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Resumo

O presente relato descreve a identificacdo da Trueperella pyogenes, uma Actinobacteria de relevancia clinica e que
tem sido objeto de mudangas taxondmicas nos ultimos anos, associada a uma ampla variedade de condigdes
patoldgicas, tais como mastite, metrite e pneumonia, podendo estar associada a pacientes imunossuprimidos e ou
submetidos a condicGes de estresse. Entretanto, o seu carter zoondtico ainda ndo est bem definido. O presente relato
de caso descreve a identificacdo..de Trueperella pyogenes, a partir de um fragmento pulmonar proveniente de uma
novilha que veio a 6bito sob suspeita de Doenga Pulmonar Bovina (DPB), o fragmento foi encaminhado para o
Laboratério de Microbiologia FMVA para a realizacdo e identificacdo do agente etioldgico. Apds cultura em Agar
Sangue e Mac Conkey em microaerofilia por um periodo de 48 horas com monitoramento diario, observou-se o
crescimentopuro e exuberante de pequenas col6nias que apresentavam pigmentacdo transldcidas, rodeadas por halo de
B-hemdlise, e que a microscopia evidenciou-se bacilos gram positivos do tipo “coryneformes”. Apoés a realizagdo dos
testes bioquimicos e diferenciais concluiu-se tratar de Trueperella pyogenes,
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Abstract

The present report describes the identification of Trueperella pyogenes, an Actinobacteria of clinical relevance that
has been subject to taxonomic changes in recent years, associated with a wide variety of pathological conditions, such
as mastitis, metritis and pneumonia, which may be associated with immunosuppressed patients and/or those submitted
to stressful conditions. However, its zoonotic character is still not well defined. The present case report describes the
identification of Trueperella pyogenes, from a lung fragment from a heifer that died under suspicion of Bovine
Pulmonary Disease (BPD). The fragment was sent to the FMVVA Microbiology Laboratory for the realization and
identification of the etiologic agent. After culture on Blood Agar and Mac Conkey in microaerophilic conditions for a
period of 48 hours with daily monitoring, it was observed the pure and exuberant growth of small colonies that
presented translucent pigmentation, surrounded by a halo of B-hemolysis, and that the microscopy showed gram
positive bacilli of the “coryneformes” type. After carrying out the biochemical and differential tests, it was concluded
that it was Trueperella pyogenes.
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Resumen

El presente informe describe la identificacion de Trueperella pyogenes, una Actinobacteria de relevancia clinica que
ha estado sujeta a cambios taxonémicos en los Ultimos afios, asociada a una amplia variedad de condiciones
patologicas, como mastitis, metritis y neumonia, que pueden estar asociados a pacientes inmunodeprimidos y/o
sometidos a condiciones estresantes. Sin embargo, su caracter zoon6tico alin no esta bien definido. A partir de un
fragmento de pulmdn de una vaquilla que muri6 bajo sospecha de Enfermedad Pulmonar Bovina (DBP). El presente
reporte de caso describe la identificacién de Trueperella pyogenes, El fragmento fue enviado al Laboratorio de
Microbiologia de la FMVA para la realizacion e identificacion del agente etiolégico. Luego del cultivo en Agar
Sangre y Mac Conkey en condiciones microaerd6filas por un periodo de 48 horas con monitoreo diario, se observo el
crecimiento puro y exuberante de pequefias colonias que presentaban pigmentacion translicida, rodeadas de un halo
de B-hemdlisis, y que al microscopio mostrd bacilos gram positivos del tipo “corineformes”. Tras realizar las pruebas
bioguimicas y diferenciales, se concluy6 que se trataba de Trueperella pyogenes,

Palabras clave: Trueperella pyogenes; Microbiol6gica; Actinomycete.

