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RESUMO

ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DE Buchananella hordeovulneris DE
PIOTORAX FELINO

AUTORA: Gisele Vaz Aguirre Samoel
ORIENTADORA: Fernanda Silveira Flores Vogel
CO-ORIENTADORA: Juliana Felipetto Cargnelutti

A actinomicose é uma doenga causada por bactérias filamentosas anaerébicas facultativas ou
capnofilicas que, na grande maioria, sao habitantes comensais da mucosa orofaringea dos animais. Essas
bactérias sdo frequentemente subdiagnosticadas, pois apresentam coldnias pequenas, de crescimento
fastidioso e, geralmente, sdo suprimidas pelo crescimento de outras bactérias de crescimento rapido,
dificultando o seu isolamento a partir de amostras clinicas. A actinomicose pode ser causada por
bactérias de diversos géneros, além de Actinomyces, que compartilham vérias caracteristicas fenotipicas
e morfoldgicas, sendo necessaria a utilizagdo de recursos moleculares para identificacdo precisa desses
agentes. Assim, o objetivo deste trabalho € descrever o isolamento e a caracterizagdo de Buchananella
hordeovulneris, antigamente denominada de Actinomyces hordeovulneris, associada a um caso de
actinomicose toracica em um felino. Um gato, fémea, sem raga definida, de 1 ano, foi levado ao hospital
veterinario na regido central do Rio Grande do Sul, Brasil, apresentando taquipneia, baixa amplitude
torécica, padrdo restritivo de respiragdo e mucosas ciandticas, dois dias apds uma cirurgia de castracao
eletiva. Realizou-se exame de radiografia toracica onde se identificou efusdo pleural e coletou-se, por
toracocentese, 100 a 200 mL de fluido cavitario Na analise citoldgica, o fluido foi caracterizado como
exudato, apresentava-se purulento e avermelhado, continha numerosos granulos branco-amarelados, e
estruturas filamentosas e ramificadas. O fluido foi inoculado em &gar com 5% de sangue de carneiro e
incubado em aerobiose e microaerobiose a 37°C. Apo6s 72h de incubagdo foram observadas col6nias
pequenas, secas e opacas, medindo 0,5 a 1 mm de didmetro. Os testes fenotipicos identificaram uma
bactéria Gram-positiva, imével, de metabolismo fermentativo lento e fraca produtora de catalase,
incapaz de converter triptofano em indol e hidrolisar esculina. Os agucares glicose, lactose, manitol,
rafinose sorbitol, sacarose e trealose foram utilizados, ao contrario de e arabinose, ribose e xilose. As
colénias foram submetidas & caracterizacdo molecular, através da amplificacdo parcial e
sequenciamento da regido 16S rRNA. A sequéncia de nucleotideos do isolado (SB 92/21, acesso
Genbank OM281739) apresentou alta identidade com Actinomyces spp. (98,97%; KM461981.1) isolado
de amostra oral de gato. A identidade dos nucleotideos variou de 96,81% a 99,32% com sequéncias de
Buchananella hordeovulneris, aceitando 85 a 100% de cobertura. Na arvore filogenética, SB92/21
agrupou com sequéncias de B. hordeovulneris. O animal foi tratado com eritromicina (10 mg/kg) durante
dez dias e houve completa resolucéo clinica. Embora esse microrganismo ja tenha sido detectado em
infeccBes toracicas de pequenos animais, 0 seu isolamento é incomum, pois amostras suspeitas
necessitam de condigdes e tempo de incubacdo ideais, e sua completa identificacdo depende de
ferramentas moleculares. Assim, esses achados indicam que B. hordeovulneris precisa ser incluido no
diagndstico diferencial de outros Actinomyces spp. e Nocardia spp. causadores de piotérax em gatos, e
que a confirmagdo taxonémica de microrganismos patogénicos para animais € importante para o
conhecimento da epidemiologia das doencas.

Palavras-chave: Actinomicoses, empiema toracico, microbiologia, bacteriologia



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF Buchananella hordeovulneris FROM
FELINE PYOTHORAX

AUTHOR: Gisele Vaz Aguirre Samoel
ADVISOR: Fernanda Silveira Flores Vogel
CO- ADVISOR: Juliana Felipetto Cargnelutti

Actinomycosis is a disease caused by facultative anaerobic or capnophilic filamentous bacteria, which
most part, are commensal inhabitants of the oropharyngeal mucosa of animals. These bacteria are often
underdiagnosed, because they have small colonies, fastidious growth and, are generally suppressed by
the growth of other fast-growing bacteria, making its isolation from clinical specimens difficult.
Actinomycosis can be caused by various bacterial genera, beyond Actinomyces, which share several
phenotypic and morphological characteristics, requiring the use of molecular tools for its precise
identification. Thus, the objective of this work is to describe the isolation and characterization of
Buchananella (Actinomyces) hordeovulneris, formerly called Actinomyces hordeovulneris, involved in
a case of thoracic actinomycosis in a feline from southern Brazil. An 1-year-old female mixed breed cat
was admitted to a veterinary hospital, in the central region of Rio Grande do Sul, Brazil, showing
tachypnea, low thoracic amplitude, restrictive pattern of breathing and cyanotic mucous membranes,
two days after elective castration surgery. Thoracic radiography was performed, where pleural effusion
was identified and about 100-200 ml of fluid was collected by thoracocentesis. In the cytological
analysis, the fluid was characterized as exudate. It was purulent and reddish, and contained large
numbers of yellowish-white granules that showed branched filamentous structures. The fluid was plated
on agar with 5% sheep blood and incubated in aerobiosis and microaerobiosis at 37 °C. After 72h of
incubation, small dry and opaqgue colonies were observed, entire measuring 0.5 to 1 mm in diameter.
The phenotypic tests identified a non-spore-forming, non-motile, glucose slow fermenter, weak catalase
producer, cytochrome oxidase negative, unable to convert tryptophan into indole and to hydrolyze
esculin. It was negative in nitrate reduction test and did not produced urease. Glucose, lactose, mannitol,
raffinose, sorbitol, sucrose and trehalose were attacked, but not arabinose, ribose or xylose. The colonies
were also submitted to molecular characterization, through partial amplification and sequencing of the
16S rRNA region. The nucleotide sequence from the isolate (SB 92/21, GenBank accession OM281739)
showed high identity with Actinomyces app. (98.97%; KM461981.1) isolated from oral samples of cat.
The nucleotide identity ranged from 96.81 % to 99.32% (accepting 85 to 100% of query cover) with
Buchananella hordeovulneris sequences. On the phylogenetic tree, SB 92/21 grouped with sequences
of B. hordeovulneris. The affected animal was treated with erythromycin (10 mg/kg) for ten days and
there was complete clinical resolution. Although this microorganism has already been detected in
thoracic infections of small animals, its isolation is uncommon, as suspect samples need ideal conditions
and incubation time, and its complete identification depends on molecular tools. Thus, these findings
indicate that B. hordeovulneris need to be included as differential diagnosis of others Actinomyces spp.
and Nocardia spp. causing pyothorax in cats, and taxonomic confirmation of pathogenic
microorganisms for animals are important for understanding the epidemiology of diseases.

