da regido lombar havia dreas multifocais a
coalescentes de perda do neuroparénquima (Figura 15), com necrose neuronal, alguns
gemistocitos e infiltrado inflamatdrio intenso composto por neutrofilos degenerados, alguns
linfécitos, plasmocitos e macrofagos que se estendiam para areas multifocais da substancia
branca adjacente (Figura 16). Havia, também na substancia branca, areas multifocais com
formacao de alguns esferoides axonais (degeneragdo axonal) e camaras de digestdo. Nas

coloragdes especiais de Gram e Warthin-Starry nao houve marcagao.

Na pele do membro pélvico havia dermatite ulcerativa e neutrofilica superficial,
focalmente extensa moderada, associada a deposi¢dao intensa de material necrético, restos
celulares e neutrofilos degenerados (crostas) (Figura 21) que se estendiam até a derme
superficial e parede dos foliculos pilosos (foliculite mural discreta). Na epiderme adjacente
havia areas multifocais com agregados de neutrdfilos degenerados intraepiteliais (pustulas)
(Figura 23) e, na camada cornea, hiperqueratose orqueratética de lamelar a compacta moderada
(Figura 22). A coloragdo de Warthin-Starry evidenciou, no citoplasma de queratinocitos da

epiderme, na camada cornea e no epitélio de foliculos pilosos, bacilos grandes e filamentosos
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em cor preta (Figura 24). Na coloracdo de Gram havia nas areas de ulceracdo agregados de

cocos Gram-positivos superficiais.
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Figura 21. Felino 1. Pele pilosa. Epiderme com area focalmente extensa de ulceracéo e formagéo de

crosta, HE, 40X. Figura 22. Felino 1. Pele pilosa. Epiderme com pustulas intraepiteliais,
hiperqueratose compacta moderada e infiltrado inflamatério neutrofilico na derme superficial e
foliculos pilosos, HE, 100X. Figura 23. Felino 1. Pele pilosa. Imagem aproximada evidenciando a
pustula e o infiltrado inflamatério na derme superficial e parede dos foliculos pilosos, HE, 200X.
Figura 24. Felino 1. Pele pilosa. Bacilos filamentosos (setas) dispostos em feixes e sobrepostos no
citoplasma de queratindcitos da epiderme adjacente a uma area de ulceracdo, Warthin-Starry, 400X.

Ne

No bago havia deplecdo linfoide difusa e intensa. No linfonodo mesentérico havia
deplecado linfoide moderada e histiocitose moderada. Nos pulmdes havia areas multifocais de

atelectasia, edema discreto e hematopoese extramedular.

No felino 2 evidenciou-se no intestino grosso, entremeado nas criptas, na lamina propria
e também no limen intestinal e de criptas, infiltrado inflamatério difuso contendo neutrofilos
em quantidade moderada (Figura 7). No citoplasma de células epiteliais superficiais na lamina
propria havia areas multifocais com estruturas bacterianas bacilares grandes, por vezes
sobrepostas e fracamente coradas. Na coloragdo de Warthin-Starry visualizou-se melhor as

bactérias em cor preta (Figura 8). No figado e coracao nao foram visualizados agentes.

No miocardio havia uma area focal de miocardite neutrofilica discreta. No linfonodo

mesentérico havia plasmocitose e histiocitose moderadas. No intestino delgado evidenciou-se
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areas multifocais com achatamento discreto das extremidades de vilosidades. O pulmao e os

rins estavam moderadamente congestos.

No felino 1, as amostras congeladas de intestino grosso, coracdo e figado foram
positivas para C. piliforme pela técnica de PCR. O DNA extraido do bloco parafinizado do
encéfalo e pele também foram positivos para C. piliforme pela mesma técnica. Ja a amostra da
medula espinhal foi negativa para o agente. No felino 2, o DNA extraido do bloco parafinizado
do intestino grosso foi negativo para C. piliforme. Realizou-se o sequenciamento dos produtos
amplificados pela PCR do felino 1 e confirmou-se a amplificagdo do segmento do gene 16S
rRNA, com o BLAST do sequenciamento da amostra do encéfalo com identidade de 100%

para o C. pilifome.
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5. DISCUSSAO

No felino 1, os achados macroscopicos € microscopicos associados a presenga do agente
visualizado nas coloragdes especiais de Gram e Warthin-Starry e a positividade na PCR dos
tecidos afetados confirmam o diagndstico de DT, sendo este o primeiro relato da doenca com
apresentacao de encefalite em felinos e de dermatite em qualquer espécies animal. No felino 2,
embora houvesse lesdes entéricas com visualizagao do agente na coloracdo de Warthin-Starry,
a PCR foi negativa para C. piliforme. E provavel que o DNA do agente tenha sido degradado

com a fixagdo em formol e o processamento histologico (GARCIA et al., 2021).

