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Pleuropneumonia piogranulomatosa por Nocardia asiatica em um céo infectado pelo
virus da cinomose: Relato de caso

Piogranulomatous pleuropneumonia by Nocardia asiatica in a dog infected by canine
distemper virus: Case report
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Souza Borges'; Edson Moleta Colodel?; Fernando Henrique Furlan Gouvéa?; Aline Oliveira
de Magalh&es®; *Daniel Moura de Aguiar?

RESUMO

Este relato descreve o primeiro caso de N. asiatica causando pleuropneumonia em um
cdo com cinomose no Brasil. O diagnostico foi realizado através de PCR e sequenciamento do
gene hsp65. Apesar das medidas terapéuticas, o paciente veio a 6bito. Os principais achados

macro e microscépicos na necropsia foram encontrados no pulmao e pleura.

PALAVRAS-CHAVE: hsp65; Co-infeccdo; Actinomicetos; Sequenciamento.

ABSTRACT

This report describes the first case of N. asiatica causing pleuropneumonia in a dog
with distemper from Brazil. The diagnosis was made through PCR and sequencing of the
hsp65 gene. Although the therapeutic measures, the patient died. The major macro and

microscopic findings at necropsy were found in the lung and pleura.

KEY-WORD: hsp65; Co-infection; Actinomycetes; Sequencing.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
BID = A cada 12 horas

PCR = Reacdo em cadeia pela Polimerase
SID = A cada 24 horas

TID = A cada 8 horas

Ul = Unidade Internacional

CHGM = Concentracao de hemoglobina globular média
VVGM = Volume globular médio

RNA = Acido ribonucleico

CDV = Virus da cinomose canina

EDTA = Acidoetilenodiamino tetra-acético
PCR= Reacdo em cadeia da polimerase

nm = Nandmetro

ml = Mililitro

kg = Quilograma

ul = Microlitro

mm? = Milimetro clbico

dl = Decilitro

mg = Miligrama

g = Grama

% = Por cento

°C = Grau Celsius
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CONSIDERACOES GERAIS

Este presente artigo sera submetido a revista Brazilian Journal of Microbiology como
uma comunicacao curta. Para artigos nesse formato, a revista orienta a ndo dividir o texto em
topicos. Devido a caracteristica formal da apresentacdo de um trabalho de conclusdo de
Residéncia, optou-se por dividi-lo. Ao submeter a revista, serdo colocados nas normas por ela
publicada.
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INTRODUCAO

As bactérias denominadas nocardias, sdo actinomicetos, pertencentes a familia
Nocardiaceae!. Caracterizam-se como microrganismos saprofitos, teldricos?, encontrado em
agua doce, salgada e na vegetacdo em decomposicdo 4. Sdo aerGbias, Gram-positivas e
catalase positiva. Foi descrita pela primeira vez pelo médico veterindrio Edmond Nocard, no
ano de 19881, Atualmente, 92 espécies sdo reconhecidas, e dessas, 54 possuem importancia
clinica®. Apesar de possuir inimeras espécies relatadas em literatura, sua classificacdo ainda é
motivo de controveérsia, uma vez que os métodos de diagndstico molecular vém evoluindo
gradativamente, e com frequéncia ocorrem alteracdes taxondmicas®. Apesar da divergéncia
quanto a classificacdo, as principais espécies associadas aos cdes e gatos sdo Nocardia
asteroides, N. brasiliensis, N. otidiscavarium, N. transvalensis, N. nova, N. farcinica e N.

africana®.

As formas de infeccdo por esses agentes variam desde inoculacdo do microrganismo
por traumas perfurocortantes a aerossois em hospedeiros imunocompetentes, ocasionando de
abscessos percutdneos até nas formas mais graves, com acometimento pulmonar e/ou
neuroldgico®. Bactérias do género Nocardia possuem resisténcia a fagocitose, facilitando sua
disseminacdo e manutengdo no organismo®. Geralmente €é associada a condicdo
imunossupressora. Em humanos, é associada a pacientes imunocomprometidos, seja pelo uso
de medicacGes imunossupressoras ou devido a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida®’. J4 em cdes é comumente relatado em pacientes coinfectados pelo virus da

cinomose canina®?®.