KEYWORDS: Actinomycosis, thoracic empyema, microbiology, bacteriology
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1 INTRODUCAO

Buchananella hordeovulneris € uma espécie de bactéria comensal da cavidade
orofaringea de cdes e gatos que pode causar actinomicose toracica em pequenos animais
(SYKES, 2012). Essa bactéria pertence ao filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem
Actinomycetales, familia Actinomycetacea, e é a Unica representante do género Buchananella
(NOUIOUI et al., 2018).

A familia Actinomycetaceae é composta por bactérias Gram-positivas ndo formadoras
de esporos ou hifas aéreas, sem motilidade, anaerdbicas facultativas e de metabolismo
quimioheterotrofico fermentativo (SHAAL & YASSIN, 2012). Os géneros Boudabousia,
Bowdenia, Buchananella, Gleimia, Pauljensenia, Schaalia e Winkia, anteriormente
pertencentes as espécies do género Actinomyces, foram incluidos na familia Actinomycetacea,
mas compartilham vérias caracteristicas fenotipicas e morfoldgicas em comum, sendo
necessaria a utilizacdo de recursos moleculares para identificacdo precisa desses agentes
(NOUIOUI et al., 2018).

O género Buchananella tem como caracteristica abrigar bactérias Gram-positivas, que
contém enzima catalase fracamente positiva, que formam bacilos pleomoérficos e filamentos,
compartilhando essas e muitas outras caracteristicas com o género Actinomyces (NOUIOUI et
al., 2018; MARKEY et al., 2013). Actinomyces spp. podem ser visualizados em forma de
bastonetes curtos ou de filamentos, isolados ou em pares, dispostos em V e Y ou palicada
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2015). A ramificacdo em filamentos, geralmente é observada
em amostras biol6gicas, enquanto que no meio de cultura é possivel a visualizacdo de formas
irregulares e cocobacilares, ou bacilares (MCVEY et al., 2017).

Todos os membros da familia Actinomycetaceae sdo microrganismos comensais ou
patdgenos do homem e outros animais (SHAAL & YASSIN, 2012), geralmente habitando o
trato digestivo e genital (SYKES, 2012). O conhecimento da microbiota comensal da cavidade
oral dos animais tem grande importancia na veterinaria, pois geralmente estdo associadas a
abcessos granulomatosos cutaneos e viscerais, pleurites, peritonites, artrite sépticas, mastites,
abortos, endoftalmites, meningites e meningoencefalites (MARKEY, 2012; SYKES, 2013).
Esses organismos normalmente sdo considerados patdgenos oportunistas e, comumente,
dependem de interferéncia mecénica na barreira mucosa para produzir doenga (SYKES, 2013).
Apesar de ndo serem considerados tdo patogénicos, quando sdo inoculados nos tecidos,
associados a outras bactérias, causam uma reacdo inflamatoria piogranulomatosa, que pode se

disseminar para diversos 6rgdos (SYKES, 2012), dificultando a capacidade de penetracéo de
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alguns antibioticos dentro de lesdes, 0 que pode acarretar também na falha terapéutica
(CHANDLER et al., 2004).

Em pequenos animais, as regides mais afetadas por Actinomyces spp. sdo o tecido
cuténeo, subcutaneo e cavidade torécica e abdominal. Lesfes no sistema nervoso central
(meningite e meningoencefalites), nos olhos (ceratites e endofitalmites), e na vesicula urinaria
e vélvulas cardiacas também séo observadas, mas com menor frequéncia (SYKES, 2013). As
bactérias estdo normalmente associadas a area da orofaringe, e podem ser introduzidas nos
tecidos via saliva, quando o animal lambe ou morde uma ferida, mas também podem ser
disseminadas por via hematdgena e resultar em diversos tipos de lesées (BUCHANAN, 1984).
Em felinos, a lesdo por mordedura é a via de infeccdo mais comum. As rotas de infec¢do
toracica incluem aspiracdo de material da orofaringe, envolvimento do mediastino por
perfuracdo do esdfago e extensdo do sitio de infeccdo em decorréncia de proximidade
anatdmica abdominal ou cervicofacial (SYKES, 2012). A caracteristica desses microrganismos
de produzirem lesdes granulomatosas e crénicas sdo comuns também a outros géneros, como
Nocardia e Mycobacterium, que devem ser considerados no diagnostico diferencial, pois séo
importantes na definicdo do prognostico e tratamento da doenca (WHITNEY & BARRS, 2020).

O diagnéstico de actinomicose pode ser complexo, pois os sinais clinicos e lesdes
podem ser variados e inespecificos, e ndo podem ser diferenciadas daquelas causadas por outros
actinomicetos. Assim, o diagndstico deve ser feito baseado no histérico e exame clinico
detalhado, imagens ultrassonograficas e radiograficas, e na andlise bacterioldgica e
citopatologica do exsudato da lesdo (PELLE et al., 2000; RASKIN, 2016; SYKES, 2013). Para
o diagnostico laboratorial, amostras provenientes principalmente de lesGes cutaneas e derrames
cavitarios devem receber atencdo especial, pois o tempo e as condi¢des de isolamento
microbiol6gico devem ser direcionados para esses microrganismos. A dificuldade de isolar e
identificar actinomicetos faz com que esses agentes sejam, frequentemente, subdiagnosticados
na medicina veterinaria (SYKES, 2012). Em muitos casos, a cultura apresenta resultados
negativos, porque um longo tempo de incubacéo (5 a 7 dias) e um ambiente atmosférico com
maior oferta de CO. sdo necessarios para seu crescimento. Além disso, outras bactérias de
crescimento rapido podem se sobrepor as colénias dos actinomicetos no meio de cultivo,
dificultando a sua visualizacéo e interferindo no seu crescimento (CHANDLER, 2004).

A diferenciacdo das espécies mais comuns de Actinomyces spp. pode ser feita com base
nas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas das coldnias (SCHAAL, 1986). Entretanto, com

a recente descricdo e reclassificacdo de novas espécies e géneros intimamente relacionados aos
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Actinomyces spp., considera-se duvidosa a identificacdo de espécies unicamente pelo perfil
bioguimico, sendo necessario o uso de ferramentas moleculares para a identificagdo precisa.
Devido a essa complexidade, amostras clinicas sdo raramente identificadas até o nivel de
espéecie (SYKES, 2012), e é possivel que muitos microrganismos pertencentes aos novos
géneros ainda estejam sendo classificados como Actinomyces.

A descricdo de B. hordeovulneris em amostras provenientes de lesdes em pequenos
animais € incomum, porém, levando em consideracao de que este microrganismo € geralmente
subdiagnosticado, devemos considerar esse patégeno como um possivel causador e/ou
intensificador de lesfes pulmonares de felinos. A confirmagdo taxondmica de microrganismos
causadores de doencas em animais é importante para que se possa conhecer a exata patogenia
e epidemiologia de cada enfermidade. Além disso, a caracterizacdo molecular desses agentes
contribui para o estudo filogenético das espécies e géneros recentemente descritos. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho é descrever as caracteristicas fenotipicas, morfoldgicas e moleculares,
bem como perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de B. hordeovulneris, antigamente

denominada de Actinomyces hordeovulneris, isolada de piotorax em um felino no sul do Brasil.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACTINOMICETOS

A familia Actinomycetaceae, pertence a classe Actinobacteria, que compreende um
grupo heter6logo de procariontes, é composta por bactérias Gram-positivas ndo formadoras de
esporos ou hifas aéreas, sem motilidade, anaerobicas facultativas ou capnofilicas, e de
metabolismo quimioheterotrofico fermentativo. S&o, predominantemente, difterdides que
tendem a formar filamentos nos tecidos e em alguns estagios de desenvolvimento em cultivo
(Yassin, 2014). A sua morfologia celular varia de bacilos retos a levemente curvados, com ou
sem torcdo nas extremidades, de formatos e tamanhos varidveis. Bacilos curtos e formas
cocoides também podem ser visualizadas. Essa caracteristica pode variar entre cepas das
espécies, composicdo do meio de cultivo, pH, condicbes de incubacéo e idade da cultura.

