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Nocardiose em gatos - achados clinicos, anatomopatoldgicos e morfotintoriais
Nocardiosis in Cats - Clinical, Anatomopathological and Morphotintorial Characteristics

Millena de Oliveira Firmino.', Maria Talita Soares Frade? Maria Jussara Rodrigues do Nascimento’,
Raquel Annes Fagundes Silva.', Cintia de Lorenzo.3, Saulo Petinatti Pavarini?,
Glauco José Nogueira de Galiza;,' & Antonio Flavio Medeiros Dantas'

ABSTRACT

Background: Nocardiosis is an infectious bacterial disease that can cause cutaneous/ subcutaneous, pulmonary and sys-
temic lesions in different species of domestic animals. The type of transmission occurs through mechanical lesions on
the skin or contamination of wounds, in cases of skin involvement, inhalation of aerosols and ingestion of contaminated
materials are involved in the pathogenesis of the respiratory and digestive form of the disease. This paper described 4 cases
of nocardiosis in cats, addressing the clinical, anatomopathological and morphotintorial characteristics of Nocardia sp.
Cases: Four cases of nocardiosis in cats were reviewed, in which data related to breed, sex, age, origin, clinical signs,
macroscopic and histological lesions described in necropsy protocols were evaluated. The histological tissue sections
stained with Hematoxylin and Eosin (HE) were evaluated in order to characterize the inflammatory response in each case.
In addition, paraffin blocks of fragments from affected organ were selected to perform special histochemical staining
techniques of Grocott Methenamine Silver (GMS), modified Ziehl-Neelsen, Gram Brown-Brenn and Giemsa stain which
are the most characterized techniques used for histopathological diagnoses and it was also used an immunohistochemical
test with polyclonal antibody anti-Nocardia sp. (non-commercial). The animals were adults of both sexes, mixed breed,
not castrated and semi-domesticated. Neither immunosuppressive factors nor concomitant diseases were identified in the
cases studied. The main clinical signs were apathy, anorexia, dehydration, phlegmon and draining tracts. Macroscopically,
skin / subcutaneous tissue (3/4), skeletal muscle (2/4), lymph nodes (2/4), liver (2/4), omentum (1/4), spleen (1/4) were af-
fected. In addition, it could be noted that mandibular bone (1/4), pleural tissue (1/4), left testicle (1/4) and Central Nervous
System (CNS) (1/4) were also affected by this disease. Microscopically, regarding all cases, there was a pyogranulomatous
inflammation in the affected organs. With respect to cases 1, 3 and 4, filamentous, branched, slightly basophilic structures
in loose or individual aggregates in the interior of the pseudo-rosettes and in the necrotic areas were observed in the HE-
stained tissue sections. In all cases submitted to special histochemical techniques, filamentous, branched, individual or
loose aggregate structures were observed, the samples were impregnated with silver, and bacteria appear as blue using the
Brown-Brenn Gram technique, and stained red in the modified Ziehl-Neelsen, and stained faintly pink in Giemsa stain.
The bacteria were observed mainly in the border of the pyogranulomas, in the center of the pseudo-rosettes and in the ne-
crotic areas, being compatible with the infection by Nocardia sp. All cases were positive for immunohistochemistry (IHC).
Discussion: Nocardiosis was diagnosed in all cats in this study based on the anatomopathological findings associated
with the visualization of the agent and its morphotintorial characteristics by using special histochemical stains and being
confirmed by IHC. It occurs mainly in the cutaneous and/or subcutaneous tissues, with systemic involvement and death
of the affected animals, in addition to affecting bone tissue considered an uncommon site for the disease. The diagnosis
can be established based on the anatomopathological findings associated with the morphotintorial characteristics by using
special histochemical stains, which are important for evidencing and morphologically characterizing the agent, as well as
being confirmed by IHC.
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INTRODUCAO

A nocardiose é uma doenca infecciosa bacte-
riana que acomete vdrias espécies de animais domés-
ticos [15,16,19] e humanos [16,19]. E causada por
actinomicetos gram-positivos do género Nocardia e
familia Nocardiaceae [15].