A cinomose canina é causada por um virus (CDV), do género Morbilivirus, familia
Paramyxoviridae. E um virus relativamente grande (150 a 200 nm), didmetro variavel,
possuindo um filamento Gnico de RNA®. E uma doenca infectocontagiosa, acomete 0s
epitélios, sistema nervoso e sistema imune de canideos domésticos. Em cées os sinais clinicos
podem iniciar com diarreia, hiperqueratose de coxins e plano nasal, evoluindo para secrecéo
ocular e nasal & uma pneumonia e alteragdes neuroldgicas graves. O CDV se propaga através
de gotas de aerossois entrando em contato com o epitélio do trato respiratério superior. De 4 a
6 dias pos-infeccdo essas particulas virais replicam-se principalmente no sistema linfoide,
aumentando a temperatura corporal do hospedeiro. Devido a destruicdo das células linfoides,

ocorre leucopenia, causando extenso periodo de imunossupressdo a qual pode permitir
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infecgBes oportunistas e secundarias, agravando o quadro clinico do animal. Ainda ndo existe
um tratamento antiviral especifico, recomenda-se entdo o tratamento sintomético. O
prognostico é de reservado a desfavoravel, e uma vez que iniciada a fase neuroldgica, a

doenca torna-se de dificil reversio®°.

O aparecimento de lesbes linfocutaneas, como formacdo de abscessos, nddulos e
Ulceras em cées, principalmente em regido cervicofacial, sdo os primeiros sintomas clinicos
da nocardiose e pode evoluir causando grave celulite e destrui¢do do tecido afetado. Em casos
mais avancados, migram através da via linfo-hematica e afetam 6rgdos parenquimatosos,
como o pulmao. Menos comumente, pode haver propagacdo para o sistema nervoso central
Apbs alguns dias de bacteremia, os hospedeiros podem desenvolver sinais sistémicos como,
apatia, febre, hiporexia, dificuldade respiratdria e secrecdo nasal purulenta®. Abscessos ou
fistulas que ndo respondem ao tratamento convencional sdo os principais indicios da infeccdo

durante a avaliagdo do paciente!?.

O diagnostico é baseado no histérico do paciente, achados de exame fisico e exames
complementares. Para diagnostico laboratorial é necessario identificar a bactéria através de
citologia pela coloragio de Gram e Giemsa, e posterior cultura em Agar Saboraud dextrose,
agar sangue ou agar chocolate, em condi¢do de aerobiose a 37°C. Em casos de nocardiose
pulmonar podem ser coletadas amostras através de aspiracdo do material purulento do
abscesso eou do lavado traqueo-bronquico. Microscopicamente sdo agentes Gram-positivos,
filamentosos, frisados e facilmente identificados, com 0,5 a 1 um de didmetro. O crescimento
em semeadura ocorre entre 2 a 14 dias, mas aguardam-se pelo menos quatro semanas para
favorecer crescimento de cepas fastidiosas!!. Para diagnostico relacionado a espécie, o
padrdo-ouro para sua identificacdo sdo os métodos moleculares, especificamente, o

sequenciamento do gene 16S RNA13,

O tratamento para nocardiose constitui na escolha de antibioticos de amplo espectro
aliados principalmente a testes de sensibilidade microbiana in vitro. Apesar da existéncia de
inimeros antibioticos, poucos ainda conseguem atingir concentragdes terapéuticas suficientes
no foco da lesdo. Existem diversas variaveis que tornam o tratamento pouco eficaz, dentre
elas, a escolha do farmaco sem o respaldo do antibiograma, refratariedade da bactéria a
tratamentos convencionais, localizagdo intracelular da mesma nos fagocitos e também a

coinfeccdo com doengas depressoras®.
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Devido a importancia em saude publica, decorrente dos relatos em humanos, e
também em medicina veterinaria, no presente artigo, é relatado infeccdo por Nocardia spp.
em um canino jovem, com cinomose desenvolvendo um quadro de pleuropneumonia

piogranulomatosa.

RELATO DE CASO

Foi admitido no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Mato Grosso
Campus Cuiaba, setor de Moléstias Infecciosas, um canino, fémea, sem raca definida, de
aproximadamente 3 meses de idade, 8 quilos, com queixa de secrecdo éculo-nasal purulenta,
tosse e hiporexia ha aproximadamente 3 dias. A vacinacdo contra doencas virais e
vermifugacdo estavam desatualizados. Ectoparasitos eram esporadicamente encontrados sobre

0 COrpo e o mesmo possuia acesso a rua.

Ao exame fisico encontrava-se apatica, aspecto geral regular, pulso forte, febril (39,9
°C), desidratacdo de 6% e mucosas normocoradas. A palpacdo abdominal sentia leve
incobmodo. Durante a consulta o paciente exibiu tosse produtiva com secrecdo de aspecto
esbranquicado. Os olhos possuiam secre¢do purulenta discreta e blefarite bilateral. Havia
secrecdo nasal purulenta discreta. Na ausculta pulmonar, observou-se crepitacdo no lado

esquerdo do térax.