Os membros dessa familia sdo definidos por diversas caracteristicas morfoldgicas e
propriedades quimiotaxonémicas, como lipideos polares, &cidos, aminoacidos de
peptidoglicano e acucares, que sao utilizados para a delimitacdo de géneros e espécies
(YASSIN, 2014). Além das caracteristicas morfologicas e quimiotaxondmicas dos
actinomicetos, as caracteristicas genémicas também sdo fundamentais para sua exata
classificagéo.

Apds revisdes taxondmicas, atualmente essa familia compreende os antigos géneros
Actinomyces, Actinobaculum, Arcanobacterium, Mobiluncus e Varibaculum, e sete novos
géneros, nomeados como Boudabousia, Bowdenia, Buchananella, Gleimia, Pauljensenia,
Schaalia e Winkia que, anteriormente eram classificados como Actinomyces, devido sua grande
similaridade morfoldgica, bioquimica e filogenética com o género (NOUIOUI et al., 2018).
Esses géneros se diferem, principalmente, em relacdo a composicao dos aclcares da membrana
celular, das cadeias de acidos graxos e do contetido de C+G do genoma (YASSIN, 2014).

De acordo com Schaal et al. (2006), Actinomyces spp. podem ser subdivididos
filogeneticamente em dois maiores e, pelo menos, quarto clusters menores. O primeiro cluster
(cluster central) é formado por sequéncias com alta significancia estatistica (valor de bootstrap
100%), contendo 15 a 17 espécies, que incluem Actinomyces bovis, A. bowdenii, A. catuli, A.
dentalis, A. denticolens, A. gerencseriae, A. graevenitzii, A. howellii, A. israelii, A. johnsonii,
A. massiliensis, A. naeslundii, A. oricola, A. oris, A. radicidentis, A. ruminicola, A. slackii, A.

urogenitalis e A. viscosus. Esse cluster é formado por espécies que compartilham 94-99% de
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similaridade na sequéncia, sendo que algumas espécies podem exibir >98,5% de similaridade,
e ndo podem ser identificadas de maneira confiavel por comparacéo de sequéncias do gene que
codifica a subunidade 16S do RNA ribossémico (SCHAAL & YASSIN, 2012).

O segundo maior cluster (cluster central 2) contém 11 espécies, com uma significancia
estatistica menor (valor de bootstrap 86%). No segundo cluster, algumas bactérias formam
subgrupos vagamente relacionados ao grupo principal, cujas posi¢des dos nucleotideos 154:167
(G-U), 839:847 (A-U) e 1308:1329 (U-A) consistem em um padrao de assinatura do segmento
16S rRNA (SCHAAL, 2006). As assinaturas de nucleotideos ajudam a diferenciar os géneros
da familia Actinomycetaceae, principalmente porque estudos de caracterizagbes sobre
morfologia, quimiotaxondémia e fenotipia precisam ser realizados para diversas espécies
descritas recentemente (SCHAAL & YASSIN, 2012).

As espécies, anteriormente denominadas Actinomyces, Schaalia canis, S. cardiffensis,
S. funkei, S. georgiae, S. hyovaginalis, S. meyeri, S. odontolytica, S. radingae, S. suimastitidis,
S. turicensis fazem parte desse grupo. Boudabousia marimammalium, Pauljensenia
hongkongensis, Buchananella hordeovulneris, e Bowdeniella nasicola, também estdo inclusos,
mas formam um subgrupo mais préximo da base da arvore filogenética. Anélises da sequéncia
16S rRNA das espécies do grupo central 2 de Actinomyces spp. determinaram similaridades
suficientes para a formacdo dos novos géneros Boudabousia, Bowdenia, Buchananella,
Gleimia, Pauljensenia, Schaalia e Winkia. Assim, a espécie Actinomyces hordeovulneris foi
reclassificada para o género Buchananella, em uma atual revisao taxonémica (NOUIOUI et al.,
2018). As importancias nos ciclos ecoldgicas de diversas novas espécies ainda ndo sao
totalmente compreendidas (SCHAAL, 2006).

2.2 ACTINOMICOSES EM PEQUENQOS ANIMAIS

2.2.1 Etiologia

A actinomicose é uma doenca que cursa com lesfes piogranulomatosas causadas por
bactérias Gram-positivas, anaerobicas facultativas filamentosas, que pertencem a diversos
géneros da familia Actinomycetaceae. Na grande maioria, esses microrganismos sdo habitantes
comensais da mucosa orofaringea, gastrointestinal e genital, sendo considerados patdgenos
oportunistas (SYKES, 2013).
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As espécies que sdo encontradas causando lesdes em cdes incluem Actinomyces
bowdenii, A. viscosus, A. catuli, A. turicensis, A. urogenitalis, Schaalia canis, S. hyovaginalis,
S. odontolyticus e Buchananella hordeovulneris. As espécies que sdo isoladas de lesdes de
felinos incluem A. bowdenii, A. viscosus, Schaalia meyeri, S. odontolyticus e B. hordeovulneris
(SYKES, 2013). A espécie B. hordeovulneris faz parte da microflora comensal da cavidade oral
de felinos (LOVE et al., 1990) e caninos, sendo descrita como possivel fonte primaria de auto-
infeccdo em animais (MAD’AR et al. 2021).

Em cées, a ocorréncia da doenca esta associada a feridas penetrantes ou corpos estranhos
migratorios, sendo mais comum em animais que possuem acesso a ambientes contendo material
vegetal, especialmente grama, que quando inalado ou ingerido, sdo contaminadas na orofaringe
e podem migrar para varios locais, carreando o agente infeccioso. Em gatos, a doenca esta mais
associada a feridas decorrentes de mordeduras ocasionadas durante brigas, e podem se
manifestar como piotorax, peritonite ou celulites. Machos ndo-castrados, e com acesso a rua,
geralmente, sdo os mais acometidos pela doenca (SYKES, 2012). Fatores predisponentes como
diabetes, uso de esteroides e co-infeccdo com virus imunossupressores sdo relatados na
medicina humana, mas necessitam ser melhor investigados na medicina veterinaria (WONG et
al., 2011).

2.2.2 Manifestac6es Clinicas

Em cées e gatos, a maioria das infec¢Bes por actinomicetos sdo desenvolvidas na forma
de lesbes cervicofaciais cutaneas e toracicas. LesOes intra-abdominais, retroperitoneais,
oftalmicas e no sistema nervoso central também podem ocorrer (SYKES, 2012). InfeccBes
subagudas e cronicas nos tecidos resultam na formacdo de tecido de granulacdo, fibrose
extensiva e fistulas que drenam exsudatos que podem conter granulos densos conhecidos como
“granulos de enxofre” (WHITNEY & BARRS, 2020). A extensédo da leséo tecidual ocorre em
decorréncia das enzimas proteoliticas associadas a outras bactérias, macréfagos e neutrofilos
degranulados que destroem o tecido subjacente, o que facilita a extensdo da doenga para tecidos
saudaveis (SYKES, 2013).