1. Introducéo

Trueperella pyogenes é uma Actinobacteria com um longo histdrico de mudangas taxondmicas,sendo anteriormente
conhecida como Bacillus pyogenes, Actinomyces pyogenes,Corynebacterium pyogenes e, mais recentemente, Arcanobacterium
pyogenes Costa et al., 2019) e novamete renomeada em virtude de estudos filogenéticos (Gugelmim 2020). Em 2011, o género
Trueperella foi criado em homenagem ao microbiologista alemdo Hans Georg Truper, e 0 epiteto da espécie - pyogenes - esta
relacionado a producdo de pus. T. pyogenes faz parte do grupo dos Actinomicetos, grupo filogeneticamente diverso de bactérias
Gram-positivas, que tende a crescer lentamente e a produzir filamentos ramificados. positivo, pleomorfico, ndo formador de
esporos, ndo movel, ndo encapsulado, facultativamente anaerdbico, que se caracteriza por um metabolismo fermentativo e forte
atividade proteolitica (Reddy, et al., 1982). Apresenta distribuicdo ubiqua e podendo ser encontrada na pele e nas mucosas do
trato respiratorio, trato gastrointestinal e 6rgdos urogenitais de animais (Yassin et al., 2011). E um patégeno oportunista que
infecta uma um grande numero de espécies animais, principalmente ruminantes e suinos (Jost& Bilington, 2005).
Esporadicamente a bactéria pode infectar humanos que possuem contato préximo com animais infectados (Jootar et al., 1978;
Jost & Bilington, 2005; Azamgarhi &Warren, 2020).

No caso do T. pyogenes, a patogenicidade é atribuida aos determinantes, que induzem a formacdo de abscessos,
empiemas e lesdes piogranulomatosas ( Rzewuska, et al.,2019) , bem como sua via de transmissdo ee pouco compreendidas
(Rzewusca et al., 2019), podendo causar processos supurativos, associando-se ainda a outros agentes comensais
potencialmente patogénicos, como a Escherichia coli (Hirsh & Zee, 2003; Bicalho et al., 2012) Brodzki et al., 2014).
Permanecendo a interacdo entre hospedeiro e microrganismo pouco conhecida. No entanto, até o presente momento, alguns
fatores de viruléncia na patogenicidade da infeccdo sdo reconhecidos podendo-se destacar a piolisina (PLO), uma potente
toxina extracelular, com funcdo de hemolisina com atividade citolitica em células imunes, capaz de lisar hemacias, sendo
responsavel pela caracteristica de beta-hemolise exibida pela T. Pyogenes quando cultivada em meios contendo sangue. Essas
toxinas exercem seus efeitos citoliticos através da formacdo de grandes poros em membranas de células eucarioticas (Jost &
Bilington, 2005; Zhao et al., 2013). Fatores de adesdo como proteinas de ligacdo a matriz extracelular como de ligacdo ao
colageno, ao fibrinogénio e a fibronectina e a neuraminidase que desempenham um papel na adesdo as células epiteliais das
superficies mucosas do hospedeiro (Bilington et al., 2002); Ainda sintetisam diferentes exoenzimas, como serina, proteases
com atividade de gelatinase , caseinase e DNAses, associando-se a grande capacidade de invadir células hospedeiras e de criar
biofilme (Jost, 2005), além de codificar genes de multirresisténcia a diferentes agentes antimicrobianos, (Zhao et al., 2011).

Com relacédo aos sinais clinicos em bovinos é causa principalmente de mastite e metrite (Jost & Bilington, 2005),
podendo levar a abortos esporadicos (Ribeiro et al., 2015), inclusive com lesdes semelhantes a brucelose (Costa, et al., 2019),
em suinos é causadora de pneumonia, endocardite, poliartrite, mastite, infeccdes do trato reprodutivo e septicemia (Dong et al.,
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2019). Em pequenos ruminantes é comum causar formacdo de abscessos em diferentes tecidos, e em varias partes do corpo,
incluindo medula éssea e na regido interdigital do casco (Tadayon et al., 1980). Esse microrganismo geralmente esta associado
a distarbios purulentos em ovinos e caprinos, principalmente envolvendo varios agentes bacterianos, levando a pneumonia,
infeccBes do trato reprodutivo, mastite e septicemia (Urumova et al., 2009).

Em relagdo as aves, alguns casos de claudicacdo e osteomielite em perus foram relatados, porém a incidéncia da
infeccdo por T. pyogenes nessa espécie é muito baixa (Barbour et al., 1991; Brinton et al., 1993). Em equinos foram
observados raros casos de metrite, orquite, mastite, septicemia, infeccdo umbilical em potros, abscessos e infeccdo de feridas
(Ribeiro et al., 2015; Rampacci et al., 2017).

