Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1518-1524, 2019

Peritonite piogranulomatosa por Nocardia concava em cdo — relato de caso
Piogranulomatous peritonitis by Nocardia concava in dog - Case Report
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RESUMO

Nocardiose é causada por bactérias do género Nocardia do subgrupo Actinomycetos, que sdo Gram-
positivas aerobicas, filamentosas e podem apresentar ramificagdes. O diagnostico baseia-se na presenga
de lesdo inflamatdria, com o microrganismo morfologicamente compativel, associada ao isolamento e a
identificacdo microbioldgica e molecular. Este trabalho tem por objetivo relatar um caso de nocardiose
em canino, que desenvolveu inflamagdo piogranulomatosa peritoneal seis meses apds ovariossalpingo-
histerectomia. O animal apresentava hipertermia, distensdo abdominal, taquipneia, polidipsia, hiporexia,
mucosas hipocoradas e fezes pastosas. Os achados laboratoriais evidenciaram anemia leve e leucocitose
por neutrofilia com desvio a esquerda e hipoalbuminemia. Uma massa na regido mesogastrica e efusdo
peritoneal foram evidenciadas por meio da ultrassonografia abdominal. O liquido foi classificado como
exsudato piogranulomatoso, e o animal submetido a laparotomia exploratéria para lavagem abdominal e
remocdo da massa. Apds procedimentos terapéuticos, ocorreu piora clinica e &bito. Peritonite
piogranulomatosa foi a principal alteracdo anatomopatoldgica a qual foi associada & Nocardia spp.
Molecularmente, a espécie isolada se aproxima da N. concava, por meio da analise filogenética. Essa
espécie ja foi descrita como causa de infeccdo em humanos na Asia, no entanto nio ha registros na
literatura na espécie canina, sendo este o primeiro relato.

Palavras-chave: nocardiose, inflamac&o piogranulomatosa, peritonite
ABSTRACT

Nocardiosis is caused by an aerobic, gram-positive, ramificated and filamentous bacteria of the Nocardia
genus, subgroup Actinomycetos. The diagnosis is based on the presence of the inflammatory lesions with
the morphologically compatible microorganism associated with microbiological and molecular isolation
and identification. The objective of this work is to report a case of nocardiosis in a canine that developed
peritoneal pyogranulomatous inflammation six months after ovariosalpingohisterectomy. The animal had
hyperthermia, abdominal distention, tachypnea, polydipsia, hyporexia, hypocorous mucosae and pasty
feces. The laboratory findings revealed mild anemia and leukocytosis due to neutrophilia with left
deviation and hypoalbuminemia. A mass in the mesogastric region and peritoneal effusion were
evidenced by abdominal ultrasonography. The fluid was classified as pyogranulomatous exudate and the
animal underwent exploratory laparotomy for abdominal lavage and mass removal. Despite the
therapeutic procedures and clinical alterations the dog died. Piogranulomatous peritonitis was the main
anatomopathological alteration which was associated with Nocardia spp. Molecularly, the isolated
species approaches the N. concava species through phylogenetic analysis. This specie was described as a
cause of infection in humans in Asia; however, there are no records in literature on the canine species,
being this the first report.
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Peritonite piogranulomatosa...

INTRODUCAO

Bactérias do género Nocardia sdo Gram-
positivas  estritamente aerdbicas  finas,
filamentosas e podem apresentar ramificagdes;
ficam azul-claras na coloracdo de Romanowsky,
sdo argentafins e parcialmente acidas em técnicas
alcool-&cido-resistente (Macneil et al., 2010);
pertencem a familia Nocardiaceae, da ordem
Actinomycetales (Fatahi-Bafghi, 2018). Uma
caracteristica morfolégica importante é a
formacéo de hifas e substratos aéreos que podem
se fragmentar em elementos bacilares e
cocoides, sendo erroneamente classificadas como
fungo. O género Nocardia inclui uma variedade
de  espécies  patogénicas com  grande
heterogeneidade, necessitando de técnicas
moleculares e bioquimicas para classificar e, até
mesmo, reclassificar quando necessario. Esses
microrganismos sdo considerados saprofitas,
responsdveis pela degradacdo de matéria
organica. Sao encontrados em poeira doméstica,
areia de praia, solo de jardim e piscinas
(Coinville et al., 2018).