As lesdes cutaneas sdo frequentemente observadas, e caracterizam-se por abcessos
cutaneos que drenam pela pele e podem infiltrar nos tecidos subjacentes (CHANDLER et al.,
2004). As evolugdes das lesbes podem ser agudas a cronicas, ocorrendo emaciagdo do tecido

subcutaneo, abcessos e lesbes flutuantes, firmes ou macicas, que podem drenar para o exterior
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ou serem ulcerativas (CHANDLER et al., 2004). O local de acometimento costuma ser a regido
cervicofacial, atingindo a cabeca e 0 pescoco, estando associadas a introducéo das bactérias da
cavidade oral para dentro dos tecidos adjacentes, secundarias as lesdes periodontais, trauma
oral, fraturas dentarias e objetos perfurantes (WHITNEY & BARRS, 2020). Lesdes cutaneas
em locais mais distantes da cabeca, como membros e patas, estdo associadas ao ato de
lambedura dos animais que carreiam as bactérias na saliva até uma lesdo ja pré-estabelecida
(SYKES, 2013).

As infeccBes abdominais sdo desenvolvidas quando ha ingestdo de corpo penetrante no
trato gastrointestinal, resultando em massas intra-abdominais e em ascite. O envolvimento
abdominal pode seguir por extenséo direta da infeccao a partir do tecido subcuténeo, ou por via
hematogena, sendo que o figado frequentemente esta afetado, apresentando abcessos (SYKES,
2013). Em felinos, a espécie B. hordeovulneris esta associada a lesdes inflamatdrias e crénicas
(pseudotumor) no estdmago e outros 6rgdos abdominais, que podem ser confundidas com
tumores, pois no exame ultrassonografico somente é possivel determinar a existéncia de uma
massa de baixa ecogenicidade no tecido, sendo necessaria a realizacdo de bidpsia e cultivo
microbiologico para o diagnéstico definitivo (PIETRA et al., 2015; SHARMAN et al., 2009).

As infeccgbes pulmonares podem ser limitadas ao parénquima pulmonar ou podem estar
associados a outras estruturas, como o mediastino, pleura, pericardio e parede toracica.
Geralmente sdo desenvolvidas por aspiracdo de material da orofaringe ou inalagéo de material
vegetal, que se torna contaminado pelas bactérias comensais da nasofaringe, carregando o
agente até a cavidade toracica. Algumas doencas pulmonares preexistentes, como neoplasias,
podem facilitar a infeccdo em decorréncia das alteracdes respiratorias. As rotas alternativas de
infeccdo pulmonar podem ocorrer com o envolvimento do mediastino por perfuracdo esofagica
ou por extensdo/comunicacao direta de lesdes cervicofaciais ou abdominais (SYKES, 2012,
2013).

A actinomicose torécica geralmente cursa com pneumonia, linfadenopatia, massas intra
ou extrapulmonares e/ou piotérax (WHITNEY & BARRS, 2020). O piotorax é caracterizado
pelo acimulo de fluido purulento e/ou septico no espaco pleural, no qual os mecanismos de
infecdo incluem a via linfatica ou hematdgena a partir de um sitio distante (sepse), extenséo de
uma infeccdo a partir de uma estrutura adjacente (broncopneumonia, ruptura esofagica) ou por
inoculacdo direta (trauma penetrante, corpo estranho, toracocentese ou cirurgia toracica)
(BARRS et al., 2005). Em felinos, normalmente é resultado da contaminacéo do espaco pleural
com a flora da orofaringe (KIRPENSTEIJN & FINGLAND, 1992). As lesGes podem ser
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limitadas ao parénquima pulmonar ou pode envolver outras estruturas toracicas como o
mediastino, pleura, pericéardio e parede toracica (SYKES, 2013).

Os gatos apesentam sinais clinicos discretos e inespecificos que, quando reportados,
incluem dispneia ou taquipneia, sinais de depresséo, letargia, fraqueza, palidez ou cianose das
mucosas (BARRS et al., 2005). No exame fisico sdo evidenciadas anormalidades na ausculta
pulmonar, sons abafados na regido ventral, com estertores na regido dorsal e sons cardiacos
diminuidos ou inaudiveis (SIMOES & KANAYAMA, 2015). Em cdes, a espécie B.
hordeovulneris foi associada a actinomicose torécica, sendo isolada de casos cronicos de lesdes
granulomatosas de pneumonia e endocardites que cursaram com a causa de Obito desses animais
(PELLE et al., 2000). Apesar de ser uma bactéria comensal da cavidade oral de pequenos

animais, esse patdgeno pode estar relacionado a lesGes graves e cronicas.

2.2.3 Diagnostico clinico e laboratorial

O diagnostico da actinomicose pulmonar deve ser baseado no historico detalhado dos
sinais clinicos, em exames clinicos, radiografias toracicas, analises bacterioldgicas e
histopatoldgicas do fluido toracico (PELLE et al., 2000). Quando ha presenca de efusao pleural,
nas imagens radiograficas podem ser visualizadas fissuras lineares interlobulares,
arredondamento das margens pulmonares, bordas pulmonares afastadas da parede torécica,
perda da definicdo da silhueta cardiaca e alargamento do espaco mediastinal. A
ultrassonografia, quando necessaria, deve ser realizada apos a maior parte do fluido ser drenada,
pois ele pode agir como “janela acustica”, dificultando a visualizagdo de estruturas toracicas
(CHANDLER et al., 2004). Em casos cronicos de actinomicose podem haver formacoes de
massas fibrosas que sdo frequentemente confundidas com les6es neoplasicas (SYKES, 2012).

A toracocentese é necessaria para coleta e avaliacdo da efusdo pleural. E um
procedimento pelo qual se realiza a puncédo do térax com o objetivo de drenar o liquido, quando
ha suspeita de efusdo pleural (ROZANSKI, 2016). Na avaliacdo visual do liquido é possivel
observar caracteristicas importantes, como cor, cheiro, turbidez e a presenga/auséncia de
particulas. A andlise citologica da efusdo pleural permite a identifica¢do do tipo celular presente
na amostra, e pode indicar a presenca de patdgenos bacterianos ou fungicos (CHANDLER et
al., 2004). A avaliacdo de proteina total, contagem celular e citologia, permitem a classificacdo

do liquido pleural em transudato e exsudato séptico ou asséptico (ALLEMAN, 2003).
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Os transudatos sdo efusdes com baixa celularidade, baixa concentracdo de proteinas (<
2,5 g/dL) e predominio de células mononucleares. O exsudato é formado em processos
inflamatdrios, quando ha liberacdo de substancias ativas que aumentam a permeabilidade
vascular e o numero de células, podendo estar relacionado a agentes infecciosos (sépticos) ou
ndo (assépticos). Apresentam como caracteristica alta concentracdo de proteinas (>3,0 g/dL),
densidade >1.020 e alta contagem de células (>7000 células/mL), das quais ha predominio de
neutrofilos degenerados, macrofagos e células endoteliais reativas (ALLEMAN, 2003).