Como exames complementares foram realizados: Teste imunocromatografico para
detec¢do de antigeno do CDV(Sens Pert Cinomose™ Vet All Laboratories, Korea),
hemograma completo e radiografia torécica.

O teste imunocromatografico, foi realizado por meio de swab da mucosa ocular, que
resultou positivo. Amostra de sangue coletada em tubo com Acidoetilenodiamino tetra-acético
(EDTA) foi submetida a exame hematoldgico, onde foram observados os seguintes valores
para hemécias: Eritrocitos 3,81x10%ul (referencia: 5,5x10%ul — 8,5x10%ul); Hemoglobina
8,50g/dl (12g/dl - 18g/dl); Hematdcrito 25% (37% - 55%); VGM 65,61 (6011 - 7041) e CHGM
34g/dl (32 gl - 36g/dl). O leucograma apresentou relevante leucocitose 43,8x103ul (6x10%ul -
17x103ul) por neutrofilia 34,2x103/mm3 (3,0x10%/mm3- 11,5x103/mm?3), além de linfopenia
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0,4x10%/mm?3 (1,0x10%/mm? - 4,8 x10%/mm?®) e monocitose 8,3x10%/mm? (0,15x10%/mm?-
1,35x10°/mm?®). A contagem de plaquetas estava dentro da normalidade com valor de
305x10%ul (200x10%ul - 500x10%ul)**. Na citologia havia presenca de mondcitos ativados,

anisocitose moderada e policromasia discreta.

O exame radiografico toracico apresentou imagens sugestivas de efusdo pleural, com
perda parcial de definicdo da silhueta cardiaca em posicdo ventro-dorsal, opacificacéo
homogénea dos lobos pulmonares esquerdos com visualizagdo de fissuras interlobares e
retracdo de lobo pulmonar caudal esquerdo. O lobo pulmonar caudal direito apresentou

moderado incremento de radiopacidade de padrdo bronquial e alveolar (Figura 1).

Diante da apresentacdo clinica, foi prescrito antibioticoterapia baseada em
Amoxicilina + Clavulanato de potassio (20 mg’ kg, BID) associado a Acetilcisteina (Smgkg,
TID) para acdo mucolitica e tapotagem a cada 4 horas. Concomitantemente, o paciente foi
tratado para cinomose com neuroprotetores (Gaballon® (14 do comprimido, BID), Vitamina

A (50.000 Ul, SID) e imunoestimulante (Timomodulina, 5ml, SID).

Devido ao quadro clinico, o paciente foi internado e em seguida apresentou aumento
do desconforto respiratério que culminou na realizacdo de toracocentese. Foi drenado
aproximadamente 20 ml de efusdo de coloracdo rosea e o contetdo foi encaminhado para
andlise citologica no Laboratorio de Patologia Animal. Na citologia, o liquido pleural
apresentava alta celularidade com predominéncia de neutrofilos integros e fragmentados,
ocasionais mononucleares e células mesoteliais. O ndcleo celular apresentava-se arredondado,
levemente pontilhado, basofilico e por vezes observavam-se dois ou mais nucléolos. Havia
também células multinucleadas e algumas figuras de mitose. O liquido drenado foi
encaminhado para cultura no Laboratério de Microbiologia, semeado em Agar Sangue ovino
8%, Agar Macconkey e Agar Sabouraud dextrose em aerobiose, incubadas a 37°C por 72
horas. A identificacéo foi realizada de acordo com Quinn et.all *° para diferenciacéo de outros
géneros semelhantes como o Streptomyces e Actinomyces. Foram identificados na cultura,

Streptococcus sp. e Citrobacter sp.

Ao longo da internacdo, o paciente apresentou piora do estado geral, desenvolvendo
anorexia, émese, diarreia, dispneia e quadros agudos de dor abdominal. Foi acrescido no
protocolo terapéutico, Citrato de maropitant (0,1mg/kg, SID), Cloridrato de tramadol (3mg/
kg, TID) e Aminofilina (6mg kg, TID). Apesar dos procedimentos terapéuticos adotados, 0s
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sinais clinicos pioraram, principalmente a dispnéia, permanecendo entdo sob oxigenioterapia,

porém o paciente veio a dbito no quarto dia de internacao.