A DT tem duas apresentacdes clinicas classicas, bem reconhecidas na literatura: a forma
aguda que afeta animais recém-desmamados ou com a imunidade comprometida e a forma
subclinica, que acomete principalmente animais adultos e pode evoluir para a forma aguda em
circunstancias ambientais adversas (RILEY et al, 1992). A forma clinica da doenga ¢
confirmada em ambos 0s casos, pois os animais envolvidos eram filhotes e apresentavam

algumas alteragdes histoldgicas que indicavam imunossupressdo, como a deplegdo linfoide.

A deplecao linfoide em animais acometidos com a DT sugere infegdes virais como
causas mais provaveis de imunossupressao ¢ consequentemente, infeccdo secundaria pelo C.
piliforme (BENNETT, HUXTABLE e LOVE, 1977; GARCIA et al., 2021). No felino 1, a
deplecao linfoide intensa no bago e linfonodo mesentérico pode ser atribuida a infecgdo viral.
No entanto, ndo foram encontradas outras lesdes histologicas que sugerissem um agente
especifico. Apesar do herpesvirus felino tipo 1 ndo causar imunossupressao, a infec¢ao pelo
agente atua como um fator de estresse e deixa os animais infectados susceptiveis a outros
patdgenos, entre eles, C. piliforme (NETO et al., 2015). Pelo historico clinico do felino 1, os
sinais clinicos de secre¢do nasal e oral associada & mesma apresentagado clinica em outro filhote
da ninhada e na mae, com resposta clinica positiva ao tratamento instituido para rinotraqueite,
sugerem infecgdo por este agente, mesmo que, no filhote necropsiado, ndo houvessem lesdes

histologicas na cavidade nasal, traqueia ou pulmdes que confirmassem esta suspeita.

A origem da fonte de infecgio nestes felinos ndo pdde ser determinada. E provéavel que
os esporos da bactéria tenham sido introduzidos no ambiente por contaminagdo de materiais
com fezes de roedores ou por eliminacao de outros felinos com infecgdes entéricas subclinicas
(BENNETT, HUXTABLE e LOVE, 1977). A apresentacdo clinica semelhante da doenga em
outros felinos que conviviam no mesmo ambiente do felino 1 sugerem o papel de animais

doentes na patogénese de transmissdao da enfermidade.
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No entanto, o diagnoéstico definitivo nos outros animais ndo pode ser ser realizado, uma
vez que mesmo com a PCR positiva das fezes, este resultado pode ser um falso-positivo ou ser

atribuido a outros clostridios, além de ser necessaria a associacao com lesdes histoldgicas pelo

agente nos tecidos (FELDMAN et al., 2006).

No felino 1, as lesdes histoldgicas intestinais eram severas e se estendiam até a camada
muscular, além de envolver outros 6rgaos como coragdo, medula espinhal, figado e encéfalo,
enquanto que no felino 2 eram discretas e restritas a mucosa e ndo havia acometimento de outros
orgdos. Esta diferenca na intensidade de lesdes pode estar relacionada a diferentes graus de

viruléncia do agente (RILEY ef al., 1992).

Embora muitos sinais clinicos da doenga sejam inespecificos, alguns animais
apresentam sinais neurologicos associados a quadros de encefalopatia hepatica (GARCIA et
al., 2021). Em outros casos, na auséncia de lesdes hepaticas, especula-se que os sinais
neuroldgicos sdo causados por absor¢do de toxinas da bactéria ou absor¢ao excessiva de amonia
no colon (WILKIE e BARKER, 1985). Os sinais clinicos de tremores e opistdtono no felino 1
sao relacionados ao quadro de encefalite e, embora as lesdes hepaticas fossem intensas, nao

havia alteracdes de encefalopatia hepatica no sistema nervoso central.