O diagndstico de nocardiose requer o isolamento
e a identificacdo dos organismos na amostra
clinica. Como a maioria dos casos envolve o
pulmdo, os materiais mais enviados incluem
lavado bronquial, mas podem ser encaminhados
exsudatos, liquido cerebroespinhal ou abscessos
(Corti e Fioti, 2003). Testes moleculares sdo
usados na medicina veterinaria para confirmar e
identificar as espécies de Nocardia, sendo as
mais comumente encontradas N. asteroides, N.
nova, N. farcinica, N. otitidiscaviarium e N.
abscessus.  Além  desses, 0 diagndstico
histopatolégico mostra intensa reacdo piogénica

na forma de abscessos supurativos contendo
hifas filamentosas e ramificadas (Coinville et al.,
2018). Relatam-se caso clinico, procedimentos
diagnosticos e terapéuticos de nocardiose, em
canino com  peritonite  piogranulomatosa
associada a Nocardia concava.

CASUISTICA

Um canino, fémea, sem raca definida, com 10
anos de idade, 13kg, foi atendido no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Mato
Grosso (Hovet-UFMT), Cuiab4, Mato Grosso,
seis meses apds histérico de aborto e
ovariossalpingo-histerectomia. Ao exame
clinico,  notou-se  hipertermia,  distensdo
abdominal, mucosas hipocoradas, taquipneia,
fezes pastosas com muco e sangue, polidipsia e
hiporexia.

A ultrassonografia abdominal evidenciou massa
na regido mesogastrica e presenca de liquido
livre na cavidade abdominal, que foi coletado e
citologicamente classificado como exsudato
piogranulomatoso. Na radiografia toracica, ndo
foram detectadas anormalidades. Exames
hematoldgicos e bioquimicos mostraram anemia
leve e leucocitose por neutrofilia com desvio a
esquerda e hipoalbuminemia (Tab. 1).
Recomendou-se laparotomia exploratdria, na
qual se verificou moderada quantidade de liquido
livre e massa irregular e amorfa no omento e nas
alcas intestinais, no pancreas e nos Vvasos
esplénicos. Por dissecagdo, pancreas e intestino
delgado foram liberados, e o bago e parte do
omento retirados em bloco ap6s ligadura da
vascularizacao esplénica viavel.

Tabela 1. Valores hematoldgicos do canino, fémea, sem ra¢a definida, com 10 anos de idade, Cuiabj,

Mato Grosso, com infec¢do por Nocardia spp.

Valores de referéncia Dial Dia 8 Dia 14
Eritrécitos 5,5-8,5 x10%/uL 4,15x103/pL 2 x103/pL 1,5 x10%/uL
Hemoglobina 12-18g/dI 8,8g/dL 4,9¢9/dl 3,3g/dL
Hematocrito 37-55% 25,6% 13,3% 10%
PPT 6-8g/dl 8g/dL 6,2g/dL 6,69/dL
Leucdcitos totais 6-18 x10%/pL 25,2 x10%/pL 32,7 x10%/uL 27 x103/ul
Metamielécitos 0-0 0,2 00 00
Bastonetes 0-0,3 1,3 0,3 00
Neutréfilos segmentados 3-11,5 20,4 29,4 25,4
Eosinofilos 0,1-1,25 1,3 1,3 00
Basofilos 0-0,1 00 00 00
Linfécitos 1-4,8 15 0,6 0,5
Mondcitos 0,15-1,35 0,5 1,0 11
Plaquetas 200-500x103/uL 194x103/uL 228 x103/uL 196 x103/uL
PPT- Proteinas plasmaticas totais.
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Na histologia, na superficie capsular do
baco e no omento, notou-se intensa inflamagé&o,
em que predominavam macréfagos com
citoplasma amplo e multivacuolizado, células
epitelioides e células gigantes multinucleadas.
Essas células circundavam polimorfonucleares,
predominantemente neutr6filos, que envolviam
centralmente agregados bacterianos amplos,

granular e basofilicos circundados por reacéo de
Splendore-Hoeppli. Esses agregados foram
irregularmente marcados pela técnica de Ziehl-
Neelsen, de acordo com Arrington (1992),
evidenciando bacilos alcool-acido-resistentes
(BAAR) compativeis com Nocardia spp.

(Fig. 1).

Figura 1. A, B e D — Reagdo de Splendore-Hoeppli no omento, circundada por neutrofilos (HE). C —
Bacilo-alcool-4cido resistente, compativel com Nocardia spp., em esfregaco de tecido (Ziehl-Neelsen).