Macroscopicamente, exames de necropsia demonstraram a presenca de lesdes na
cavidade torécica, que possuia aproximadamente 60 ml de liquido turvo (Figura 2) e
avermelhado com grumos coagulados e fibrina. Observou-se na regido de mediastino,
deposicdo de material amorfo, irregular, de consisténcia macia a firme, de cor vermelho
escuro e espesso, medindo entre 1-2 cm (centimetros). Sobre o saco pericardico, havia
presenca de conteudo amorfo, amarelo, macio e grumoso. Em musculatura intercostal e pleura
parietal havia petéquias e sufusdes. O pulmdo estava hipocreptante, de consisténcia firme,
com bordos irregulares e aproximadamente 95% do parénquima pulmonar apresentava
aspecto de hepatizacdo. Havia nos lobos esquerdos, areas nodulares ou em placas medindo
entre 1,5 a 3,5 cm de didmetro, de coloragdo amarelada e com contetdo purulento (Figura 2).
Ao corte do parénguima, material de contetdo pastoso e amarelado fluia de todos os lobos
pulmonares. No saco pericardico, havia a presenca de aproximadamente 15 ml de liquido
avermelhado, porém translicido. Em face abdominal do diafragma havia massa avermelhada,

firme, de superficie irregular, opaca e fracamente aderida a serosa.

Microscopicamente, no pulmdo havia acentuado infiltrado inflamatério composto
predominantemente por macréfagos e ocasionalmente eosinofilos. Quantidade leve a
moderada de linfdcitos, plasmocitos e ocasionais células multinucleadas, aléem de deposicéao
de fibrina. Ainda se observou no pulméo fibrose e necrose caseosa multifocal, associada a
congestdo e hemorragia. A massa mediastinal localizada na base do coragdo e superficie
pleural continha proliferacdo celular, com multiplos ndédulos compostos por células
polimorfonucleadas e macrofagos espumosos, circundados por células epitelidides e
ocasionais células multinucleadas (células gigantes). Essa infiltracdo estava frequentemente
envolta por proliferacdo de tecido conjuntivo. Nas &reas com infiltrado inflamatodrio,
ocasionalmente, a técnica de Gram Histologica, foram evidenciadas estruturas bacilares
basofilicas Gram-positivas, frequentemente filamentosas e ramificadas (Figura 3), no
citoplasma de macrofagos. Sob acdo da coloracéo de Ziehl-Neelsen (Figura 3), essas bacterias
apresentavam-se parcialmente Alcool-Acido-Resistentes. Do ponto de vista de patologia,
concluiu-se um quadro de Pleuropneumonia Piogranulomatosa aguda a subaguda, acentuada e

difusa.
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Devido caracteristicas microscopicas encontradas nas amostras obtidas da necropsia,
optou-se por realizacdo de PCR para diagnostico diferencial de Nocardia. Material obtido dos
nodulos pulmonares foram submetidos a extracdo de DNA gendmico pelo método de fenol e
cloroférmio de acordo com Sambrook e Russel'®, o qual fora processado para amplificar
parcialmente o gene da proteina heat shock de aproximadamente 65 kDa (hsp65 heat shock
protein) de Nocardia spp. bem como de outros actinomicetos conforme adotado por Hoza, et
al 7. A reacdo em cadeia pela polimerase resultou na producdo de um fragmento de 405 pares
de base que foi purificado por meio do Kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Health care Bio-Sciences, UK) e posteriormente submetido a reacdo de sequenciamento
utilizando o Kit Big Dye (Applied Biosystems/Perkin Elmer, USA) em sequenciador
automatico ABI PRISM-310 Genetic Analyzer de acordo com as instrucdes do fabricante
(Applied Biosystens/Perkin, EImer , USA). As sequéncias obtidas foram editadas no software
BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsband, CA) e posteriormente analisada através do programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) a fim de verificar a identidade com demais
sequéncias correspondentes disponiveis no GenBank. O produto gerado pela PCR apresentou-
se 100% similar a N. asiatica (JN041720.1, JQ782424.1, AY903631.1).

