UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE HIGIENE VETERINARIA E SAUDE PUBLICA

CARACTERIZACAO FENOTIPICA, GENOTIPICA E
TERMORRESISTENCIA A FERVURA EM LINHAGENS DE
Nocardia spp. ISOLADAS DE ANIMAIS DOMESTICOS E

HUMANOS

LARISSA ANUSKA ZENI CONDAS

BOTUCATU, SP
MARCO/ 2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE HIGIENE VETERINARIA E SAUDE PUBLICA

CARACTERIZACAO FENOTIPICA, GENOTIPICA E TERMORRESISTENCIA
A FERVURA EM LINHAGENS DE Nocardia spp. ISOLADAS DE ANIMAIS
DOMESTICOS E HUMANOS

LARISSA ANUSKA ZENI CONDAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés
Graduacao do Curso de Medicina Veterinaria
da FMVZ - UNESP Botucatu, visando
obtencdo do titulo de Mestre, na area de
Saude Animal, Saude Publica Veterinaria e

Seguranca Alimentar.

ORIENTADOR: PROF. DR. MARCIO GARCIA RIBEIRO

BOTUCATU,SP
MARCO/ 2011



Ficha catalogréafica elaborada pela Secado Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informacao Divisdo Técnica de Biblioteca e Documentacéo - Campus De Botucatu - UNESP
Bibliotecaria responsavel: Sulamita Selma Clemente Colnago - CRB 8/4716

Condas, Larissa Anuska Zeni.

Caracterizacao fenotipica, genotipica e termorresisténcia a fervura em
linhagens de Nocardia spp. isoladas de animais domésticos e humanos / Larissa
Anuska Zeni Condas. - Botucatu, 2011

Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2011

Orientador: Marcio Garcia Ribeiro

Capes: 50502034

1. Animais domésticos - Doencas - Diagndstico. 2. Diagnéstico microbioldgico.

Palavras-chave: Animais de companhia; Animais de producéo; Nocardia sp;
Mastite bovina; Termorresisténcia




DEDICATORIA

Dedico esta dissertacao

A Deus,

Inspiragéo de fé, bondade e respeito ao proximo

Aos meus pais Luiz Carlos Condas e Sara Jane Soares Zeni Condas

por me mostrarem o valor do amor, da honestidade e do conhecimento

Aos meus avos Ana Elizabeth Harttman, lolanda Harttman Condas,

Armando e Enedina Zeni , Carmela e Emilio Zeni

por respresentarem o que espero como familia e por serem meu refugio de carinho
Ao meu esposo Guilherme Borges Bond

pelo amor, incentivo, cumplicidade e companheirismo

Aos animais

Aos quais devo meu desgjo incodicional de aperfeicoamento e vontade de um mundo
onde todos 0s seres sejam respeitados como iguais.

Obrigada por fazerem parte da minha vida



AGRADECIMENTOS

** Ao Professor Marcio Garcia Ribeiro, por acreditar na minha capacidade em realizar

este trabalho e por conduzir meus passos em mais uma etapa profissional;

** Ao Professor Marconi Rodrigues de Farias, da Pontificia Universidade Catélica do
Parand, colaborador deste trabalho. Sempre serei grata ao seu empenho na minha

formagéo, aos conselhos e a amizade;
** A FAPESP pelo finaciamento deste projeto;

* A Professora Marisol Domingues Muro, Universidade Federal do Parana — Hospital
de Clinicas, pelo carinho e amizade ao longo da minha formagéo; e pela cessdo de
linhagens para este trabalho;

** A Professora Agueda Castagna Vargas, Universidade Federal de Santa Maria, pela
colaboragdo essencial no levantamento de dados e cessdo de linhagens para este
trabalho;

** A Dra. Karen Spadari, da Universade Federal de S&o Paulo; e a Dra. Lia Luft, do
Instituto Adolf Lutz; e ao Professor Carlos Eduardo Larsson, da Universidade de
Sdo Paulo; Dra. Priscilla Melville, da Universidade de S& Paulo; Dra. Sonia
Biesdorf, do Laboratdrio Marcos Enrietti — Parand, pela cesséo de linhagens;

** Ao Professor Tohru Gonoi, do Centro de Estudos de Micologia e Actinomicetos da
Universidade de Chiba, Japdo, pela realizacdo da identificagdo molecular e pela
possibilidade de estudos em cooperagao;

** Ao professor Rogério Giuffrida, Universidade do Oeste Paulista, pelo auxilio com

tratamento estatistico dos resultados;

** Ao Professor José de Almeida Paes de Almeida Nogueira Pinto pelas orientagdes na

realizacdo deste trabalho;



Vi

** Ao Professor Antonio Carlos Paes pelas orientagdes em laboratorio e sala de aula, bem

como, pelo convivio agradavel;

** A professora Sandra Moraes de Gimenes Bosco, pela amizade e carinho; além do
incentivo nos estudos da biologia molecular e mutua paixdo pela micologia

veterinaria.

** Ao técnico do laboratdrio de Microbiologia da FMVZ-UNESP/ Botucatu, Fernando
José Paganini Listoni, por ensinar-me a elaborar as ferramentas necessarias na

realizagdo deste trabalho.

** Aos pés-graduandos Tatiana Salerno, Thays Mizuki Lucas, Thiago Zamprogna,
Amanda Keller Siqueira, Marta Catarina Fernandes, Marilia Masello Junqueira
Franco, pela imensuravel ajuda na realizacdo deste trabalho e principalmente pela

amizade inestimavel que ajudam a suportar a distancia de casa.

** As pos-graduandas Mariana Isa Palumbo Poci, Ariani Cristina e Veronica Oliveira,

Jaqueline Kurissio pela companhia agradavel ao longo desses dois anos.

** Aos meus queridos amigos, ainda que distantes, Lilian Parabocz, Camila Franco de
Carvalho, Savia Calyne Santos Paiva, Palloma Rose, Janaina Berbere Doro, Victhor
Falcdo, Alyne Sant’Anna, Carine Budziak Dangelo, Rodrigo Friesen, que sempre me

deixam saudades;

** A todos os funcionarios, demais residentes e pés-graduandos do Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica, pela colaboragdo, convivio e respeito
profissional nas atividades do ambiente de trabalho.

** A minha familia — pais, av6s, primos, sogros, tios, cunhados — que me deram apoio nos

momentos dificeis e me trouxeram muitas alegrias.

* A todos os meus “afilhados bichos” de Botucatu, Pietra, Pandora, Thor, Belinha,
Junior, Catifunda, Kyoto, Nhanhau, Olivia, Thoru, Rambo, Tochi, Tubaina, Fifi e a
minha querida “irm& felina” Ludovica Anabella Zeni Condas e aos meus filhotes
Athos e Basko Bond pela receptividade cativante e companhia feliz.



Vii

LISTA DE ANEXOS

Anexo 1 — Sequéncia sugerida na identificacdo fenotipica de espécies de

Nocardia provenientes de isolados clinicos. ...........ccceeeeeeeiiiiiinnnn. 66

Anexo 2 — Substratos utilizados na diferenciacao fenotipica de espécies do

(o<1l o\ Lo Tox= 1o [ - VAN 85

Anexo 3 — Interpretacdo dos halos de inibicdo na prova de difusdo com discos

para bactérias fastidiosas aerébicas. ............ccccevvvviiiiiieeeeeeeiieiinnn, 86

Anexo 4 — Valores de referéncia para interpretacdo da concentracao inibitoria

minima para bactérias aerdbicas fastidiosas. .............cccceeeevvvinnnnn 87

Anexo 5 — Molecular identification and termorresistance to boiling of Nocardia
nova from bulk tank milk — Short Communication (Research in

VeteriNary SCIENCE) .......uuuuu e 88

Anexo 6 — Normas para publicacdo da Revista Research in Veterinary

Yol (=] 4 (o <Y PRTRPRTR 92



vii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Padrdes de sensibilidade aos antimicrobianos em espécies do

OENEI0 NOCAIIA. .. .cccvviiieeeiiii e e 8

Tabela 2 — Distribuicdo de diferentes afec¢cdes em 88 linhagens de Nocardia sp

isoladas de animais domésticos. Botucatu, SP, 2011................... 29
Tabela 3 — Distribuicdo de diferentes afeccoes em sete linhagens de
Nocardia sp isoladas de humanos. Botucatu, SP, 2011. ............ 29

Tabela 4 — Identificacao fenotipica de 95 linhagens de Nocardia spp obtidas de

afeccdes de animais domésticos e humanos. Botucatu, SP, 2011. 41

Tabela 5 — ClassificagBes bioguimicas concordantes e discordantes com 0s
métodos moleculares de 95 linhagens de Nocardia sp. Botucatu,
SP, 2001 oo 42

Tabela 6 — Perfil geral de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de
difusdo com discos, em 95 linhagens de Nocardia spp isoladas de

animais domésticos e humanos. Botucatu, SP, 2011. .................. 44

Tabela 7 — Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de difusdo com
discos, em sete linhagens de Nocardia spp isoladas de humanos.
Botucatu, SP, 2011. ... 45

Tabela 8 — Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de difusdao com
discos, em 88 linhagens de Nocardia spp isoladas de animais
domeésticos. Botucatu, SP, 2011. ........cccooviiiiiiiiiiiee e 47



Tabela 9 — Concentracdo inibitéria minima geral de 95 linhagens de
Nocardia spp isoladas de animais domeésticos e humanos.
Botucatu, SP, 2011 ... 49

Tabela 10 — Concentracgdo inibitéria minima de sete linhagens de Nocardia spp
isoladas de humanos. Botucatu, SP, 2011. ........ccccccceieveeeeeieeeennnns 49

Tabela 11 — Concentracao inibitéria minima de 88 linhagens de Nocardia spp

isoladas de animais domésticos. Botucatu, SP, 2011................... 50

Tabela 12 — Valores de CIM responsaveis pela inibicdo dos 95 isolados de
Nocardia spp. Botucatu, SP, 2011. ..........ccoiiiiiiiiiieiiiiiine e 51

Tabela 13 — indices Kappa (k) de concordancia entre os métodos de disco-
difusdo com disco E-test para avaliacdo de resisténcia microbiana,
significancia estatistica (p) e interpretacdo de resultados para seis
antimicrobianos avaliados. Botucatu, SP, 2011 ..........ccccccvvvvnnnnnn.. 51



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Fotos obtidas em microscopia eletrénica de varredura das espécies
N. nova e N. farcinica provenientes de afeccbes em animais
domésticos, em a aumentos de 2336 x (A) e 4957 x (B). Botucatu,
SP, 2001 oo 52

Grafico 1 — Percentuais de linhagens viaveis de Nocardia spp isoladas de
animais domésticos e humanos submetidas a condicbes de
fervura. Botucatu, SP, 2011. .......coouviiiiiiiiiieii e 53



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Hg - micrograma

uL - microlitro

Aids - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

Agua Milli Q™ - agua purificada pelo sistema Milli Q da Millipore Corporation
API® - Applied system for microorganisms identification
BCYE - Buffered charcoal yeast extract

BLAST - Basic local alignment search tool

CIM - concentracao inibitéria minima

CMT - California mastitis test

EUA - Estados Unidos da América

Etest® - método para determinacéo de CIM fabricado pela BioMérieux
FMVZ - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
GenBank - banco de dados de sequéncias nucleotidicas
HCI - acido cloridrico

K - indice kappa

kDa - quilodaltons

kg - quilograma

®/™ - marca registrada

> - maior que

< - menor que

mg - miligrama

mL - mililitro

mm - milimetro

mM - miliMolar

Xi



Xii

NCCLS/ CLSI - National Comittee for Clinical Laboratory Standards/ Clinical

and Laboratory Standards Institute

n° - ndmero

oC - graus Celsius

ORVA - obstrucao recorrente das vias aéreas
P - sgnificancia estatistica

PCA - Plate count agar

PCR: reacdo em cadeia pela polimerase
PMN: polimorfonucleares

%: porcentagem

RFLP: Restriction fragment lengh polimorfism
rpm: rotacdes por minuto

rRNA/ rDNA: &cido ribonucleotidico ribossomal
SID: uma dose ao dia

SMX-TMP: sulfametoxazol/ trimetoprim

SOD: superoxido dismutase

UFC: unidades formadoras de colonia

UNESP: Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

* Em virtude do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas seguem sua grafia

no inglés.



Xiii

RESUMO

CONDAS, L.AZ. Caracterizagcdo fenotipica, genotipica e
termorresisténcia a fervura em linhagens do género Nocardia spp
isoladas de animais domésticos e humanos. 2011, 104p, dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,
SP.

Nocardia é um microorganismo ubiquo, relacionado a processos
piogranulomatosos supurativos de dificil resolucao terapéutica em humanos e
animais. Foi investigada caracterizacdo fenotipica, genotipica, perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos, e termorresisténcia a fervura em 95
linhagens de Nocardia spp. provenientes de animais domésticos e humanos.
Em animais de producédo a afeccdo mais comum foi mastite bovina identificada
em 71 linhagens (74,73%). Em animais de companhia obteve-se mais
isolamento nos cédes com 12 linhagens (12,63%), principalmente de tecido
cutaneo. Foram estudados sete isolados de Nocardia spp. obtidos de humanos,
com quadros cutdneos e neurolégicos. A caracterizacdo molecular e analise
filogenética realizada por PCR da fracdo 16S rRNA identificaram as seguintes
espécies: Nocardia nova (68,42%), Nocardia farcinica (13,68%), Nocardia
cyriacigeorgica (4,58%), Nocardia puris (3,67%), Nocardia veterana (3,67%),
Nocardia africana (2,10%), Nocardia asiatica (0,91%) e Nocardia arthritidis
(0,91%). A ocorréncia de multirresisténcia a trés ou mais e a cinco ou mais
antimicrobianos ocorreu em, respectivamente, 42,88% e 14,28%. A
comparacao entre perfil de sensibilidade por disco-difusdo e concentragéo
inibitdria  minima mostrou correlacdo fraca, exceto para amicacina. Na
avaliacao da termorresisténcia a fervura foi observado reisolamento de 84,21%
das linhagens apds atingir 100°C no leite, 50,52% apdés um minuto de fervura a
100°C e 2,10% apds cinco minutos. Depreendeu-se no estudo alta similaridade
entre linhagens de Nocardia sp. isoladas de animais domésticos e humanos,

elevada multirresisténcia aos antimicrobianos utilizados na terapia da
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nocardiose em animais € humanos, e a termorresisténcia a fervura do leite,

ressaltando riscos de consumo do leite de animais com nocardiose mamaria.

Palavras-chave: Nocardia sp., nocardiose, animais de companhia, animais de

producao, termorresisténcia
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ABSTRACT

CONDAS, L. A. Z. Phenotypic and genotypic characterization and
thermorressitance to boiling of strains of the Nocardia spp. genus
isolated from domestic animals and humans. 2011, 104p, dissertation
(Masters degree) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,
SP.

Nocardia is an ubiquitous microorganism, environmental, related to supurative
pyogranulomatous of difficult treatment in humans and domestic animals. The
phenotypic and genotypic characterization, antimicrobial susceptibility profile
and thermorresistance to boiling of 95 strains of Nocardia spp., from both
domestic animals and humans, were investigated. In production animals the
most common affection was the bovine mastitis, identified in 71 strains
(74,73%). Among the small animal, most of the isolates were from dogs, a total
of 12 strains (12,63%), especially from cutaneous manifestations. Seven
isolates were obtained from humans, with emphasis for cases with cutaneous
and neurological signs. The molecular characterization and the phylogenetic
analysis made through PCR of the 16S rRNA resulted in the identification:
Nocardia nova (68,42%), Nocardia farcinica (13,68%), Nocardia cyriacigeorgica
(4,58%), Nocardia puris (3,67%), Nocardia veterana (3,67%), Nocardia africana
(2,10%), Nocardia asiatica (0,91%) and Nocardia arthritidis (0,91%). The
occurrence of multi-resistance to three or more and five or more antimicrobials
was observed in 42,88% and 14,28%of the studied strains, respectively. The
comparison between the susceptibility profile through disc diffusion and the
minimum inhibitory concentration showed a weak correlation, except for
amikacin. In the evaluation of thermorresistance to boiling 84,21% of the
strains were re-isolated after reaching 100°C in milk, 50,52% after boiling for
one minute at 100°C and 2,10% after boiling for 5 minutes. This study showed
high similarity between Nocardia sp. strains isolated from domestic animals and
humans, increased multi-resistance to some of the most used antimicrobials in

the therapy of nocardiosis in animals and humans, thermorresistance to the



XVi

boiling conditions of milk, emphasizing the risk of consuming products from

animals with mammary nocardiosis.

Keywords: Nocardia sp., nocardiosis, companion animals, production animals,

thermoresistance.
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1 INTRODUCAO

Os actinomicetos aerdbicos compdem grupo complexo de bactérias.
Nocardia, Rhodococcus, e Corynebacterium sdo 0os géneros mais patogénicos
para os animais e humanos (Radostitis et al.,, 2007). As infec¢cdes pelos
actinomicetos nos animais e humanos sao caracterizadas por lesdes
abscedantes, piogranulomatosas, de evolucdo crbnica, de dificil resolucéo
terapéutica (Beaman e Beaman, 1994; Lerner, 1996). O género Nocardia
compreende microrganismos ubiquos, encontrados principalmente no solo,
matéria organica, plantas e agua.

Nos ultimos anos, a nocardiose tem sido considerada em varios paises
como doenca emergente (Acha e Szyfres, 2003; Corti e Villafafie-Fioti, 2003;
Edwards, 2006; Radostits et al., 2007). Classicamente, Nocardia asteroides (N.
asteroides) é reconhecida como a espécie mais patogénica para humanos e
animais. Manifestacdes clinicas atipicas do microrganismo, ou mesmo a
similaridade microbioldgica ou clinica com outros actinomicetos, tem resultado
provavelmente no subdiagnéstico da doenca em medicina humana e
veterinaria. A patogenicidade do género Nocardia € atribuida a localizagédo
intracelular do organismo nos fagocitos, a inducdo de reacles
piogranulomatosas, a resisténcia aos antimicrobianos convencionais, e ao
comportamento oportunista do agente, exacerbado em animais e humanos
imunossuprimidos (Acha e Szyfres, 2003).

As lesbes tegumentares e pulmonares sdo as principais manifestacoes
clinicas da nocardiose em animais de companhia. A infeccdo em cées e gatos
geralmente é secundaria a penetracdo percutdnea do organismo, ou por
inalacdo apds aerossolizacdo, em ambientes excessivamente secos
(Kirpensteijn e Fingland, 1992). No Brasil, os estudos com a nocardiose em
animais de companhia sdo pontuais, ficando restritos basicamente aos relatos
de caso, fato que dificulta o esclarecimento do real impacto da doenca em caes
e gatos no pais (Ribeiro et al., 2002; 2008).

A mastite bovina € a principal manifestacdo clinica da nocardiose em
animais de producdo. Nocardia sp. sdo microrganismos considerados de

origem ambiental na infeccdo mamaria de animais de producdo. A nocardiose
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mamaria é encontrada comumente em animais provenientes de propriedades
com deficiéncias no manejo higiénico da ordenha, com excesso de material
organico no ambiente entre—ordenhas, apds contaminacdo da agua utilizada na
sala de ordenha, ou contaminagdo na terapia intra—mamdaria (Radostits et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008).

No Brasil, pouca énfase tem sido dada a nocardiose mamaria.
Interessantemente, 0s poucos estudos realizados no pais tém apontado
reiteradamente para o crescimento da casuistica e para a gravidade dos
processos mamarios envolvendo o género Nocardia (Costa et al., 1996b; Costa
et al.,1998). A cronicidade da infeccdo mamaria, a alta capacidade de
disseminacéao intra—rebanho, a refratariedade a terapia, somados ao potencial
zoongtico do agente, tem resultado na recomendacdo da ablagdo quimica dos
tetos acometidos ou mesmo no descarte do animal (Ribeiro et al., 2008).
Ademais, investigacbes “in vitro” da termorresisténcia de linhagens de
N. asteroides isoladas de vacas com mastite no Brasil, mostraram que o
microrganismo resiste as condi¢cdes do binbmio tempo/temperatura utilizadas
no processo convencional da pasteurizacdo lenta e rapida (Costa et al., 1996a),
podendo ser agrupada como representante dos patdogenos termoduricos de
importancia no controle da qualidade do leite (Robinson et al., 2000). A fervura
do leite € um dos procedimentos mais antigos recomendados para a inativagdo
de microorganismos patogénicos no leite (Furlanetto et al., 2009). Entretanto,
dentre a literatura consultada, ndo existem no pais estudos conduzidos na
avaliacao do efeito da fervura, frente a isolados de Nocardia sp. obtidos do leite
de animais. Com efeito, a termorresisténcia de Nocardia sp. merece
preocupacdo por parte dos profissionais de saude e da area de qualidade do
leite, em virtude dos riscos de transmissao do patégeno para os humanos pelo
leite, mesmo submetendo o produto ao tratamento térmico convencional
(Ribeiro et al., 2008).

A nocardiose em animais e em humanos se notabiliza pela
refratariedade a terapia convencional. Sulfonamidas—trimetoprim,
cefalosporinas, amicacina, ampicilina, imipeném e minociclina sdo farmacos
que apresentam boa efetividade “in vitro”. Contudo, a terapia “in vivo” néo

apresenta resultados satisfatorios, provavelmente pela dificuldade dos
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antimicrobianos convencionais atingirem concentragdes terapéuticas no interior
dos piogranulomas (Edwards, 2006; Radostits et al., 2007). Paralelamente,
tem—se dado énfase ao aumento da multirresisténcia aos antimicrobianos por
linhagens de Nocardia sp. isoladas de animais e de pacientes humanos, tanto
no Brasil como em outros paises (Saubolle e Sussland, 2003; Glupczynski et
al., 2006; Ribeiro et al., 2008).

A nocardiose humana é considerada doenca emergente em diferentes
paises, incluindo no Brasil (Corti e Villafafie—Fioti, 2003; Chedid et al., 2007;
Agterof et al., 2007). As infeccdes pelo género Nocardia sdo reconhecidas
como oportunistas. Predominam em certos grupos de risco ou de
vulnerabilidade, que possuem em comum, doencas de base
imunossupressivas (hepatopatas, lupus, tuberculose, acometidos por
neoplasias), em pacientes submetidos a tratamentos com farmacos
imunossupressores (transplantados) ou envolvidos em comportamento de risco
a saude (dependentes quimicos). Nas ultimas décadas, é crescente também a
preocupacao dos profissionais sanitaristas quanto a coinfeccdo de Nocardia sp.
em individuos acometidos pelo virus da imunodeficiéncia adquirida — Aids
(Castelli et al., 1994; Acha e Szyfres, 2003), incluindo o Brasil (Castro et al.,
1999; Silva et al., 2000). Sugere—se que a principal forma de transmissdo do
género Nocardia para os humanos seria representada pela contaminagéo de
lesbes tegumentares ou pela inalagdo de bactérias, ap0s aerossolizagdo em
ambientes excessivamente secos e contaminados. Entretanto, permanece
incerto o risco do contato com animais domésticos na transmissao da
nocardiose para os humanos, a despeito da descricdo recente de casos de
transmissdo do microrganismo para os humanos, secundaria a arranhadura e
mordedura de gatos (Beaman e Sugar, 1983; Sachs, 1992; Bottei et al., 1994).
Outras incerteza se encontra no papel no consumo do leite proveniente de
vacas com mastite, sendo sugerida a contaminacdo através deste alimento
apenas por Pier et al.(1961).