A efusdo peritoneal e fragmentos do omento e do
baco foram processados e inoculados nos meios
agar sangue ovino, agar MacConkey e agar
Sabouraud dextrose com e sem acréscimo de
cloranfenicol, em aerobiose, e incubados a 37°C
e 30°C. Foram isoladas coldnias amarelas secas,
com aderéncia nos meios e de formato asteroide.
Néo foi observada hemdlise da coldnia em &gar
sangue. As coldnias foram submetidas as
coloracGes de Gram e Ziehl-Neelsen e ao teste de
catalase, observando-se bacilos Gram-positivos,
alcool-acido resistentes e catalase positiva, 0 que
corrobora estudo de Kageyama et al. (2005). Os
exames preliminares da cultura da efusdo
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peritoneal sugeriram infeccdo bacteriana por
Nocardia spp.

Para identificacio molecular, a cultura foi
submetida a extracdo de DNA, seguindo o
método de pérola de vidro e fenol-cloroférmio de
acordo com Sambrook e Russel (2001). Em
seguida, o DNA extraido foi amplificado
pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se oligonucleotideos
universais (27f e 1492r) para regido 16S rDNA
(Lane, 1991; Turner et al., 1999). Apds a
amplificagdo, a amostra foi purificada utilizando-
se 0 kit GFX™ PCR DNA Purification Kit & Gel

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1518-1524, 2019
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Band (GE Healthcare®), sequenciada pelo
sequenciador automatico ABI-PRISM 3500
Genetic  Analyser (Applied Biosystems) e,
posteriormente, analisada pelo programa BLAST
NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). O
produto da amplificacdo foi depositado no

0

0.73 08

Genbank (MF979111) e apresentou identidade
de 97% com 16S rDNA Nocardia. Desse modo,
na andlise filogenética realizada pelo software
Muscle, observou-se que a posicdo do isolado
possui maior proximidade com a Nocardia
concava que de outras espécies (Fig. 2).
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0
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0.24
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KX5001 16.1NocardiaotitidiscaviarumstrainSD16 16 SribosomalRN Agene
NR 117344, 1 NocardiaotitidiscaviarumstrainATCC 146291 6SribosomalRN
Isolado_Nocardia_Cuiaba-MT
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Figura 2. Analise filogenética, da regido 16S rDNA, mostrando a maxima verossimilhanga, realizada pelo

software Muscle 3.8.31, do isolado de Nocardia spp.

No pés-operatorio imediato, optou-se pela
utilizagdo  dos  antibidticos  metronidazol
(15mg/kg/BID) e enrofloxacina (5mg/kg/BID) e
inicialmente houve estabilizacdo dos pardmetros
vitais. Porém, o0s exames pds-operatorios
indicaram azotemia e acentuada anemia. Na
gasometria arterial, foi possivel identificar
acidose metabdlica (pH 7,17 [7,35-7,45];
bicarbonato 10mmol [23 a 26mmol]) e alcalose
respiratoria compensatéria (PCO® 27,1mmHg
[35 a 45mmHg]). Foi, entdo, iniciada terapia com
bicarbonato de sédio a 8,4% para correcdo do
desequilibrio acidobasico. Para auxiliar a manter
a pressdo oncdtica dos capilares, devido a
hipoalbuminemia, foi instituida terapia com
coloide.

Apb6s  resultados  microbioldgicos,  foram
alterados os antibiticos para amoxicilina com
acido clavulanico (20mg/kg/BID) em associagao
com metronidazol (15mg/kg/BID). Cinco dias
ap6s a cirurgia, houve melhora no quadro

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1518-1524, 2019

clinico, com reducdo da azotemia, porém a
anemia se mostrou mais acentuada e
arregenerativa. Dessa  maneira, iniciou-se
aplicacdo de eritropoietina (100UI/kg/QOD/SC)
e, apés 10 dias da terapia, o hematdcrito se
elevou com melhora do estado geral. Contudo,
apos 14 dias de tratamento, 0 canino novamente
apresentou distensdo abdominal com efusdo
peritoneal, apatia, anemia intensa e azotemia;
mesmo com transfusdo sanguinea, houve piora
no quadro geral, evoluindo para 6bito.