A sequéncia gerada na PCR foi alinhada pelo programa MUSCLE, utilizando o
software SDT (Sequence Demarcation Tool) - versdo 1.220'¢, com 8 sequéncias de diferentes
isolados de Nocardia spp. de vérias partes do mundo, disponiveis no Genbank: N. asiatica
(JQ782424, JN041720, AY903631), N. beijingensis (KF420485), N. pneumoniae
(AY903636), N. aracensis (AY903637) e N. abscessus (AY544983). Foram alinhados 405
caracteres. A matriz de identidade entre as diferentes seqiiéncia foi construida considerando 1-
(M / N), onde "M" é o nimero de descasamentos e "N" & o numero de posi¢cdes no
alinhamento. A arvore filogenética para o isolado foi inferida pelo método de Maxima
Verossimilhanca usando o software PhyML com o modelo substituto Jukes-Cantor. Os
valores observados representam a porcentagem de 500 bootstrap de reamostragem. A
sequéncia homologa do gene HSP de Mycobacterium fortuitum (KF432769) foi incluida
como grupo externo (outgroup) na arvore filogenética (Figura 4). A sequencia do gene hsp65
gerada no presente relato foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso “Submission ID
is 2119316’
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DISCUSSAO

Relata-se no presente estudo um caso de pleuropneumonia piogranulomatosa
associada a N. asiatica no Brasil. Por ser uma bactéria de comportamento oportunista,
encontra nos hospedeiros imunocomprometidos, uma condicdo ideal para sua instalagéo.
Neste caso, a coinfecgdo pela cinomose causou um grave comprometimento imunoldgico
facilitando a infecgdo por Nocardia spp. Os relatos deste tipo sdo cada vez mais frequentes®.
Em um estudo realizado por Ribeiro et al.!°, foi avaliado caracteristicas clinico-
epidemioldgicas de 9 cées com nocardiose localizada ou disseminada. A maioria deles ndo
possuiam vacina. Cinco dos cdes estudados (55,5%) eram coinfectados com virus da
cinomose, ressaltando a importancia da imunossupressao com o estabelecimento e a patogenia

da doenca.

Pela analise da arvore filogenética, a sequéncia do isolado obtido de noddulos
pulmonares, foi incluida em clado composto por outros isolados de N. asiatica. As espécies
mais acometidas em humanos séo a N. asterdide e N. brasiliensis®. Foram isoladas cepas de
Nocardia de pacientes humanos com infec¢Ges pulmonares e disseminadas, e em 79% dos
pacientes foram identificadas N. asteroides, N. brasiliensis e N. otidiscavarium, além de uma
espécie ndo caracterizada®. Em contra partida, em animais domésticos além de ambas, a N.

otidiscavarium tem se destacado e sido relatada com certa freqiiéncia®-2°.

O primeiro caso de N. asiatica relatado em humanos foi em 2004, onde isolaram 5
cepas de pacientes com nocardiose e concluiram que essas amostras faziam parte de uma
mesma espécie’’. Ha na literatura estudos pontuais relacionados a N. asiatica, causando
abscesso cerebral??23, pulmonar®* e nodulos em mediastino®. Todos os casos envolvem
imunossupressdo por alguma doenca de base??2*242°  Na medicina veterinaria ainda ndo

possui registros na literatura dessa espécie em animais de companhia.

N&o foi estabelecido com precisdo qual a forma de infeccdo pela Nocardia sp., no
paciente relatado, pois 0 mesmo ndo possuia lesbes dermatoldgicas ou historico de traumas
por brigas ou objetos perfuro cortantes. A Unica informacéo relatada pelos proprietérios, € que
tinha acesso a rua, podendo entdo, a inalagdo de aerossdis em ambientes secos serem a porta

de entrada do agente, cursando com sua replicacao e disseminacao.
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No exame hematoldgico, a principal alteragdo observada foi uma marcante leucocitose
por neutrofilia além de leve anemia microcitica normocrémica. O leucograma de pacientes
com pneumonia bacteriana associada, geralmente, € inflamatdrio, caracterizado por neutrofilia

com ou sem desvio a esquerda?®.

A principal manifestacdo da nocardiose em humanos é a pulmonar. Em animais de
companhia, a principal é a linfocutanea, com formacdo de abcessos, nodulos, Ulceras e
linfadenopatia em regido cervicofacial e inguinal, e com menos frequéncia a pulmonar®®. O
paciente estudado ndo possuia lesdes cutaneas supracitadas. Os sinais clinicos observados no
mesmo sdo inespecificos, podendo ser caracteristico tanto da nocardiose quanto da
cinomose'®. Dentre as principais sintomatologias, as mais similares incluem anorexia, perda

de peso, tosse, dispneia, secre¢do 6culo nasal, diarreia e febre.