A classificagdo dos microrganismos do género Nocardia foi objeto de
grande controvérsia entre os taxonomistas. Recentemente, foi sugerida nova
classificacdo do género com base em caracteristicas fenotipicas e moleculares
(Kiska et al., 2002; Roth et al., 2003; Conville e Witebsky, 2004). N. asteroides,
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Nocardia  brasiliensis  (N.  brasiliensis), Nocardia  otitidiscaviarum
(N. otitidiscaviarum) e Nocardia nova (N. nova) sdo as espécies do género
Nocardia mais patogénicas para humanos e animais domeésticos (Acha e
Szyfres, 2003; Edwards, 2006; Radostits et al., 2007). Recentemente, a andlise
genética das linhagens de Nocardia spp isoladas de animais e humanos, tem
permitido a confirmacéo da classificacdo fenotipica, bem como a proposta de
novas espécies (Kageyama e Mikami, 2007).

Estudos realizados no Brasil constataram certa similaridade entre as
espécies de Nocardia isoladas de vacas com mastite e de cdes com lesdes
tegumentares, e as espécies do patégeno identificadas em pacientes humanos,
com e sem imunossupressdo, acometidos pelo microorganismo (Chedid et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008). Contudo, ndo existem estudos no pais comparando
as caracteristicas genotipicas e/ou de viruléncia em grande numero de
linhagens de Nocardia sp. isoladas de humanos e animais domésticos (Ribeiro
et al., 2008). Certamente que investigacfes desta natureza poderiam contribuir
no esclarecimento da epidemiologia das infec¢des por Nocardia sp. no Brasil, e
subsidiar provaveis acdes de controle e profilaxia, bem como os riscos em
saude publica da doenca.

Com efeito, 0 presente estudo investigou as principais caracteristicas
fenotipicas (caracterizacdo de espécies, morfotintoriais e de microscopia
eletrdnica), identificacdo molecular e andlise filogenética, a multirresisténcia
aos antimicrobianos e a termorresisténcia a temperatura de fervura, em
linhagens de Nocardia sp. isoladas de vacas com mastite, de diferentes
afeccdes em cées e gatos, e de pacientes humanos acometidos por nocardiose

no Brasil.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Taxonomia e propriedades gerais do género Nocardia

As espécies de Nocardia sdo bactérias Gram-positivas, sob a forma de
cocobacilos ou de filamentos ramificados. S&o organismos ubiquos,
encontrados no solo, terra, vegetais ou na agua (Beaman e Beaman, 1994).

O isolamento do microrganismo é obtido em aerobiose ou microaerofilia
nos meios convencionais de agar sangue ovino ou bovino que, a partir de 72
horas, a 37°C, mostram coldonias de um mm de didmetro. As colbnias séo
ressecadas, convexas, aderidas ao meio, de aspecto pulverulento (“p6 de giz”),
de tonalidade geralmente branca mas, que com o envelhecimento das culturas,
podem assumir tonalidades que variam de branco, amarelo, alaranjado,
acastanhado ou rdseo, além do enrugamento central das colénias (Brown e
McNeil, 2003; Brown-Elliot et al., 2006).

No agar Sabouraud dextrose sdo observadas entre 3 a 5 dias, em
aerobiose a 37°C, mostrando colbnias de aspecto circular, imidas, convexas,
nas mesmas tonalidades supracitadas. Outros meios também podem ser
utilizados no isolamento como agar infusdo cérebro-coracdo, agar nutriente,
agar Sabourad dextrose sem cloranfenicol e agar Lowenstein-Jensen. Quando
0s espécimes clinicos provém de locais demasiadamente contaminados —
como micetomas cutaneos fistulizados —, pode-se optar pelo cultivo em meios
enriguecidos e suplementados com antimicrobianos, como o Thayer Martin e 0
Agar BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract). Outra forma de se obter a
descontaminacdo é obtida pela diluicdo do espécime clinico em solugdes de
baixo pH previamente a semeadura em agar, semelhante a descontaminacéo
recomendada para isolamento de Mycobacterium sp. (Vickers et al., 1992;
Brown-Elliott, 2006).

Apés algumas horas de multiplicacdo nos meios de cultura, o
microrganismo sofre o processo denominado de “fragmentacao”, modulando—
se em organismos filamentosos ou ramificados. O processo de fragmentacéo,
formacao de “micélios aéreos” ou “pseudo-hifas” gera o aspecto macroscopico

“pulverulento ou aveludado” das colbnias. O microrganismo multiplica-se em
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ampla variedade de temperatura (20 a 45°C), com ideal ao redor de 37°C
(Corréa e Corréa, 1992; Quinn et al., 1994; Beaman e Beaman, 1994). Nos
métodos tintoriais classicos (Gram, Panoético, Giemsa) os microrganismos do
género Nocardia se apresentam como bactérias Gram—postivas, sob a forma
de cocobacilos delicados ou pleomorficos, caracteristicamente ramificados,
lembrando “raiz de arvore”. Sdo imdveis, ndo esporulados, catalase e oxidade—
positivos, e parcialmente acido—resistentes, propriedade que permite a
caracterizacdo do género utilizando os métodos tintoriais de Kinyoun ou Ziehl-
Neelsen modificado (Corréa e Corréa, 1992; Quinn et al., 1994). Na coloracao
modificada de Kinyoun o microorganismo pode apresentar ramificacdes
fracamente alcool-acido resistentes. Colbénia velhas podem apresentar aumento
de formas cocobacilares de Nocardia, dificultando o diagnéstico por
profissionais ndo familiarizados com a bactéria (Brown-Elliott et al., 2006).

A histéria taxonbmica do género Nocardia possui controveérsias. O
organismo foi inicialmente isolado por Edmond Nocard, em 1888, em bovino
acometido por linfadenite caseosa. Em 1889, Trevisan caracterizou e nomeou 0
agente como Nocardia farcinica. Posteriormente, Gordon (1974) identificou
linhagens do actinomiceto com caracteristicas fenotipicas similares, que
culminaram com a reclassificacgdo como Nocardia asteroides. Em 1969,
Tsukamura identificou diferencgas fenotipicas inclusive dentro do grupo indicado
como N. asteroides. Gordon, Mihn, Goodfelow e Mishra (1980) desenvolveram
varias provas bioquimicas, utilizadas até os dias atuais, que possibilitam a
identificacdo fenotipica de algumas espécies (Brown-Elliot et al., 2006). Essas
provas incluiam a observacdo das colbnias, a hidrolise de proteinas, a
assimiliacdo de agucares e cromatografia de fracdes de parede celular.

Ha aproximadamente 15 anos, apenas trés espécies e um complexo
(N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum, N. transvalensis e complexo N. asteroides)
eram bem definidos utilizando como base da identificacdo a hidrolise de
xantina, hipoxantina, caseina e tirosina, e a utilizacdo de agucares segundo
Goodfellow (Kiska et al., 2002; Brown-McNeil, 2003). Esses meios, geralmente
nado estdo disponiveis comercialmente, sdo mantidos por trés semanas

incubados a 25°C-35°C, para permitirem a classificacdo do microrganismo.
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A necessidade de estudos de epidemiologia e viruléncia estimulou maior
investimento na determinacéao das espécies, culminando com a elaboracdo de
“kits” para o diagnéstico fenotipico (Kiska et al., 2002). As provas adicionadas
ao diagnéstico fenotipico classico passiveis de manufatura em laboratério
incluem hidrélise da esculina, liquefacdo de gelatina, opacificacdo do meio
Middlebrook, reducdo de nitrato, hidrolise da acetamida, presenca de
arilsulfatase, além da andlise do acido mesodiapimélico e da identificacdo de
mesoquinona (Brown e McNeil, 2003; Winn et al., 2005; Wauters et al., 2005).

A termotolerancia é outra caracteristica comum a varios actinomicetos,
apesar do aumento da temperatura induzir mudancas morfolégicas que
impedem o crescimento em micélio aéreo, culminando em colénias em forma
de “cogumelos” (Erikson, 1955). No entanto, este fenbmeno ndo é deletério
para os actinomicetos, o que torna a multiplicacdo de espécies de Nocardia a
45°C valiosa em etapas decisivas na classificacdo bioquimica e como auxilio
na idenificacdo molecular (Conville e Witebsky, 2004; Brown-Elliott et al., 2006)

Dentre os “kits” estdo disponiveis comercialmente para o diagnoéstico API
ID 32C*, API Coryne', API RapID CB Plus’, e mais recentemente o API 20C
AUX', bem como painéis com substratos cromogénicos APl ZYM!, ANA*
(Rapid Anaerobe ldentification) e HNID* (Haemophilus-Neisseria Identification).
Porém, o APl 20 C AUX ainda é o “kit” que possui melhor aplicabilidade por
incluir espécies mais recentemente identificadas (Biehle et al., 1996; Kiska et
al., 2002) [Anexos 1 e 2].

Outra forma de classificacdo descrita por Wallace et al. (1988) classifica
as espécies de Nocardia em grupos com base no perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos. Foi constatado que os isolados identificados como N.
asteroides mostravam diferentes padrées de sensibilidade aos diferentes
antimicrobianos, sugerindo a divisdo dos isolados em seis grupos (Tabela 1)

[Beaman e Beaman, 1994].

L API strips™, BioMérieux, Hazelwood, Missouri

“ANA e HNID strips™, Dade MicroSan Inc, West Sacramento, California
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Tabela 1 — Padrdes de

género Nocardia.

sensibilidade aos antimicrobianos em espécies do

ESPECIES GRUPOS FENOTIPICOS ANTIMICROBIANOS
Resistente a ciprofloxacina e
N. abscessus o
claritromicina
Complexo N. brevicatena, ' Resistente a gentamicina e
N. paucivorans claritomicina
Complexo N. nova (N. nova, . o o
] Resistente a amoxicilina com &cido
N. veterana, N. africana, Il L
_ clavulénico
N. kruczakiae)
) Resistentes a todos 0s
Complexo N. transvalensis v o
aminoglicosideos
Resistente a ampicilina e
N. farcinica V aminoglicosideos, exceto
amicacina
Resistente a ampicilina,
N. asteroides Vi amoxacilina com &cido clavulénico
e claritromicina
N asteroides tipo VI, vi Sensivel a ampicilina e demais
N. cyriacigeorgica drogas seguem padr&o do grupo VI
o 3 _ Sensivel & ampicilina e demais
N. brasiliensis N&o se aplica 3
drogas seguem padrdo do grupo VI
Resistente a ceftriaxona,
o o 3 _ ampicilina, carbepinicilina,
N. otitidiscaviarium N&o se aplica o y o
imipenem, amoxacilina com acido
clavulénico
Resistente a kanamicina,
o N _ cefamandole, ampicilina,
N. pseudobrasiliensis N&o se aplica

minociclina, amoxacilina com &cido

clavulanico

Fonte: Adaptado de Beaman e Beaman, 1994.
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Com o advento do diagnéstico molecular, varias espécies do género
Nocardia foram renomeadas. Recentemente se reconhece cerca de 70
espécies, das quais 25 reportadas em afeccbes em humanos e em animais.
Destas, a espécie mais comumente encontrada em infec¢cbes animais €
N. asteroides, seguido de infec¢cdes por N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum,
N. nova e N. farcinica (Acha e Szyfres, 2003). A partir de 1990, técnicas de
biologia molecular foram introduzidas na taxonomia de Nocardia sp.,
determinando modificagbes na designagdo das espécies concomitante a
diminuicdo do tempo dispensado na identificacdo fenotipica (Brown-Elliott et al.,
2006). Inicialmente o diagnostico molecular pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) foi baseado na identificacdo da fracdo 16S rRNA.
Subsequentemente foi desenvolvida a identificagdo baseada no polimorfismo
dos fragmentos genéticos apds clivagem com enzimas de restricao (RFLP),
analisando especificamente a fracdo 16S rDNA, a proteina de choque térmico
de 65-kDa (65hsp) e o gen secAl (Conville e Witebsky, 2004). Ademais, foram
estudados na taxonomia do género Nocardia o gene Minl e a ribotipagem com
sondas marcadas de cDNA (Laurent et al., 1996; Laurent et al., 1999).

Apesar do aprimoramento destas técnicas muitas espécies ainda néo
eram passiveis de descricdo, fato que levou Roth et al. (2003) a realizarem o
sequenciamento molecular completo da por¢cdo 16S rRNA, utilizando como
base as observagbes realizadas por Chun e Goodfellow (1995). A analise
filogenética usando o sequenciamento dessa fracdo gendmica tem sido
aplicada a varias linhagens de Nocardia spp. Tem-se observado que a
heterogeneidade entre as espécies é baixa, enquanto que, a heterogeneidade
intraespécie ocorre com muita freqiéncia, N. nova € descrita como uma das
espécies com maior variabilidade intraespécie (Roth et al., 2003). Em 2010, o
sequenciamento de outro gene trouxe novo avanco em relacdo ao uso da
filogenia na determinacdo de espécies. Takeda et al. (2010) descreveram a
filogenia baseada no sequenciamento do gen gyrB, a qual codifica a
subunidade b da DNA girase, comum na estrutura das bactérias, revelando
uma viabilidade discriminatéria 3,8 vezes maior na diferenciacao entre o género
Nocardia e os demais actinomicetos, e 3,6 vezes maior na diferenciacao

interespécies em relacdo ao gene 16S rRNA.
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2.2 Patogenicidade e viruléncia

Os mecanismos de patogenicidade do microorganismo séo
representados principalmente pela capacidade de evadir e neutralizar os
mecanismos de defesa do susceptivel. A apresentacdo clinica de
piogranulomas cutadneos e pulmonares em humanos e animais esta
relacionada, respectivamente, com infeccfes secundarias as injarias
perfurantes nas quais o0 microrganismo € inoculado por meio da lesdo
transcutanea e, ocasionalmente, por inalacdo de organismos do solo. Lesbes
secundarias ou disseminadas ocorrem pela migracdo hematdgena ou linfatica
do agente, podendo se instalar em locais como pleura, mediastino, pericardio,
linfonodos, associado ou ndo a bacteremia transitdria. A imunidade celular
constitui o principal mecanismo de resisténcia ao microrganismo, enquanto a
imunidade humoral ndo parece representar papel crucial na defesa contra a
bactéria (Mandell et al., 2000; Saubolle e Sussland, 2003). Grande numero de
animais infectados apresenta diminuicAo da imunidade, denotando o
comportamento oportunista do microrganismo, embora nem todos os animais
infectados mostrem relacéo direta com fatores imunossupressivos (Bacciarini et
al., 1999; Edwards, 2006).

Classicamente as infec¢cdes por Nocardia sp. em humanos e animais
induzem a reac¢fes do tipo piogranulomatosa. A patogenicidade da bactéria
esta intimamente relacionada a capacidade de manutencao intracelular em
fagdcitos (neutréfilos e macréfagos), a inibicdo do fagolisossomo, e a
resisténcia aos mecanismos enzimaticos de defesa do susceptivel, que incluem
a viabilidade do agente frente a produtos acidos e oxidativos. A resisténcia do
microrganismo as defesas dos animais susceptiveis e, consequentemente, a
viruléncia das linhagens é creditada, em parte, a presenca de acido micdélico,
acido mesodiamopimélico, arabinose, galactose e lipopolisacarideos presentes
na parede bacteriana (Beaman e Beaman, 1994; Corti e Villafafie—Fioti, 2003).

Apos o ingresso da bactéria nos animais pela pele, por via oral ou
respiratoria, ocorre a fagocitose ativa do microrganismo por neutrofilos e, mais
tardiamente, por macréfagos. Estas células, mediadas por mecanismos

humorais e celulares, sao responsaveis pela apresentacdo dos antigenos,
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incitando a reacdo de mais células no foco infeccioso. Os neutrofilos e demais
polimorfonucleares (PMN) apesar de nao inativarem a bactéria, retardam o
processo infeccioso até que linfécitos citotoxicos e macrofagos ativados
possam combater o agente (Shankar et al., 2005). Tal ineficiéncia dos PMN
provou-se recentemente estar relacionada a presenca de catalase, de
superoxido dismutase (SOD), de fosfatases e de liberacdo de substancias
acidas pelo microorganismo.

A composicado da parede celular bacteriana interfere na atividade dos
macréfagos, estimulando a atividade quimiotaxica ao promover a migracéo de
células citotoxicas e liberar interleucina 1, embora diminua a capacidade de
fagocitose. Demais fatores considerados na viruléncia bacteriana e que
contribuem nesse mecanismo incluem a presenca do fator corda, do &cido
tuberculoestedrico, e a manutencdo intracitoplasmatica do organismo em
fagdcitos (Beaman e Beaman, 1994; Shankar et al., 2005). O conjunto destes
fatores culmina com reacdo tipo piogranulomatosa, decorridas duas a trés
semanas de infeccdo. Este tipo especial de processo inflamatoério é constituido
por arcabouco celular tipico, contendo o microrganismo no interior da lesédo —
livre ou no interior do citoplasma de fagdcitos — imerso em grande quantidade
de caseum, circundado por células epiteliodes, grande niumero de neutrofilos,
macrofagos e, eventualmente, células gigantes. Secundariamente, o0
piogranuloma apresenta contingente varidvel de outras células como linfocitos
e plasmactios, delimitado externamente por cépsula fibrosa (Shankar et al.,
2005). A arquitetura classica dos piogranulomas €é caracteristica de infeccdes
causadas por microrganismos refratarios — como 0s actinomicetos —, cuja
resposta tecidual visa circundar o microrganismo em contingente celular
delimitado por capsula fibrosa, com vistas a impedir a disseminagéo sistémica
ou por contigiidade do agente (Corréa e Corréa, 1992; Radostits et al., 2007).

O microrganismo pode entdo ficar restrito ao local de infeccdo ou,
ocasionalmente, evadir para 6rgaos adjacentes por contiglidade ou via linfo—
hemética, e se disseminar para outros 6rgdos parenquimatosos (Corréa e
Corréa, 1992).

A presenca do piogranuloma dificulta a acdo de antimicrobianos

convencionais, que ndo atingem concentracdes terapéuticas no interior do foco
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infeccioso, ou mesmo apresentam dificuldade de acdo na presenca do

conteudo purulento (Ribeiro et al., 2008).

2.3 Nocardiose nos animais

Em mamiferos a infeccdo natural por Nocardia foi reportada em
canideos, felideos, bovinos, suinos, equinos, ovinos, cervideos e cetaceos,
além do relato da doenca em aves e peixes (Pier et al., 1970; Corréa e Corréa,
1992; Bacciarini et al., 1999).

N&o existem vetores tampouco transmissores especiais na transmissao
do microorganismo em animais domésticos, visto que 0 agente esta
amplamente distribuido no ambiente (Beaman e Beaman, 1994).

Nos animais domeésticos a nocardiose historicamente foi considerada
uma doenca com baixa frequéncia. No entanto, nas duas ultimas décadas tem-
se notado na literatura especializada o aumento do numero de notificacoes,
particularmente em animais de companhia e na mastite bovina, tanto em
animais higidos como com algum grau de debilidade organica (Ribeiro et al.,
2008).

2.3.1 Nocardiose em animais de companhia

N. asteroides, N. brasiliensis, N. oftitidiscaviarum e N. nova sao as
principais espécies do género que acometem 0s animais de companhia
(Edwards, 2006). No Brasil, sdo escassas as investigacbes visando o
envolvimento das afec¢cbes provocadas pelo género Nocardia em cées e gatos.
A maioria das descrigOes esta restrita ao relato individual de casos (Ribeiro et
al., 2002).

A primeira notificacdo de nocardiose canina no pais ocorreu na Bahia,
em animal com grave afeccdao pulmonar (Correa et al., 1973).
Subsequentemente foi reportada nocardiose em céo coinfectado com o virus
da cinomose no estado de Sao Paulo, no qual foi ressaltada a gravidade da
infeccdo pulmonar e a refratariedade a terapia, assim como a disseminacao

hepatica e esplénica do microrganismo (Corréa et al., 1973).
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Nos animais de companhia, a nocardiose apresenta maior freqiiéncia em
cdes machos, abaixo de dois anos de idade. Nos EUA, estudo clinico—
epidemiolégico de 53 casos de nocardiose em céaes revelou que a doenca foi
trés vezes mais freqiente em machos que em fémeas, dos quais 65,4% e
82,7%, respectivamente, com menos de um e dois anos de idade (Beaman e
Sugar, 1983).

A transmisséo da nocardiose em caes e gatos ocorre principalmente por
via transcutanea, decorrente da penetragdo de corpos estranhos, vulneracgoes
ou traumatismos cutaneos, especialmente nos periodos de reproducdo. Em
felinos domeésticos, a transmissdo do patdégeno esta relacionada as disputas
por fémeas ou pelo territorio. A inalacdo de aerossois também deve ser
considerada na cadeia epidemiolégica da doenca em cdes e gatos,
particularmente em ambientes contaminados e excessivamente secos. Outra
forma aventada de transmissdo seria representada pela via digestoria, que
parece representar maior importancia para animais de producéo (Corréa et al.,
1973; Edwards, 2006). A semelhanca do que ocorre com os humanos, as
infeccbes por Nocardia sp. em animais de companhia também estdo
relacionadas as doencas imunossupressivas, notadamente a cinomose em
caes e as retroviroses (imunodeficiéncia e leucemia) dos felinos (Malik et al.,
2006). O estado de debilidade organica determinado por estas doencas
favorece o comportamento oportunista do microrganismo, determinando casos
graves de nocardiose, geralmente com progndéstico reservado (Fawi et al.,
1971, Scott et al., 2001; Edwards, 2006).

Caracteristicamente, as afeccdes por Nocardia sp. nos caes e gatos sao
manifestadas por lesdes tegumentares (abscessos, micetomas), tendendo a
fistulizagdo, acompanhadas por linfadenite e linfangite regional, febre, anorexia
e emagrecimento. As principais complicagcdes da enfermidade resultam da
disseminacdo do microrganismo da pele e linfonodos para Orgaos
parenquimatosos (Scott et al., 2001; Edwards, 2006). Estudo recente no Brasil
com nove linhagens isoladas de cdes com nocardiose assinalou N. asteroides,
N. otitidiscaviarum e N. nova como as principais espécies da bactéria, isoladas
de animais jovens com lesGes predominantemente na pele, em regido cervical,

coinfectados com o virus da cinomose (Ribeiro et al., 2008).
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Apesar da maior freqiiéncia de sinais clinicos em animais de companhia
ser representada pelas lesdes cutaneas e pneumonia, ocasionalmente o
microrganismo pode se disseminar para figado, baco, rim, linfonodos internos,
0ssos, articulagbes e sistema nervoso central (Beaman e Beaman, 1994;
Edwards, 2006). Quando ha envolvimento pulmonar sdo observados sinais de
hemoptise, dispnéia, colapso respiratorio, hipertermia, anorexia, apatia e
descarga nasal mucopurulenta. A auscultacdo pulmonar revela aumento de
murmurio vesicular ou &reas de siléncio devido a presengca de empiema.
Exames radiogréaficos toracicos mostram areas pulmonares radiopacas, com
padrdo bronco-intersticial ou broncoalveolar, aliada a consolidacdo lobular,
efusdo e linfadenopatia hilar (Kirpensteijn e Fingland, 1992). A disseminacédo de
Nocardia sp. para o sistema nervoso central determina meningoencefalite
piogranulomatosa e ventriculite — que blogueiam o aqueduto mesencefalico —,
com consequente acumulo de liquido cefalorraquidiano, determinando
hidrocefalia. Raramente 0 agente acomete 0ssos e articulacdes. Nestes casos,
0s animais apresentam lise 0ssea, reacdo periosteal e remodelacdo (Bross e
Gordon, 1991; Edwards, 2006).