As principais alteracbes notadas ao exame de
necropsia foram restritas a cavidade abdominal,
notando-se que 0 mesentério estava espessado e
multinodular. Havia aderéncia difusa de visceras
abdominais, hepatomegalia moderada com
evidenciacdo do padrdo lobular, linfonodos
mesentéricos e hepaticos aumentados e com
fluxo de contetido viscoso e amarelado ao corte

(Fig. 3).
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Figura 3. A e B — Massa aderida no omento e no baco, retirada ap0s laparotomia exploratdria. C —

Presenca de liquido em cavidade abdominal. D — Figado com evidéncia de padrdo lobular e nédulo

hepatico.

Na microscopia, nos linfonodos hepéticos e nos
nodulos abdominais havia desorganizacdo
acentuada de arquitetura tecidual com extensa
necrose caseosa e infiltrado com predominio de
macrdfagos e neutrofilos. Essas  células
circundavam reacdo de Splendore-Hoeppli com
agregados bacterianos BAAR, filamentosos
compativeis com Nocardia spp.

DISCUSSAO

O histérico clinico e as alteragBes clinicas
somadas aos achados microbiolégicos e
patoldgicos descritos nesse cdo caracterizaram o
guadro de nocardiose. Entre os achados clinicos,
com a idade avancada é frequente ocorrer
imunossenescéncia, aumentando a
suscetibilidade a infecgdes (Macneil et al.,
2010), como no caso relatado. Alguns autores
relatam outros fatores de risco para a nocardiose,
como uso prolongado de corticosteroides e
doencas cronicas. No entanto, predisposi¢do
sexual e/ou racial ndo foi determinada (Hirayama
et al., 2016). Ademais, um ambiente cirlrgico
contaminado também contribui para a ocorréncia
de infeccbes apds procedimentos hospitalares.

1522

Segundo Silva et al. (2013), surtos de infecgdo
hospitalar ~ podem  estar  associados &
contaminacdo de filtros de ar-condicionado por
bioaerossois, como fungo, bactérias e A&caros,
além de fomites, contato direto com a equipe
hospitalar ou entre pacientes.

Os sinais clinicos da nocardiose muitas vezes sdo
inespecificos, podendo ser confundidos com
diversas doencas. A apresentacdo clinica mais
comum é a nocardiose pulmonar devido ao fato
de o pulmdo ser a principal porta de entrada da
infeccdo. Além disso, podem ocorrer febre, perda
de peso, anorexia, tosse, dispneia e hemoptise.
Os casos de peritonite associados a infeccdo por
Nocardia spp. foram descritos em pacientes
submetidos a dialise peritoneal, diferindo deste
relato, que ndo possuia cateter como via de
entrada da infeccdo, mas histérico de
ovariossalpingo-histerectomia havia seis meses.
Em relacdo a anemia e aos desequilibrios
acidobasicos, ndo ha associacdo direta a
infeccdo, todavia esses podem decorrer da
gravidade do quadro clinico associado a
peritonite ou a septicemia, descritas nos casos de
nocardiose (Fatahi-Bafghi, 2018).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1518-1524, 2019



Peritonite piogranulomatosa...

Os exames de imagem sdo indicados
principalmente para nocardiose pulmonar, pois a
radiografia possibilita visualizar infiltrados nos
lobos, nas efusdes pleurais, nos nddulos ou nos
abscessos pulmonares. Na nocardiose cerebral,
0s sinais sdo inespecificos e variam de acordo
com o local do cérebro acometido. Nas
alteracbes cutaneas, pode haver celulite,
abscessos, linfadenopatia e progressdo lenta. Em
casos severos, a intervengdo cirlrgica €
necessaria, como em abscessos cerebrais, efusfes
mediastinais e nocardiose pulmonar com
pericardite. O diagndstico diferencial para
metastase pulmonar, tuberculose ou outros
agentes infecciosos deve ser realizado em
pacientes que apresentam alteragdes pulmonares
agudas, subagudas ou crdnicas (Corti e Fioti,
2003). No entanto, apesar de o canino deste
relato apresentar taquipneia constantemente, a
radiografia toracica ndo evidenciou alteracGes
em campo pulmonar, contribuindo para exclusdo
de metastase ou abscessos pulmonares.