A efusdo pleural torna a avaliagdo pulmonar dificultosa, uma vez que pode ocultar
informacdes importantes como a presenca de massas tanto na superficie pulmonar quanto em
mediastino?’. Nesse caso, as caracteristicas observadas nas imagens radiolégicas foram de
extrema importancia para direcionar a conduta médica, bem como estimar um prognostico do
caso. O derrame pleural € um achado inespecifico, que pode ser resultado de varios processos
patoldgicos?’, dentre eles uma grave pneumonia®®, As caracteristicas do liquido drenado da
cavidade toracica neste presente relato concomitante com cultura positiva (Citrobacter spp., e
Streptococcus spp) sdo indicativos de exsudato séptico?’?°.  Pela predominéncia de
neutréfilos no derrame, e pelos indicativos morfoldgicos observados, como resultado
citologico, tem-se reacdo inflamatéria aguda, provavelmente causada pelas bactérias
encontradas na cultura e replicacdo pulmonar da Nocardia. A definicdo e classificacdo do
liquido pleural é de extrema importancia, para diagnésticos diferenciais e tratamentos
adequados?’%°, O isolamento de Nocardia ndo foi atingido no cultivo bacteriano. Deve-se
considerar que o crescimento dessa bactéria pode acorrer em até 4 semanas, no presente
estudo foi semeado apenas por 72 horas 0 que ndo permitiu seu crescimento, que é mais lento

que as demais??.

A cinomose também cursa com disseminacdo viral no trato respiratério, causando
desde uma leve bronquite até uma broncopneumonia. Na nocardiose pulmonar 0s sinais
clinicos mais observados sdo os mesmos encontrados no relato, alguns ainda podem
desenvolver hemoptise>®22, A disseminacdo da doenca ocorre devido & capacidade das lesdes

desenvolverem-se nos espacos alveolares, e com certa frequéncia erodirem em vasos
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sanguineos®. Menos comumente, pode ocorrer disseminacdo para pulmao®°, cérebro®>3!,
0ss0s%32 e ndo raramente pode comprometer estruturas que contenham intima aproximagcéo

com o torax, como a pleura, mediastino e o pericardio®

O tratamento para nocardiose apresenta eficacia de moderada a baixa* devido varios
fatores, dentre eles: formacédo de piogranulomas, dificultando a penetracdo dos antibioticos; a
localizagéo intracelular das mesmas, ndo permitindo uma boa atuagdo dos mecanismos de
defesa do organismo do hospedeiro; e principalmente a coinfeccdo com doengas
imunossupressoras. O tratamento é prolongado, variando de 1 a 6 meses e inclui antibidticos
de amplo espectro®. O antimicrobiano adotado para o canino relatado foi a Amoxicilina
associado ao Clavulanato de potéssio, que pode ser usado como monoterapia, ou em
associacdo a outros farmacos®. Em um estudo de 10 cies com nocardiose e cinomose, foi
avaliada a sensibilidade microbiana de cepas de Nocardia em lesGes cutaneas e 0s antibioticos
mais sensiveis foram o Ceftiofur (100%) e Amicacina (88,9%). Em contraste a Amoxicilina e
Clavulanato de potassio apresentou somente 14% de sensibilidade. Apenas um céo
sobreviveu®, Em outro estudo!® foi relatado 28 casos de nocardiose, sendo 28 bovinos e 9
caninos e foi testada a sensibilidade de varios antibidticos, resultando em maiores indices de
sensibilidade para Sulfametoxazol + Trimetropim (92,8%), Amicacina (92,8%) e Gentamicina
(85,8%). A Amoxicilina + Clavulanato de potassio apresentou sensibilidade mediana (60,7%).
Dentre esses nove caninos relatados, cinco eram coinfectados com o virus da cinomose
canina, e apenas um sobreviveu também. Apesar do tratamento instituido, o cdo deste
presente relatado veio a Obito abruptamente, o que vém de encontro com resultados dos
estudos citados e reforcam a baixa eficacia do tratamento, bem como o prognaéstico reservado,

principalmente em cées que possuem doengas imunossupressoras.