Sao microrganismos saprébicos, encontrados
no solo, grama, feno, matéria vegetal em decomposi-
cdo e na dgua [1]. Geralmente a forma de transmissdo
ocorre por lesdes mecanicas na pele ou contaminagdo
de feridas constituindo a principal forma de infeccio
para a apresentacdo cutdnea/ou subcutinea da doenca
[19]. Além disso, a inalac@o de aerosséis e a ingestdao
de materiais contaminados também participam na pa-
togenia, desencadeando a forma respiratéria e digestiva
da doenca [7,11,15]. Animais imunossuprimidos sdo
mais susceptiveis, tendo em vista o cardter oportunista
da bactéria [11].

Lesdes cutdneo-subcutineas, pulmonares e sis-
témicas bacterianas variam quanto ao aspecto macros-
copico da lesdo, dificultando o diagndstico presuntivo
e coleta de material para cultivo e isolamento, como
infecgdes por bactérias gram-positivas que apresentam
caracteristicas clinicas, macroscépicas ou até micros-
copicas semelhantes como Propionibacterium acnes
[12], Actinomyces sp., Mycobaterium sp. [5,7,11,17]
e Rhodococcus equii [13,14]. Nesses casos, 0 exame
histopatoldgico, o emprego de técnicas histoquimicas
especiais e a imuno-histoquimica sdo importantes fer-
ramentas para o diagnéstico [6]. Portanto, objetivou-se
com este trabalho, descrever 4 casos de nocardiose em
gatos, abordando as caracteristicas clinicas, anatomo-
patoldgicas e morfotintoriais da Nocardia sp.

CASOS

Foram revisados 4 casos de nocardiose em ga-
tos, todos os animais eram provenientes da zona urbana
do Municipio de Patos, localizado na mesorregiao do
Sertdo da Paraiba, clima semiarido, Nordeste do Brasil.
Dois animais tinham acesso a rua e 2 animais eram
errantes e todos ndo-castrados.

Nao foram identificados fatores imunossupres-
sivos nem doencgas concomitantes nos casos estudados.
Dados clinico-epidemioldgicos, localizagao das lesdes
e diagndstico morfoldgico encontram-se na Tabela 1.

Caso 1. Na necropsia verificou-se escore
corporal magro e mucosas oral e oculares palidas.
No figado havia massa firme de superficie irregular,

multilobulada, branco-amarelada, localizada na face
visceral adjacente a vesicula biliar, colédoco, aderida
a serosa do duodeno e envolvendo também o linfonodo
hepético (Figura 1A). Ao corte observavam-se dreas
multifocais brancacentas com o centro amarelado que
infiltrava o parénquima hepatico. Além disso, havia
Platynosomum fastosum na vesicula e vias biliares.
Caso 2. O gato tinha um aumento de volume no
ramo mandibular direito com superficie periosteal irre-
gular, multilobulada e amarelada. Ao corte transversal
da mandibula verificou-se dreas multifocais amarela-
das, irregulares e multiplas cavitagdes circundadas por
tecido 6sseo (Figura 1B e 1C). Havia discreta secre-
¢do purulenta com grumos amarelados nos musculos
masseter e temporal direito que se estendia ao tecido
subcutineo do pescoco e regido toricica lateral direita.
Os dentes pré-molares, molares e o canino inferior di-
reito estavam moveis, com exposicao da raiz associado
a periodontite. Na cavidade tordcica havia 30 mL de
conteddo purulento fétido com grumos amarelados,
além de espessamento pleural e dreas multifocais de

Figura 1. Nocardiose felina. A- Figado com massa multilobulada, branco-
amarelada, adjacente a vesicula biliar, colédoco e linfonodo hepdtico.
B- Mandibula direita com aumento de volume de superficie irregular e ama-
relada. C- Corte transversal da mandibula apresentando areas multifocais
amareladas irregulares (seta). D- Cavidade tordcica com acentuado piotérax
e areas multifocais de aderéncias entre as pleuras parietal e visceral. E-
Omento com massa vermelho-amarelada de superficie irregular com dreas
puntiformes amarelo-esverdeada. F- Cavidade abdominal com deposicdo
de liquido turvo e acastanhado, além de fibrina aderida principalmente na
superficie capsular do figado e serosa intestinal.
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas, 6rgaos afetados e diagndstico morfoldgico da nocardiose felina.