Em animais selvagens de vida livre e em cativeiro, a T. pyogenes esta associada a pneumonia, processos purulentos,
abscessos podais, intracraniano, no figado, baco, pulmdes, necrose crénica e inflamacdo ulcerativa do prepucio e do pénis e
infeccOes do trato urogenital (Ribeiro et al., 2015). Os casos de infecgdo por T. pyogenes em cées e gatos sdo raros,
possivelmente pelo fato de que esse microrganismo nao pertence a microbiota normal desses animais (Rzewuska et al., 2019).
Em cées a T. pyogenes ja foi isolada em casos de infeccdo de feridas, abscessos, vaginite, pneumonia e encefalite (Risseti et al.,
2017). Em humanos 0s casos sdo raros e poucos elucidados (Rzeuska et al., 2018), ocorrendo principalmente em pacientes
imunossuprimidos, e essas infeccbes geralmente sdo resultado de exposi¢do ocupacional, pois a T. pyogenes ndo faz parte da
flora humana normal (Jost & Bilington, 2005). A probabilidade de transmissdo de animal para humano é incerta havendo a
necessidade de maiores estudados, uma vez que T. pyogenes nunca foi demonstrado como parte da microbiota comensal de
humanos, podendo-se concluir que tais infeccbes devem ser consideradas possivelmente de carater zoondtico (Azamgarhi
&Warren, 2005; Jost & Bilington, 2005).

2. Metodologia

Foi encaminhado ao Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba uma amostra
refrigerada de fragmento pulmonar de novilha da ragca Holandesa que veio a 6bito em terco final de gestacdo (275 dias de
gestacdo). O animal era proveniente de propriedade leiteira com vacas de alta lactacdo na cidade de Aracatuba, So Paulo e
apresentava tosse, dispneia e ataxia. No presente estudo foi aplicado o método qualitativo, segundo Pereira A. S. et al. (2018),
quando foram coletados dados preferencialmente descritivos a anamnese

A amostra apresentava-se em bom estado de conservacdo, porém hemorrdgica a observacdo macroscopica foi
semeada em placas de Petri contendo meios de cultura de Agares Sangue acrescido de 5% de sangue desfibrinado de ovino e
Mac Conkey, ambas incubadas em estufa bacteriolégica a temperatura de 37°C em condigBes de aerobiose e microaerofilia por
um periodo de 72 horas, quando foram monitoradas diariamente. Simultaneamente, realizou-se 0 “imprint’’ de um pequeno
fragmento do parénquima pulmonar, que foi submetido as técnicas de coloracdo de Gram e Panético. Em ambas as técnicas de
coloracdo observou-se pequena quantidade de cocos, bacilos e cocobacilos gram positivos com aspecto ‘’corineforme’”.
Realizou-se também pesquisa para outros agentes etioldgicos como cocos gram positivos, enterebacterias e Mannheimia
haemolytica e Pasteurella sp, afim de se fazer diagnostico diferencial.

Apos o periodo de 40 horas de incubacdo em placas &gar sangue, foi possivel observar o crescimento puro e
exuberante de incontaveis unidades formadoras de colénias [UFC]) de tamanho diminuto e de pigmentagédo translicida de até
1mm de tamanho exibindo halo de B-hemdlise, compativel com as caracteristicas macro morfoldgica de microrganismos da

espécie T. pyogenes, conforme pode-se observar na figura 1.
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Figura 1 —Cultura em Placa de |Petri contendo meio de cultura de dgar sangue apresentando crescimento de T.pyogenes apos

48 h de incubagdo.

Fonte: Laboratério de Microbiologia FMVA-Unesp.

O esfregago corado pela técnica de Gram mostrou cocobacilos pleomorfica com aspecto “’corineforme’’, lembrando
letras do alfabeto chinés, exibindo caracteristicas micro morfolégicas a microrganismos da espécie T. pyogenes.
Posteriormente, a amostra foi submetido aos testes bioquimicos para a espécie, conforme descritos por QUINN et al., (1994)
como a sintese de enzimatica da catalase, oxidase e do teste de CAMP sendo observados os resultados negativo, negativo as
provas enzimaticas e positivo ao CAMP, quando se observou a um grande halo de hemolise junto ao local de confluéncia das

hemolisinas produzidas pela T. pyogenes frente a S. aureus p hemolitico.

