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RESUMO

DANTAS, D. H. F. Enterite hemorragica fatal causada por Clostridium perfringens
tipo A em um céo adulto no Brasil. 2014. f. 25. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagdo em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal da Paraiba, Areia, 2014.

Clostridium perfringens é uma bactéria anaerobia, Gram-positiva, formadora de
esporos, tolerante ao oxigénio, que habita comumente o intestino de humanos e animais,
mas também ocorre no ambiente. C. perfringens é classificada em cinco tipos
toxigénicos (A-E), de acordo com a producdo de quatro toxinas principais (alpha [pic],
beta [cpb], épsilon [etx], e iota [iap e iab]). O objetivo deste estudo é descrever uma
infeccdo fatal por Clostridium perfringens tipo A em um cédo adulto no Brasil. O animal,
uma fémea de nove anos de idade, mostrou diarréia com sangue algumas horas apés a
ingestdo de uma "canja de galinha" e foi encontrado morto cerca de 6 horas ap6s o
inicio dos sinais clinicos. O exame post-mortem revelou serosa duodenal
acentuadamente vermelha e cheia de um liquido hemorragico. A avaliagdo
histopatolégica mostrou uma necrose intestinal extensa com grande numero de
fragmentos de células e células inflamat6rias no lumen intestinal e 1amina propria. O
conteddo intestinal foi positivo para C. perfringens tipo A e ndo foram detectados
outros enteropatdgenos. A associacdo entre os sinais clinicos, alteracfes post-mortem e
exames laboratoriais sugerem infecgdo por C. perfringens tipo A. O presente relato é a
primeira descricdo da doenga em um cdo no Brasil e destaca a necessidade de mais
estudos para elucidar os fatores predisponentes de C. perfringens associados a diarreia

em caes.

Palavras-chave: diarréia com sangue; intoxicagdo alimentar; necrose; patologia.



ABSTRACT

DANTAS, D. H. F. Fatal hemorrhagic enteritis caused by Clostridium perfringens
type A in an adult dog in Brazil. 2014. f. 25. Work Completion of course Adviser
(Undergraduate Veterinary Medicine) - Faculty of Veterinary Medicine, Federal

University of Paraiba, Areia, 2014.

Clostridium perfringens is a Gram-positive, anaerobic, rod-shaped, spore forming,
oxygen-tolerant anaerobe which is a common inhabitant of the intestine of human
beings and animals, but is also found in the environment. C. perfringens is classified in
five toxinotypes (A-E), according to the production of 4 major toxins (alpha [plc], beta
[cpb], epsilon [etx], and iota [iap and iab]). The aim of this study is to describe a fatal
C. perfringens type A infection in an adult dog in Brazil. The animal, a 9-years-old
female, showed bloody diarrhea few hours after the ingestion of a “chicken soup” and
was found dead approximately 6 hours of the beginning of the clinical sings. The post
mortem examination revealed duodenal serosa markedly red and filled with a
hemorrhagic fluid. The histolopathological evaluation showed an extensive intestinal
necrosis with large number of cell debris and inflammatory cells in the lumen and
intestinal lamina propria. The intestinal content was positive for C. perfringens type A
and no other enteropathogens were detected. The association between clinical signs,
post mortem alterations and laboratory exams suggest C. perfringens type A infection.
The present report is the first description of this disease in a dog in Brazil and highlight
the need of more studies to elucidate the predisposing factors of C. perfringens

associated diarrhea in dogs.

Keywords: bloody diarrhea; food poisoning; necrosis; pathology.
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1. INTRODUCAO

A doenca de origem alimentar seja microbiana ou toxinfecgdes alimentares, o
mais importante veiculo de transmissao do agente patogénico € o alimento contaminado
ingerido (PAIVA et al., 2000). A patologia com origem alimentar ocorre através de uma
indevida ingestdo de alimentos contaminados com microrganismos ou toxinas
patogénicas. Dentre os principais causadores de doengas transmitidas por alimento estdo
em destaque as bactérias que sdo dividas em dois grupos: infecciosos (como salmonella
e E. coli patogénica) e intoxicantes como as do género Clostridium, que produzem suas
toxinas tanto nos alimentos quanto durante a sua passagem pelo trato intestinal (PIRES,
2011).

A primeira descricdo de um Clostridium foi feita em 1880 por Adam
Prazmowski. Hoje o género é composto por 225 espécies encontradas em areas
geogréficas diversas, sendo sua grande maioria constituinte da microbiota intestinal de
animais e seres humanos; porém uma minoria das espécies pode ocasionar enfermidades
nos seres vivos (LOBATO et al., 2013).