Foram observados no paciente, nédulos em pulmao e face abdominal do diafragma,
com tamanhos variando de 1,5 a 2cm. Esses nodulos por vezes eram multiplos, como no
pulmdo, ou isolados, como em diafragma. Os nddulos pulmonares, ao corte continham em seu
interior contetido purulento. Nossos resultados vdo de encontro com os relatados na literatura.
Os principais achados macroscopicos na necropsia sdo 0s abscessos e nodulos tanto em pele
quanto em 6rgaos toréacicos e abdominais*®. Nas lesdes macroscopicas de 6rgos internos, se
encontrados, os nodulos podem ser de tamanhos variados, podendo estar isolados ou
coalescentes, elevados e de coloragdo branca a branca-acizentada®. No pulmio pode haver
congestdo*®, pneumonia, consolidacdo pulmonar, necrose, além de nodulos eliminando

material caseoso-purulento®. O pulmio apresentava-se com aspecto hepatizado, com
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aproximadamente 95% do seu parénquima consolidado e com intenso contetdo purulento
fluindo de todos os lobos. Outras lesdes também frequentemente encontradas sao:
linfadenopatia, com linfonodos macicos, firmes ou flutuantes com presenca de liquido
caseoso a purulento em seu interior; e exsudatos castanho-avermelhados, no espaco pleural
eou peritoneal e também dentro de abcessos’. Neste relato havia também presenca de

exsudato avermelhado em cavidade torécica e saco pericérdico.

No pulmé&o, continha acentuado infiltrado inflamatdrio, com presenca de necrose
caseosa, composto predominantemente por macrofagos. Havia também infiltrado inflamatdrio
na massa mediastinal e na superficie pleural, compostos por células polimorfonucleadas e
macrofagos, circundadas por células epiteldides e ocasionais células gigantes. Esses
infiltrados eram envoltos por proliferagdo de tecido conjuntivo. Histologicamente, as areas
acometidas, caracterizam-se por piogranulomas, com inflamacao supurativa e necrose tecidual
localizada no centro da lesdo. Essas areas podem ser circundadas de células epitelioides,
neutrofilos, macréfagos, e em menos frequéncia, linfdcitos, plasmdcitos e células gigantes,
envoltos por cépsula fibrosa. Raramente pode conter coldnias de microorganismos,

denominados granulos de enxofre*?®.

Os principais achados microscépicos no relato, foram encontrados no pulmao, onde
amostras foram preparadas com coloracdo de Gram, identificando estruturas bacilares, gram-
positivas, frequentemente filamentosas e ramificadas. Essas bactérias na técnica de Ziehl-
Neelsen apresentavam-se parcialmente  Alcool-acido-resistentes. As  caracteristicas
encontradas no exame citoldgico solidificam estar diante de uma infeccdo do género
Nocardia. Amostras coletadas através de citologia aspirativa com agulha fina de lesdes em
pele e linfonodos podem ser coradas pelos métodos de Gram, Giemsa e Panotico, para
caracterizar morfologicamente microrganismos de Nocardia a nivel de género*!. O exame
citologico revela estruturas Gram-positivas, filamentosas ou ramificadas, podendo estar
isolados ou agrupados, circundados por grande quantidade de fagocitos. Podem ser
submetidos também a coloragbes mais especificas, como as Kinyoun ou Ziehl-Neelsen
modificadas, onde aparecem microorganismos parcialmente alcool-acido-resistentes, devido

presenca de acido micdlico em sua parede*?,

Os métodos de identificacdo de especies baseados em analises fenotipicas nao
garantem uma identificacdo precisa. Outros géneros como Mycobacterium, Rhodococcus e

Gordonia, possuem caracteristicas bioquimicas semelhantes?, limitando o seu uso, além de
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que a interpretacdo desses resultados requer um periodo de incubacdo prolongado e
conhecimentos especificos'!. Recentemente os métodos mais fidedignos para classificacdo ao
nivel de espécie sdo os metodos moleculares, como a avaliagdo do fragmento genémico
conservado 16S rna por PCR e RFLP (Anélise de restricdo de fragmentos polimérficos),
sequenciamento molecular e analise filogenética®®. Com o avanco de estudos moleculares, foi
possivel a reclassificacdo e a introducéo de novas espécies de Nocardia. Esses estudos sdo de
extrema importancia, e vem tornando-se cada vez mais util na identificacdo de novas

espécies'?.