No exsudato séptico também podem ser observados organismos intracelulares
fagocitados ou extracelulares, como bactérias, fungos ou parasitas (ALLEMAN, 2003). O
exsudato proveniente de amostras de animais com nocardiose ou actinomicose pulmonar podem
conter “granulos de enxofre” visiveis macroscopicamente, que microscopicamente, é formado
por longos filamentos aglomerados com células inflamatorias (RASKIN, 2016). As formas
filamentosas e ramificadas, no geral, podem estar presentes em diversos géneros de fungos e
bactérias. Os filamentos fungicos costumam apresentar >2 um, enquanto as formas bacterianas
dos géneros Actinomyces, Nocardia, Mycobacterium e Fusobacterium normalmente
apresentam <1 pum em didmetro, porém o diagndstico s6 pode ser confirmado a partir do
isolamento e caracterizacdo laboratorial (MARKEY et al., 2013). Em casos de amostras
indicativas dessas infecgdes bacterianas, € necessario realizar o cultivo para o isolamento e
identificacdo, e o laboratorio deve ser alertado sobre a suspeita clinica, devido ao longo tempo
de incubacdo necessario para o isolamento de actinomicetos (RASKIN, 2016; SYKES, 2013).

No diagnéstico laboratorial de actinomicose, 0 exsudato da lesdo deve ser observado
quanto a presen¢a de granulos de “enxofre”, pois esse tipo de formagéo granular ocorre em
algumas amostras originadas de infeccGes por espécies de Actinomyces spp., mas ndo sdo
considerados exclusivos, pois também ocorrem em casos de infeccdes por Nocardia spp.
(KIRPENSTEIN & FINGLAND, 1992). Os granulos também devem ser observados sobre
microscopia dptica, com adicdo de KOH 10%, pois no seu interior estardo presentes estruturas
filamentosas ramificadas Gram-positivas, filamentos curtos ou formas pleomorficas
difteroidais (MARKEY et al., 2013). A coloragdo de Ziehl-Neelsen também pode ser utilizada
para auxiliar na identificacdo, uma vez que Actinomyces spp. sdo A&cido-resistentes
(DAVENPORT et al., 1974) e Nocardia spp. sdo parcialmente &cido-resistentes (MARINO &
JAGGY, 1993).

A maioria dos casos de piotorax em felinos envolvem infec¢des polimicrobianas, de

bactérias aerdbicas com anaerdbicas facultativas ou obrigatdrias, que sdao comensais da



19

orofaringe de felinos. A diversidade bacteriana isolada desse tipo de amostra também é similar
a encontrada em casos de abcessos subcutaneos causados por mordeduras (LOVE 1979, 1982).
As bactérias frequentemente envolvidas no piotorax em felinos incluem Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp., Clostridium spp., Actinomyces spp.,
Eubacterium spp., Propionibacterium spp., Prevotella spp., Filifactor villosus, Porphyromonas
spp., Pasteurella multocida, Streptococcus spp. e microrganismos entéricos (WALKER et al.,
2000).

Os casos de piotdrax em felinos relacionados a actinomicetos variam de 7% a 15% entre
as bactérias isoladas (LOVE et al., 1982; WALKER et al., 2000). Acredita-se que muitos casos
da doenca sejam subdiagnosticados, pois como as infeccOes geralmente sdo associadas e
complicadas por outras bactérias, as culturas tendem a apresentar o crescimento de outras
bactérias, muitas vezes de crescimento rapido, que podem se sobrepor as col6nias de
Actinomyces spp. (SYKES, 2012). As espécies de Actinomyces crescem em &gar acrescido de
5% de sangue ovino, a 37°C, e a maioria das espécies sdo consideradas anaerdbicas facultativas
ou capnofilicas, ou seja, necessitam de didxido de carbono para seu crescimento maximo
(MARKEY, 2012). As colbnias apresentam caracteristicas variadas de acordo com cada
espécie. Normalmente, apresentam crescimento apos 48 horas de incubacéo, surgindo no agar
como pequenos pontos brancos que se desenvolvem e amadurecem com o passar dos dias,
necessitando de 5 a 7 dias de incubacdo para completa maturacdo. Algumas espécies podem
apresentar discreta coloracdo quando incubadas em anaerobiose, e outras podem demorar até
14 dias para as caracteristicas morfoldgicas das colonias serem completamente visualizadas.
Por isso, é recomendado observar as placas de amostras suspeitas e sem crescimento de colénias
durante 2 a 4 semanas até a definicdo de um laudo negativo.

As colbnias de B. hordeovulneris crescem em agar sangue ap6s 72 horas de incubacao,
com tamanho em média de 2 mm de didmetro. Elas sdo brancas, com formato de “dente molar”,
semelhante as col6nias de A. israelli, e aderem firmemente ao agar. Nos primeiros dias de
incubacdo ndo sdo hemoliticas, mas apds sete dias uma fraca zona de hemolise pode ser
observada. Algumas outras caracteristicas sdo mais especificas dessa espécie, como a presenca
de catalase fracamente positiva e a formacao de filamentos em meio fluido BHI acrescido de
10 a 20% de soro fetal bovino (MARKEY, 2012; SCHAAL & YASSIN, 2012).

Alguns testes bioquimicos podem ser utilizados para direcionar a identificacdo das
espécies, porém métodos moleculares sdo mais confiaveis para a correta determinacdo
(SCHAAL, 2012). A analise da sequéncia do gene que codifica a subunidade 16S do RNA
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ribossdmico € a regido alvo de preferéncia para diferenciar os géneros da familia
Actinomycetaceae de acordo com assinaturas de nucleotideos (SCHAAL & YASSIN, 2012).

2.2.4 Prognostico e tratamento

O prognostico de animais com actinomicose €, geralmente, favoravel quando séo
tratados em tempo habil. Entretanto, em casos em que 0 processo cronico esteja previamente
estabelecido, o prognostico pode ser desfavoravel e a doenca fatal (WHITNEY & BARRS,
2020). Animais que apresentem apenas efusdo pleural possuem progndstico e tratamento
diferente daqueles que apresentam a formagéo de granulomas, fibrose extensa ou sinais de
cronicidade da doenca (WALKER, 2000).

O tratamento da actinomicose pulmonar pode ser dificil, ineficaz ou pode haver a
recorréncia da infec¢do apos curtos periodos de terapia antibidtica. A penicilina é o antibiotico
de primeira escolha devido a ampla sensibilidade reportada, porém, outros antimicrobianos,
como clindamicina, doxiciclina, cloranfenicol e ceftriaxona podem ser utilizados com alta
eficacia, enquanto antimicrobianos como cefalexina, metronidazol e aminoglicosideos devem
ser evitados, pois geralmente os isolados apresentam resisténcia intrinseca (SYKES, 2013;
CHANDLER et al, 2004). O tratamento em casos de piotorax inclui a drenagem cirlrgica e uso
de altas doses de antimicrobianos durante longos periodos, que podem variar de semana a
meses, porém a baixa capacidade de penetracdo de alguns farmacos dentro de lesbes

granulomatosas pode causar consequentemente a falha terapéutica (CHANDLER et al, 2004).
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ABSTRACT