Nos animais a grande maioria dos processos infecciosos e intoxicacdes séo
ocasionadas por bactérias do género Clostridium, conhecidas como as clostridioses.
Caracterizada com altas taxas de letalidade, devido sua capacidade de esporulacdo
mantendo-se infectantes no solo por longos periodos, tornando-se um grande risco para
a populacdo animal e humana. Porém, raramente sdo consideradas agentes zoonoticos
(LOBATO et al., 2013).

Didaticamente apesar da grande quantidade de Clostridios conhecida, menos de
20 sdo patdgenos, e de acordo com sua patogenia sdo divididos em quatro grupos: trés
destes grupos se baseiam em atividade tdxica nos tecidos afetados, e o quarto grupo
contém patdgenos de menor importancia. Os mais patogénicos sdo 0s neurotoxicos e 0s
histotoxicos que podem subsequentemente causar toxemias, como é o caso dos
Clostridium perfringens (QUINN ET AL., 2002).

O Clostridium perfringens € classificado em cinco subtipos (A-E) de acordo com
a presencga de um ou mais genes das principais toxinas, alfa (plc), beta (cpb), iota (iap e
iab) e épsilon (etx) (Tabela 1). Além das principais toxinas, os C. perfringens podem
produzir um subconjunto de, pelo menos, dez outros fatores de viruléncia adicionais,

tais como da toxina B-2 (cpb2), que tem sido associado com diarréia em cavalos e
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leitbes (SONGER e UZAL, 2005; HAZLETT, 2011; SILVA et al., 2013a), enterite
necrética pela toxina like-B (netB), uma toxina com formacao de poros que é descrito
como um fator de viruléncia importante para a enterite necrdtica em frangos de corte
(KEYBURN et al., 2010) e a enterotoxina (cpe), que é responsavel pela doenca de
origem alimentar em humano e tem sido também associada com diarréia em cées
(MARKS et al, 2011; SILVA et al., 2013b). Os cinco tipos de clostridios podem abrigar
0 gene da enterotoxina, contudo a distribuicdo global de estirpes enterotoxigénicas é
relativamente baixa (cerca de 5%), sendo a maior parte das estirpes pertencentes ao tipo
A (GREENE e PRESCOTT, 1998).

Tabela 1: Classificacdo de Clostridium perfringens em tipos toxigénicos.

Principais Toxinas

Tipo a (plc) B (cpb) 1 (iap e iab) € (etx) Enterotoxina
A + - - +/-
B + + - + +/-
C + + - - +/-
D + - - + +/-
E + - - - +/-

+, Positivo; -, negativo; +/-, positivo e negativo.

Fonte: Greene, 2006.

Segundo Tortora et al., (2005) um dos agentes mais comumente envolvidos em
intoxicacdo alimentar é a bactéria Clostridium perfringens que é um bacilo, Gram-
positivo, anaerébio, formador de esporos podendo ser uma das bactérias patogénicas
mais comuns, encontrada comumente no solo e no trato intestinal do homem e alguns
animais domeésticos proliferando rapidamente quando as condi¢cdes no intestino sdo
propicias (GREENE e PRESCOTT, 1998; FERNANDEZ MIYAKAWA et al., 2000).

A forma mais comum de contaminacdo ocorre pelos alimentos, geralmente
derivados carneos ou de aves cozidas contendo um grande numero de células viaveis,
sendo o Clostridium perfringens tipo A o mais comum causador de intoxicagoes
alimentares, produzindo enterotoxinas, tornando-se a enfermidade mais grave
denominada enterite necrotica (LABBE, 2001; JAY, 2005).
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O tipo A é o C. perfringens mais comumente isolado em cées, sendo comumente
encontrado em mais de 80% dos cdes saudaveis ou com diarréias (MARKS, 2011). Por
fazer parte da microbiota normal, o tipo A pode causar casos de diarreia em cées que
variam de autolimitante, com diarreia pastosa até casos hemorragicos agudos (WEESE,
2011; SCHLEGEL et al., 2012). Alguns estudos evidenciam que C. perfringens pode
estar associado com sinal de leve diarreia intestinal ou doenca difusa do intestino
delgado e grosso (GREENE e PRESCOTT, 1998; WEESE et al., 2001). Quando se
caracteriza no intestino grosso como um agente patogénico resulta em achados clinicos
com aumento do patégeno no muco fecal, associado a aumento da frequéncia de
defecacdo, tenesmo e hematoquezia (GREENE e PRESCOTT, 1998). No intestino
delgado pode variar desde levemente sintomatica e autolimitante até casos de diarreia
hemorragica aguda, potencialmente fatal, com inflamacdo grave da mucosa intestinal
(GREENE e PRESCOTT, 1998).