O diagnéstico de rotina da nocardiose em animais de companhia é
realizado aliando os achados clinico—epidemiolégicos, exames microbiolégicos
e citolégicos (Edwards, 2006). Exames hematoldgicos revelam leucocitose por
neutrofilia com desvio a esquerda, monocitose e discreta anemia (Kirpensteijn
e Fingland, 1992; Ribeiro et al., 2002).

Diferentes autores tém recomendado o uso da citologia aspirativa com
agulha fina como método adicional na rotina diagndstica da nocardiose em
cdes e gatos. O método mostra—se de facil execucdo, de baixo custo e
acessivel, que propicia diagnéstico presuntivo em curto espaco de tempo
(Kirpensteijn e Fingland, 1992; Scott et al., 2001; Edwards, 2006), além de
permitir o isolamento da bactéria do material aspirado (Ribeiro et al., 2002,
2008). Contudo, recomenda—se que o diagndstico definitivo seja firmado com
base no isolamento do microrganismo, em virtude da similaridade a
microscopia e das manifestacbes clinicas do género Nocardia com outros
actinomicetos, especialmente com o0 género Actinomyces (Kirpensteijn e
Fingland, 1992).
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A avaliacdo retrospectiva de 48 caes com lesbes cutaneas e/ou
pulmonares sugestivas de nocardiose ou actinomicose, revelaram o predominio
do comprometimento da regido cervico-facial cutanea. Nessas lesdes cutaneas
o diagnéstico foi confirmado por cultura microbiologica e citologia do material
aspirado das les6es (Kirpensteijn e Fingland, 1992).

O diagndstico da nocardiose em dez caes no Brasil infectados por
N. asteroides, coinfectados com o virus da cinomose, foi realizado pela
citologia e cultura microbiolégica do material aspirado de linfonodos, oriundo de
lesbes cutaneas e de pulméo. As lesdes foram observadas principalmente nas
regioes cervicofacial e inguinal. Somente em um dos céaes o microrganismo foi
isolado do pulméo (Ribeiro et al., 2002).

O tratamento da nocardiose em cdes e gatos apresenta progndstico
incerto, visto que poucos antimicrobianos atingem concentracdes terapéuticas
no interior dos focos piogranulomatosos. A localizac&o intracelular da bactéria
também dificulta a eficacia terapéutica dos farmacos convencionais (Edwards,
2006). Recomenda—-se 0 uso de associa¢des de antimicrobianos por periodo
prolongado, aliado a antissepsia e debridacdo cirargica de feridas,
notadamente em lesGes cutaneas e osteomielite (Ackerman et al., 1982;
Bradney et al., 1985). O sucesso no tratamento de empiema em gato com
nocardiose foi reportado em 1975 por Campbell e Scott. Em contraste,
Ackerman et al. (1982) relataram o insucesso da terapia de sete casos de
nocardiose nos EUA. Ribeiro et al. (2002) no Brasil também observaram baixa
efetividade da terapia em dez cdes com nocardiose coinfectados com o virus
da cinomose.

Linhagens de Nocardia sp. isoladas de animais domeésticos mostram
ampla variagdo de sensibilidade “in vitro” aos antimicrobianos. Sulfonamidas
combinada com trimetoprim, aminoglicosideos e cefalosporinas sdo 0s grupos
de antimicrobianos mais efetivos “in vitro” em isolados do género Nocardia
obtidos de animais. Estudo “in vitro” do perfil de sensibilidade microbiana de 19
linhagens de Nocardia spp. isoladas de vacas com mastite e nove de afec¢cbes
em caes no Brasil, também mostrou maior eficacia da amicacina, ceftiofur,

gentamicina, sulfa/trimetoprim. No mesmo estudo, a despeito do uso do
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tratamento nos cées ter sido instituido com o respaldo do antibiograma, cinco
dos animais evoluiram ao 6bito (Ribeiro et al., 2008).

Resisténcia multipla em linhagens de Nocardia isoladas de animais tem
sido observada frente aos derivados do grupo beta—lactamicos,
fluorquinolonas, macrolideos e certos aminoglicosideos (Glupczynski et al.,
2006; Edwards, 2006). Estes achados reforcam para a complexidade da terapia
na nocardiose em animais, e reiteram para a necessidade de realizacdo de
testes de sensibilidade microbiana “in vitro” previamente a instituicdo de
protocolos terapéuticos em animais domésticos (Ribeiro et al., 2008).

Em estudo realizado nos EUA utilizando sete cdes com nocardiose
apresentando lesdes cutaneas, pneumonia, encefalite, osteomielite e/ou artrite,
o tratamento logrou éxito somente em um animal (Ackerman et al., 1982). No
Brasil, a infeccao por N. asteroides em 10 caes mostrou que ceftiofur (100,0%),
gentamicina (88,9%) e amicacina (85,7%) foram os antimicrobianos mais
efetivos “in vitro” frente aos isolados de N. asteroides. No entanto, dos dez
animais, nove vieram a Obito mesmo com a pronta instituicdo do tratamento,
com base em testes de sensibilidade microbiana (Ribeiro et al., 2002).

A evolucdo da doenca em cdes e gatos pode ser aguda ou cronica,
levando ao O6bito poucas semanas apds o inicio dos sinais clinicos. O
prognostico é desfavoravel em animais acometidos por doencas de base
imunossupressivas (Edwards, 2006).

Nos felinos domeésticos, os casos sdo similares aos observados em
cades, embora com menor prevaléncia. Entretanto, nesta espécie, a forma
cutdnea com formacdo de micetomas € a mais comum comparativamente aos
cdes. Nos felinos had grande ocorréncia de lesbes em extremidade dos
membros e regides inguinal e cervical ventral. A disseminacdo da bactéria em
gatos determina quadros severos de pleurite, peritonite e piotorax (Hattori et al,
2003; Malik et al., 2006; Ramos-Vara et al., 2007).

Malik et al. (2006) apresentou uma revisao de 17 casos de nocardiose
em felinos na Australia causados principalmente por N. nova, com lesbes
predominantemente cutaneas, com progressao para o quadro sistémico. Em
geral, eram animais imunocompetentes, embora numero consideravel dos

animais estivessem imunossuprimidos, que incluiam um transplantado renal,
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trés submetidos a terapia prolongada com corticéides e trés acometidos pelo
virus da imunodeficiéncia felina.

O prognéstico da nocardiose em pequenos animais € reservado e nao
existem medidas especificas recomendadas para o controle da doenca
(Edwards, 2006).

2.3.2 Nocardiose em animais de produc¢ao

As infeccbes por Nocardia spp. em animais de producdo sao
diagnosticadas geralmente sob a forma de micetomas, linfadenite, inflamacdes
mamarias, cutaneas e pulmonares (Radostits et al., 2007).

Nestas espécies de interesse zootécnico, a doenca provoca igualmente
lesbes piogranulomatosas, com tendéncia ao desenvolvimento de processos
cronicos, de dificil resolucéo tecidual, refratarios a terapia com antimicrobianos
convencionais (Beaman e Beaman, 1994).

A infeccdo da glandula maméaria é a principal forma de apresentacdo
clinica da nocardiose em animais de producdo (Radostits et al.,, 2007). A
mastite — definida como infeccédo da glandula mamaria —, representa o principal
entrave na criacdo de animais de exploracao de leite, em virtude dos prejuizos
com a queda na producgdo, agravos ao tecido mamario, depreciacdo dos
constituintes do produto, gastos com medicamentos e honorarios veterinarios,
descarte prematuro de fémeas e morte ocasional de animais (Zafalon et al.,
2005; Ribeiro et al., 2008). N. asteroides, N. farcinica, N. nova e N. brasiliensis
sdo reconhecidas com as principais espécies do patdgeno na casuistica de
mastite em ruminantes domeésticos (Radostits et al., 2007).

A nocardiose mamaria em bovinos tem sido motivo de crescente numero
de registros no Brasil (Costa et al., 1996b; Costa et al., 1998; Ribeiro et al.,
2008) e em outros paises (Tarabla et al., 1993; Brown et al., 2007; Pisoni et al.,
2008; Radostits et al., 2007). No entanto, sdo escassos 0s estudos no pais
envolvendo grande numero de estirpes, ou mesmo voltados a caracterizagao
genotipica e de viruléncia dos isolados (Ribeiro et al., 2008). A semelhanca
dos cées e gatos, as descri¢cdes da nocardiose em vacas sao pontuais, restritas

a relatos ou numero reduzido de animais (Ribeiro et al., 2002).
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Nocardia sp. sado microrganismos classificados com ambientais na
casuistica da mastite em animais domeésticos. Este grupo de microrganismos
de habitat telirico promove a infeccdo da glandula mamaria principalmente a
partir do ambiente contaminado das entre—ordenhas, em propriedades que
apresentam deficiéncias de higiene no momento da ordenha, acumulo de
material fecal, contaminacdo da &agua utilizada na sala de ordenha, em
solucbes de pré e pos—dipping, ou mesmo secundaria a contaminacdo de
canulas no momento da terapia intramamaria (Santos e Fonseca, 2007; Ribeiro
et al., 2008).

No Brasil, a nocardiose mamaria bovina tem sido notificada de maneira
crescente na Ultima década, notando—se nestes registros énfase a
refratariedade do agente a terapia, a gravidade das lesdes nos animais e a
capacidade de disseminacao intra—rebanho. Nestes estudos tem—se observado
também preocupacdo em investigar a epidemiologia da nocardiose mamaria,
com vistas a subsidiar acdes de controle e profilaxia (Costa et al., 1996b; Costa
et al., 1998). Neste contexto, foi investigada a etiologia e caracteristicas
epidemioldgicas da nocardiose em animais de producdo no Brasil, revelando o
isolamento de 24 linhagens de N. asteroides e duas N. brasiliensis obtidas, em
sua grande maioria, do leite de vacas com mastite (Costa et al., 1987). O leite
de 20.310 quartos mamarios oriundos de 5.216 vacas submetido ao exame
microbioldgico acusou o isolamento de Nocardia sp. em 6,6% dos isolados
(Costa et al., 1998). Estudo similar avaliando a etiologia da mastite bovina em
91 vacas em lactacdo e 47 secas revelou o isolamento de Nocardia spp em
4,55% e 2,15%, respectivamente, em animais em lactacdo e no periodo seco
(Costa et al., 1996b). Estudo subsequente conduzido pelo mesmo grupo de
pesquisadores alertou para o aumento da incidéncia de mastite por agentes
ambientais no Brasil, incluindo Nocardia sp. (Costa et al. 1996a).
Recentemente, Ribeiro et al. (2008) descreveram pioneiramente mastite bovina
por N. otitidiscaviarum em vacas do estado de Sao Paulo, que, aliado a
N. asteroides, foram as espécies mais freqlientes nos animais.

Na espécie caprina a nocardiose mamaria ainda € incomum. Em outros

paises (Bassam et al., 1997; Hamid et al., 2007) e no Brasil (Megid et al.,



© 00 N oo o b~ W N

W W W W N N DN D DN DD DD DN P PR, R, PR PP e
wWw N PO © 00 N OO 0o A W DN P O © 00N OO O~ Ww N P+ O

19

1990), as manifestacdes clinicas da nocardiose mamaria em cabras séo
semelhantes as vacas.

A nocardiose mamaria geralmente é manifestada sob a forma de mastite
clinica, aguda ou predominantemente crénica, com formacdo de abscessos e
nédulos, tendendo a fistulizacdo (Santos e Fonseca, 2007).

Nocardia spp. determina reacdes piogranulomatosas com destruicdo do
parénquima mamario e reducdo da capacidade funcional glandular.
Comumente se observa baixa efetividade do tratamento intramamario, que
poderia ser creditado, em parte, a instituicdo da terapia sem o respaldo do
antibiograma, a dificuldade dos farmacos em atingirem concentracdes
terapéuticas no interior do piogranuloma, ou mesmo a refratariedade do
microrganismo aos antimicrobianos convencionais (Radostits et al., 2007).

O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” de 19 linhagens de
N. asteroides, N. otitidiscaviarum, N. nova e N. farcinica isoladas de casos de
mastite bovina, clinica e subclinica, foi investigado no Brasil. Resisténcia
multipla dos isolados a trés ou mais e a cinco ou mais antimicrobianos foi
observada em, respectivamente 35,7% e 10,7%, em particular com o uso de
cloxacilina, cefoperazone e ampicilina. Curiosamente, estes principios ativos de
antimicrobianos compdem o0s principais anti-mastiticos comercializados no
pais para a terapia da mastite bovina, fato que reforca a importancia de
estudos continuados do perfil de sensibilidade de linhagens de Nocardia sp
isoladas de animais com mastite (Ribeiro et al., 2008).

Em virtude da baixa eficacia dos tratamentos na nocardiose mamaria,
recomenda-se a terapia somente com o respaldo do antibiograma. Nos animais
Nao responsivos ao tratamento, se recomenda a secagem do animal, a ablacéo
quimica dos tetos, ou mesmo o descarte da fémea. Paralelamente, devem ser
instituidos ou adequados procedimentos de profilaxia e controle para mastite
de origem ambiental em propriedades rurais de exploracdo leiteira, quais
sejam: retirada do excesso de matéria organica do ambiente das entre—
ordenhas, orientacdo quanto a ordenha higiénica dos animais, cloragem da
agua de sala de ordenha, limpeza e troca diaria da solucdo anti—séptica dos
recipientes de pré e pés—dipping, oferecimento de alimento na pds—ordenha,

além de estimular a realizacao periddica de testes diagndsticos como prova de
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Tamis, Califérnia Mastitis Test (CMT), contagem de células sométicas e cultivo
microbioldgico do leite (Santos e Fonseca, 2007; Ribeiro et al., 2008).

A infeccdo pelo género Nocardia em outros animais de producdo tem
sido registrada de forma infrequente na literatura (Radostits et al., 2007). A
linfangite bovina por Nocardia sp se caracteriza pela formacédo de abscessos
em articulacdes e nodulos linfaticos em regido da cabeca, peri-auricular, pré-
escapular, pré-crural e ao longo da mandibula (Beaman e Sugar, 1983).
Revisdo realizada por Shigidi et al. (1981) descreveu o isolamento de 21
linhagens de N. asteroides em casos de linfangite no Sudao. Outra forma rara
da doenca € o abortamento na espécie bovina, com relato recente no Kansas,
caracterizada genotipicamente a espécie N. farcinica como agente causal
(Bawa et al., 2010).

No Brasil, N. asteroides foi descrita em piogranuloma mandibular em
equino (Corréa et al., 1979), na linfadenite em suinos (Gottschalk et al., 1971) e
em bovino (Corréa e Corréa, 1980). Nocardiose nodular em musculo de bovino
e em linfonodo de suino foram identificadas na linha de abate (Benites et al.,
2005).

Em equinos, a nocardiose também é considerada incomum. Em revisao
abrangendo 18 anos de atendimento clinico em Hospital Veterinario na
Califérnia, foram relatados 16 casos manifestando principalmente pneumonia
de curso severo em animais imunossuprimidos, com posterior disseminacao da
doenca e 6bito na maioria dos equinos. Os sinais clinicos podem variar desde
tosse intermitente até incapacidade para realizacdo de exercicios, febre,
intensa secre¢cdo mucopurulenta, narinas diltadas e dispnéia expiratoria
acentuada a exemplo dos sinais encontrados em relato no Brasil por Olivo et
al., 2010. A necropsia dos animais foram observados pleurite e nodulagdes ao
longo de parénquima pulmonar (Biberstein et al., 1985). O abortamento
secundario a nocardiose foi descrito em suinos e bovinos. Eguas que
abortaram apés infec¢do por Nocardia sp, mostraram corion com alteracdo de
pigmentacdo e o feto com microorganimos ramificados em figado e pulmdes
(Arguedas, 2007). No Brasil ha descricdo recente de isolamento de Nocardia

sp. de pulméo, secundaria a imunossupressao por obstrucdo respiratoria das
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vias aéreas superiores, com recuperacdo do animal apds tratamento com
sulfonamida (Olivo et al., 2010).

2.4 Aspectos de Saude Publica

A nocardiose em humanos é reconhecida como doenca oportunista, que
acomete individuos higidos ou imunossuprimidos, causada principalmente por
N. asteroides, N. brasiliensis, N. farcinica, N. nova e, recentemente, N.
otitidiscaviarum (Acha e Szyfres, 2003; Corti e Villafafie-Fioti, 2003; Tan et al.,
2009; Tremblay et al., 2010).

A real ocorréncia das infeccdes por Nocardia sp em humanos
provavelmente ndo é conhecida ou sub—diagnosticada, visto que ndo se trata
de doenca de notificacdo compulséria e o microrganismo possui similaridades
nas manifestacdes clinicas determinadas por outros actinomicetos (Acha e
Szyfres, 2003; Shankar et al., 2005). Em anos recentes, diversos paises tém a
apontado como doencga emergente para os humanos (Acha e Szyfres, 2003;
Corti e Villafafie-Fioti, 2003), incluindo o Brasil (Chedid et al., 2007).

A doenca esta intimamente relacionada a determinados grupos de risco
ou de vulnerabilidade, que compreendem individuos com doencas de base
imunossupressivas, incluindo acometidos por neoplasias (linfoma,
linfosarcoma), cirrose, diabetes, hepatopatias, tuberculose, tratados por
periodos prolongados com drogas imunossupressoras (transplantados) e
pacientes com comportamento de risco, como dependentes quimicos (Acha e
Syfres, 2003; Corti e Villafafie-Fioti, 2003). Nas Ultimas décadas assume
grande preocupacdo por parte da comunidade médica a ocorréncia de
nocardiose em pacientes co—infectados com o virus da Aids (Mandell et al.,
2000 ; Saubolle e Sussland, 2003; Conville e Witebsky, 2004; Agterof et al.,
2007; Tan et al., 2009; Tremblay et al., 2010).

Estima-se que 39,4 milhdes de pessoas convivam atualmente com a
Aids em todo o mundo. No ano de 2004, a doenca determinou 3,1 milhdes de
Obitos, com expectativa de 4,9 milhdes de novos casos/ano. Na América
Latina, ao redor de 1,7 milhdes de individuos sdo soropositivos - dos quais

95.000 evoluiram para 6bito - com estimativa de 240.000 novos casos/ano
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(Who, 2005). No Brasil, o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
registrou que, entre 1980 e 2004, ocorreram 362.364 casos de Aids
oficialmente notificados, dos quais 8.763 na regido norte, 34.424 na regido
nordeste, 63.519 na regido sul, 20.248 na regido centro-oeste e 235.410 na
regido sudeste. A doencga vitimou 28.609 pessoas, das quais 23.561 na regido
sudeste, que figura com a regido mais prevalente do territério nacional. Nota-
se, de forma preocupante, a tendéncia de progressdo da doenca no Brasil,
apesar dos esforcos do Ministério da Saude em conter a doenca (Brasil,
2005a,b). O avanco no numero de pessoas infectadas reflete-se certamente no
aumento de doencas reconhecidas como emergentes e re-emergentes —
notadamente causadas por agentes oportunistas — como a nocardiose.

Contudo, nos EUA, 384 dentre 1000 casos de nocardiose humana foram
descritos em individuos sem histérico de imunossupresséo, fato que configura
a nocardiose também como doenca primaria para os humanos (Beaman e
Beaman,1994). Em revisbes de casos humanos tem-se observado maior
ocorréncia em pacientes do sexo masculino, entre 35 a 40 anos, embora os
fatores epidemiolégicos que determinem tal predisposicdo etaria ndo estejam
completamente elucidados (Chedid et al., 2007).

A transmissdo para os humanos ocorre principalmente pela inalacdo da
bactéria em ambientes contaminados, secos, que favorecem a aerossolizacao.
Secundariamente, traumatismos com fémites contaminados também devem ser
considerados dentre as vias de transmissdo. Os gatos e caes tém recebido
atencdo especial em virtude da transmissdo do microorganismo para oS
humanos, decorrente principalmente de mordeduras e arranhaduras. Até o
momento, nao existem descricbes de transmissdao da nocardiose entre
humanos (Beaman e Beaman, 1994; Acha e Szyfres, 2003). A via digestéria
também deve ser levada em consideracdo na cadeia epidemioldgica de
transmissao da nocardiose para os humanos (Pier e Enright, 1961). Desta
modo, assume importancia o consumo de leite e derivados de bovinos
infectados via mamaria (Costa et al., 1996a).

N. asteroides, N. brasiliensis, N. farcinica, N. otitidiscaviarum e N. nova
sdo as principais espécies do género descritas na nocardiose em humanos
(Acha e Szyfres, 2003; Corti e Villafafie-Fioti, 2003), incluindo o Brasil (Chedid
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et al, 2007). Interessantemente, estas espécies também figuram dentre as mais
patogénicas para animais de producdo e de companhia (Lerner, 1996;
Edwards, 2006; Radostits et al., 2007). No entanto, a real participacdo dos
animais de companhia e de producéo na cadeia epidemiologica de transmissao
da nocardiose ndo esta completamente esclarecida. Nos primordios de
descricdo do microrganismo por grandes tratadistas, a nocardiose para 0s
humanos era considerada doenca infecciosa, em virtude do habitat teldrico do
microrganismo. Na Ultima década, varias descricdbes de nocardiose em
pacientes humanos transmitidas por lesbes de pele foram determinadas por
arranhaduras ou mordeduras de felinos (Sachs, 1992; Bottei et al., 1994; Scott
et al., 2001; Luque et al., 2002), conotando assim, comportamento também de
ordem infecto—contagiosa do microrganismo, reforcando o impacto no contexto
de saude publica.