An 1-year-old female mixed breed cat was admitted to a veterinary hospital in Southern
Brazil showing tachypnea, low thoracic amplitude, restrictive pattern of breathing and cyanotic
mucous membranes two days after elective castration surgery. Pleural effusion was evidenced
by x-ray and about 100-200 ml of fluid was collected by thoracocentesis. The reddish purulent
exudate, contained large numbers of yellowish-white granules that showed branched
filamentous structures on cytological examination. The fluid was plated in/on? blood agar and
incubated in aerobiosis at 37 °C. After third day of incubation, it was observed circular, dry and
opaque colonies, measuring <0.5 mm diameter. Its phenotypical and molecular characteristics
were compatible with Buchananella (Actinomyces) hordeovulneris, that is a pathogenic
actinomycetes rarely detected in cats. Our findings indicate that B. hordeovulneris need to be
included as differential diagnosis of others Actinomyces spp. and Nocardia spp. causing
pyothorax in cats. Taxonomic confirmation of disease-causing microorganisms in animals is

important to link the course of infection to the disease epidemiology.
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The genus Actinomyces harbors capnophilic filamentous bacteria that are commensal
organisms in the human and animal mouth, digestive, and genital systems. They commonly
depend of the breakdown of mucosal barriers to produce disease, as they are opportunistic
pathogens [1, 2].

Actinomycosis is characterized by chronic granulomatous lesions which can be invasive
into underlying tissues [3], and are commonly complicated by mixed infections with other
bacteria from the oral cavity or intestinal tract. The most common regions affected by
Actinomyces spp. are cutaneous/subcutaneous tissue, pleural and abdominal cavity, but central
nervous system and ocular infections may occur [4].

Actinomyces spp. infections in cats and dogs are typically associated to the
oropharyngeal area, cervicofacial region, thorax, abdomen and subcutaneous tissue [4]. The
bacteria may be introduced via saliva when the animal licks or bites a wound, or they may
spread hematogenously from necrotic focus [5]. Routes of thoracic infection include aspiration
of oropharyngeal material, involvement of the mediastinum from esophageal perforation and
direct extension of abdominal or cervicofacial disease [1]. Inhalation or swallowing of awns of
some grasses, particularly from the genus Hordeum, are related with pulmonary actinomycosis
in dogs from United States [5].

Diagnosis of actinomycosis may be a challenge, and it must be based on detailed
anamnesis, physical examination, thoracic x-rays, bacteriological and cytological examination
of the thoracic fluid. The clinical signs and lesions caused by Actinomyces spp. cannot be
differentiated from those caused by others actinomycetes [6]. Treatment can be difficult and
refractory, and the disease can recur after short time of antimicrobial therapy [1]. Furthermore,
actinomycetes are difficult to isolate from lesions, and microbiological culture frequently gives
negative results. Most species are facultative anaerobes, and some grow only on anaerobic
culture. They can be misdiagnosed since a long-time of incubation is required (5-7 days), and
may be overlooked by others fast-grow bacteria in mixed infections [3].

Differentiation between the most Actinomyces spp. can be made based on cultural and
biochemical characteristics [7]. However, Actinomyces spp. are heterogeneous, and species
identification using biochemical tests is uncertain. Thus, it is required molecular tools to precise
identification. Due to diagnosis complexity, clinical samples are rarely identified till the specie
level [1].
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The most frequently actinomycetes isolated from cats include Actinomyces viscosus, A.
meyeri and A. bowdenii [4]. Others commensal species, as A. denticolens and Buchananella
hordeovulneris, have been cultured from normal feline gingiva [8], and occasionally are
involved in severe disease of dogs [6]. Then, we aimed to report the clinical, microbiological
and molecular findings of a cat presenting pleuropneumonia associated to B. hordeovulneris,
formerly named Actinomyces hordeovulneris.

An 1-year-old female mixed breed cat was admitted to a veterinary hospital in Southern
Brazil showing progressive respiratory symptoms, two days after elective castration surgery.
Tachypnea, low thoracic amplitude, restrictive pattern of breathing and cyanotic mucous
membranes were observed on physical examination. Its owner reported the animal had only
sporadic coughing episodes during a month ago, but kept its normal activity and appetite.
Immunochromatographic test for feline immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia
virus (FeLV) resulted negative (FIV Ac/FeLV Ag, Alere™, Brazil).

Hematologic findings showed thrombocytopenia (182.000 cells/uL), polychromasia,
platelet aggregates, neutrophilic leukocytosis with left shift (15.600 total leukocyte/uL and
2.028 segmented neutrophils/uL) and toxic neutrophils. Radiographic findings included
bilateral retraction of pulmonary lobar borders from the thoracic wall, accentuation of the lobar
edges, interlobar fissures and interstitial to alveolar pulmonary densities with pleural effusion.
It was medically managed with the placement of bilateral thoracotomy tubes and successive
lavage with 10 mL/kg of sterile saline warmed to 38°C for 7 days. Antimicrobial treatment with
erythromycin (10 mg/kg, PO, TID) was stablished for 10 days. Serial radiographic
examinations were performed before and after antibacterial discontinuation to monitor for
subclinical recurrence of disease.

At the installation of thoracotomy tubes, about 100-200 mL of exudate was aspirated
by from the pleural cavity. The fluid was reddish and purulent, contained large numbers of
yellowish-white granules, putrid odor, high protein content (4.8 g/dL) and specific gravity of
1,034, which indicated pleural infection. Cytological examination was performed using
Romanowsky method (Pandtico Rapido, Laborclin®) showing high cellularity composed by
94% neutrophils, mostly degenerate, 6% mononuclear cells, cocci bacteria and branched
filamentous structures (Fig. 1a).

Fluid originally drained from the pleural cavity was inoculated directly into 5% sheep
blood agar by aerobic and microaerobic atmosphere, and incubated for 7 days at 37°C. After

24 h of incubation, Pasteurella sp. colonies were observed and identified. After 48 h, it was
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observed >0.5 mm pinpoint colonies on both agars (aero and microaerophilia), similar to
members of Actinomyces genera. Gram and modified Ziehl-Neelsen (ZN) staining were
performed, followed by biochemical testes (table 1).

Antimicrobial susceptibility was determined by the Kirby-Bauer disk diffusion method
[10], using inoculated MHS plates and incubated 48 hours under anaerobic conditions. The
isolate was susceptible to amoxicillin and clavulanic acid (30 pg), ampicillin (10 pg),
azithromycin (15 pg), ciprofloxacin (5 ug), enrofloxacin (5 pg), erythromycin (15 pg),
florfenicol (30 pg), gentamicin (10 ug), penicillin (10 ug), tetracycline (30 pg), moderately
susceptible to sulfamethoxazole + trimethoprim (25 pg), tobramycin (10 pg), streptomycin (10
Mg) and resistant to amikacin (30 pg), metronidazole (50 pg) and neomycin (30 pg).

DNA from colonies was extracted using DNAZzol® reagent (Invitrogen, Life
Technologies, Brazil) according to manufacture instructions. A fragment of the 16S ribosomal
RNA (rRNA) region were amplified by PCR wusing the universal primers 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) and 1492R (5° CGGYTACCTTGTTACGACTT-3")
and cycling conditions as described by Lane [11]. PCR product was sequenced by Sanger
method, using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 genetic analyzer (Applied
Biosystems). The consensus sequence was obtained in the Staden package [12] and compared
with sequences deposited in GenBank using the Basic Local Alignment Search Tool. The
sequence was then deposited in GenBank (SB 92/21 accession n°. OM281739). A phylogenetic
tree based on the 16S rRNA sequences was constructed using the Neighbor-Joining method
with 1,000 bootstrap replicates implemented by MEGA X [13].