Para diagnostico de Clostridium perfringens associados a diarréia em cdes
(CPAD), ainda ndo existe um padrdo-ouro. Baseando-se assim no diagndstico
presuntivo, que é dado pelas evidencias clinicas e epidemioldgicas associadas a
deteccdo de um grande nimero de C. perfringens ou seus enddsporos em esfregacos
fecais (= 3 por campo no microscopio em grande aumento) (GREENE, 2006).
Laboratorialmente também se diagnostica por cultura semiquantitativa anaerébica dos
alimentos ou fezes, se possivel associada a genotipagem por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para deteccdo do gene cpe, responsavel pela codificacdo da
enterotoxina. Considera-se positiva uma contagem igual ou superior a 106 unidades
formadoras de coldnias por grama (UFC/g) em fezes e igual ou superior a 105 UFC/g
em alimentos. Ha ainda kits de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
disponiveis no mercado para deteccdo da enterotoxina diretamente no contetdo fecal
(PIRES et al., 2011).

Vale ressaltar que a sensibilidade dos métodos imunoldgicos sdo extremamente
importantes, pois a patologia associada com CPE (C. perfringens enterotoxinas)
depende da concentracdo de CPE presente no limen intestinal, ja que até 14% dos cdes
saudaveis tém concentragdes detectaveis de CPE (GREENE e PRESCOTT, 1998). Mas
no geral, o diagnostico é ainda baseado na quantificacdo e genotipagem de C.

perfringens a partir do alimento e fezes suspeitas. Nos cées, o diagnostico das enterites
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causadas por C. perfringens requer, além dos sinais clinicos, achados
anatomopatoldgicos, o isolamento e a identificacdo do agente (PIRES et al., 2011).

O tratamento varia, sendo comumente baseado na antibioticoterapia (parenteral
ou via racéo). Independente do grau da enterotoxemia, 0s cdes devem ter um tratamento
antimicrobiano adequado. Geralmente os antibioticos recomendados para tratar cées
com CPDA sé&o: ampicilina, eritromicina, metronidazol, tilosina e tetraciclinas
(GREENE e PRESCOTT, 1998). Nos animais, a erradicacdo das enterites por C.
perfringens é praticamente impossivel, devido as caracteristicas ecoldgicas do agente e
a sua forma esporulada de resisténcia, com isso seu controle e a profilaxia devem se
basear em medidas adequadas de manejo e em vacinagdes sisteméaticas (GREENE,
2006; PIRES et al., 2011).

Apesar da conhecida importancia do CPAD em cdes, a patogénese e os fatores
predisponentes ainda ndo sdo bem compreendidos, o que dificulta o diagnéstico. A luz
disto, o objetivo deste estudo é relatar a primeira descricdo no Brasil de enterite
hemorrégica fatal em um céo adulto causada por C. perfringens tipo A.
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2. RELATO DE CASO

2.1. Histérico do Animal

Em 20 de novembro de 2013, um animal da espécie canina, fémea, da raca
Poodle, de nove anos de idade, foi apresentado a uma clinica veterinaria local com
historia de diarreia com sangue e vomito. O proprietario relatou que 0s respectivos
sinais clinicos comegaram algumas horas ap0s a ingestdo de uma "canja de galinha".
Normalmente, o cdo era alimentado com uma dieta comercial regular. O cdo também
ndo tinha histérico de outras doengas nos ultimos meses, estava em dia com suas
vacinas e vermifugacdo. Na clinica veterinaria o animal foi submetido a terapia com
trimetoprim / sulfadiazina e fluidoterapia. Apesar do tratamento, o animal foi
encontrado morto 12 horas ap6s o inicio dos sinais clinicos. Apds 6bito o corpo foi
encaminhado para o Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), Brasil, para realizacdo de exames post-mortem no laboratério de

Histopatologia Veterinaria do Hospital Veterinario da UFPB.