Clinicamente, as manifestacbes da nocardiose em humanos sao
semelhantes as afec¢cdes nos animais. Pneumonia, encefalite, linfadenite,
linfangite e lesdes em tecido cutaneo e/ou subcutaneo (micetomas) sao os
principais sinais observados nos humanos (Saubolle e Sussland, 2003). O
quadro pulmonar determina a formacéo de abscessos ou piogranulomas, com
inflamacédo peribronquial, determinando tosse, dispnéia, febre, inapeténcia,
emagrecimento, secrecdo nasal e orofaringea mucopurulenta. O organismo
pode ficar restrito ao tecido cutaneo ou linfonodos. Ocasionalmente, via
aerégena ou hemo-linfatica, pode disseminar-se para outros 6rgaos
parequimatosos, determinando quadros severos em encéfalo, coracao,
articulacées, figado e rins (Corti e Villafafie-Fioti, 2003; Acha e Szyfres, 2003;
Brown e Mcneil, 2003). As lesbes cutaneas podem evoluir para celulite,
nodulacgdes eritematosas ou supurativas de consisténcia endurata — dolorosas
a palpacdo - linfadenite regional, com drenagem de material sero-
sanguinolento a purulento. Quadros de encefalite por Nocardia sp. provocam
dores de cabeca, vOmito, letargia e estado comatoso (Bross e Gordon, 1981).

No Brasil os micetomas e pneumonia sdo as apresentacdes clinicas
mais freqientes da nocardiose em humanos (Petrillo et al., 1978; Chedid et al.,
2007). Micetoma severo por N. asteroides foi descrito em crianca de nove anos

que, em virtude da gravidade do caso, foi necessario a amputacdo do membro
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(Saraca et al., 1993). Investigacao clinico epidemiolégica de 41 casos de
micetoma na cidade de S&o Paulo, revelou a participacdo de actinomicetos em
68% dos pacientes, dos quais N. brasiliensis foi isolada de 13 individuos
(Castro et al.,, 1993). Em 71 pacientes que vieram a Obito decorrentes de
complicagbes de transplantes renais, Nocardia sp foi isolada em 10,6% da
casuistica (Reis et al., 1995). Estudo retrospectivo de 22 casos de nocardiose
em Porto Alegre, RS, entre 1977 a 1998, revelou que sete casos foram
causados por N. asteroides, um por N. brasiliensis e 14 por Nocardia sp.,
predominantemente (17 casos) em pacientes imunossuprimidos (Chedid et al.,
2007).

O tratamento da nocardiose utiliza, basicamente, 0s mesmos principios
ativos de antimicrobianos utilizados em animais. A terapia é prolongada e o
sucesso terapéutico depende principalmente da espécie bacteriana, 6rgaos
acometidos, tempo de evolucdo e higidez do susceptivel. Nos casos de
disseminacéao sistémica o prognaostico é reservado (Acha e Szyfres, 2003).

Dentre as possiveis via de contaminacdo em humanos levanta-se a
possibilidade do leite representar uma via de contaminagao (Pier et al., 1961).
O leite é considerado alimento ricamente nutritivo. No entanto, esta
caracteristica possibilita a proliferacdo de microrganismo patogénicos, além de
poder veincular agentes de toxiinfec¢ao alimentar (Furlanetto et al., 2009).

Nos ultimos anos, tem-se observado o aumento do numero de casos de
infeccdo mamaria bovina por Nocardia sp. no Brasil (Costa et al., 1987; Costa
et al., 1998; Costa et al., 1996a,b). O leite, portanto, pode ser considerado uma
fonte importante de veiculacdo do microrganismo. Neste contexto, torna-se
relevante, a exemplo de diversos experimentos com Mycobacterium bovis,
estudar a eficicia de diferentes tratamentos térmicos para o género Nocardia e
alertar a populacdo quanto ao consumo de leite cru, visto que 0 microrganismo
possui potencial de risco a saude publica (Pier e Enright, 1961).

Muitos microrganismos podem ser destruidos termicamente. No entanto,
existem bactérias termodudricas ou formadoras de esporos altalmente
resistentes ao calor, que permanecem viaveis no leite apés o processamento
térmico (Ribeiro, 2009). Para garantir a seguranca alimentar da populacéo faz-

se imprescindivel tratar termicamente o leite e a maioria de seus derivados
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(Furlanetto et al., 2009). Porém estima-se que 30% da producdo do leite
nacional, seja comercializado de maneira “informal”. Soma-se a este fato, a
crenca popular de que o leite cru é mais “saudavel e natural” (Nero et al.,
2003), aumentando os riscos de veiculacdo de bactérias patogénicas pelo
consumo do produto e derivados sem fiscalizacdo e ou tratamento térmico.

A introducédo do leite pasteurizado no inicio do século constituiu um
avanco em seguranca alimentar. Compreende-se por pasteurizacdo, segundo a
legislacdo brasileira, o emprego de calor com fim de destruir totalmente os
microorganismos patogénicos sem alterar seus elementos bioquimicos e
propriedades organolépticas (Brasil, 1952). O processo consiste no
aguecimento do leite entre 62°C e 65°C por 30 minutos (pasteurizacao lenta),
ou entre 72 e 75°C por 15 a 20 segundos (rapida). Estes bindmios foram
estabelecidos com base na resisténcia térmica do género Mycobacterium spp.
e da Coxiella burnetti. Além do tempo e temperatura, fatores como carga
bacteriana inicial e final, pH, proteinas e gordura também afetam a inativacao
dos microorganismos pelo efeito térmico (Ribeiro, 2009).

Apesar dos parametros tempo e temperatura da pasteurizagdo serem
baseados em bactérias patogénicas termorresistentes, também sdo conhecidos
microrganismos como a espécie Nocardia sebivorans, que se mantem viaveis
guando submetidos a temperatura de 60 e 80 °C, por até dois minutos (Erikson,
1955). Este fato pode ser creditado a composicao estrutural lipida da parede
bacteriana, a capacidade de agregar alta celularidade em seu entorno e a
secrecdo de metabdlitos bacterianos que propiciam isolamento fisico do
patdgeno, como os biofilmes (Ribeiro, 2009).

Neste contexto, foi investigado experimentalmente a termorresisténcia
de oito linhagens de N. asteroides, isoladas do leite de vacas, ao bindmio
tempo/temperatura empregado nos processos de pasteurizacdo lenta (65°C/30
minutos) e rapida (75°C/20 segundos). Todas as oito linhagens foram
resistentes a pasteurizacao lenta e sete a pasteurizacéo rapida, alertando para
a termotolerancia “in vitro” do microrganismo aos procedimentos de
pasteurizacdo, e 0s riscos da transmissdo da bactéria pelo leite, mesmo em

produtos submetidos a tratamento térmico (Costa et al., 1996a), visto que 0s
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actinomicetos sdo considerados microrganismos termoddricos, que se
multiplicam em altas temperaturas (Robinson et al., 2000).

Além da preocupacdo em relacdo ao leite cru ou “informal”, deve-se
considerar que também podem ocorrer falhas no tratamento térmico da
pasteurizacdo. Morais et al. (2000) sugerem ainda que o leite pasteurizado
deveria submetido a fervura simples, para minimizar os riscos da presenca de
patdgenos no leite, visto que a populacdo ainda consome leite pasteurizado
tipo C.

Ainda que a fervura do leite seja reconhecida como um dos
procedimentos mais antigos utilizado na eliminacdo dos principais patdégenos
do produto provenientes de animais de producéo (Furlanetto et al., 2009), né&o
foram encontrados na literatura consultada, estudos que garantissem a
eliminacao do género Nocardia por este tipo de processamento térmico.

Considerando o aumento dos registros de nocardiose em humanos e
animais domésticos, a termorresisténcia da bactéria e a escassez de estudos
voltados a classificacdo genotipica de isolados no Brasil; o presente estudo
investigou a caracterizacdo fenotipica, genotipica e a termorresisténcia as
condicbes de fervura em linhagens de Nocardia spp. isoladas de animais

domésticos e humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Realizar a caracterizacdo fenotipica, genotipica e de termorresisténcia
as condicdes de fervura em linhagens de Nocardia spp isoladas de animais

domésticos e humanos.

3.2 Especificos

1. Avaliar as principais caracteristicas fenotipicas dos isolados, utilizando
métodos tintoriais e bioquimicos;

2. Determinar o perfil de sensibilidade microbiana e a concentrag&o inibitéria
minima “in vitro” dos isolados frente aos principais antimicrobianos utilizados no
tratamento da nocardiose em animais e nos humanos;

3. Verificar a presenca de isolados multirresistentes aos antimicrobianos;

4. Investigar a termorresisténcia dos isolados frente as condi¢cdes de
fervura;

5. Caracterizar genotipicamente os isolados com base na identificacdo

molecular do fragmento 16S rRNA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram utilizadas 88 linhagens do género Nocardia isoladas de diferentes
afeccoes em animais domeésticos e sete de humanos. As tabelas 2 e 3
apresentam as diferentes afeccbfes em humanos e em animais domésticos nas
guais foram isoladas linhagens de Nocardia sp utilizadas no estudo.

Dos 95 isolados de animais, 25 pertencem a bacterioteca do Servico de
Enfermidades Infecciosas dos Animais e Diagnostico Microbiolégico de Mastite
em Animais da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Marcio Garcia Ribeiro e seis pertencem ao Nucleo de Pesquisa em Mastites
da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, coordenado pelo Prof. Titular Dr. Hélio
Langoni. Os outros 45 isolados foram cedidos pelo Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade
Federal de Santa Maria, sob a responsabilidade da Prof:. Dr2 Agueda
Castagna de Vargas, RS. Ainda, seis isolados foram cedidos pelo Laboratério
de Microbiologia do Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti pertencente a
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado do Parana, sob a
responsabilidade da Dr2.Sonia Biesdorfe; trés isolados cedidos pela Dra
Priscilla Melville, da FMVZ-USP; e um isolado do Servico de Clinica Médica de
Animais de Companhia, da Pontificia Universidade Catolica do Parana —
PUCPR, Curitiba, PR, sob a responsabilidade do Prof. Ass. Marconi Rodrigues
de Farias.

Dentre os isolados de origem humana foram utilizados cinco linhagens
do Servico de Diagndstico Micolégico do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana, sob responsabilidade da Prof2. Drd Marisol Domingues
Muro; uma linhagem proveniente da Universidade Federal de S&o Paulo —
UNIFESP Diadema, SP, cedida pela Prof2. Adj. Karen Spadari Ferreira; e uma
linhagem cedida da bacterioteca do Instituto Adolf Lutz, sob responsabilidade
da Dr2. Lia Luft.
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1 Tabela 2 — Distribuicdo de diferentes afeccbes em 88 linhagens de Nocardia sp

2 isoladas de animais domésticos.

ESPECIE ANIMAL
n°de linhagens na espécie/
total de linhagens (%)

TIPO DE AFECCAO

N° DE CASOS/

TOTAL DE CASOS NA ESPECIE

(%0)

Mastite clinica

60/81 (74,07%)

BOVINA
71/88* . .
Mastite subclinica
0 0
(80,68%) (12/81) 11/81 (13,58%)
EQUINA
1/88 Pneumonia 1/1 (100,00%)
(1,13%)
CAPRINA
1/88 Mastite subclinica 1/1 (100,00%)
(1,13%)
Celulite e micetoma 6/12 (50,00%)
CANINA Sinais neuroldgicos 2/12 (16,66%)
12/88
(13,63%) Pneumonia 3/12 (33,33%)
Linfoadenomegalia 1/12 (8,3%)
FELINA
3/88 Celulite e micetoma 3/3 (100,00%)
(3,41%) k

© 00 ~N o o b~ W

n°- nimero % - percentual
* nas amostras oriundas da espécie bovina estéo inclusas duas linhagens
obtidas de amostragem de dois tanques de expanséo individuais.

Nocardia sp isoladas de humanos.

Tabela 3 — DistribuicAo de diferentes afeccoes em sete linhagens de

HUMANOS
(")

TIPO DE AFECCAO

N° DE CASOS/ TOTAL DE
CASOS NA ESPECIE (%)

Pneumonia

Celulite e micetoma

Sinais neuroldgicos

Desconhecido

1/7 (14,28%)
2/7 (28,57%)
2/7 (28,57%)
3/7 (42,85%)

n°- nimero % - percentual

10



© 0O ~N o o B~ w N e

e o e =
w N Bk O

=
(62NN

W W W W N DN N DN DN D NN NN DN PP
w N PO © 0o N OO 0o W N PO © 0o N o

30

4.2 Diagnoéstico das mastites por Nocardia sp

A caracterizacdo dos animais com mastite clinica por Nocardia sp foi
realizada com base nas alteracdes macroscopicas do leite na prova da caneca
telada de fundo escuro (presenca de pus, grumos, estrias, sangue ou dessora
do leite) na presenca de sinais clinicos de inflamacé&o na glandula mamaria (dor
a palpacédo, hiperemia, edema, nodulos, hipertermia) e/ou sistémicos nos
animais (febre, atonia ruminal, decubito, dificuldade respiratéria, taquicardia)
[Radostits et al., 2007]. A mastite subclinica foi diagnosticada utilizando o
método classico de “Califérnia Mastitis Test” — CMT, escores de 1+ a 3+
(Schalm e Noorlander, 1957).

4.3 Diagnéstico da nocardiose em animais de companhia

Para obtencéo dos isolados de cées e gatos, todos 0s animais com sinais
compativeis de nocardiose foram submetidos a exame clinico completo.
Lavados traqueobrénquicos foram realizados de maneira asséptica em animais
com sinais respiratérios (secrecdo nasal, tosse, aumento de sons
broncovesiculares ou de siléncio pulmonar). A citologia aspirativa com agulha
fina foi realizada assepticamente nos animais com lesdes tegumentares e em
linfadenopatia, sugestivas de nocardiose (Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al.,
2008).

4.4 Isolamento de Nocardia sp.

Material obtido do leite de vacas ou cabras, de lesbes cutaneas e lavado
tragueal de animais de companhia, ou outros materiais diversos suspeitos de
nocardiose em animais de producdo ou de companhia, foram submetidos a
cultura microbiana nos meios de agar sangue ovino (5%) desfibrinado e
mantidos em condices de aerobiose, a 37°C, por até cinco dias.
Paralelamente, o mesmo material foi submetido a cultura microbiana em agar
Sabouraud—-dextrose, em aerobiose, a 37°C, mantido por até 15 dias.
Organismos sugestivos do género Nocardia foram submetidos as coloracdes
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de Gram e Kinyoun (Ziehl-Neelsen modificado) [Quinn et al., 1994]. O
isolamento e re-isolamento das linhagens pertencentes as bacteriotecas foram
realizadas no Laboratério de Doencas Infecciosas dos Animais da FMVZ —
UNESP/ Botucatu, SP.

4.5 ldentificacéo fenotipica de Nocardia spp.

Apo6s avaliagdo morfo-tintorial foi realizada a caracterizacdo bioquimica
dos isolados sugestivos do género Nocardia, com base nas provas classicas de
hidrolises de substratos (caseina, xantina, hipoxantina, tirosina e esculina) e
utilizacao de citrato e urease. Paralelamente, os isolados foram submetidos a
cultura microbiana a 45°C no meio de &agar sangue, mantido nas mesmas
condicdes do item 4.4. A confirmacdo das espécies de Nocardia e a
diferenciacdo fenotipica das espécies foram realizadas utilizando o “kit”
comercial APl 20C AUX? que contempla a assimilacdo dos seguintes
substratos: glicose, glicerol, galactose, glicosamina, inositol, adonitol, trealose
(Kiska et al.,, 2002; Saubolle e Sussland, 2003). Todas as avaliagbes
fenotipicas de classificacdo dos isolados foram realizadas no Laboratério de

Doencas Infecciosas dos Animais Domésticos da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP.

4.5.1 Hidrdlise da xantina, hipoxantina, caseina e tirosina

A utilizacdo dos substratos xantina, hipoxantina, caseina e tirosina foi
realizada segundo os critérios propostos por Gordon (Brown e McNeil, 2003).
Os meios elaborados foram acondicionados em garrafas plasticas esterilizadas
de cultivo celular, que permitissem a incubagdo em estufa a 35°C, por cerca de
14 dias. Para a realizacdo das provas foi semeado cerca de 10uL de
suspensdo do microorganismo com base na turbidez do tubo n° 01 de
McFarland, diluido em solucéo salina estéril.

Os resultados foram interpretados com base no clareamento do

entornno das colonias nos diferentes meios. As linhagens que hidrolisaram

2 APl 20C AUX strips™, BioMérieux, Hazewoold, Missouri
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caseina e xantina foram identificadas fenotipicamente como N. brasiliensis; o0s
isolados que hidrolisaram somente xantina foram identificados como
N. otitidiscaviarum, enquanto os isolados que nao hidrolisaram nenhum destes
substratos foram identificados como pertencentes ao complexo N. asteroides
(Biehle et al., 1996).

4.5.2 Hidrélise da Esculina

A hidrélise da esculina foi realizada semeando 10 uL de suspenséo de
todos os isolados combase no tubo 1 da escala de McFarland, diluido em
solucdo salina estéril. A reacdo positiva foi considerada quando o meio
assumiu coloragao enegrecida. O meio foi incubado por 96 horas em estufa a
37°C. Resultados esculina positivos sdo observadas para N. brasiliensis e N.
otitidiscaviarum, enquanto resultados negativos para o complexo N. asteroides
(Winn et al., 2005, Brown e McNeil, 2003).

4.5.3 Prova da urease e utilizagao do citrato

Todos os isolados de Nocardia sp foram semeados diretamente em
tubos indiciduais contendo o meio de uréia e citrato. Os tubos foram incubados
em condi¢gbes de aerobiose a 35°C, por 72 horas, com avaliagdo a cada 24
horas. Estes dois testes foram realizados semeando a col6nia diretamente nos
meios de urease e citrato, com avaliacbes em 48 a 72 horas. Nas linhagens
citrato negativas os tubos mantém a coloracdo verde original, enquanto que
nas positivas assumiram colora¢éo azul escura (Winn et al., 2005).

Nas linhagens ndo produtoras de urease, os tubos contendo agar uréia
de Christensen mantém a tonalidade alaranjada, enquanto nos isolados urease

positivos, os tubos assumiram coloracao rosa (Winn et al., 2005).
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4.5.4 Multiplicagao a 45°C

A totalidadedos isolados dos animais domésticos e de humanos foi
submetida a cultura microbiana no meio de agar sangue ovino desfibrinado a
5%, em condicbes de aerobiose, a 45°C, com vistas a avaliagdo da
multiplicacdo em temperatura elevada. As placas foram mantidas nas
condicOes supracitadas por sete dias, avaliadas a cada 24 horas. Foram
considerados positivos (termotolerantes) os isolados que apresentaram
qualquer nimero de colbnias viaveis (Brown e McNeil, 2003).

4.6 Estoque dos isolados

Apés a identificacdo fenotipica, todos os isolados utilizados no estudo
foram semeados, em duplicata em tubos de vidro com tampa de borracha,
contendo meio de Ligniéres, em condicbes de aerobiose a temperatura de
37°C, por 48 a 72 horas. Apds a observacdo das coldnias os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente (25°C).

4.7 Perfil de sensibilidade microbiana pelo método de difusdo com discos
e deteccao de isolados multirresistentes

As 95 linhagens de Nocardia spp isoladas foram submetidas a prova de
sensibilidade microbiana utilizando o método classico de difusdo com discos
(CLSI, 2003; CLSI, 2005). Os halos de inibicdo dos isolados foram avaliados
com base na recomendagdo de interpretacdo para bactérias aerdObias
fastidiosas (Wallace, 1977; Ambaye et al., 1997;CSLI, 2003;CSLI, 2005) [Anexo
3]. Foram utilizados antimicrobianos recomendados no tratamento da
nocardiose em animais domésticos e nos humanos, quais sejam: amicacina
(30ug), ampicilina (10ug), amoxicillina/ acido clavulanico (20/10ug), ceftiofur
(30ug), cefoperazona sodica (75ug), ceftriaxona (30ug), cloxacilina (5ug),
cefalexina (30ug), cefuroxima (30ug), cefalénio (30 pg), imipeném (10ug),

gentamicina (10ug) e sulfametoxazole—trimetoprim (25ug). Foram considerados



© 0O ~N o o b~ w NP

N CRE CRE ORI R R S SR U e o T = T N = Y~ S S T
©® N o OO0 BR W N B O © 0 N O o~ W N B O

N
©

34

multirresistentes os isolados que apresentaram resisténcia simultanea a trés ou

mais antimicrobianos.

4.8 Concentracao inibitéria minima - CIM

Os 95 isolados de Nocardia sp. foram submetidos aos teste de
concentracdo inibitéria minima utilizando “tiras” impregnadas com diferentes
gradientes de concetracdo de cada antimicrobiano, disponibilizadas no “kit”
comercial (E-test™)? conforme metodologia descrita por Glupckzynski et al.
(2006). Os isolados foram semeados inicialmente em agar sangue ovino (5%)
desfibrinado, em duplicata, para verificar a pureza das linhagens. Apos 48
horas, os isolados foram semeados em BHI e incubados em estufa a 37°C por
48 horas. A turbidez da multiplicacdo neste meio foi avaliada com base na
turbidez do tubo da escala 1 de McFarland. A turbidez foi ajustada com agua
MiliQ™* estéril e as colbnias dissolvidas em vortex por dois minutos, com
intuito de diminuir os grumos. Quando necessério foram adicionadas pérolas de
vidro aos tubos antes de submeter a agitacdo em vortex. Em  seguida, 0s
isolados foram semeados em agar Mueller Hinton e as placas incubadas a
37°C, em aerobiose, avaliadas apés 48 a 72 horas.

Foram utilizados no estudo os seguintes antimicrobianos: amicacina
(0.016 — 256 pg/mL), ampicilina (0.016 — 256 pg/mL), amoxacilina/ acido
clavulanico (0.016 — 256 pg/mL), ceftriaxona (0.016 — 256 pg/mL), gentamicina
e sulfametoxazol/ trimetoprina (0.002 — 32 pg/mL). Os resultados foram
interpretados conforme o0s valores pré-estabelecidos por outros autores
(Beaman e Sugar, 1983; Biehle et al., 1994; Ngui-Yen et al. 1994;) e pelo CLSI,
2003 [Anexo 4].