A PCR aliada ao sequenciamento de genes foi um dos primeiros métodos moleculares
para caracterizar e identificar espécies pertencentes ao género Nocardia®. Atualmente para
esse tipo de identificagdo séo utilizados o sequenciamento de dois genes, o 16S RNA e o
hsp65%%, Foi realizado um estudo onde testaram a eficacia do 16S RNA com um total de 28
cepas de referéncias e 71 isolados que incluiam membros do género Streptomyces,
Tsukamurella, Gordonia e Nocardia. Foi comprovado que o sequenciamento desse gene é
eficaz, mas que também ¢é limitado, pois existe um grau elevado de divergéncia de sequéncia
dentro da propria espécie, resultando entdo, em varios microrganismos identificados, mas sem
taxonomia®. Varios estudos compararam a utilizacdo do sequenciamento dos dois genes,
onde foi comprovada a superioridade do hsp65 em relacdo ao 16S RNA na identificacdo de
espécies de Nocardia, uma vez que ele é trés a quatro vezes mais discriminatério que a 16S
RNA. No entanto, essas sequéncias obtidas pelo hsp65, ndo estdo amplamente disponiveis em
bancos de dados publicos para comparacio, limitando o seu uso® %, Rodriguez-Nava, et al
(2006)3, recomendam que ambos sejam utilizados em conjunto, formando uma nova base
para identificacdo de espécies, principalmente para aquelas que possuem sequéncias de 16S
RNA semelhantes. O sequenciamento é uma alternativa Gtil para identificacdo de isolados
bacterianos que crescem lentamente, mas devido altos custos de implantacdo, a sua utilizacéo
ainda € limitada®. No caso relatado, foi utilizado o hsp65, pois os resultados
anatomopatologicos, principalmente os relacionados a morfologia, 0s microrganismos
encontrados, possuem ndo sO caracteristicas patognomonicas de Nocardia, mas também de
outros agentes semelhantes. Portanto, para um diagnostico mais preciso e confiavel, foi

utilizado o sequenciamento desse gene.
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CONCLUSAO

Conclui-se que este é o primeiro relato de pleuropneumonia causada por N. asiatica
em um cdo. Observou-se que a coinfec¢cdo com doenga imunossupressora, COmo a cinomose,

leva 0 animal a um quadro clinico de dificil reversdo, como foi o do paciente relatado.

Esses estudos sdo de extrema importancia pois a nocardiose ainda é subestimada em
animais de companhia, seja pela sintomatologia inespecifica ou pela falta de acesso a
laboratorios que realizem diagnosticos morfologicos e moleculares. O emprego de técnicas
moleculares agiliza o diagnostico, além de ser o padrdo-ouro por ser altamente sensivel e
especifico. Com o avanco de doencgas imunossupressoras, Como a cinomose, a suspeita, torna-
se imprescindivel, pelo comportamento oportunista que a bactéria possui. O intimo contato
com animais de companhia é ainda motivo de estudo em relagcdo aos mesmos serem ou nao
fonte de contaminacdo, uma vez que esses microrganismos sao ubiquos e é onde o0s animais
permanecem a maior parte do tempo. A constante evolucdo da biologia molecular € Gtil ndo
sO para classificacdo taxondmica da Nocardia, mas também para avaliacdo de patogenicidade,
viruléncia, padrdes de susceptibilidade a antibioticos e epidemiologia, colaborando assim,
com diagndsticos e tratamento precoces, resultando em prognostico favordvel para os

hospedeiros acometidos.
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APENDICE

Figura 1: A- Radiografia Posi¢cdo Ventro-Dorsal. Imagem compativel com Efusdo Pleural.
Observa-se em lobo pulmonar caudal direito moderado incremento de radiopacidade de
padrdo bronquial.

B- Radiografia em posicdo Latero-Lateral. Lobo pulmonar caudal direito apresentando
moderado incremento de radiopacidade de padréo alveolar.
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Figura 3: A- Estruturas bacilares basofilicas Gram-positivas, filamentosas e ramificadas
(seta).
B- Microorganismos parcialmente alcool-acido-resistentes a técnica de Ziehl-Neelsen.
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KF432769.1 Mycobacterium fortuitum

Figura 4: Arvore filogenética construida a partir de alinhamento de multiplas seqiiéncias do
gene hsp 65. Foi montada utilizando o método da Maxima Verossimilhanca usando o
software PhyML. Sequéncia de Mycobacterium fortuitum foi incluido como outgroup.