Figura 2 — Placa de Petri em &gar sangue mostrando o teste de CAMP positivo.

o

A Cultivo na horizontal de amostra de T. Pyogens. B Cultivo na vettical de amostra de S. aureus p-hemolitico. Setas indicam halo intenso de
hemolise no ponto de encontro entre dois cultivos =CAMP teste +. Fonte: Laboratério de Microbiologia FMVA-Unesp

3. Resultados e Discusséo

Trueperella pyogenes tem sido estudada e relatada em varios trabalhos cientificos, mostrando sua importante
participacdo nas doencas imunossupressoras, principalmente em bovinos, podendo ser o agente causador de aborto e
pneumonia (Rezaneiad et al., 2019). No presente relato, possivelmente a novilha passou por algum episédio estressante que
desencadeou queda de sua imunidade, permitindo que o agente, que é comensal do trato reprodutivo, se proliferasse,

desencadeando a infecgdo pulmonar que culminou no 6bito. Nenhuma enfermidade intercorrente foi diagnosticada nos outros
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exames complementares. Ressalta-se ainda a importancia da realizacdo do exame microbiol6gico afim de esclarecer a causa da
morte. O diagndstico incorreto do agente etioldgico leva a sérios prejuizos econdmicos na producdo animal, pois a escolha
equivocada do antimicrobiano gera resisténcia bacteriana e reduz a eficacia do tratamento (Rezaneiad et al., 2019). Os sinais
clinicos apresentados, a espécie animal afetada, o tipo e a localizacdo das lesbes podem sugerir os microrganismos envolvidos.
Exsudatos, aspirados e fragmentos de tecidos sdo amostras de eleicdo para a realizacdo dos exames (Quinn et al., 2015).

Pouco se sabe sobre a disseminacao de infecgGes por T. pyogenes e sobre a transmissdo do patégeno. Sugere-se que a
maioria das infecgGes tenha carater endogeno, pois as bactérias sdo um componente comum da biota da pele e membranas
mucosas (Lewis, 1997). No entanto, a possibilidade de infeccGes exdgenas também deve ser considerada, porque as bactérias
podem ser transmitidas por utensilios e equipamentos de criacdo contaminados ou diretamente de animal para animal (Ribeiro
et al., 2015; Rissetl et al., 2017). As bactérias também podem invadir os tecidos através de microlesdes na pele causadas por
alguns artropodes, como moscas ou carrapatos (Chirico et al., 1997; Hirsh & Zee, 2003). Afeccdes causadas por T. pyogenes
em humanos incluem: pneumonia (Amejeiras et al., 2004), sepse (Levy et al., 2009), lesbes purulentas e abcessos (Gahrn-
Hansen & Frederiksen, 1992).

O diagnostico diferencial para outros microrganismos é fundamental, uma vez que a doenga respiratoria bovina
(BRD) em bovinos é um complexo multifatorial causado por varios virus (herpesvirus bovino-1, virus da diarreia viral bovina,
virus da rinotraqueite infecciosa bovina, virus parainfluenza-3, virus sincicial respiratério, etc.) e bactérias
(Pasteurella spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., E. coli, Mycoplasma spp., etc.). Sacco et al.,
2014, sendo primordial a identificacdo do agente etioldgico para que se estabelega um correto tratamento frente a infec¢éo e se
adote medidas preventivas que vise o controle da enfermidade. Particularmente, em ruminantes domésticos, P. multocida e M.
Haemolytica sdo os patdgenos respiratorios mais importantes isolados de doencas respiratdrias (Rice et al., 2007) que causam
surtos de pneumonia em bezerros, bovinos adultos, ovinos e caprinos Ackermann & Brogden (2000). A cultura bacterioldgica
constituem-se em uma importante ferramenta, uma vez que permite a correta identificacdo do agente etioldgico, atravez da
associacdo entre os resultados microbioldgicos,além de permitir muitas vezes o diferencial de outras outras enfermidades
bacterianas. Para tento, ressalta-se a necessidade da realizacdo da coleta do material biologico de forma asséptca, do

armazenamento e do envio do material em condi¢Bes adequadas.

4. consideracdes Finais

A T. pyogenes € uma bactéria de grande importancia na medicina veterinria, pois leva a prejuizos econémicos, além
de possuir potencial zoonético. E agente comensal da pele e mucosas dos animais, ndo havendo vacina disponivel até o
presente momento, tornando sua prevengdo um desafio. A deteccdo precoce desse microrganismo através da cultura
bacteriana e a realizagdo de antibiograma para o tratamento adequado é imprescindivel para o melhor desfecho tanto para o

bem-estar animal quanto para o produtor.
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