3 E-test™, AB biodisk, BioMérieux, Dalvagen, Sweden.

MilliQ™, Millipore, Massachuttes, USA
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4.9 Avaliacao da termorresisténcia “in vitro” dos isolados as condi¢cdes

de fervura

Todos os isolados foram submetidos “in vitro” as condi¢cbes de fervura.
Para a preparacdo dos indculos, inicialmente os isolados foram cultivados em
agar sangue ovino (5%) desfibrinado e mantidos em aerobiose, a 37°C, por 72
horas. Em seguida, duas a trés colbnias tipicas foram re-suspendidas em 4mL
de agua Mili-Q™ (ultra—pura) esterilizada, dispostas em tubos, e ajustada a
turvacdo por densidade Optica, com base no tubo 1 da escala de McFarland
(Bier, 1984). A partir desta suspensao, os tubos foram homogeneizados e
elaboradas diluicdes na escala decimal (1/10), a saber: 10, 107, 107> e assim,
sucessivamente, até 107*°. Aliquotas de 0,1mL foram colhidas em duplicata
para cultivo em agar padréo “Plate count agar” (PCA), utilizando a técnica de
“pour plate” ou rotineiramente conhecida como “derramamento em placa”, com
auxilio de bastdo de vidro em “L”, mantendo-se incubadas a 37°C, em
aerobiose, por até 96 horas. A contagem das unidades formadoras de coldnias
(UFC) foi aferida pela visualizagdo macroscopica das colénias no meio de
cultura. Foram utilizados como in6culos as diluicbes decimais que
apresentaram multiplicacdo microbiana da ordem de 10° UFC/mL, as quais
geralmente correspondiam entre as diluicdes 10 e 102,

Subsequentemente, aliquotas de 1mL de todos os isolados contendo 10°
UFC/mL foram dispostas em tubos de vidro tampados com algodao hidrofobo,
e submetidas a elevagdo da temperatura, em banho maria, até atingir 100°C
(fervura 1). Para a afericdo da temperatura, foi disposto termdmetro esterilizado
em um dos tubos contendo isolados de Nocardia. O mesmo procedimento foi
repetido para todos os isolados (também com inéculos da ordem de 10°
UFC/mL), mantendo—se 0s tubos por 1 minuto apdés atingir 100°C (fervura 2).
Em seguida, o procedimento foi novamente executado mantendo os tubos por
cinco minutos apés 100°C (fervura 3). Em seguida, aliquotas de 0,01 mL dos
tubos de todos os trés grupos de tratamentos térmicos (fervura 1, 2 e 3), foram
submetidos a cultura microbiana em agar sangue ovino (5%) desfibrinado, em
aerobiose a 37°C, com vistas a avaliar o reisolamento microbiano dos isolados

apos os tratamentos térmicos.
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4.10 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura foi realizada em seis isolados das
principais espécies de Nocardia spp. identificadas, escolhidos ao acaso, a citar
N. nova, N. farcinica, N. cyriacigeorgica, N. puris, N. veterana e N. africana,
(Ribeiro et al.,, 2008). Foram utilizadas cinco a seis colonias puras das
linhagens reisoladas no meio de agar sangue (5%), e resuspendidas em 5 mL
de solucéo de cloreto de sodio (0.85%), em tubos de vidro. A fixacdo da parede
bacteriana foi realizada utilizando glutaraldeido a 2,5% (0.1M de tampao
fosfato, pH 7,2). Em seguida, foram realizadas trés lavagens de dez minutos
em agua destilada e fixadas em solugéo de tetroxido de 6smio (1%), no mesmo
tampdo supracitado, por 30 minutos. Subsequentemente, o material foi
desidratado em solu¢des de concentracdo crescente de etanol — na presenca
de CO,; —, e embebido posteriormente em solugdo de ouro (10 nm) em
Metalizador Baltec SCD 050 (Ribeiro et al., 2008). O material foi avaliado e
fotografado utilizando Microscépio Eletronico de Varredura (Quanta 200 Fey

Company), no Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, SP.

4.11 Identificagcdo molecular dos isolados de Nocardia

A carcaterizacdo molecular da totalidade dos isolados foi realizada sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Tohru Gonoi e equipe, do Centro de Fungos
Patogénicos e Toxinas Microbianas da Universidade de Chiba, Japao. As
linhagens de Nocardia spp. foram enviadas em tubos de vidro lacrados, em
meio de Ligniéres, acondicionados conforme exigéncia do Servico de Defesa
Animal do MAPA, contendo a permissdo de importacdo do Ministério da
Agricultura do Japéo.

Para a determinacdo molecular das espécies de Nocardia sp. foram
utiizados o sequenciamento molecular da fracdo 16S rRNA, DNA-DNA
hibridizacdo, amplificacdo e analise RFLP da proteina de choque 65 kDa,
seguida de analise filogenética (Kageyama et al., 2002; Kageyama e Mikami,
2007).
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4.11.1 Amplificagéo e sequenciamento do gene 16S rRNA

4.11.1.1 Preparo do in6culo

Para extragdo do DNA os isolados foram cultivados em caldo infuséo
cérebro-coracdo por quatro dias a 32°C. Aproximadamente 1 mL da cultura foi
centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos. O “pellet” resultante foi ressuspenso
em 200 pL de tampao TE (10mM Tris/HCI, 1mM EDTA, pH 8), 250 uL de
reagente GTP (6M de guanidina thiocinato dissolvido em 50mM Tris/HCI, pH
8,3) e 450 pL de Tris-fenol tamponado (pH 8). Os tubos foram dispostos em
banho-maria a 100°C, por 15 minutos. Em seguida, o material foi extraido com
250 pL de cloroférmio com alcool isoamilico na propor¢do 24:1. Apos 10
minutos foi realizada a centrifugacdo a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para tubo contendo 500 pL de 2-propanol a 100% e 500 pL de
acetato de sodio 3M. Foi descartado novamente o sobrenadante. O “pellet” foi
centrifugado a 12.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. Tracos de GTP foram
removidos pela adicdo de 500uL de etanol 70%, resfriado ao nucleo do pellet,
seguido por nova centrifugacao a 12.000 rpm, por vinte minutos. Finalmente, o

“pellet” foi ressuspenso em 50 pL de tampéo TE.

4.11.1.2 Amplificagéo e Sequenciamento da fragéo 16S rRNA

O gene 16S rDNA foi amplificado e sequenciado utilizando a reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), utilizando primers padrdes de 16S rRNA
procariotico: 8F  (59-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-39), 691R  (59-
ACCGCTACACCAGGA-39), 520F (59-CAGCAGCCGCGGTAATAC-39), 1100R
(59-GGGTTGCGCTGTTG-39), 926F (59-AAACTCAAAGGA ATTGACGG-39),
1542R (59-ACAAAGGAGGTGATC-39). A reacdo foi realizada com
termociclador (TaKaRa) nas seguintes condic¢des: de 35 ciclos de desnaturagao
a 94°C por 60 segundos, anelamento a 60° por 60 segundos e extensao a 72°C
por 120 segundos. Os produtos de PCR foram purificados com Centri-Sep
column (Princeton Separations). O sequenciamento do DNA foi avaliado em

analisador de sequencias automaticas (ABlI PRISM 31000 PE Applied
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Biosystems) utilizando “BigDye terminator cycle sequencing ready reaction” (PE

Applied Biosystems).

4.11.2 Hibridizagdo de DNA

Para a hibridizacdo de DNA, colbnias puras dos isolados foram
semeadas em BHI contendo com 2% de glicose e 2% de glicina, por trés dias,
a 32°C (Saito e Miura, 1983). A composicao de bases de DNA foi estimada por
cromatografia liquida de alto desempenho (Tamaoka e Komagata, 1984). Os
niveis de similaridade DNA-DNA foram determinados conforme Ezaki et al.
(1989).

4.11.3 Analise filogenética

A andlise dos resultados encontrados foram avaliadas utilizando
programa de alinhamento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool —

http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/), confrontando os resultados com as bases

genéticas de dados. Os dados de sequencia de espécies foram retirados do
GenBank. Taxas de substituicdo de nucleotideos foram estimadas segundo
Kimura e Ota, 1972 e as arvores filogenéticas foram
construidas pelo método neighbor-joining (Saitou e Nei,1987). A similaridade
das éarvores foi avaliada por andlise de sequéncias génicas pelo programa
Clustal W (Thompson et al., 1994), calculados segundo Saito e Miura, 1983.

4.11.4 PCR e RFLP da proteina de choque térmico 65 kDa

Cada fracao de DNA extraida foi submetida a PCR para amplificacdo de
439 pares do gene da proteina de choque térmico 65 kDa, usando os primers
TB11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3) e TB12 (5-CTTGTCGAACCGCATA
CCCT-3), conforme descrito por Telenti et al. (1993). A reacéo foi realizada
obedecendo as seguintes condi¢des: 45 ciclos de desnaturacao a 94°C por 60
segundos, anelamento a 55°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60

segundos. Os 439 pares de base amplificados foram digeridos com enzima de
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restricdo Hae Ill, a 37°C, por duas horas, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Os padrbes de fragmentacdo foram visualizados em reacédo de

eletroforese em gel de agar a 3% (Nippon Gene, Tokyo, Japan).

4.12 Analise estatistica

Para estudar a concordancia entre os resultados dos testes de disco-
difusdo e E-test empregou-se o calculo do indice Kappa de concordéancia. O
indice Kappa também foi empregado para avaliar a concordancia entre o0s
métodos de classificacdo bioquimica convencional, método APl e molecular. A
avaliacdo da concordancia dos testes, segundo os valores aferidos, seguiu 0s
critérios estabelecidos por Thrusfield (1995). Todas as estatisticas foram
realizadas empregando-se os pacotes computacionais Bioestat v. 5.0 (Ayres et
al., 2007) e SPSS v.14 (Maroco, 2007).

As diferencas entre os percentuais de isolados termorresistentes nos
trés campos de fervura foram calculados pelo teste de Mac Nemar, com
correcdo de continuidade cujo nivel de significAncia foi ajustado para 0,167 (p =
0,05/3 =0,167).

O teste de Qui-quadrado e teste de exato de Fischer foram utilizados
para provar se 0S percentuais de resisténcia de Nocardia sp para cada
antibiotico testado no método de disco-difusdo se distribuiam de forma
homogénea entre as linhagens isoladas de animais de producao (bovinos,
equino e caprino), de humanos e de animais de companhia (caninos e felinos),

adotando-se p < 0,05 como nivel de significancia do teste (Everitt, 1977).
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5 RESULTADOS

A analise molecular possibilitou identificar 88 espécies de Nocardia
isoladas de animais domésticos e sete de humanos.

Dentre as espécies domésticas houve predominio de linhagens obtidas
de animais de producéo, identificadas em 71 vacas com mastite, um equino
com pneumonia e uma cabra com mastite (Tabela 2, referente ao item 4.1).
Destas foram isoladas com maior freqtiéncia N. nova (56 isolados), N. farcinica
(sete isolados), N. puris (quatro isolados) e N. cyriacigeorgica (trés isolados)
[Tabela 4].

Em animais de companhia foi constatada distribuicdo mais
homogéneadas espécies de Nocardia, apesar do predominio de N. nova (seis
isolados), N. farcinica (dois isolados), N. veterana (trés isolados) e
N. cyriacigeorgica (dois isolados) [Tabela 4].

A analise molecular dos seis isolados obtidos de humanos revelou a
presenca de trés linhagens de N. farcinica, duas de N. nova, uma de N. asiatica
e uma de N. veterana [Tabela 4].

Em contraste, a analise fenotipica dos mesmos isolados mostrou grande
variabilidade se comparada a caracterizacdo molecular, embora tenha
apresentado boa concordancia entre as andlises. A tabela 5 apresenta-se as
probabilidades de classificacdo das espécies de Nocardia utilizando métodos
fenotipicos de identificacdo, e na Tabela 6 mostra-se a concordancia dos
métodos de identificacdo fenotipica, tendo como base de comparacdo a

identificacdo molecular.
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Tabela 4 — Identificacdo fenotipica de 95 linhagens de Nocardia spp. obtidas de

afeccdes de animais domésticos e humanos. Botucatu, SP, 2011.

Espécies de

Nocardia spp

CLASSIFICACAO
GENOTIPICA

Ne° total de
isolados/
N° de linhagens
(%)

CLASSIFICACAO
FENOTIPICA

ESPECIES DE ANIMAIS e HUMANOS
ACOMETIDOS

N° de linhagens
provéaveis/ N° total da
espécie
(probabilidade de
classificacédo)

BOV

*

CAN FEL OUTRAS HUMANOS

N. abscessus

N. abscessus ou N. nova

N. africana

02/95 (2,10%)

N. farcinica (n = 1)

01 - 01 - -

N. arthritidis

01/95 (0,91%)

N. africana (n = 1)

o1 - - - -

N. asiatica

01/95 (0.91%)

N. nova ou N. abscessus
(n=1)

01

N.

cyriacigeorgica

5/95
(4,58%)

N. cyriacigeorgica (n = 3)
(60% de probabilidade)
N. farcinica (n = 2)
(40% de probabilidade)

N. farcinica

13/95 (13,68%)

N. farcinica (n = 8)
(61,83% de probabilidade)
N. nova (n = 5)
(38,46% de probabilidade)

07 02 - 01! 03

N. nova

65/95 (68,42%)

N. nova (n = 32)
(57,14% de probabilidade)
N. cyriacigeorgica (n = 8)
(14,28% de probabilidade)

N. farcinica (n = 6)
(10,71% de probabilidade)
N. brevicatena (n = 10)
(17,85% de probabilidade)

56* 05 01

N. puris

4/95
(3,67%)

N. puris (n =1)
(25% de probabilidade)
N. brevicatena/ carnea

(n=2)

(50% de probabilidade)
N. pseudobrasiliensis
(n=1)

(25% de probabilidade)

N. veterana

4/95 (3,67%)

N. nova ou N. veterana
(n=4)

01 02 01

N° - nimero % - percentual BOV — bovina CAN- canina FEL — felina OUTRAS — esquina e caprina

*Em BOV ha duas linhagens isoladas de tanque de expansao individual

Yovino, %equino
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1 Tabela 5 — Classificacfes bioquimicas concordantes e discordantes com 0s
2 métodos moleculares de 95 linhagens de Nocardia sp. Botucatu, SP, 2011.
3
BIOQUIMICO CONVENCIONAL SISTEMA API
) N° de resultados N°deresultados N°deresultados N°de resultados
ESPECIE concordantes/N°  discordantes/N° concordantes/N°  discordantes/N°
de amostras de amostras de amostras de amostras
testadas (%) testadas (%) testadas (%) testadas (%)
N. africana 1/1(100) 0/1 (0) 0/1(0) 1/1(100)
N. arthritidis 0/1 (0) 1/1 (100) 1/1(100) 0/1 (0)
N. asiatica 0/1 (0) 1/1 (100) 0/1 (0) 1/1 (100)
N. cyriacigeorgica 5/5 (100) 0 (0) 5/5 (100) 0/5 (0)
N. farcinica 11/11(100) 0/11(0) 7/11 (63,6) 4/11 (36,4)
N. nova 42/68 (61,7) 26/68 (38,3) 59/68 (86,7) 9/68 (13,6)
N. puris 1/4 (25) 3/4 (75) 0/4 (0) 4/4 (100)
N. veterana 3/3 (100) 0/3 (0) 3/3 (100) 0/3 (0)
N. africana + 1/1 (100) 0/1 (0) 0/1 (0) 1/1 (100)
N. veterana
Total 64 (67,3) 31(32,7) 75 (78,9) 20 (21,1)
4  N°-numero % - percentutal
5
6
7 Foi observado predominio de casos de mastite clinica (72 animais), nos
8 quais nas glandulas afetadas foi evidenciado edema, fibrose, presenca de
9 nbdulos, abscessos e fistulas. O leite dos quartos afetados apresentava
10 aspecto viscoso, seropurulento, com presenca de grumos e coloragao
11 amarelada. Os casos de mastite subclinica (nove animais) acusaram reacdes
12 entre 2e 3+ no CMT.
13 Em animais de companhia o maior numero de linhagens foi isolado em
14  caes (12 animais), afetando principalmente o tecido cutéaneo (seis animais),
15  seguido por quadros de pneumonia (trés animais), enquanto nos felinos todos
16 0s quadros envolveram tecido cutaneo (trés animais). Em cées a doenca
17  atingiu animais jovens (entre quatro meses e dois nos de idade), sem racga
18 definida, com predominio de machos (oito animais). As lesGes cutaneas
19  caracterizaram-se por abscessos em continuidade com tratos fistulosos,
20 presenca de celulite extensa e secrecdo seropurulenta contendo granulos
21  esbranquicados. Nos cdes que apresentaram pneumonia, foram observados
22 sinais de aumento de sons broncovesiculares, tosse alta e produtiva e
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secrecdo mucopurulenta. Os cdes com acometimento do sistema nervoso
central revelaram sinais de convulséo, nistagmo, hipermetria extensora e apoio
em ampla base.

Nos felinos, a doenca ocorreu em adultos jovens entre 2 e 4 anos de
idade, dois machos e uma fémea, sem raca definida, com graves sinais de
afeccao cutanea desenvolvendo extensa celulite e inimeras fistulas drenantes
em abdbémen, regido dorsal caudal e cervical ventral.

Nos pacientes humanos ndo foi possivel obter os dados clinico-
epidemioldgicos detalhados dos casos. No entanto, cinco pacientes eram do
sexo masculino, em idade adulta, dos quais dois apresentando coinfecgcdo com
o virus da imunodeficiéncia adquirida humana. As manifestacfes clinicas
envolviam sinais cutaneos, respiratérios e neurolégicos [Tabela 3, no item 4.1].

Ao avaliarmos o perfil geral de sensibilidade microbiana, na prova de
difusdo com discos, nas 95 linhagens estudadas, foi observado que os
antimicrobianos mais efetivos foram amicacina (95,79%), cefuroxima (94,74%),
imipenem (88,42%), cefalénio (80%), cefalexina (77,89%) e gentamicina
(77,89%). Em contraste, a maior ocorréncia de resisténcia dos isolados foi
observada com o uso de cloxacilina (77,89%), ampicilina (54,74%),
sulfametoxazol/trimetoprim (45,26%) e cefoperazona (44,21%) [Tabela 6].

O perfil geral de sensibilidade microbiana, na prova de difusdo com
discos, revelou nas sete linhagens obtidas de nocardiose em humanos, que 0s
antimicrobianos mais efetivos foram amicacina (100%), amoxacilina/ &cido
clavulanico (100%), cefalexina (100%), cefalénio (100%) e ceftiofur ( 100%),
seguido de ceftriaxona (85,71%) e imipenem (71,43%). Dentre estes isolados,
a maior ocorréncia de resisténcia foi observada para cloxacilina (71,43%),
gentamicina (42,86%), sulfametoxazol/ trimetropim (42,86%) e ampicilina
(28,57%) [Tabela 7].
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1 Tabela 6 — Perfil geral de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de
2 difusdo com discos, em 95 linhagens de Nocardia spp. isoladas de animais
3 domeésticos e humanos. Botucatu, SP, 2011.
4
SENSIBILIDADE
ANTIMICROBIANGS Sensivel INTERMEDIARIO RESISTENTE
linhagens (%) linhagens (%) linhagens (%)
AMICACINA 91 95.79 - - 4 4.21
AC;AISI\SCC)J)IEQ\SILIJ-II_I\A?I/ICO 74 77.89 6 6.32 15 15.79
AMPICILINA 30 31.58 13 13.68 52 54.74
CEFALEXINA 75 78.95 3 3.16 17 17.89
CEFALONIO 76 80.00 2 211 17 17.89
CEFOPERAZONA 44 46.32 9 9.47 42 4421
CEFTIOFUR 74 77.89 8 8.42 13 13.68
CEFTRIAXONA 62 65.26 8 8.42 25 26.32
CEFUROXIMA 90 94.74 1 1.05 4 4.21
CLOXACILINA 20 21.05 1 1.05 74 77.89
GENTAMICINA 74 77.89 7 7.37 14 14.74
IMIPENEM 84 88.42 1 1.05 10 10.53
SULFAMETOXAZOL/ TRIMETOPRINA 48 50.53 4 4.21 43 45.26
5 % - percentutal
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
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Tabela 7 — Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de difusédo com
discos, em sete linhagens de Nocardia spp isoladas de humanos. Botucatu,
SP, 2011.

SENSIBILIDADE

HUMANOS
ANTIMICROBIANOS S PS R
isolados isolados isolados
(%) (%) (%)
Amicacina ! : )
(100.00) () ()
e . 7 - -
Amoxacilina/Acido clavulanico
(100.00) () )
Ampicilina 3 2 2
P (42.86)  (2857)  (2857)
Cefalexina / § i
(100.00) () )
) 7 - -
Cefalbnio
(100.00) () )
Cefoperazona 3 3 1

P (42.86)  (42.86)  (14.29)

. 7 - -
Ceftiofur

(100.00) () )
. 6 1 -
Ceftriaxona (85.71) (14.29) 0
Cefuroxima S § 2
(71.43) () (28.57)

Cloxacilina 2 i 5
(28.57) () (71.43)

Gentamicina 4 i 3
(57.14) () (42.86)

Imipenem 5 1 1
P (71.43)  (1429)  (14.29)

. . 3 1 3
Sulfametoxazole/Trimetoprim (42.86) (14.29) (42.86)

S—sensivel  PS - parcialmente sensivel

% - percentutal

R —resistente
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O perfil de sensibilidade microbiana, na prova de difusdo com discos,
revelou que a amicacina (95,77%), cefuroxima (95,77%) e imipenem (87,32%)
foram os antimicrobianos mais efetivos para os isolados obtidos da espécie
bovina, enquanto a maior resisténcia das linhagens foi constatada para
cloxacilina (84,51%), ampicilina (57,75%), sulfametoxazol/ trimetoprim (50,70%)
e cefoperazona (49,30%) [Tabela 8].

Para os isolados de cées, os antimicrobianos mais efetivos foram
cefuroxima (100%), amicacina (91,67%), gentamicina (91,67%), imipenem
(91,67%), ceftiofur (83,33%) e ceftriaxona (83,33%), enquanto a maior
frequéncia de resisténcia das linhagens foi observada para ampicilina
(58,33%), cloxacilina (58,33%), cefalexina (33,33%) e cefoperazona (33,33%)
[Tabela 8].

Nos isolados de felinos, os antimicrobianos mais efetivos foram
amoxacilina/ acido clavulanico (100%), cefalexina (100%), cefalénio (100%),
cefuroxima (100%), gentamicina (100%) e imipenem (100%). E os menos
efetivos foi cloxacilina (33,33%), tendo os demais apresentado efetividade
intermdiéaria.

Para os isolados provenientes de afeccbes nas espécies caprina e
eqlina os mais efetivos foram: amoxacilina/acido clavulanico (100%),
cefalexina (100%), cefoperazona (100%), ceftiofur (100%) e imipenem (100%).
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Tabela 8 — Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de difusdo com
discos, em 88 linhagens de Nocardia spp isoladas de animais domésticos.
Botucatu, SP, 2011.

SENSIBILIDADE

BOVINOS* CANINA
Antimicrobianos S PS R S PS R
isolados (%) isolados (%)
68 - 3 11 - 1
AMICACINA (95,77) A (4,23) (91,67) () (8,33)
AMOXACILINA/ 55 2 14 8 3 L
ACIDO CLAVULANICO (77,46) (2,82) (19,72) (66,67) (25,00) (8,33)
19 11 41 5 - 7
AMPICILINA (26,76)  (1549) (57,75  (4167) () (58,33)
56 3 12 8 - 4
CEFALEXINA (7887)  (423)  (169)  (66,67) () (33,33)
R 56 2 13 9 - 3
CEFALONIO (78.87) 2,27) (14,77) (75,00) () (25,)
30 6 35 7 1 4
CEFOPERAZONA 4225  (845) (49.3) (58,33) 833)  (33,33)
53 6 12 10 1 1
CEFTIOFUR (74,65) (8,45) (16,9) (83,33) (8,33) (8,33)
42 7 22 10 - 2
CEFTRIAXONA (5915)  (9.86)  (30.99) (83,33) 0 (16,67)
68 1 2 12 - -
CEFUROXIMA (95.77) (1,41) (2,82) (100,00) () ()
11 - 60 5 - 7
CLOXACILINA (15.49) 0 (84.51) (41,67) A (58,33)
56 6 9 11 - 1
GENTAMICINA (78,87) (8,45) (12,68) (91,67) () (8,33)
62 - 9 11 - L
IMIPENEM (87,32) ) (12,68)  (91,67) () (8,33)
SULFAMETOXAZOL/ 32 3 36 9 1 2
TRIMETOPRIM (45,07) (4,23) (50,7) (75,00) (8,33) (16,67)
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A presenca de linhagens isoladas dos animais domésticos com
resisténcia mdltipla a trés ou mais e a cinco ou mais antimicrobianos foi
observada em, respectivamente, 63,38% e 43,66% dos isolados. Dentre os
isolados de origem humana, foi constatada a ocorréncia de resisténcia
simultanea a trés ou mais e a cinco ou mais antimicrobianos em,
respectivamente, 42,88% e 14,28% das linhagens.