A remogdo cirdrgica, associada aos antibioticos
administrados, contribuiu para minimizar a
infeccdo e a efusdo piogranulomatosa, entretanto,
apo6s 13 dias da resseccdo cirurgica, o animal
apresentou outros focos de infeccdo constatados
no exame post mortem. Esse fato pode se
relacionar a escassez de conhecimentos sobre a
terapia mais indicada, ja que a nocardiose é uma
doenca rara, e 0 agente terapéutico apropriado, a
via de administracdo e a duracdo do tratamento
ainda ndo estdo elucidados. A sulfonamida é o
agente mais recomendado, porém, em pacientes
com doencas sistémicas, a taxa de mortalidade
com esse antibidtico isoladamente ¢é alta.
Espécies diferentes de Nocardia apresentam
susceptibilidades diferentes aos antimicrobianos,
sendo necessario o uso inicial de dois ou trés
agentes terapéuticos (Condas et al., 2015). No
paciente relatado, a multiterapia antibacteriana
foi instituida precocemente, porém ndo obteve
sucesso terapéutico. Essa complicagdo €
encontrada em muitos relatos de pacientes com
nocardiose, mesmo quando submetidos ao teste
de sensibilidade (Hirayama et al., 2016).

O diagndstico da nocardiose requer o isolamento
e a identificacdo dos organismos na lesdo (Corti
e Fioti, 2003). Apo6s o isolamento do agente,
testes laboratoriais bioquimicos podem ser
realizados para identificacdo da espécie, contudo

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.5, p.1518-1524, 2019

a taxonomia ainda estd continuamente sendo
revisada, necessitando de testes moleculares,
como a PCR, para confirmacéo (Coinville et al.,
2018). Logo, a definicdo da Nocardia spp. ndo
devera ser apenas pela analise microbioldgica e
pelas caracteristicas quimiotaxonémicas, mas
também pela andlise filogenética (Kageyama et
al., 2005). Assim, segundo Hu et al. (2011), as
caracteristicas morfoldgicas ndo sdo suficientes
para a identificacdo quanto a espécie da
Nocardia, sendo 0 método molecular baseado na
regido ribossomal 16S rDNA considerado
“padrdo ouro” para a identificagdo dos isolados
de Nocardia no tocante as espécies. Neste relato,
a analise microbioldgica da efuséo peritoneal foi
0 que possibilitou isolar o agente causador da
infecclo para prosseguir com o tratamento.

Hirayama et al. (2016) apresentaram todos 0s
casos reportados de nocardiose por N. concava,
sendo o primeiro em 2011, na China, em uma
mulher com 42 anos de idade, com historico de
uso continuo de corticoide e drogas
imunossupressoras por dois anos. Nesse caso, 0
teste de sensibilidade foi restrito aos antibidticos
tobramicina, ciprofloxacina, gentamicina e
canamicina. Em 2012, na Coreia do Sul, houve o
primeiro relato de abscesso na musculatura
deltoide em paciente decorrente do uso de
corticoide por dois meses, sensivel a sulfonamida
associada ao trimetropim, a amicacina e a
linezolida, sendo resistente a amoxicilina com
acido clavulanico, a cefepima, a ceftriaxona, ao
imipenem e a claritromicina. Em 2016, foi
relatado outro caso de N. concava no pulméo de
uma paciente imunossuprimida sensivel a
ceftriaxona, a cefepima, a gentamicina, a
claritromicina, @ minociclina e ao levofloxacino.
A excecdo dos casos no Japdo, em que ndo houve
relatos em detalhes da evolucdo clinica, dos
pacientes com N. concava, todos foram tratados
com sulfonamida associada ao trimetroprim, no
entanto somente na China houve o6bito do

paciente (Hirayama et al., 2016).

Apesar de ser recomendado, o teste de
susceptibilidade a antimicrobianos para Nocardia
spp. ndo foi realizado. Glupczynski et al. (2006)
descreveram que a interpretacdo dos dados do
antibiograma deve ser feita com cautela, pois o
ndo conhecimento sobre a correlacdo entre a
resposta ao tratamento in vivo e o teste in vitro,
aliado ao lento crescimento, a possivel
ocorréncia de agregados e a dificuldade de
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preparacdo de um indculo uniforme e
homogéneo, pode promover erréneo desempenho
e interpretacdo equivocada dos testes.

CONCLUSAO

O isolamento e a edificagdo filogenética sugerem
Nocardia concava como agente etioldgico dessa
peritonite piogranulomatosa. Este é o primeiro
relato da infeccdo em um canino com peritonite
piogranulomatosa e da espécie Nocardia
concava no continente americano.
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