Parametro Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4
Dados SRD* Fémea Adulto SRD*Fémea 5 anos ~ SRD* Macho Adulto ~ SRD* Macho 4 anos
Apatia, anorexia, Caquexia, desidrata-
inapeténcia, caquexia, Desidratacdo, decu- ¢ao, apatia, flegmao
Sinais Dor abdominal aumento de volume bito lateral e fistulas na regifo ventral
clinicos e vOomito no ramo da mandibula  na regido inguinal téraco-abdominal,
direita, dispneia drenando pus e mifase  distensdo abdominal
e convulsdes e ictericia
. Pele, tecido
Osso mandibular n .
N . . o . subcutineo, muscula- Pele, tecido
Localizacio  Figado e Linfonodo direito, tecido sub- . .
- L. N tura, omento, linfo- subcutaneo, omento,
das lesdes hepético cutineo, musculatura, ) . .
. nodos inguinais figado e baco
Pleura e Meninges .
e testiculo esquerdo
Ostef)mielit.e, Pani— Dermatite, paniculite, Dermatite e pan.iculite
Diaenéstico Colangiohepatite ‘?Uhte ¢ miosite, miosite, peritonite, necrosupurativa.
mor%olégico e linfadenite piogra- piogranulomatosa linfadenite, perior-  Peritonite, perihepa-
nulomatosa Pleurite e meningite ~ quite e epididimite tite e periesplenite

necrosupurativa

piogranulomatosa piogranulomatosa

*Sem raga definida.

aderéncia entre as pleuras parietal e visceral (Figura
1D). Contetddo purulento semelhante também foi ob-
servado no assoalho da caixa craniana que se estendia
as meninges da regido de cortex temporal.

Caso 3. O animal apresentava escore corporal
regular, mucosas oral e oculares palidas e multiplos
tratos fistulosos drenando contetido purulento na regiao
inguinal. O testiculo esquerdo estava discretamente
aumentado de volume. Na cavidade abdominal ob-
servou-se massa firme vermelho-amarelada, medindo
aproximadamente 10 cm x 13 cm x 6 cm de extensdo
com superficie irregular e areas puntiformes amarelo-
esverdeada que se aprofundava ao corte (Figura 1E). No
assoalho da cavidade abdominal havia aumento de vo-
lume caudal ao rim direito, que ao corte fluia exsudato
amarelo-amarronzado envolvendo o linfonodo inguinal.

Caso 4. O gato 4 apresentava ictericia e disten-
sao acentuada do tecido subcutineo da regido ventral
téraco-lombar por exsudato amarelado associado a
grumos. Na cavidade abdominal observou-se liquido
turvo, acastanhado, com grumos amarelados e fibrina
aderidos ao peritdnio, omento, superficie capsular do
figado e baco (Figura 1F).

As secc¢des histoldgicas coradas pela He-
matoxilina' e Eosina®> (HE) foram avaliadas visando
caracterizar a resposta inflamatéria de cada caso.

Posteriormente, foram selecionados blocos de parafina
de fragmentos de 6rgdos afetados para a realizagdo
de técnicas de coloragdes histoquimicas especiais
de Metenamina Nitrato de Prata de Grocott (GMS)!,
Ziehl-Neelsen! modificado, coloragao de Gram? do tipo
Brown-Brenn e Giemsa' para caracteriza¢do do agente.

Blocos de parafina contendo as lesdes foram
submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) utilizado o
anticorpo policlonal anti-Nocardia spp. (ndo comer-
cial), na dilui¢do de 1:50. O sinal de amplificacio
foi alcancado usando o polimero HRP universal
Mack 4* e a reacdo foi revelada com o cromdgeno
3-amino-9-etil-carbazol®.