Foi observada diferenca estatistica significante (p< 0,0001) entre o0s
percentuais de resisténcia observados para antimicrobianos testados pelo
método de difusdo com discos.

Considerando o teste de difusdo com discos, a ocorréncia de isolados
resistentes a cloxacilina obtidos de animais de producéo foi estatisticamente
superior (p = 0,0166) aos resultados obtidos em linhagens de animais de
companhia.

As tabelas 09, 10 e 11 apresentam os valores da concentracao inibitéria
minima nas 95 linhagens de Nocardia spp isoladas de animais domésticos e
humanos. Dos isolados de origem humana, somente um foi resistente no MIC
para sulfametoxazol/ trimetoprim (Tabela 10). A maior ocorréncia de resisténcia
no teste de MIC nas linhagens isoladas de animais de producéo foi observada
com o uso de sulfametoxazol/ trimetoprim (seis isolados), gentamicina (seis
isolados) e ceftriaxona (cinco isolados), enquanto para 0s animais de
companhia, somente uma linhagem foi resistente a amicacina e outra a
gentamicina (Tabela 11). A totalidade dos isolados apresentam MICg, OU Seja,
todas as 95 linhagens apresentaram 90% ou mais de sensibilidade aos
antimicrobianos utilizados (Tabela 12). N&o foram observadas linhagens
multirresistentes na concentragéo inibitoria minima.

N&o foi observada diferenca estatistica (p> 0,05) entre os percentuais de
resisténcia aos antimicrobianos no MIC nas 95 linhagens.

A Tabela 13 sumaria os indices de concordancia entre os métodos de
difusdo com discos e MIC, segundo seis antimicrobianos utilizados. Somente
para a amicacina foi observada boa concordancia entre os métodos, enquanto

para os demais farmacos a concordancia foi fraca.
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1 Tabela 9 — Concentracdo inibitéria minima geral de 95 linhagens de

2 Nocardia spp isoladas de animais domésticos e humanos. Botucatu, SP, 2011

3
CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA
. PARCIALMENTE
ANTIMICROBIANOS SENSIVEL SENSIVEL RESISTENTE
linhagens % linhagens % linhagens %
AMICACINA 92 96.84 - - 3 3.16
AMPICILINA 90 94.74 2 2.11 3 3.16
AMOXACILINA/ ACIDO
CLAVULANICO 89 93.68 5 5.26 1 1.05
CEFTRIAXONA 89 93.68 1 1.05 5 5.26
SULFAMETOXAZOL/
TRIMETOPRINA 88 92.63 - - 10 10.53
GENTAMICINA 84 88.42 4 421 7 7.37
4 % - percentual
5
6
7 Tabela 10 — Concentragdo inibitéria minima de sete linhagens de Nocardia spp
8 isoladas de humanos. Botucatu, SP, 2011.
9

CIM
HUMANAS
ANTIMICROBIANOS S PS R
isolados isolados isolados

(%) (%) (%)

7 - -

AMICACINA

(100.) ) )

6 1 -

AMPICILINA

(85.714) (14.286) )

; . 7 - -

AMOXICILINA/ ACIDO CLAVULANICO

(100.) ) ()

7 - -

CEFTRIAXONA

(100.) () ()

5 - 2

SULFAMETOXAZOLE/TRIMETOPRIM
(71.43) ) (28.57)
7 - -
GENTAMICINA

(100.) ) ()

10 S-sensivel PS- parcialmente sensivel

11 % - percentual

R —resistente
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Tabela 11 — Concentracao inibitéria minima de 88 linhagens de Nocardia spp

isoladas de animais domésticos. Botucatu, SP, 2011.

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

BOVINOS CANINA
ANTIMICROBIANOS S PS R 5 PS R
isolados isolados
(%) (%)
69 - 2 12 - 1
AMICACINA
(97.18) 0 (2.82)  (92.31) ©) (7.69)
67 1 3 13 - -
AMPICILINA
9437)  (141) (4.23)  (100.00) ©) )
~ AMOXICILINA/ 67 8 1 12 1 -
ACIDO CLAVULANICO (94.37)  (423) (1.41)  (9231)  (7.69) ()
66 - 5 12 1 -
CEFTRIAXONA
(92.96) 0 (7.04)  (92.31)  (7.69) )
SULFAMETOXAZOLE/ 65 - 6 13 - -
TRIMETOPRIM (73.86) ()  (6.82)  (100.00) ) )
63 2 6 11 1 1
GENTAMICINA
(88.73)  (2.82) (8.45)  (84.62)  (7.69)  (7.69)
S—sensivel  PS-—parcialmente sensivel R —resistente

% - percentual
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Tabela 12 — Valores de CIM responsaveis pela inibicdo dos 95 isolados de

Nocardia spp. Botucatu, SP, 2011.

ANTIMICROBIANOS MICgo (ug/mL) MIC (ug/mL)
AMICACINA 0,25 0,016 — 256

A L A0 :
AMPICILINA 1 0,016 — 256
CEFTRIAXONA 2 0,016 — 256
GENTAMICINA 2 0,016 — 256
SULFAMETOXAZOL/ 15 0.016 — 256

TRIMETOPRINA

MIC — concentracao inibitéria minima pg — micrograma mL — mililitro

MICg — concentracéo de anibibtico responsavel pela inibicdo de 90% dos isolados

Tabela 13 — indices Kappa (k) de concordancia entre os métodos de disco-

difusdo com disco E-test para avaliagéo de resisténcia microbiana, significancia

estatistica (p) e interpretacdo de resultados para seis antimicrobianos

avaliados. Botucatu, SP, 2011

ANTIMICROBIANO K D CONCORDANCIA
AMICACINA 0,5576 < 0,0001 Boa
AMPICILINA 20,0167 0.2950 Fraca

AMOXICILINA/
ACIDO CLAVULANICO 00173 0,3449 Fraca
CEFTRIAXONA 0,0571 0,1890 Fraca
SULFAMETOXAZOL/
TRIMETOPRIN -0,0362 0.1046 Fraca
GENTAMICINA 0.2195 0,0067 Fraca

< - menor que
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A microscopia eletronica de varredura das seis linhagens de Nocardia
permitiu observar estruturas coco-bacilares e, caracteristicamente, formas

alongadas e ramificadas da bactéria (Figura 1).

Figura 1 — Fotos obtidas em microscopia eletrénica de varredura das espécies
N. nova (A) e N. farcinica (B) provenientes de afec¢cdes em animais
domésticos, em aumentos de 2336 x e 4957 x, respectivamente. Botucatu, SP,
2011.
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A termorresisténcia das 95 linhagens a fervura (100°C) nos trés tempos
de estudo, revelou que no tempo zero 84,21% dos isolados (80 linhagens),
mostraram isolamento positivo em agar sangue apés 48 a 72 horas. Apds um
minuto de fervura 50,52% (48 linhagens) foram re-isoladas, enquanto
decorridos cinco minutos de fervura 2,10% dos isolados (duas linhagens, sendo
uma da espécie N. nova e outra N. farcinica) permaneceram viaveis (Figura 1).
Foram observadas diferencas significativas entre o0s trés momentos
pesquisados (p<0,0001).

As espécies N. asiatica e N. arthritidis ndo resistiram a fervura no
momento zero, enquanto todas as outras espécies foram reisoladas a simples

fervura e/ou a fervura por um minuto.

Gréfico 1 — Percentuais de linhagens viaveis de Nocardia spp isoladas de
animais domeésticos e humanos submetidas a condi¢cdes de fervura. Botucatu,
SP, 2011.
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6 DISCUSSAO

A classificacdo das espécies de Nocardia é objeto de divergéncia entre
0s taxonomistas nas ultimas décadas (Muir e Pritchard, 1997; Roth et al., 2003;
Brown-Elliot et al.,, 2006). Os primeiros tratadistas enquadraram O micror-
ganismo como fungo, devido as caracteristicas mascroscoépicas das colonias e
0 aspecto caracteristicamente filamentoso a microscopia do organismo nos
métodos tintoriais classicos. O uso de diferentes substratos na classificacdo
fenotipica reposicionou o género como bactéria do grupo dos actinomicetos
arobicos (Biehle et al., 1996; Kiska et al.,2002; Wauters et al., 2005). O advento
recente de técnicas moleculares na classificacdo das espécies de Nocardia
(Kageyama et al.,, 2004b) tem-se mostrado promissor, em virtude da
especificidade e rapidez dos resultados da anélise molecular se comparado as
técnicas fenotipicas, bem como tem permitido a descricdo de novas espécies
patogénicas e saprofitas de Nocardia (Roth et al., 2003; Conville e Witebsky,
2004; Chun e Goodfellow, 1995; Laurent et al., 1999; Steingrube et. al., 1995)

A caracterizacdo fenotipica é frequentemente considerada laboriosa, em
virtude da diversidade de meios utilizados, bem como a grande demanda de
tempo despendida, ao redor de 15 a 30 dias para a avaliacdo da hidrolise de
proteinas e uso de outros substratos (Kiska et al., 2002; Wauters et al., 2005).
No presente estudo foram identificadas espécies em 95 isolados do género
Nocardia, utilizando métodos fenotipicos e genotipicos. A identificacdo
fenotipica adotada nos 95 isolados aliou as hidrolises de proteinas e o0s
substratos do kit APl 20C AUX. Este kit permitiu obtencdo de resultados em
sete dias, de maneira pratica visto que nao houve necessidade de elaborar tais
meios em laboratério (Kiska et al., 2002), fato que dificultou a comparagédo da
identificacdo de alguns isolados identificados fenotipicamente, a identificacao
com base molecular. A titulo de exemplo, na caracterizacdo fenotipica, mesmo
utilizando diferentes substratos e a multiplicacdo a 45°C, as espécies N. nova,
N. cyriacigeorgica, N. africana e N. veterana e N. arthritidis possuem padréo
muito similar no kit APl 20C AUX e nas hidrélises protéicas, o que torna pouco
precisa a diferenciacdo destas espécies por métodos fenotipicos (Biehle et al.,
1996; Kiska et al., 2002; Brown e McNeil, 2003, Kageyama, 2004a). Apesar de
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certas divergéncias entre os resultados da classificacdo fenotipica e molecular,
de maneira geral houve relativa compatibilidade entre as espécies identificadas
no presente estudo, com excecdo na diferenciacdo entre isolados com
classificagdo proxima dentro do mesmo grupo proposto por Wallace (1988).

Em animais de companhia, tanto na classificagdo fenotipica como na
molecular, as principais espécies de Nocardia identificadas foram similares as
descritas na literatura, notadamente do complexo N. asteroides diagnosticadas
em 12 isolados, que englobam as espécies N. nova, N. veterana, N.
cyriacigeorgica, N farcinica e N. africana, e reforga a viruléncia destas espécies
na nocardiose em cédes e gatos (Brown-Elliot et al., 2006). Em contraste, as
espécies N. otitidiscaviarum e N. brasiliensis, frequentemente relatadas em
caes e gatos por outros autores (Ajello et al., 1961; Luque et al., 2002), néo
foram identificadas no presente estudo. Em trés dos isolados provenientes de
felinos, foi observado o isolamento de N. nova, N. africana e N. veterana. De
maneira similar, N. nova foi responsavel pelo acomentimento de 59% dentre 17
casos de nocardiose em gatos atendidos na Australia (Malik et al.,2006). Em
outro estudo, N. nova representou 80% dos isolados em levantamento de cinco
casos de nocardiose em felinos domésticos atendidos nos EUA (Hirsh e Jang,
1999). N. africana foi relatada previamente no Japdo em nocardiose
disseminada em felino arresponsivo ao tratamento (Hattori et al., 2003).
Curiosamente, a infec¢do por N. veterana em felino domeéstico identificada no
presente estudo, é a primeira referéncia que se encontra na literatura
consultada de nocardiose felina por esta espécie de Nocardia, diagnosticada
com base em método molecular.

Em caes foram isoladas no presente estudo as espécies N. nova, N.
cyriacigeorgica, N. farcinica e N. veterana. Dentre estas espécies ha referéncia
prévia de isolamento de N. nova e N. farcinica em caes no Brasil, embora
identificadas fenotipicamente (Ribeiro et al., 2008). As demais descricbes de
nocardiose em cdes ressaltaram para o predominio de N. asteroides,
classificadas por métodos fenotipicos, inexistindo registros baseados na
classificacdo molecular, limitando a comparacdo dos resultados de

identificacdo das espécies da bactéria em caes obtidas no presente estudo.
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Em animais ha uma grande variedade de manifetacdes clinicas da
nocardiose, que incluem desde afec¢cbes da glandula mamaria em ruminantes
domésticos (bovinos e caprinos), pneumonia em equinos, apresentacdes
cutdneas (micetoma, celulite, Ulcera), linfonodomegalia, meningoencefalite,
piogranulomas, piotérax e peritonite em caes e gatos (Ackerman et al, 1982;
Biberstein et al, 1985; Edwards, 2006; Hamid et al., 2007; Costa et al., 1998).

Nos cades e gatos, a nocardiose manifesta-se principalmente por
afeccOoes cutaneas e linfadenomegalia. Complicagbes ou disseminacéo do
patégeno levam a casos graves de piotérax, peritonite, pneumonia e encefalite
(Edwards, 2006). No presente estudo, 50% dos cées apresentaram abscessos
com fistulas drenantes e todos os felinos manifestaram sindrome celulite-
paniculite com fistulagao exsudativa. As regides de lesdo cutanea mais comuns
em cées foram cervical ventral e inguinal, provavelmente por representarem
locais de predilecdo de ectoparasitas que levam a inoculacdo percutanea da
bactéria presente na unha ou no pélo, pelo préprio ato de cocar do animal
(Kirpensteijn e Fingland, 1992; Ribeiro et al., 2002). Os linfonodos regionais ou
“palpaveis” adjacentes as lesbes de pele se mostraram aumentados nos cées.
Este achado também tem sido citado por Ackerman et al. (1982) em cées,
notadamente em animais imunossuprimidos, com afeccfes disseminadas,
coinfectados pelo virus da cinomose (Fawi et al.,1971; Edwards, 2006; Malik et
al., 2006).

As complicagbes sistémicas da doenga determinam quadros
pulmonares, neuroldgicos, articulares e abscessos em diversos o0rgaos. Nos
trés cdes estudados com pneumonia foram observados principalmente
secrecdo nasal mucopurulenta, hipertermia, edema, aumento de sons
broncovesiculares, tosse e emaciacdo. O diagndstico nestes animais foi
firmado pelo cultivo microbiolégico de lavado broncoalveolar, que tem se
mostrado a técnica mais fidedigna para os casos de nocardiose pulmonar
(Sivacolundhu et al., 2001). A ocorréncia de sinais neuroldgicos € incomum em
cdes e gatos com nocardiose, e sao decorrentes principalmente da
disseminacéao linfohematica com formacao de abscessos cerebrais (Balozet e
Pernot, 1936; Beaman e Sugar, 1983; Edwards, 2006). No presente estudo

também foram observados poucos casos de manisfestagdo neurologica em
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cdes e gatos. No entanto, a semelhanca de outros estudos, os animais com
doenca disseminada (pneumonia, piotorax, encefalite) comumente evoluem a
Obito, ainda que a terapia seja prontamente instituida (Balozet e Pernot, 1936;
Beaman et al., 1983; Ribeiro et al., 2002; Edwards, 2006).

De modo geral, os cdes e gatos machos sdo mais susceptiveis a
nocardiose devido ao comportamento de caca, pela procura de fémeas em cio,
ou por disputas de lideranca. Em estudo retrospectivo da nocardiose em 52
caes, a frequéncia de animais machos foi de 63,5% (Beaman e Sugar, 1983) e
de 82,35% em casos acometendo felinos (Malik et al., 2006). No presente
estudo também foi constatada maior ocorréncia da nocardiose em cées
machos (71,42%) e em 100% dos casos em felinos. Também foi observado
gue, na média, a idade dos animais acometidos se encontrou na faixa etaria de
cdes e gatos jovens. Este achado também foi citado por Beaman e Sugar
(1983) e poderia encontrar justificativa que, nesta faixa etaria, os animais
possuem maior vulnerabilidade as doencas Vvirais e bacterianas
imunossupressoras, maior curiosidade pelo ambiente em que vivem e inicio da
idade reprodutiva, fatores que levam os animais a interagirem mais com outros
animais e/ou com o seu ambiente (Overall, 1997).

A mastite € a apresentacdo clinica mais comum da nocardiose em
animais de producao. N. asteroides, N. farcinica e N. nova sé&o referidas como
as principais espécies envolvidas na nocardiose mamaria em vacas (Radostits
et al., 2007). Nas 71 vacas estudadas foram encontradas predominantemente
as especies N. nova e N. farcinica, pertencentes ao complexo N. asteroides. De
maneira similar, no Canada, N. farcinica foi responsavel por epizootia de
mastite bovina (Brown et al.,, 2007). No Brasil N. asteroides (Costa et al.,
1996b; Costa et al., 2008), N. farcinica, N. nova e N. otitidiscaviarum foram
recentemente descritas na mastite bovina, embora diganosticadas por métodos
fenotipicos (Ribeiro et al., 2008). Curiosamente, foram detectados no presente
estudo, quatro vacas com mastite infectadas por N. puris. Dentre a literatura
consultada nao foram encontrados registros envolvendo esta espécie de
Nocardia na casuistica de mastite bovina, apesar das descricdes de N. puris
em endoftalmite, pneumonia e abscessos cerebrais em humanos (Watanabe et

al., 2006). Obteve-se ainda um isolado de N. arthritidis nas vacas com mastite.
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No entanto, esta espécie de Nocardia foi relatada somente em novilha com
osteomielite metatarsica (Koch et al., 2009). A presenca incomum de N. puris e
N. arthritidis causando mastite nas vacas estudadas, poderia ser justificada
pela adocgéo recente de técnicas moleculares na classificacdo das espécies de
Nocardia envolvidas em infec¢des mamarias em vacas.

Tanto na espécie bovina como na caprina, as infec¢cbes mamarias no
presente estudo foram observadas predominantemente em animais com
mastite clinica, geralmente em propriedades com problemas de manejo e de
ordenha higiénica. A presenga do organismo no solo, terra e barro favorece a
infeccdo nos periodos entre ordenhas, por contaminagcdo no ambiente pré ou
pos ordenha, pelas teteiras, por agua contaminada de uso na sala de ordenha
ou contaminagdo no tratamento intramamario (Santos e Fonseca, 2007). As
propriedades rurais com isolamento de Nocardia spp em vacas, das quais se
teve acesso as informacdes do manejo de ordenha no presente estudo,
comumente apresentaram mas condicdes na pratica de ordenha, como
excesso de matéria organica no ambiente, concentra¢des inadequadas de anti-
sépticos no pré e pos “dipping”, presenca de sujidade nos tetos das vacas
imediatamente antes da ordenha, condicbes impréprias de limpeza nos
reservatorios de agua ou cloracdo da &agua usadas na limpeza de
equipamentos e dos tetos e uso inapropriado dos aplicadores para tratamento
intramamario. O conjunto destes fatores considerados predisponentes na
nocardiose mamaria também tem sido observado em epizootias no Canada
(Ollis et al., 1991; Stark e Anderson, 1990), bem como em estudos similares no
Brasil (Costa et al., 1996b; Costa et al., 1987; Ribeiro et al., 2006; Ribeiro et al.,
2008).

Estudos de celularidade no leite vacas com nocardiose ou no isolamento
da bactéria em tanques de expansdo tem mostrado alta variabilidade de
resultados, desde contagens de células sométicas abaixo de 5 x 10° até
contagens de 8,6 x 10° células/mL. Foram isoladas duas linhagens de N. nova
em tanques de expansdo individuais, nos quais as contagens de células
sométicas foram de 887 x 10° células/mL e de 1.966 x 10° células/ mL. Este
valor é superior ao permitido no Brasil pela normativa IN 51 (Brasil, 2002), cujo

leite deve possuir no méaximo 750 x 10° células/mL. Schoonderwoerd et al.
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(1990) descreveram infecgéo por Nocardia sp em quartos mamarios de vacas e
nos respectivos tanques de expansao individuais, mostrando que a origem do
microrganismo nos tanques de expansdo era proveniente dos quartos
infectados. Estes achados ressaltam que os casos de nocardiose mamaria
podem apresentar grande variacdo na celularidade, embora geralmente
depreciem ou inviabilizem o uso do leite proveniente de animais infectados
(Stark e Anderson, 1990; Ribeiro et al., 2006; Ribeiro et al., 2008).

Obteve-se o isolamento de uma linhagem de N. farcinica no leite de
cabra, em animal com mastite subclinica. Em contraste, a nocardiose mamaria
em cabras tem sido associada e mastite clinica com presenca de edema,
nodulacdes, hiperemia nos tetos nos tetos afetados. Na literatura consultada,
foi encontrado somente um relato de N. farcinica em cabras causando mastite
diagnosticado por método molecular (Hamid et al., 2007), ressaltando para a
ocorréncia incomum desta espécie na mastite em cabras.

No presente estudo foi identificada também a forma rara da nocardiose
em equino por N. nova, secundéaria a obstrucdo recorrente das vias aéreas
(Olivo et al., 2010). Em equinos, as infec¢des pulmonares ou disseminadas
parecem estar relacionadas a distirbios imunolégicos que predispbéem a
ocorréncia de infeccbes oportunistas. Biberstein et al. (1985) investigaram 16
casos de nocardiose em equino e observaram que 90% possuiam doencas
imunossupressivas, como a imunodeficiéncia dos cavalos &rabes e
hiperadrenocorticismo pituitario, levando a Obito por pneumonia todos os
animais com algum grau de imunossupressao, enquanto animais
imunocompetentes apresentaram somente afeccdes cutaneas. N. asteroides e
N. brasiliensis jA& foram descritas em afec¢Bes respiratérias em equinos
(Biberstein et al, 1985). No entanto, ndo foram encontrados na literatura
descricbes de infeccdo por N. nova causando pneumonia em equinos, com
diagnéstico baseado tanto em métodos fenotipicos quanto moleculares,
dificultando confrontar este achado do presente estudo com a literatura
especializada.