2.2. Exames post-mortem

Foi realizada a necropsia completa e coletados fragmentos do intestino e todos
0s outros o6rgaos, que foram fixados em formalina a 10% tamponada. Apds a fixacdo as
amostras foram processadas rotineiramente para exame histopatoldgico, seccionadas a 4
pm e corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

O conteudo intestinal foi coletado e submetido para o Laboratdrio de Bacterioses
e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais para realizacdo dos seguintes
exames laboratoriais: deteccdo de rotavirus por eletroforese em gel de poliacrilamida
seguida por coloracdo de prata (HERRING et al., 1982); parvovirose, coronavirus e
deteccdo de Giardia lamblia por imunocromatografia (Bionote, Gyeonggi-do, Coréia do
Sul); isolamento quantitativo e genotipagem de C. perfringens e Clostridium difficile
(SILVA et al., 2013) (SILVA et al., 2011); deteccdo de enterotoxinas de C. perfringens
através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) kit (Clostridium perfringens
RIDASCREEN® Enterotoxin - R-Biopharm, Alemanha); deteccdo das toxinas A/B para
C. difficile por ELISA (C. difficile Tox A / B Il - techlab Inc., EUA); cultura
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bacteriol6gica de rotina para bactérias aer6bias em MacConkey (Biobras®, Prodimol
Biotechnology) e de agar Muller-Hinton suplementado com 5% de sangue equino
(Difco Laboratories, EUA); cultura de Salmonella spp em Hecton e XLT4 agar

(Biobras®, Prodimol Biotecnologia).

2.3. AlteracOes patoldgicas observadas no animal

Durante o exame post-mortem, o intestino delgado estava distendido por
contetdo liquido hemorragico e gas, com a serosa marcadamente avermelhada e
recoberta com material fibrinonecrdético, observou-se também que o bago estava

marcadamente congesto (Figura 1).

Figura 1: Enterite necro-hemorrdgica em um cdo por Clostridium
perfringens tipo A. O intestino esta distendido por fluido sanguinolento; a
camada da serosa intestinal esta totalmente avermelhada.

No exame histopatologico observou-se colapso com perda de vilosidades e
criptas foram observados. O remanescente das vilosidades mostrou necrose de
coagulagdo marcada com desnudacdo devido a perda de células epiteliais e de
infiltracdo de neutrofilos e fibrina. Restos celulares e eritrocitos foram observados na
superficie mucosa. Na lamina propria e na submucosa estavam intensamente expandidas
por edema, hemorragia e infiltrado inflamatério severo composto por plasmacitos,
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linfocitos e neutrdfilos (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Numerosos
bacilos Gram-positivos foram vistos na superficie da mucosa necrotica (FIGURA 3).
Os vasos sanguineos da submucosa estavam marcadamente congestos, cercados

por edema e obstruidos por trombos de fibrina. Edema pulmonar foi observado nos

espacos alveolares e havia também algumas areas multifocais de hemorragia.

\
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Figura 2: Fotomicrografia do intestino delgado mostrando extensas areas de
necrose do epitélio intestinal misturado com fibrina, os detritos celulares e

as células inflamatorias no interior do limen. HE, obj. 20x.

WA S s 0 SN

Figura 3: Fotomicrografia do intestino delgado mostrando o grande nimero
de bacilos Gram-positivos isolados na superficie da mucosa necrética. HE,
obj. 40x.
17



3. DISCUSSAO

A infeccdo ou a provavel intoxicagdo alimentar relatada, € oriunda
provavelmente da ingestdo do alimento (“canja de galinha”), contento toxinas
microbianas pré-formadas. Estas toxinas sdo produzidas durante a intensa proliferagdo
do microrganismo patogénico no alimento, resultando na deterioragdo microbiana nos
quais, utilizam o alimento como fonte de energia (FRANCO e LADGRAF, 2005). O
animal neste caso sofreu uma provavel alteracdo em sua microbiota intestinal que era
regulamente adaptada a uma dieta regular (racdo balanceada), havendo uma brusca
mudancga alimentar através da ingestdo do alimento caseiro (“canja de galinha”),
provavelmente contendo células viaveis do microrganismo patogénico. Este
microrganismo aderiu a mucosa do intestino proliferando-se e colonizando-a,
produzindo toxinas que alteram o funcionamento das células do tecido gastrointestinal
(FRANCO e LADGRAF, 2005).

Segundo Hobbs (1979), o periodo de incubacdo da intoxicacdo causada pelo
Clostridium perfringens € de 8 a 22 horas, semelhante ao caso relatado onde os sinais
clinicos deram inicio logo ap6s a ingestdo do alimento provavelmente contaminado com
um numero elevado de células viaveis de C. perfringens (PIRES, 2011). Na literatura,
incluindo o atual relato, confirmam que alimentos a base de carne bovina e frango tém
sido os principais causadores de infeccdo por C. perfringens (GENIGEORGIS, 1975;
SERRANO, 1976; HOBBS, 1979; FRANCO E LADGRAF, 2005).