The bacterial isolate was identified on the basis of colony morphology, Gram and Ziehl-
Neelsen (ZN) staining characteristics, microscopic morphology, biochemical profile and
molecular analysis.

The colonies of isolate SB92/21 appear as circular, dry and opaque with a translucent
grayish, entire measuring in diameter 0.5-1.0 mm after 72 h at 37°C. After 14 days, mature
colonies appear low convex to umbonate colonies with spiral edges and granular internal
surface structure, entire measuring in diameter and 2.0-4.0 mm (Fig. 1b and 1c). These
characteristics are similar to colonies of member from Actinomyces genus, although are not
identical to any specie [14] (Table 1).

At optical microscopy (1000x), the isolate was Gram-positive pleomorphic rod (Fig.
1d), and at modified Ziehl-Neelsen it was not acid-fast. A simple differentiation can be made

upon ZN examination, since Actinomyces spp. are not acid-fast [16] and Nocardia spp. may be
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partially acid fast [17]. The phenotypic tests identified a non-spore-forming, non-motile,
glucose slow fermenter, catalase producer and cytochrome oxidase negative, similar to
Actinomicetaceae members [9]. The isolate was unable to convert tryptophan into indole and
to hydrolyze esculin. It was negative in nitrate reduction test and did not produced urease.
Glucose, lactose, mannitol, raffinose, sorbitol, sucrose and trehalose were attacked, but not
arabinose, ribose or xylose. Its biochemical profile was not identical, but similar to presented
by B. hordeovulneris previously reported in literature (Table 1).

In order to confirm the isolate genus and specie, it was performed PCR and nucleotide
sequence of 16S rRNA. A comparison of the consensus sequence (1358bp) with other
sequences available on GenBank database (BLASTN tool) showed that the isolate SB 92/21
had the greatest nucleotide identity with a sequence of feline oral Actinomyces sp. (98.97%;
KM461981.1), and with B. hordeovulneris (96.81%; KF030211.1), formerly named
Actinomyces hordeovulneris. Among B. hordeovulneris sequences, the nucleotide identity
ranged from 96.8% (NR_026225.1) to 99.32% (MT510384.1), accepting 85 to 100% of query
cover. At phylogenetic tree, SB92/21 clustered with B. hordeovulneris sequences and apart of
other Actinomyces spp. available in GenBank database (Fig. 2).

According to Schaal et al. [7], Actinomyces spp. can be subdivided into two major (core
cluster 1 and 2) and at least four minor clusters. The first core cluster is formed by high
statistical significance (100% bootstrap value), containing 15 or 17 species. This cluster is
formed by species who share 94-99% sequence similarity, some species strains exhibit >98.5%
similarity cannot be reliably identified by 16S rRNA gene sequence comparison [14]. The
second major cluster (core cluster 2) contains 11 species, with a minor statistical significance
(86% bootstrap value). B. hordeovulneris and Bowdeniella nasicola form an additional pair of
outgroups loosely affiliated with this core cluster. An isolated phylogenetic cluster of B.
hordeovulneris position is consequence of several deviations in the set of 16S rRNA gene
sequence signatures. Nucleotides positions 154:167 (G-U), 839:847 (A-U), and 1308:1329 (U—
A) consists the pattern of 16S rRNA signatures of this outgroup species [14]. SB 92/21 isolated
presented the majority of these nucleotide markers, differing only in 839:847 position (A-U vs.
U-U), however, another B. hordeovulneris (NR026225) sequence also showed this
characteristic.

B. hordeovulneris and Bowdeniella nasicola are closely related species sharing a

similarity value of 93.8 %. There are no group-specific signature nucleotides that would support
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the associations of members of this lineage. Therefore, new sequences of new taxa help to
clarify the taxonomic placement and phylogenetic relationship between this species [15].

The assessment of phenotypical and biochemical findings indicated that the feline
pyothorax was caused by a member of Actinomyces spp., molecularly compatible with B.
hordeovulneris, which was first reported by Buchanan et al. [5] in dogs with thoracic and
abdominal infections. In dogs, infection is commonly associated with the migration of a plant
foreign body into the thoracic or abdominal cavity [6]. Furthermore, this specie is habitant from
oral cavity, and can be isolated from canine dental plaque [18]. In cats, this specie was reported
in the oral microflora of healthy animals [8], and in a gastric inflammatory lesion
(pseudotumour) [19]. In the current report, a foreign body was not identified and the source of
infection could not be determined, as well as the time of infection. We supposed that the stress
caused by anesthesia and intubation may facilitate the pulmonary infection and bacteria
colonization after the surgical procedure.

Pyothorax treatment requires prompt administration of appropriate antimicrobial agents
which should be selected on the basis of identity of the causative organisms and their
susceptibility profiles [20]. The exact identification of causative agent is important for correct
choice of antimicrobial therapy. The successful treatment of actinomycosis depends not only
on the type of clinical manifestation and its localization, but also on the composition of the
concomitant microbial infection [15]. Actinomyces spp. are susceptible to a wide range of beta-
lactam antibiotic and can be resistant to ciprofloxacin, ofloxacin and metronidazole [15]. The
drug of choice for most clinical forms of actinomycosis is penicillin G, and high dose therapy
for weeks to months is generally required for animals with chronic infections [20]. The
relationship between species of Actinomyces spp. and their antibiotic susceptibility is not well-
established due to difficult to compare published results of not standards antibiotic
susceptibility tests [15].

In summary, this work reports the isolation, microbiological and molecular
characterization of B. hordeovulneris isolated from pleural fluid of a cat with pleuropneumonia.
Our results showed minor differences/variations on colonies characteristics and biochemical
tests compared with B. hordeovulneris isolates/strains that could difficult the specie
identification. Molecular identification and characterization may to facilitate and increment the
definitive diagnosis. These findings show that B. hordeovulneris can be a pathogenic

actinomycetes in cats, and the need to include this microorganism as differential diagnosis of
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diseases caused by others branching bacteria. Furthermore, recognition of species of the
microorganism is important to link the course of infection to the disease epidemiology.
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Fig. 1 Morphological characteristic of Buchananella hordeovulneris isolate SB92/21. A) Microscopy
of pleural fluid smear stained with Romanowsky method, showing branched filamentous structures
(arrow) and leucocytes (arrow head). B) Mature colonies of Buchananella hordeovulneris on blood agar
after 14 days of aerobic incubation at 37°C (20x). Granular internal structure can be observed in the
colony center. C) Colonies of Buchananella hordeovulneris presenting dry and opaque colonies with
circular format and spiral edges (10x). D) Bacteria morphology presenting pleomorphic and irregular
rods stained by Gram (1000x).
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Q421308 - Actinomyces oris
JF776392 - Actinomyces oris
MF578812 - Actinomyces naesiundi
MH197011 - Actinomyces viscosus
MF578807 - Actinomyces oris
JFT76388 - Actinomyces naeslundii
JFT76391 - Actinomyces naeslundii
AB528436 - Actinomyces viscosus
MWE41887 - Actinomyces johnsonii
AB545933 - Actinomyces johnsoni
HFE58378 - Actinomyces johnsoni
MW175845 - Actinomyces bowdenii
AJ234039 - Actinomyces bowdeni
NRO41982 - Actinomyces bowdenii
LC086286 - Actinomyces denticolens
LCO8628T - Actinomyces denticolens
KY811802 - Actinomyces gaoshouyii
NR158016 - Actinomyces gaoshouyii
NT453891 - Actinomyces timonensis
o EU484334 - Actinomyces timonensis
NR116233 - Actinomyces timonensis