Os antimicrobianos sao utilizados desde a década de 50 no tratamento
de infeccOes bacterianas em humanos e em animais. A escolha do farmaco

deve ser baseada na natureza da infecgao, identificacdo e sensibilidade dos
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patdégenos, biodisponibilidade, cinética e metabolismo dos antimicrobianos,
custos, praticidade e efeito residual do farmaco considerando os animais de
producado. Ao longo dos anos foram padronizados também testes para avaliar o
perfil de sensibilidade “in vitro” dos isolados aos antimicrobianos, dos quais 0s
métodos classicos e universalmente utilizados sdo o de difusdo com discos
(Bauer et al., 1966) e da concentracao inibitoria minima (CLSI, 2003). O uso
dos testes de sensibilidade “in vitro” tem permitido investigar também a
ocorréncia de linhagens bacterianas multirresistentes aos antimicrobianos,
decorrentes principalmente de mutagfes, conjugacdes ou pelo uso indevido
dos antimicrobianos que aumentam a pressao seletiva para isolados com
resisténcia multipla (Giguere et al., 2010).

Sulfonamidas potencializadas pelo trimetoprim, aminoglicosideos
(amicacina, gentamicina) e cefalosporinas (ceftiofur, ceftriaxona e cefalexina)
isolados ou em associacdo, sdo o0s antimicrobianos mais indicados no
tratamento da nocardiose em animais e humanos (Acha e Szyfres, 2003;
Edwards, 2006; Radostits et al., 2007). De maneira similar, o perfil geral de
sensibilidade “in vitro” das 95 linhagens de Nocardia spp, tanto no teste de
difusdo com discos como na CIM, revelou que a amicacina, cefuroxima,
imipeném, cefalénio, cefalexina e ceftiofur foram os antimicrobianos mais
efetivos. Apesar da sensibilidade dos isolados, os resultados do tratamento da
nocardiose em animais de companhia apresentam frequentemente insucesso
(Beaman e Sugar, 1983), enquanto em vacas com mastite, comumente se
indica a ablacéo quimica do teto ou mesmo o descarte da vaca, em virtude da
reduzida eficiéncia terapéutica ou dos riscos de transmissao intrarebanho
(Ribeiro et al., 2006; Santos e Fonseca, 2007; Ribeiro et al., 2008).

A reduzida resposta dos tratamentos da nocardiose em animais
domeésticos pode ser creditada a formacdo de piogranulomas pelo
microrganismo, que dificultam os antimicrobianos atingirem concentracdes
terapéuticas no interior do foco infeccioso (Malik et al., 2006; Ribeiro et al.,
2008).

A ocorréncia de multirresisténcia nas 95 linhagens de Nocardia isoladas
de animais de producao e de companhia foi elevada. Este achado pode ser um

resultado da adocdo de tratamento de afeccdes bacterianas em animais
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domésticos sem o diagndstico do agente causal, tampouco do uso de testes de
sensibilidade, valendo-se muitas vezes, da experiéncia profissional ou do apelo
comercial de certos farmacos. Desta forma, a presenca no presente estudo de
linhagens de Nocardia multirresistentes a diferentes farmacos reforca a
necessidade da adocdo dos protocolos de tratamento com o respaldo de testes
de sensibilidade “in vitro”, e da importancia do uso racional dos antimicrobianos
na pratica veterinaria (Giguere, 2010).

Nos 71 isolados obtidos de infeccdo mamaria em vacas, elevada
resisténcia das linhagens foi observada para cloxacilina, ampicilina,
sulfametoxazol/  trimetoprim e  cefoperazona. Curiosamente, estes
antimicrobianos constituem os principais ativos disponiveis comercialmente, no
Brasil, para o tratamento intramamario de vacas na lactacdo e no periodo seco
(Ollis et al.,1991; Ribeiro et al., 2006; Ribeiro et al., 2008). Esta limitagcdo no
estabelecimento do tratamento intramamario em vacas com nocardiose, reforca
a indicacdo de secagem dos quartos ou o descarte dos animais acometidos,
como medidas de controle e profilaxia da mastite por Nocardia sp em rebanhos
no Brasil (Costa et al., 1998; Ribeiro et al., 2006; Ribeiro et al.,2008).

A eficacia do tratamento da nocardiose em animais de companhia é
controversa. Em outros paises, o sucesso do tratamento de grave empiema foi
descrito em um gato (Campbell e Scott, 1975). Em contraste, o insucesso do
tratamento em sete cades com nocardiose foi reportado nos EUA (Ackerman
et al.,, 1982). No Brasil, baixa eficicia terapéutica foi relatada em nove cées
com nocardiose tegumentar e pulmonar, utilizando sulfa/trimetoprim ou
cefalosporinas, prescritos com o respaldo do antibiograma (Ribeiro et al.,
2008). Foi evidenciado no presente estudo, resisténcia dos isolados
predominantemente para ampicilina, cefalexina e cloxacilina.
Interessantemente, as cefalosporinas sdo um dos grupamentos de eleicdo na
pratica terapéutica em animais de companhia, notadamente no tratamento de
afeccbes dos sistemas tegumentar, urinario e gastrintestinal (Ettinger e
Feldman, 2010). Ademais, as cefalosporinas séo indicadas no tratamento da
nocardiose em caes e gatos (Edwards, 2006; Isik et al., 2009). Estes resultados

sinalizam que, mesmo diante da prescricdo do tratamento antimicrobiano
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adequado, respaldado em testes de sensibilidade, oprognéstico da nocardiose
em animais de companhia é reservado.

Lowman et al. (2010) observaram baixa concordancia entre os testes de
difusdo com disco e CIM, enquanto Biehle et al. (1994) e Ambaye et al. (1997)
encontraram boa concordancias entre estas técnicas de sensibilidade
microbiana “in vitro”. No presente estudo, foram observadas discrepancias
entre os resultados do teste de difusdo com discos e CIM nos 95 isolados de
Nocardia spp. O teste de difusdo apresenta como vantagens o menor custo,
boa sensibilidade e padronizacdo (Bauer et al., 1966). No entanto a CIM é
reconhecida como a técnica mais especifica, também padronizada, permitindo
a visualizacdo dos resultados por gradientes de concentracdo do farmaco e,
atualmente, esta disponivel comercialmente sob a forma de kits em tiras
impregnadas pelos farmacos (Ambaye et al., 1997; Tomlin et al., 2001; Hansen
et al., 2008). No entanto, a despeito das vantagens supracitadas, o custo da
CIM em kits ainda é elevado ou impeditivo na pratica de rotina de diagnostico
veterinario para a avaliacdo de sensibildade de agentes bacterianos (Giguere
et al., 2010).

A magnificacdo da imagem dos seis isolados de Nocardia por
microscopia eletrébnica de varredura permitiu visualizar detalhadamente
microrganismos cocobacilares e, caracteristicamente, formas ramificadas do
organismo, com tendéncia a “fragmentagcao”, sugestivos do género Nocardia.
De maneira similar, tais achados foram observados em isolado de
N. asteroides tipo IV isolado de mastite no Brasil (Ribeiro et al., 2008). No
entanto, esta técnica esta restrita ao diagnostico experimental ou em pesquisa,
em virtude do custo elevado e pequeno numero de laboratérios em condicdes
de executar a técnica.

Apesar da frequéncia reduzida de infeccbes mamarias por Nocardia em
comparagcdo com outros microrganismos na génese da mastite bovina,
diferentes pesquisadores em outros paises (Tarabla et al., 1993; Brown et al.,
2007; Pisoni et al., 2008) e no Brasil (Costa et al., 1996a), tem se preocupado
em avaliar a resisténcia térmica da bactéria, simulando condi¢cdes do bindmio

tempo e temperatura utilizados nos processos classicos de tratamento do leite.
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Komaid et al. (2001) notificou a resisténcia térmica do género Nocardia
entre 45°C a 60°C por até oito horas. Costa et al. (1996a) no Brasil, alertaram
para a resisténcia de N. asteroides isolados do leite de vacas com mastite, as
condi¢des de pasteurizagdo lenta e rapida. No presente estudo, foi observado
que 84, 21%, dos isolados mantiveram-se viaveis ap0s temperatura de fervura,
enquanto 50,52% e 2,10% resistiram, respectivamente, a um e cinco minutos
de fervura. Estes achados se contrapéem as afirmacdes de outros autores
(Morais et al., 2000; Furlanetto et al. 2009), nos quais a simples expansao do
leite é considerado suficiente para eliminar os principais patdgenos do leite. No
entanto, nao foram encontrados na literatura especializada, estudos
conduzidos na avaliacdo da resisténcia térmica de isolados de Nocardia as
condicbes de fervura do leite. Em que pese a dificuldade de contrastar os
resultados da termorresisténcia dos 95 isolados do presente estudo, as
condicbes experimentais de fervura em linhagens isoladas do leite, os
resultados obtidos sdo preocupantes no contexto de saude publica, pois
estima-se que 30% do leite produzido no Brasil sdo comercializados de
maneira “informal” e a fervura €, culturalmente, o principal e mais confiavel
método de tratamento do produto pela populacdo em geral (Freitas Filho et al.,
2009).

A nocardiose humana é reconhecida como doenca emergente em alguns
paises, particularmente em pacientes com algum grau de imunossupressao
(Muiioz et al., 2007; Tan et al., 2010; Tremblay et al., 2010). A doenca se
manifesta principalmente sob a forma cutanea, pulmonar e, em casos severos,
sob a forma neuroldgica (Acha e Szyfres, 2003). N. asteroides (sensu stricto),
N. brasiliensis, N. farcinica e N. nova sdo as principais espécies de Nocardia
isoladas em humanos. Menos comumente séo descritas na nocardiose humana
N. otitidiscaviarum e N. pseudobrasiliensis e, raramente, N. abscessus, N.
brevicatena, N. africana, N. paucivorans, N. carnea, N. transvalensis e N.
veterana (Saboulle e Sussland, 2003).

No Brasil, a nocardiose humana € considerada doenca rara (Pedro et al.
1993; Saraca et al., 1993). No presente estudo foram identificadas N. farcinica,
N. nova e N. asiatica em sete pacientes, dos quais dois acometidos pelo virus
HIV.
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Dentre a literatura consultada, o isolamento de N. asiatica se constitui no
primeiro registro de nocardiose humana por esta espécie no Brasil. Tal achado
pode encontrar justificativa pela inexisténcia de classificacdo molecular de
linhagens de Nocardia isoladas de humanos no pais.

Estudo recente realizado em 22 casos de nocardiose em humanos em
Porto Alegre, RS, também identificou predominio das infec¢cdes dos pacientes
por espécies do complexo N. asteroides (Chedid et al., 2007). Ndo esta
completamente esclarecido na literatura o impacto dos animais domeésticos na
transmissao de Nocardia spp para os humanos (Beaman e Sugar, 1983; Acha
e Szyfres, 2003; Edwards, 2006). Em contraste, recentemente tém sido
descritos casos de nocardiose humana secundarios a mordeduras e
arranhaduras de felinos domésticos (Sachs, 1992; Bottei et al., 1994; Malik et
al. 2006).

Ao contrario dos isolados de animais, néo foi observada multirresisténcia
aos antimicrobianos nas linhagens de Nocardia de origem humana. Apesar do
pequeno numero de isolados, este achado sinaliza para o maior rigor no uso da
terapia antimicrobiana em humanos, fato que minimizaria a pressédo seletiva
para linhagens com resisténcia multipla.

A relativa similaridade entre as espécies de Nocardia isoladas de
humanos e animais domésticos no presente estudo, o estreito contato dos
humanos com animais de companhia e a termorresisténcia dos isolados
obtidos do leite as condi¢Bes de fervura, sinalizam para o potencial zoondético
da nocardiose em animais domeésticos e a necessidade de evitar o contato de
humanos — particularmente imunossuprimidos — com animais de companhia
apresentando sinais compativeis de nocardiose, bem como evitar 0 consumo

de leite cru de animais domésticos sem tratamento térmico adequado.
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7 CONCLUSOES

¢ O predominio de isolamento de N. nova e N. farcinica, pertencentes
ao complexo N. asteroides, reforca a patogenicidade destas espécies na
nocardiose em humanos, animais de producdo e de companhia;

¢ A similaridade observada entre as espécies de Nocardia isoladas
de vacas, caes, gatos e humanos, sinaliza para o potencial zoonoético destas
espécies domeésticas na transmissao do patégeno para humanos;

e Foi observado isolamento incomum de N. veterana em infeccao
cutdnea em gato e cédo, N. puris e N. arthritidis em vacas com mastite,
N. farcinica em cabra com mastite, N. nova em equino com pneumonia, 0 que
pode ser justificado pelo uso recente de técnicas de biologia molecular na
classificacdo de espécies de Nocardia em animais domesticos;

e Foi observada maior frequéncia de isolamento de Nocardia spp.
nos casos de mastite clinica em vacas e em infec¢cdes cutdneas e do trato
linfatico em cées e gatos, confirmando o predominio da nocardiose associada a
estas manifestacdes clinicas em animais domesticos;

e O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” dos isolados no
método de difusdo com discos e CIM, revelaram que a amicacina e
cefalosporinas (cefalexina, cefalénio, cefuroxima e ceftiofur) foram os
antimicrobianos mais efetivos frente as linhagens, podendo ser indicados como
opcdes de farmacos no tratamento da nocardiose em animais de companhia e
ou em vacas;

¢ A presencga de multirresisténcia aos antimicrobianos observada nos
isolados de Nocardia spp. obtidos de animais de producdo e de companhia,
particularmente frente a ampicilina e cloxacilina, reforca para a necessidade da
instituicdo dos tratamentos com respaldo nos testes de sensibilidade
microbiana “in vitro” e para o uso racional dos antimicrobianos;

e A termorresisténcia observada nas linhagens as condi¢cdes de
fervura, principalmente nos isolados de leite de vaca, ressalta para a
necessidade de o consumo de leite inspecionado ou submetido a processos

térmicos adequados ao tratamento do produto.



10
11

12
13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23

24
25
26

66

8 REFERENCIAS

ACKERMAN, N.; GRAIN JR., E. e CASTLEMAN, W. — Canine nocardiosis.
Journal of American Animal Hospital Association, Denver, v.18, p. 147—
153, 1982.

ACHA, P.N.; SZYFRES, B. — Nocardiosis. In:___. Zoonosis y enfermidades
transmissibles communes al hombre y a los animals. 3. ed. Washington,

Organizacion Panamericana de la Salud, , v.1, p.212-216. 2003.

AGTEROF, M.J.; VAN DER BRUGGEN, T.; TERSMETTE, M; TER BORG, E.J.;
VAN DEN BOSCH, J.M.M; BIESMA, D.H. Nocardiosis: a case series and a mini
review of clinical and microbiological features.The Netherlands Journal of
Medicine, Amsterdam, v.65. p. 199-202, 2007.

AJELLO,L.; WALKER, W.W.; DUNGWORTH, D.L.; BRUMFIELD, G. L. Isolation
of Nocardia brasiliensis from a cat with a review of its prevalence and
geographic distribution. Journal of the American Veterinary Medicine
Association, Schaumburg, v. 138, p. 370-376. 1961.

AMBAYE, A.; KOHNER, P.C.; WOLLAN, P.C.; ROBERTS, K.L.; ROBERTS,
G.D.; COCKERILL, F.R. Comparison of Agar Dilution, Broth Microdilution, Disk
Diffusion, E-Test, and BACTEC Radiometric Methods for Antimicrobial
Susceptibility Testing of Clinical Isolates of the Nocardia asteroides Complex
Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 35, n. 4, p. 847-852. 1997.

ARGUEDAS, M.G. Actinomycosis and Nocardiosis. In.__: SELLON, D.C,
LONG, M. Equine Infectious Diseases. Saint Louis: Elsevier, 2007. p.269-
275.

AYRES, M.; AYRES JR., M., AYRES, D.L. e SANTOS, A.S. Biostat 5.0:
AplicacOes estatisticas nas éareas das ciéncias biologicas e médicas.
Sociedade Civil Mamiraua - Belém, MCT-CNPq — Brasilia. 364p, 2007.



(¢,

© 00 N O

10
11

12
13
14

15
16
17

18
19

20
21

22
23
24

25
26
27

67

BACCIARINI, L.N.; POSTHAUS, H.; PAGAN, O.; MISEREZ, R. Nocardia nova
causing pulmonary nocardiosis of Black Crakes (Limnocorax flavirostra).
Veterinary Pathology, Madison, v.36, p. 345-347, 1999.

BALOZET, L.; PERNOT, P. Méningite du chien causee par un Actinomyces.
Bulletin d'Academie Veterinaire de France, v. 9, p.168-177. 1936.

BENITES, N.R.; BALIAN, S.C.; FERREIRA NETO, J.S.; SAKAMOTO, S.M,;
GUERRA, J.L.; SOUSA, S.L.P.; PANETTA, J.C. Isolamento de Nocardia
asteroides de lesao granulomatosa em carne bovina. Acesso em 03 out 2010.
Disponivel em: http://www.bichoonline.com.br/artigos/ha0006.htm

BASSAM, L.S.; HASSO, S.A. Mastitis in goats caused by Nocardia asteroides.
Small Ruminant Research, Amsterdam, v. 26, p. 287-290, 1997.

BAUER, AW.; KIRBY, W.M.; SHERRIS, J.C.; TURCK, M. Antibiotic
susceptibility testing by a standardized single disk method. American Journal
of Clinical Pathology, Chicago, v. 45, n. 4, p. 493-496, 1966.

BAWA, B; BAI, J.; WHITEHAIR, M.; PURVIS, T.; DEBEY, B.M. Bovine abortion
associated with Nocardia farcinica. Journal Veterinary Investigation, v.22,
p.108-111, 2010.

BEAMAN, B.L. e BEAMAN, L. Nocardia species: host-parasite relationships.
Clinical Microbiology Reviews, Washington, v.7, p. 213-264, 1994.

BEAMAN, B.L.; SUGAR, A.M. Nocardia in naturally acquired and experimental
infections in animals. Journal of Hygiene, London, v. 91, p. 393-419, 1983.

BERGONIER, D.; DE CREMOUX, R.; RUPP, R.; LAGRIFFOUL, G
BERTHELOT, X. Mastitis of dairy small ruminants. Veterinary Research,
London, v. 34 p. 689-716, 2003.

BIBERSTEIN, E.L.; JANG, S.S.; HIRSH, D.C. Nocardia asteroids in horses: A
review. Journal of American Veterinary Medicine Association,
Schaumburg, v.186, n.3, p.273 — 277, 1985.



10
11

12
13

14
15
16

17
18
19
20
21
22
23

24

25
26
27

68

BIEHLE, J. Comparative Evaluation of the Etest for Susceptibility Testing of
Nocardia Species. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease,
Amsterdam, v. 19, n. 2, p.101-110, 1994.

BIEHLE, J.R.; CAVALIERI, S.J.; FELLAND, T.; ZIMMER, B.L. Novel Method for
Rapid Identification of Nocardia Species by Detection of Preformed Enzymes.
Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 34, n. 1, p.103-107, 1996.

BIER, O. Bacteriologia e Imunologia. 23.ed. Sdo Paulo: Melhoramentos,
1984. 1234p.

BOTTEIl, E.; FLAHERTY, J.P.; KAPLAN, L.J.; DUFFEE-KERR, L.
Lymphocutaneous Nocardia brasiliensis infection via cat scratch: a second
case. Clinical infectious Disease, Oxford, v. 18, p. 649-650, 1994.

BRADNEY, I.W. Vertebral osteomyelitis due to Nocardia in a dog. Australian
Veterinary Journal, Saint Leonard, v. 62, p. 315-316, 1985.

BRASIL. Ministério da agricultura. Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal. Divisao de Normas Técnicas. Regulamento da Inspecao

Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal. Brasilia, DF, 1952.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo
Normativa n.051 de 18 de setembro de 2002. Regulamentos técnicos de
producdao, identidade e qualidade do leite tipo A, do leite tipo B, do leite
tipo C, do leite pasteurizado e do leite cru refrigerado e o regulamento
técnico da coleta do leite cra refrigerado e seu transporte a granel.
Brasilia, 2002. Disponivel em: (http://www.agricultura.gov.br/Instrucéo

Normativa 51). Acesso em 08 de janeiro de 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Dados e Pesquisas em Doencas
Sexualmente Transmissiveis e aids. Disponivel em: <www.aids.gov.br/cgi
/tabcgi.exe?tabnet/sp.def>. Acesso em: 03/10/ 2005a.



10
11
12

13
14
15
16

17
18
19

20
21
22

23
24
25

26
27

69

BRASIL. Ministério da Saude. Programa Nacional de DST/Aids. Secretaria
de Vigilancia em Saude, Boletim Epidemiologico DST/Aids. 2005b. 47p.

BROSS, J.E.; GORDON, G. Nocardial Meningitis: Case Reports and Reviews.
Reviews of Infetious Diseases, v.13, p. 160-165, 1991.

BROWN, J.M.; COWLEY, K.D.; MANNINEN, K.Il.; MCNEIL, M.M. Phenotypic
and molecular epidemiologic evaluation of a Nocardia farcinica epizootic

mastitis. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v.125, p.66—72, 2007.

BROWN, J.M.; MCNEIL, M.M. Nocardia, Rhodococcus, Gordonia,
Actinomadura, Streptomyces, and other aerobic actinomycetes In: MURRAY,
P.R.; BARON, E.J.; JORGENSEN, J.H.; PFALLER, M.A. e YOLKEN, R.H.
Manual of Clinical Microbiology. 8. ed., ASM Press: Washington, 2003.
p.502-531.

BROWN-ELLIOTT, B.A.; BROWN, J.M.; CONVILLE, P.S.; WALLACE, R.J.
Clinical and laboratory features of the Nocardia spp. based on current
molecular taxonomy. Clinical Microbiology Reviews, Washington, v.19,
p.259-282. 2006.

CAMPBELL, B.; SCOTT, D.W. — Successful management of Nocardial
empyema in a dog and cat. Journal of American Animal Hospital
Association, Denver, v.11, p. 769-773, 1975.

CASTELLI, L.; ZLOTNIK, H.; PONTI, R. e VIDOTTO, V. First reported Nocardia
otitidiscaviarum infection in an AIDS patient in Italy. Mycopathologia,
Dordrecht, v.126, p. 131-136, 1994.

CASTRO, L.G.; BELDA JUNIOR, W.; SALEBIAN, A.; CUCE, L.C. Mycetoma: a
retrospective study of 41 cases seen in Sado Paulo, Brazil, from 1978 to 1989.
Mycoses, Minchen, v. 36, p. 89-95, 1993.

CASTRO, L.G.M.; VALENTE, N.Y.S.; GERMANO, J.A.M.; VACCARI, E.M; da
SILVA, LACAZ, C. Mycetoma in an HIV-infected patient. Revista do Hospital



10

11
12
13

14
15
16

17
18
19

20
21
22

23
24

25
26
27
28

70

de Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao Paulo, Sdo Paulo, v.54,
p.169-171, 1999.

CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards
for antimicrobial susceptibility testing. CLSI-NCCLS, approved standard M100-
S15. Wayne, PA, USA, 2005.

CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute. Susceptibility Testing of
Mycobacteria, Nocardiae, and Other aerobic actinomycetes. Wayne, v. 23,
n.18, 2003.

CONVILLE, P.S.; WITEBSKY, F.G. Current issues pertaining to the Nocardia
species. Clinical Microbiology Newsletter, Syracuse, v.26, p. 57-62, 2004.