No experimento realizado por Rights, Jackson e Smadel (1946) houve reprodugao da
forma neurologica da doenga em camundongos por meio da inoculagdo intracraniana do agente.
Esses animais desenvolveram, em poucas horas, sinais de irritacdo, paralisia de um ou mais
membros, convulsdes e morte. Na necropsia ndo havia alteragdes macroscopicas no encéfalo
desses animais. No felino com encefalite, o quadro de paralisia dos membros pélvicos foi
atribuido a mielite na regido lombar devido a infec¢do pelo C. piliforme, e as alteracdes
macroscopicas encontradas no encéfalo, embora discretas, foram, pela primeira vez, observadas

em animais domésticos ou silvestres.

A infeccdo espontanea do sistema nervoso central na DT € rara, e pode acontecer em
formas incomuns ou hiperagudas da doenca, uma vez que os animais morrem pela gravidade
das lesOes hepaticas ou cardiacas, antes de desenvolver lesoes encefalicas (YOSHIDA et al.,
2013). No presente relato, embora os sinais neuroldgicos precedessem os sinais clinicos
entéricos € o tempo de evolugdo clinico até o dbito foi extremamente rapido, havia também
lesdes hepaticas e cardiacas graves o que sugere uma forma incomum da doenca que poderia

justificar a apresentacao de encefalite neste caso.
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Em animais, ndo ha relatos de C. piliforme causando lesdes cutaneas. Entretanto, em
humanos hd um relato da doenca apenas com a apresentacdo cutanea, sem envolvimento
entérico. As lesdes histologicas eram caracterizadas por dermatite ulcerativa, com
hiperqueratose, crostas e pustulas intraepiteliais, com visualizacdo da bactéria no interior de
queratindcitos da epiderme (SMITH et al., 1996). No felino 1, a lesdo ulcerativa no membro,
histologicamente, era muito semelhante ao relato no humano e foi associada a presenga do
agente no interior dos queratindcitos da epiderme, na superficie da camada cornea e no epitélio

dos foliculos pilosos.

Estes achados histologicos associados a presenca da bactéria intracelular nas areas de
lesdo e confirmacdo pela PCR indicam a capacidade da bactéria em infectar a pele de felinos.
No entanto, ndo foi possivel determinar a patogenia da lesdo, se havia alguma perda da
integridade da epiderme que predisp0ds a entrada do agente, considerando o fato que o animal
estava com paralisia nos membros pélvicos e lesdes por abrasao na tentativa de locomogao
podem ocorrer, ou a bactéria conseguiu escapar dos mecanismos de defesa e da resposta
imunoldgica tegumentar na pele integra. No relato de Smith et al. (1996) atribuiu-se como
provavel fonte de infec¢do da doenca o contato numa casa infestada por roedores.
Provavelmente, no felino 1, assim como no relato em humano a via de infeccao ambiental esteja
envolvida na forma cutinea da doenga. Outro fator importante ¢ a mesma apresentacao de
lesdes cutaneas ulcerativas nos demais felinos que poderia sugerir envolvimento do agente, cuja
confirmacao seria necessaria por avaliacdo histopatologica, coloragdes histoquimicas e teste

molecular de PCR.

Com relagdo aos diagnosticos diferenciais de colite e diarreia em felinos, além do C.
piliforme diversos outros agentes como virus, bactérias, fungos e protozoarios sao incluidos.
Dentre eles: virus da panleucopenia felina, virus da peritonite infecciosa felina, Salmonella
enterica sv. Typhimurium, Anaerobiosporillum sp., Aspergillus spp., Giardia spp. Entamoeba

histolytica e Tritrichomonas foetus (UZAL, PLATTNER e HOSTETTER, 2016).