80 I: NR044862 - Actinomyces bovis

NR108476 - Actinomyces weissii

190 —— NRO26397 - Actinomyces catul
100 !_E NR114732 - Actinomyces catuli
AJ276805 - Actinomyces catul
KC311756 - Actinomyces urogenitalis
NR026364 - Actinomyces urogenitalis
AJ243791 - Actinomyces urogentalis
AJ251986 - Actinomyces radicidentis
NR026379 - Actinomyces radicidentis
KY319388 - Actinomyces radicidentis
KY319385 - Actinomyces haliotis
KC196072 - Actinomyces haliotis
NR133686 - Actinomyces haliotis
MW527126 - Actinomyces dentalis
NR026633 - Actinomyces dentalis
DQO72005 - Actinomyces ruminicola
AJ507295 - Actinomyces oricola
NR026559 - Actinomyces oricola
AB626631 - Actinomyces oricola
EF558367 - Actinomyces massiliensis
NR044288 - Actinomyces massiliensis
AB545834 - Actinomyces massiliensis
AF479270 - Actinomyces isracli
MT436846 - Actinomyces israeli
NR114401 - Actinomyces israelii
NW714919 - Actinomyces gerencseriae
LNB24398 - Actinomyces gerencseriae
LT221130 - Actinomyces gerencseriae
— MT256276 - Actiomyces graevenitzii
100 L— NR042167 - Actinomyces graevenitzii
95 — AN084230 - Gleimia europaea comb. nov.
NR114971 - Gleimia europaca comb. nov.
NR026363 - Gleimia europaca comb. nov.
KF030210 - Gleimia coleocanis comb. nov.

Cluster 1

NR028905 - Gleimia coleocanis comb. nov.

NR119012 - Winkia neuii subsp anitratus comb. nov.

NR 119011 - Winkia neuii subsp neuii comb. nov.

X71861 - Winkia neuii subsp neuii comb. nov.

IN713416 - Actinomyces sp. canine oral taxon

KM461981 - Actinomyces sp. feline oral taxon

® 0281739 - Buchananella hordeovulneris comb. nov.
MT510384 - Buchananella hordeovulneris comb. nov
MT510358 - Buchananella hordeovulneris comb. nov.

MT510354 - Buchananella hordeovulneris comb. nov.
WMT492107 - Buchananella hordeovulneris comb. nov.
KF030211 - Buchananella hordeovulneris comb. nov.
NRO026225 - Buchananelia hordeovulneris comb. nov.
AB849332 - Bowdenia nasicola comb. nov.

NRO025568 - Bowdenia nasicola comb. nov.
AF433168 - Pauljensenia hongkongensis comb. nov.
NRO025200 - Pauliensenia hongkongensis comb. nov.
AJ276405 - Boudabousia marimammalium comb. nov

Cluster2

NR025395 - Boudabousia marimammalium comb. nov.

NR114731 - Boudabousia marimammalium comb. nov.
KF030202 - Schaalia canis comb. nov.
KF030207 - Schaalia canis comb. nov.
AYB27887 - Schaalia canis comb. nov.
GU561321 - Schaalia meyeri comb. nov.
KC522297 - Schaalia meyeri comb. nov.
X82451 - Schaalia meyeri comb. nov.
AJ234040 - Schaalia odontolytica comb. nov.
MF578824 - Schaalia odontolytica comb. nov.
FR874095 - Schaalia hyovaginalis comb. nov.
LT160963 - Schaalia hyovaginalis comb. nov.
HES577000 - Schaalia hyovaginalis comb. nov.
HM210084 - Schaalia turicensis comb. nov.

X78720 - Schaalia turicensis comb. nov.
JQ031122 - Schaalia funkei comb. nov.
HQ906497 - Schaalia funkei comb. nov.
JQ031125 - Schaalia funkei comb. nov.
FN396975 - Nocardia asteroides

Fig. 2 Phylogenetic tree based on partial sequence of 16S rRNA region. The evolutionary history was
inferred using the Neighbor-Joining method with 1000 bootstrap replicates. The evolutionary distances
were computed using the Kimura-2-parameter method and implemented by MEGA X. Values > 80%
are shown. SB92/21 (identified with an orange circle) sequence clustered with B. hordeovulneris and
apart of Actinomyces spp. sequences available in Genbank database.
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Table 1 Morphological and phenotypical characteristics of Actinomicetes recovered from feline

infections.®

2 2
2 S g g
§ 8§ ¢ g £ i 38
5 5 s S 2 s S 5
< ° E © > <= m =
< < wn wn < m (7] oM
Cells coccoid or coccobacillary - - d (d) - - -
Cellular morphology (irregular - (+) d + + + +
rods)
Macrocolony size
<2mm d + + + d d tl
> 2mm d - - - d d t2
Acid production from:
L-Arabinose - - nr nr - - -
Cellobiose nr -1 (+) - - - + nr
D-Glucose + + + + + + +
Lactose + + d d + (+) + +
D-Mannitol - d - - - - +
D-Raffinose + + - - +/ - +) +
D-Ribose + +/ - + d - - R
D-Sorbitol - - - - - nr +
Maltose + + d d + + +
Sucrose + + + d + nr +
Trehalose + - - d + +
D-Xylose - - + d - + -
Hydrolysis of esculin + + -/ + d + + -
Urease - nr d - nr - -
Catalase production + - - - + (+) (+)
Nitrate reduction + + - + d - -
B-Hemolysis - - nr nr - - (+)

aSymbols: +, positive/ present; -, negative/ absent; (+), weakly positive; +/-, predominantly positive/
present; -/+, predominantly negative/ absent; d, strain differences; tt, colonies after 7 days; t?, colonies

after 14 days; nr, not reported.

® Data based from Schaal & Yassin [14].
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4 CONCLUSAO

Os actinomicetos sdo bactérias de dificil isolamento, com isso, a colaboracdo do
historico e suspeita sdo fundamentais para o sucesso do cultivo laboratorial. Buchananella
hordeovulneris pode ser capaz de causar efusao pleural com caracteristicas tipicas de infeccéo
por Actinomyces spp. e Nocardia spp., assim como desencadear sinais clinicos respiratorios em
gatos semelhantes aos causados por essas bactérias, por isso B. hordeovulneris deve ser
considerada no diagndstico diferencial.

Este trabalho demonstra a importancia da caracterizacdo fenotipica, morfologica e
molecular para o estudo de espécies reclassificadas recentemente, tendo em vista que podem
ocorrer variacOes entre isolados de B. hordeovulneris de felinos e caninos, fornecendo assim
informacBes que contribuem para a caracterizacdo dessa espécie. Com isso, este trabalho
contribui também para compreender a importancia epidemioldgica na medicina veterinaria de

espécies que ndo sao frequentemente descritas e que podem estar sendo subdiagnosticadas.
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