A evolucdo clinica aguda experimentada neste caso, menos de 24 horas desde o
inicio dos sinais clinicos até a morte, e também as alteraces macroscopicas e
histopatoldgicas colabora com os achados descritos para CPDA em cdes (SASAKI et
al., 1999; WEESE, 2011; MARKS et al., 2011; SCHLEGEL et al., 2012) que também ja
foram descritos em outras espécies (BUESCHEL et al., 1998; SONGER E UZAL,
2005). Mas de qualquer forma, esses achados ndo sdo patognomonicos, assim
diagnostico diferencial para alguns outros enteropatdégenos é necessario para confirmar
o diagnostico da doenca.

C. perfringens foi isolado em uma concentragdo de 2 x 108 UFC / mL do
conteudo duodenal. A estirpe isolada foi genotipada como tipo A (positivo para pic) e
negativa para o gene da enterotoxina (cpe), gene da toxina B-2 (cpb2) e enterite

necrotica como gene da toxina like-B (netB). As colbnias de Escherichia coli foram
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obtidas na cultura bacteriologica de rotina de amostras de fezes, porém nenhum fator de
viruléncia foi detectado por PCR (MACEDO et al., 2007). O contetido do intestino foi
também negativo para todos os outros exames, por isso, o envolvimento de Giardia
spp., Clostridium difficile, Salmonella spp., rotavirus e coronavirus foram descartados
neste caso. O conteudo do intestino foi também negativo para enterotoxinas de C.
perfringens por ELISA.

No presente relato, o contetdo intestinal foi negativo para a enterotoxina e cepas
de C. perfringens cpe foram isoladas, sugerindo que a enterotoxina nao estava
envolvida no presente caso. Alguns estudos relataram uma associacao entre a detec¢édo
de enterotoxina com cepas de C. perfringens cpe” e diarréia em cies (MARKS, 2011;
POPOFF e BOUVET, 2013; SILVA et al., 2013), mas ndo ha confirmacdo de que esta
toxina podera desempenhar um papel no desenvolvimento de CPAD em caes. Em varios
relatos de casos, incluindo o atual, enterotoxinas ndo foram detectadas no contetdo
intestinal e cepas de apenas C. perfringens cpe” foram isoladas (SASAKI et al., 1999;
RUDMANN et al., 2003; WEESE, 2011; MARKS et al., 2011; BUSCH et al., 2014).

Sabe-se que dietas com alto teor de proteina pode predispor o crescimento
excessivo de Clostridium perfringens no intestino. Assim, podemos especular que o
"canja de galinha" pode ter alguma influéncia nesse caso (NEIFFER et al., 2001) e mais
recentemente, Zhang et al. (2012) relataram casos de infeccéo por C. perfringens tipo A
em felinos selvagens de cativeiro associado a uma dieta baseada em carne de frango.
Nesses relatos um tigre siberiano (Panthera tigris altaica), um ledo (Panthera leo) e um
tigre de amur (Panthera pardus orientalis) foram infectados e posteriormente
desenvolveram depressdo, anorexia e diarreia sanguinolenta, que rapidamente levou a
morte. Necrose intestinal hemorragica extensa foi visto. Ambos os autores sugerem que
uma dieta rica em proteinas (com base em carne de frango) poderia ter contribuido para
o0 desenvolvimento da doenga nestes trés animais (NEIFFER et al., 2001; ZHANG et al.,
2012). Os autores ndo foram capazes de confirmar esse fator predisponente e o papel da
ingestdo de uma "canja de galinha" é novamente apenas especulativa. Também é
importante notar que, semelhante ao presente relato, nestes trés casos, apenas C.

perfringens cpe” foi isolado.
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4. CONCLUSAO

Todos 0s outros enteropatdgenos mais comuns que podem causar diarréia
sanguinolenta e enterite hemorragica foram descartados neste caso. Além disso, a
evolucdo clinica e as alteragcdes post-mortem corroboram os achados de CPAD em cées
e também em outras espécies, como equinos e leitBes. Esta parece ser a primeira
descricdo da doenca em um céo adulto no Brasil e destaca a necessidade de mais
estudos para elucidar os fatores predisponentes de C. perfringens associados a diarreia e

morte em caes.
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