Microscopicamente em todos os casos havia
inflamac@o piogranulomatosa nos 6rgéos afetados, ca-
racterizada por drea central de necrose com neutréfilos
integros e degenerados circundados por macréfagos
epitelioides formando, por vezes, os aglomerados de
forma radiada semelhante a pseudorosetas (Figura 2A).
Circundando as dreas de necrose observam-se numero-
sos macréfagos espumosos e macréfagos associado a
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso. Na periferia
dos piogranulomas era observado moderado infiltrado
linfoplasmocitario. Na pleura visceral e meninges (caso
2), e na pele (caso 4) a inflamagdo era predominante-
mente necrossupurativa.
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Nos casos 1, 3 e 4 observaram-se nas se¢des
coradas em HE, estruturas filamentosas, ramificadas,
discretamente basofilicas em agregados frouxos ou de
forma individual no interior das pseudorosetas e nas
areas de necrose.

Em todos os casos submetidos as técnicas de
histoquimicas especiais, foram observadas estruturas
filamentosas, ramificadas, individuais ou em agregados
frouxos, fortemente impregnadas pela prata (Figura
2B), em azul na técnica de Gram tipo Brown-Brenn
(Figura 2C) e coradas em vermelho no Ziehl-Neelsen
modificado (Figura 2D), e fracamente résea no Giemsa
(Figura 2E). As bactérias foram observadas principal-
mente na periferia dos piogranulomas, no centro das
pseudorosetas e nas dreas de necrose, sendo compativel
com a infeccao por Nocardia sp. Todos os casos foram
positivos na imuno-histoquimica (Figura 2F).

DISCUSSAO

Nocardiose foi diagnosticada em todos os 4
gatos deste estudo com base nos achados anatomopa-
toldgicos associados a visualiza¢do do agente e suas
caracteristicas morfotintoriais pelas coloragdes histo-
quimicas especiais empregadas e confirmados através
da imuno-histoquimica.

As lesdes cutineas/subcutaneas foram predo-
minantes, variando entre flegmao e tratos fistulosos
drenantes, observadas principalmente nas regides
abdominal ventral inguinal e cervical, semelhante ao
descrito na literatura para esta espécie [7,16,17,19].
Apesar da forma cutanea nos gatos ser descrita em
mais de 75% dos casos de nocardiose na literatura [19],
raramente estd associado a granulos amarelados [3],
observados em 2 casos nesse estudo (2 e 4).

A peritonite por Nocardia sp., presente em 1
caso, € descrita raramente nos gatos [19,20], sendo ob-
servada nos casos graves em que ocorre a disseminago
da bactéria e progressdo sistémica da doenca [11,16].
A forma respiratéria da nocardiose foi observada em
apenas 1 animal, condicdo comumente relatada em
humanos e cdes [6], com menor frequéncia nos gatos
[19]. Este mesmo animal apresentava osteomielite
mandibular piogranulomatosa, e o envolvimento 4s-
seo primdrio é considerado uma condicdo rara nesta
espécie animal [19]. No Brasil ha descricio de 1 relato
de osteomielite mandibular por Nocardia africana
em gato, provavelmente secundaria a periodontite
associada a ingestdo de alimentos contaminados [4],
0 que pode ter ocorrido também nesse caso descrito.

Figura 2. Nocardiose felina. A- Figado: piogranuloma constituido por drea
central de necrose com neutrdfilos integros e degenerados circundados
por macréfagos epitelidides formando uma pseudoroseta,delimitado por
discreta fibrose [HE; Bar= 20 pm]. B- Omento: agregados de estruturas
filamentosas e ramificadas, impregnadas em preto [GMS; Bar= 50 pm].
C- Omento: estruturas filamentosas e ramificadas coradas em azul [Gram
tipo Brow-Brenn; Bar= 20 um]. D: estruturas filamentosas semelhantes
coradas em vermelho [Ziehl-Neelsen modificado; Bar=20 um]. E- Omento:
discretas estruturas filamentosas, ramificadas, fracamente coradas em résea
[Giemsa; Bar=20 um]. F- Omento: imunomarcagio positiva no interior de
um piogranuloma [IHQ; Bar= 20 pm].