Na panleucopenia felina as lesdes histoldgicas sdo caracterizadas por necrose intensa de
enterocitos na regido das criptas do intestino delgado, com atenuacdo ou perda do epitélio da
mucosa e visualizacdo de corpusculo de inclusdo intranuclear em alguns casos, adjacente as
areas de necrose pode haver hiperplasia do epitélio com tentativas de regeneracdo de criptas em
casos mais brandos (KRUININGEN, RYAN e SHINDEL, 1983). Além disso, deplegao linfoide

nas placas de Peyer e em 6rgdos linfoides como medula 6ssea e bago sdo frequentes, devido a
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isto, infecgdes secundarias por agentes fungicos como Aspergillus spp. e Candida spp, ou

agentes bacterianos sdo comuns em felinos (UZAL, PLATTNER e HOSTETTER, 2016).

Ja a salmonelose, como doenga primaria em pequenos animais, ¢ menos comum. A
Salmonella Typhimurium € mais comumente associada a surtos de doengas em felinos, as lesdes
histolégicas sdao caracterizadas por colite transmural fibrino-hemorragica e ulcerativa, com
trombose (UZAL, PLATTNER e HOSTETTER, 2016). Outro agente bacteriano causador de
ileite e colite em felinos € o Anaerobiospirillum sp., esta bactéria € gram-negativa, espiralada e
movel. As lesdes histologicas sdo caracterizadas por dilatagdo de criptas, com esfoliagdo de
células epiteliais para o lumen e infiltrado inflamatorio neutrofilico, associado a presencga da
bactéria no interior das criptas ou de células caliciformes, este agente ¢ melhor visualizado em

coloragdes por impregnacao pela prata ou Giemsa (COCK et al., 2004).

No grupo dos protozoarios, Cystoisospora spp. € frequentemente associado a quadros
de diarreias e enterite em felinos, no entanto raramente fatal, os merozoitos e gametocitos
desenvolvem-se no epitélio do intestino delgado, os oocistos sdo grandes e medem
aproximadamente 40 pm de diametro, ocasionalmente h4 envolvimento do intestino grosso
(UZAL, PLATTNER e HOSTETTER, 2016). Infec¢des por Giardia spp. geralmente envolvem
animais jovens € imunossuprimidos e se caracterizam por quadros de diarreias cronicas e
intermitentes que podem durar meses (GUEDES ef al., 2016) que difere das infec¢des por C.

piliforme que possuem quadros agudos de diarreia.

Outro agente infeccioso causador de diarreias cronicas em felinos jovens € o
Tritrichomonas foetus, as lesdes histologicas sdo caracterizadas por colite linfoplasmocitaria de
leve a moderada, com hiperplasia e hipertrofia de criptas, diminui¢ao de células caliciformes,
associada a presenga dos trofozoitos na superficie do epitélio e nas criptas do ceco e colon (YAO

e KOSTER, 2015).

Ja infecgdes por Entamoeba histolytica sdo caracterizadas por colite ulcerativa e
necrotizante intensa, com infiltrado inflamatdrio composto predominantemente por macroéfagos
e linfocitos, visualizacdo de trofozoitos intralesionais que medem entre 16 a 20 x 40 um de
diametro e possuem marcagao citoplasmatica positiva na coloracao de PAS (SHIMADA et al.,

1992).
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6. CONCLUSAO

No felino 1 confirmou-se o diagnostico definitivo da doenga de Tyzzer com a
apresentacao classica de lesdes no intestino, figado e coragdo, bem como a forma atipica com
envolvimento do sistema nervoso central, sendo esta a primeira vez relatada na espécie. Além
disso, a lesdo cutanea indica a capacidade do C. piliforme em infectar a pele de felinos. Embora
até o momento nao haja outros relatos, deve-se incluir o agente nos diagnosticos diferenciais
de lesdes cutaneas ulcerativas, sobretudo, em animais ja confirmados com a forma cléssica da
doenca. Maiores estudos sdo necessarios para estabelecer a patogenia e fatores predisponentes

para esta apresentagao.

No felino 2, mesmo que nao houvesse a confirmacao do diagnostico definitivo pela
PCR, as lesdes entéricas associadas a presenca da bactéria sdo fortemente sugestivas da doenga.
Com isso, destaca-se a importancia de incluir a doenga de Tyzzer nos diagndsticos diferenciais
de enterite em felinos. Além disso, neste relato sdo necessarios mais estudos com outros exames

complementares para estabelecer ou excluir a possibilidade de coinfecg@o viral nestes felinos.
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