A reacdo inflamatéria encontrada em todos os
casos foi sugestiva de infec¢do por Nocardia sp. A lesdo
histopatolégica caracterizada pela presenga de inflama-
cdo piogranulomatosa com predominio de macréfagos
epitelioides formando pseudorosetas associado a gran-
de quantidade de neutrdfilos e necrose central também
€ frequentemente relatada [2,6,10]. Esse padrdo de
resposta inflamatdria piogranulomatosa é geralmente
caracteristica de infec¢des por actinomicetos, ja que
esta resposta celular tem como objetivo circundar os
agentes resistentes e impedir a sua disseminagdo [16].
Esses microrganismos possuem principalmente dcido
micélico, lipideos e enzimas na sua parede celular
conferindo resisténcia a fagocitose por neutrdfilos e
macré6fagos, dificultando a inativagao dessas bactérias,
tornando-se dificil a resolucdo tecidual [16].

Diante dos achados sugestivos de nocardiose
encontrados em cortes de tecidos corados pela Hema-
toxilina e Eosina, a realizacdo de técnicas histoquimi-
cas especiais se torna relevante para o diagndstico de
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nocardiose, pois a bactéria € Gram-positiva e parcial-
mente alcool-acido-resistente [15,16]. As bactérias
do género Nocardia foram facilmente observadas nas
coloragdes de Gram tipo Brown-Brenn, Ziehl-Neelsen
modificado e GMS, sendo estas técnicas histoquimicas
indicadas para auxiliar no diagndstico. Caracteristicas
morfotintoriais semelhantes foram obtidas por Frade
et al. [6]. J4 a técnica de Giemsa, em que a bactéria
¢é visualizada de forma mais sutil, ndo foi considera-
da como uma técnica histoquimica adequada para o
diagnostico da doenca, ja que ndo ha grande contraste
entre a bactéria e as estruturas do tecido, podendo haver
erros de interpretacao.

Dentre as técnicas de histoquimica especiais
empregadas, Ziehl-Neelsen modificado € considerada
a técnica mais eficaz para diagnosticar este agente,
devido a caracteristica da parede bacteriana, rica em
lipideos, que requer a inclusdo de meio oleoso na
técnica para facilitar a absor¢ao do corante. A imuno-
histoquimica realizada nesses casos serviu como exame
complementar confirmatdrio.

O diagnéstico diferencial deve ser realizado
com outros microrganismos do grupo dos actinomice-
tos, principalmente Actinomyces sp. € Mycobacterium
sp. [5,7,11,17], que desencadeiam lesdes semelhantes
piogranulomatosas e/ou granulomatosas respectiva-
mente. Além de Propionibacterium acnes que apre-
senta caracteristicas morfotintoriais semelhantes [12]
e infec¢des por Rhodococcus equii, que apesar de ser

incomum, ja foram observadas em gatos causando
lesdes cutineas e pulmonares [13,14].

Além desses actinomicetos, deve-se incluir in-
feccdes bacterianas causadas por Staphylococcus spp.
e Streptococcus spp. [2,9], doencas fingicas como o
micetomas eumicdticos, pseudomicetoma dermatofiti-
co [9], criptococose [8], pitiose [18] e as neoplasias [9].

A nocardiose em gatos ocorre de forma espo-
rddica, principalmente na forma cutanea e/ou subcuta-
nea, com envolvimento sistémico e morte dos animais
afetados. Os sinais clinicos variaram de acordo com os
tecidos afetados e comumente observou-se inflamagao
piogranulomatosa. O diagnéstico pode ser estabelecido
com base nos achados histopatolégicos, associados
as coloragdes histoquimicas especiais de Gram tipo
Brow-Brenn, Ziehl-Neelsen modificado e GMS. Es-
sas coloragdes servem como suporte adequado para a
visualizacdo do agente e devem ser incluidas na roti-
na laboratorial naqueles casos sugestivos de infecdo
por Nocardia sp., e quando associadas a técnica de
imuno-histoquimica para confirmac¢do do diagnosti-
co, constituem importantes ferramentas auxiliares no
diagnéstico da nocardiose.
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