CORREA, C.N.M.; CORREA, W.M. Nocardiose hepéatica em vaca leiteira.
Arquivos da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, Porto Alegre, v.8, p.27-30,
1980.

CORREA, C.N.M.; CORREA, W.M.; GOTTSCHALK, A.F.; MORENO, G.
Nocardiose: um caso em cao. Arquivos do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo,
v.40, n.1, p.79-83, 1973.

CORREA, W.M. e CORREA, C.N.M. — Nocardioses. In: __ . Enfermidades
Infecciosas dos Mamiferos domeésticos. Rio de Janeiro, Medsi, p.355-360.
1992.

CORREA, W.M.; CORREA, C.N.M.; LOPES, C.A.M. Nocardiose em égua.
Arquivos da Faculdade de Veterinaria da UFRGS, Porto Alegre, v.7, p.81-5,
1979.

CORTI, M.E.; VILLAFANE-FIOTI, M.F. Nocardiosis: a review. International
Journal of Infectious Disease, Oxford, v. 7, p. 243-250, 2003.

COSTA, E.O.; MACEDO, M.M.; COUTINHO, S.D. Isolamento de
Actinomicetales aerébios do género Nocardia de processos infecciosos dos
animais domésticos. Revista da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, v. 24, p. 17-21, 1987.



g A~ W N P

© 00 ~N o

10
11
12

13
14
15

16
17
18

19
20

21
22
23

24
25

26
27

71

COSTA, E.O.; RIBEIRO, A.R.; RIBEIRO, M.G.; SILVA, E.T.R.; VENZON, P.
Nocardia sp strains isolated from clinical and subclincal bovine mastitis:
evaluation of the thermic resistance on the milk pasteurization
(temperatura/time). In. WORLD BUIATRIC CONGRESS, 19., Edinburgh,
1996a. Proceedings. p.206—-207.

COSTA, E.O.; RIBEIRO, A.R.; WATANABE, E.T. PARDO, R.B.; SILVA, J.B;
SANCHES, R.B. An increased incidence of mastitis caused by Prototheca
species and Nocardia species on a farm in Sao Paulo, Brazil. Veterinary
Research Communications, Berlim, v. 20, p. 237-241, 1996b.

COSTA, E.O.; RIBEIRO, A.R.; WATANABE, E.T.; MELVILLE, P.A. — Infectious
bovine mastitis caused by environment organisms. Journal of Veteretinary
Medicine, B, Malden, v.45, p. 6571, 1998.

CHEDID, M.B.; CHEDID, M.F.; PORTO, N.S.; SEVERO, C.B. e SEVERO, L.C.
Nocardial infections: report of 22 cases. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sédo Paulo, S&o Paulo, v. 49, p. 239-246, 2007.

CHUN, J.; GOODFELLOW, M. A Phylogenetic Analysis of the Genus Nocardia
with 16S rRNA Gene Sequences International Journal of Systematic
Bacteriology, Spencers Wood, v. 45, n. 2, p. 240-245. 1995.

EDWARDS, D.F. Actinomycosis and Nocardiosis. In:.GREENE, C.E. Infectious
diseases of the dog and cat. 3. ed. Philadelphia: Elsevier, 2006. p.451-461.

ERIKSON, D. Thermoduric Properties of Nocardia sebivorans and other
Pathogenic Aerobic Actinomycetes. Journal of General Microbiology,
Reading, v.13, p.127-135. 1955.

ETTINGER, S.J., FELDMAN, E.C. Textbook of Veterinary Internal Medicine.
Saint Louis: Elsevier, 2010. 2208p.

EVERITT, BS. The analysis of contingency tables. London: Chapmon and
Hall Ltda., 1977.



g A~ W N P

»

10
11
12
13

14
15
16
17

18
19
20

21
22
23
24

25
26
27
28

72

EZAKI, T.; HASHIMOTO, Y.; YABUCHI, E. Fluorometric deoxyribonucleic acid-
deoxyribonucleic acid hybridization in microdilution wells as an alternative to
membrane filter hybridization in which radioisotopes are used to determine
genetic relatedness among bacterial strains. International Journal of
Systematic Bacteriology, Reading, v. 39, p.224-229. 1989.

FAWI, M.T.; TAG EL DIN, M.H.; EL SANOUSI, S.M. Canine distemper as a
predisposing factor for Nocardia asteroides infection in the dog. Veterinary
Record, London, v.88, n.13, p.326-8, 1971.

FREITAS FILHO, J.F.; FILHO, J.S.; GONCALVES, T.M.; SOUZA, J.F.; SILVA,
A.H.; OLIVEIRA, H.B.; BEZERRA, J.D. Caracterizacdo fisico-quimica e
microbioldgica do leite ‘in natura’ comercializado informalmente no municipio
de Garanhuns-PE, Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, Ponta
Grossa, v. 03, n. 02: p. 38-46, 2009.

FURLANETTO, L. V.; SOUZA, G. O.; FIGUEIREDO E. E. S.; BALIAN, S. C,;
PINHEIRO, S.R.; TELLES, E.O.;. Avaliacdo da fervura na ativacdo de
patogenos em leite integral de vaca, cabra e buafala experimentalmente

contaminados. Ars Veterinaria, v. 25, n. 2, p. 63-67, 2009.

GIGUERE, S.; PRESCOTT, J.F.; BAGGOT, J.D.; WALKER, R.D.; DOWLING,
P.M. Terapia Antimicrobiana em Medicina Veterinaria. 4 ed. Sado Paulo:
Roca, 2010. 684 p.

GLUPCZYNSKI, Y.; BERHIN, C.; JANSSENS, M.; WAUTERS, G.
Determination of antimicrobial susceptibility patterns of Nocardia spp. from
clinical specimens by Etest. Clinical Microbiology Infectious, Malden, v.12, p.
905-912, 2006.

GORDON, R. E., D. A. BARNETT, J. E. HANDERHAN, and C. HORNAY
PANG. Nocardia coeliaca, Nocardia autotrophica, and the nocardin strain.
International Journal of Systemic Bacteriology, Washington, v. 24, p. 54-63.
1974.



~N o o1 b~ w

(o]

10
11

12
13
14

15
16
17

18
19
20

21
22
23
24

25
26
27

73

GOTTSCHALK, A.F.; CORREA, C.N.M.; CORREA, W.M.; CAMPOS, C.E.O.P.
Isolamento de Nocardia asteroides de suino. Arquivos do Instituto Biologico,
Séo Paulo, v.38, n.3, p.167-71, 1971.

HAMID, M. E.; EL DIN, O.A.G; EL HUSSEIN, H. A; MAHGOUB, A.;IBRAHIM, K.
E. E. ABDEL SALAM, E.B. Short communication: First Report of Nocardia
farcinica-Induced Granulomatous Mastitis in a Saanen Goat in the Sudan The

Sudan Journal of Veterinary Resesearch, Khartoum, v. 22, p. 83-88. 2007.

HANSEN, G.; SWANZY, S.; GUPTA, R.; COOKSON, B.; LIMAYE, A.P. In vitro
activity of fluoroguinolones against clinical isolates of Nocardia identified by
partial 16S rRNA sequencing European Journal of Clinical Microbiology
Infectious Disease, Basel, v. 27, p. 115-120. 2008.

HATTORI, Y.; KANO, R.; KUNITANI, Y.; YANAI, T.; HASEGAWA, A. Nocardia
africana Isolated from a feline mycetoma. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v.41, n.2, p.908-910, 2003.

HIRSH, D.C.; JANG, S.S. Antimicrobial susceptibility of Nocardia nova isolated
from five cats with nocardiosis. Journal of the American Veterinary Medical
Association, Schaumburg. v. 215, p.815-817. 1999

ISIK,K.;OZDEMIR-KOCAK, F. Antimicrobial activity screening of some
sulfonamide derivatives on some Nocardia species and isolates
Microbiological Research, Amsterdam, v. 164, n. 1, p. 49-58. 2009.

KAGEYAMA, A., K. YAZAWA, J. ISHIKAWA, K. HOTTA, K. NISHIMURA, AND
Y. MIKAMI. NOCARDIAL infections in Japan from 1992 to 2001, including the
first report of infection by Nocardia transvalensis. European Journal of
Epidemiology, Dordrecht, v.19, p.383—-389, 2004.

KAGEYAMA, A.; MIKAMI, Y. Taxonomy and phylogenetic analysis of infectious
Nocardia strains isolated from clinical samples. Nippon Ishinkin Gakkai
Zasshi, Tokyo, v.48, n.2, p.73-8, 2007.



A W N P

o N o o

10
11

12
13
14

15
16
17
18

19
20

21
22

74

KAGEYAMA, A.; POONWAN,N.; YAZAWAK.; MIKAMLY.; NISHIMURA, K.
Nocardia asiatica sp. nov., isolated from patients with nocardiosis in Japan and
clinical specimens from Thailand. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, Reading, v. 54, p.125-130, 2004.

KAGEYAMA, A.; SATO, H.; NAGATA, M.; YAZAWA, K.; KATSU, M.; MIKAMI,
Y.; KAMEI, K.; NISHIMURA, K. First human case of nocardiosis caused by
Nocardia pseudobrasiliensis in Japan Mycopathologia, Dordrecht, v.156 p.
187-192. 2002.

KIRPENSTEIJN, J.; FINGLAND, R.B. Cutaneous actinomycosis and
nocardiosis in dogs: 48 cases (1980-1990). Journal of the American
Veterinary Medical Association, Schaumburg, v. 201, p. 917-920, 1992.

KISKA, D.L.; HICKS, K.; PETTIT, D.J. ldentification of medically relevant
Nocardia species with an abbreviated battery of test. Journal of Clinical
Microbiology, Washington, v. 40, p.1346-1351, 2002.

KOCH, C.; DREES, R.; HARTMANN, F.A.; MCGUIRK, S.M.; PRICHARD, M.A.
Nocardia arthritidis infection in the distal metaphysis of the metatarsal Il and IV
bone of a heifer. Journal of the American Veterinary Medicine Association,
Shaumburg, v. 234, n. 5, p. 669-73. 2009.

KOMAID, A.G. Temperature resistant Nocardia biovarieties in Tucuman,
Argentina. Mycopathologia, Dordrecht, v. 154, p. 57-62. 2001.

KWON-CHUNG, K.J.; BENNETT, J.E. Nocardiosis. In: Medical Mycology.
Philadelphia: Lea e Febiger, 1992. p. 1074-1093.



g A~ W N P

© 00 ~N o

10
11
12

13
14

15
16
17
18

19
20

21
22
23

24
25
26

27
28

75

LAI, C.C.; TAN, C.K,; LIN, S.H.; LIAO, C.H.; CHOU, C.H.; HSU, H.L.; HUANG,
Y.T.; HSUEH, P.R. Comparative in vitro activities of nemonoxacin, doripenem,
tigecycline and 16 other antimicrobials against Nocardia brasiliensis, Nocardia
asteroides and unusualNocardia species. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, Oxford, v. 64, n. 1, p. 73-78. 2009.

LAURENT, F.; CARLOTTI, A.; BOIRON, P.; VILLARD, J.; FRENEY, J.
Ribotyping: a tool for taxonomy and identification of the Nocardia asteroides
complex species. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.34, p.
1079-1082. 1996.

LAURENT, F.J.; PROVOST, F.; BOIRON, P. Rapid Identification of Clinically
Relevant Nocardia Species to Genus Level by 16S rRNA Gene PCR Journal of
Clinical Microbiology, Washington, v. 37, n. 1, p. 99-102. 1999.

LERNER, P.I. Nocardiosis. Clinical Infectious Diseases, Oxford, v. 22, p.
891-905, 1996.

LOWMAN, W.; AITHMA, N. Antimicrobial Susceptibility Testing and Profiling of
Nocardia Species and Other Aerobic Actinomycetes from South Africa:
Comparative Evaluation of Broth Microdilution versus the Etest. Journal Of
Clinical Microbiology, Washington, v. 48, n. 12, p. 4534-4540. 2010.

LUQUE, R.; ASTORGA, C. e TARRADAS, B. Nocardia otitidiscaviarum
infection in a cat. Veterinary Records, London, v.151, p. 488, 2002.

MALIK, R.; KROCKENBERGER, M.B.; OBRIEN, C.R. et al. Nocardia
infections in cats: a retrospective multi-institutional study of 17 cases.
Australian Veterinary Journal, Saint Leonard, v.84, n.7, p.235-245, 2006.

MANDELL, GL; BENNETT, JE; DOLIN, R. Nocardia species. In: Principles
and Practice of Infectious Diseases. 5 ed. Philadelphia; Churchill Livingstone.
v. 2, 2000, p. 2637-2644.

MAROCO, J. Andlise Estatistica - com utilizacdo do SPSS. 3 ed. Lisboa:
Simbolo, 2007, 824 p.



o o W N

-~

10
11
12

13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29

76

MEAD, R.; CURNOW, R.N. Statistical methods in agriculture and
experimental biology. 2.ed. London: Chapman e Hall, 1993. 415p.

MEGID, J.; MULLER, E.E.; FREITAS, J.C.; VIOTTI, N.M.A.; BRACARENSE,
A.P.F.R.L.; COSTA, E.O.; COUTINHO, S.D. Mamite caprina por Nocardia
asteroides. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Sao
Paulo, v. 42, n.6, p.545-547. 1990.

MISHRA, S.K.; GORDON, R.E.; BARNETT, D.A. Identification of Nocardiae and
Streptomyces of medical importance. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 11 p. 728-736. 1980.

MORAIS, T.B.; SIGULEM, D.M. Efeito da fervura doméstica e da refrigeracao
na carga bacteriana do leite pasteurizado tipo C Jornal de Pediatria, Rio de
Janeiro, v. 76, n.5, p. 357-360. 2000.

MUIR, D.B.; PRITCHARD, R.C. Use of the BioMerieux ID 32C Yeast
Identification System for Identification of Aerobic Actinomycetes of Medical
Importance Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.35, n.12, p.
3240-3243. 1997.

MUNOZ, J.; MIRELIS, B.; ARAGON, L. M.; GUTIERREZ, N.; SANCHEZ, F;
ESPAN OL, M.; ESPARCIA, O.; GURGUI, M.; DOMINGO, P.; COLL, P. Clinical
and microbiological features of nocardiosis 1997-2003. Journal of Medical
Microbiology, Washington, v. 56, p.545-550, 2007.

NERO, L.A.; MAZIERO, D.; BEZERRA, M.M.S. Habitos alimentares do
consumidor de leite cru de Campo Mourdo — PR. Semina: Ciéncias Agrarias,
v.24,n.1, p.21-26, 2003.

NGUI-YEN J.H. et al. The use of Etest for susceptibility testing of Nocardia
asteroides. In American Society for Microbiology, 1994, 1 cartaz, color (C326).

OLIVO, G.; GONGALVES, R.C.; CHIACCHIO, S. B.; AMORIM, R.M.; CONDAS,
L.A.Z.; RIBEIRO, M.G.; BORGES, A.S. Nocardiose pulmonar secundaria a
obstrucao respiratoria das vias aéreas (orva) em equiino — relato de caso.



10
11

12
13
14

15
16

17
18
19
20

21
22
23
24

25
26
27

77

Trabalho apresentado na XI Conferéncia Anual da ABRAVEQ, Sao Paulo,
2010.

OLLIS, G. W.; SCHOONDERWOERD, M.; SCHIPPER, C.. An investigation of
risk factors for nocardial mastitis in central Alberta dairy herds. Canadian
Veterinary Journal, Ottawa, v. 32 p. 227-231. 1991.

OVERALL, K.L. Clinical behavioral medicine for small animals. Missouri:
Mosby, 1997, 544pg.

PEDRO, R.J.; LACAZ, C.S.; PORTO, E.; MELO, N.T.; MORELLI, A.S.; ULSON,
C.M.; NOWAKOWSKI, A. Infeccao osteoarticular por Nocardia brasiliensis em
paciente aidético: registro de uma observacdo Anais Brasileiros de
Dermatologia, Rio de Janeiro, v. 68, n. 5, p. 247-249. 1993.

PETRILLO, V.F.; SEVERO, L.C.; LONDERO, A.T.; PORTO, N.S. Pulmonary
nocardiosis report of the first two Brazilian cases. Mycopathologia, Dordrecth,
v.66, p.17-20, 1978.

PIER, A.C.; ENRIGHT, J.B. Oral infectivitity and Thermal Resistance of
Nocardia asteroides in milk. Public Health Reports, v. 76, n. 10, p.889-896.

PINTADO, V.. GOMEZ-MAMPASO, E.. COBO, J.. QUEREDA, S;
MESEGUER, M.A.; FORTUN, J.; NAVAS, E.; MORENO, S. Nocardial infection
in patientes with the human immunodeficiency virus. Clinical Microbiology
and Infection, Basel, v.9, p.716-720, 2003.

PISONI, G.; LOCATELLI, C.; ALBORALI, L.; ROSIGNOLI, C.; ALLODI, S.;
RICCABONI, P.; GRIECO, V.; MORONI, P. Short Communication: Outbreak of
Nocardia neocaledoniensis Mastitis in an Italian Dairy Herd Journal of Dairy
Science, Champaingn, v. 91, n. 1, p.136-139. 2008.

QUINN, P.J.; CARTER, M.E.; MARKEY, B.K.; CARTER, G.R. — The
Actinomycetes. In:__. Clinical Veterinary Microbiology. London, Wolfe, 1994.
p.144-155.



A W N P

(¢,

10

11
12
13
14

15
16
17
18
19

20
21
22

23
24
25
26
27

28
29

78

RADOSTITS, O.M.; GAY, C.C.; HINCHCLIFF, K.W.; CONSTABLE, P.D. —
Diseases of the mammary gland. In:__.Veterinary Medicine — A Textbook of
the Diseases of Cattle, Horses, Sheep, Pigs, and Goats. 10. ed.
Philadelphia, Saunders; Elsevier, 2007. p. 673—762.

RAMOS-VARA, J.A.; CHING-WU, C.; LONG LIN, T.; MILLER, M.A. Nocardia
tenerifensis genome identification in cutaneous granuloma of a cat. Journal of

Veterinary Diagnostic Investigation, Davies, v.9, p.577-580, 2007.

REIS, M.A.; COSTA, R.S.; FERRAZ, A.S. Causes of death in renal transplant
recipients: a study of 102 autopsies from 1968 to 1991. Journal of the Royal
Society of Medicine, London, v.88, p.24-27, 1995.

RIBEIRO, L. Inativacdo térmica (75°C) de Mycobacterium bovis (isolados
de origem bovina) em leite integral experimentalmente inoculado.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Departamento de Medicina

Veterinaria Preventiva e Saude Animal, USP, Sao Paulo, 2009.

RIBEIRO, M.E.R.; PETRINI, A. L.; BARBOSA, R.S. ; ZANELA, M.B.; JORGE
FAINE GOMES, J.F.; STUMPF JR., W.; SCHRAMM, R. Ocorréncia de mastite
causada por Nocardia spp em rebanhos de unidades de producéo de leite no
sul do Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Agrociéncia, Porto Alegre,
v.12, p.471-473. 2006.

RIBEIRO, M.G.; AGUIAR, D.M.; PAES, A.C. et al. — Nocardiose cutanea
associada a cinomose em céaes. Relato de dez casos. Clinica Veterinaria, Sao
Paulo, v.39, p.34-42, 2002.

RIBEIRO, M.G.; SALERNO, T.; MATTOS-GUARALDI, A.L.; CAMELLO, T.C.F,;
LANGONI, H.; SIQUEIRA, AK.; PAES, A.C.; FERNANDES, M.C.; LARA,
G.H.B. Nocardiosis: an overview and additional report of 28 cases in cattle and
dogs. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, Sdo Paulo, v.
50, p. 177-185, 2008.

ROBINSON, RK; BATT, CA; PATEL, PD. In.__ Encyclopedia of Food
Microbiology. London: Academic Press, 2000. p.1436-1444.



o o1 A W DN

-~

10
11

12
13
14

15
16
17

18
19
20

21
22
23

24
25
26

27
28
29

79

RODIGHERI, S M ; FARIAS, M.R.; CAVALCANTI, C.Z; RIBEIRO, M.G.;
SILLAS, T.; CHI, K.D.; GUARALDI, A.L.M. Osteomielite mandibular e celulite
secundarias a infeccao por Nocardia otitidiscaviarum em gato. Relato de caso.
In: CONGRESSO PAULISTA DE CLINICOS VETERINARIOS DE PEQUENOS
ANIMAIS, 4, Sédo Paulo - SP, 2004. Anais..., Sado Paulo: ANCLIVEPA-SP,
2004, p. 79-80.

ROTH, A.; ANDRESS, S.; KROPPENSTEDT, R.M.; HARMSEN, D.; MAUCH,
H. Phylogeny of the genus Nocardia based on reassessed 16S rDNA gene
sequences reveals underspeciation and division of strains classified as
Nocardia asteroides into three established species and to unnamed taxons.
Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.41, p.851-856, 2003.

SACHS, M.K. Lymphocutaneous Nocardia brasiliensis infection acquired from a
cat scratch: case report and review. Clinical Infectious Diseases, Oxford,
v.15, p.710-711, 1992.

SAITOU, N.; NEI, M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution, Oxford,
v.4, p.406-425. 1987.

SANTOS, M.V.; FONSECA, L.F.L. Principais agentes causadores de mastite.
In: . Estratégias para controle de mastite e melhoria da qualidade do
leite. Sdo Paulo, Manole, 2007. p.24-37.

SARACA, G.D.; TOWERSEY, L.; HAY, R.J. et al. Mycetoma by Nocardia
asteroides: a 9 year follow—up. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Séo Paulo, Sao Paulo, v.35, p.199-204, 1993.

SAUBOLLE, M.A.; SUSSLAND, D. Nocardiodis: review of clinical and
laboratory experience. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.41,
p.4497-4501, 2003,

SAUBOLLE, M.A.; SUSSLAND, D. Nocardiosis: Review of Clinical and
Laboratory Experience Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 41,
n.10, p. 4497-4501. 2003.



10
11
12
13

14
15
16

17
18
19

20
21
22
23

24
25
26

27
28

80

SCOTT, W.; MILLER, W.H.; GRIFFIN, C.E. Bacterial skin diseases. In:
Small Animal Dermatology, 6.ed. Philadelphia, W.B. Saunders, 2001. p.323-
324.

SCHALM, O.W.; NOORLANDER, D.O. Experimental and observation leading to
development of California Mastitis Test. Journal of the American Veterinary
Medical Association, Shaumburg, v.139, p.199-204, 1957.

SCHOONDERWOERD, M.; MCFADZEN, L.L.; MANNINEN, K.I.; OLLIS, G.W.
Culturing of bulk tank milk for the presence of Nocardia spp. Canadian
Veterinary Journal, Ottawa, v.31, p.453-454.1990.

SHANKAR, S.K.; MAHADEVAN, A.; SATISHCHANDRA, P.; KUMAR, R.U;
YASHA, T.C.; SANTOSH, V., CHANDRAMUKI, A.; RAVI, V.; NATH, A
Neuropathology of HIV/AIDS with an overview of the Indian scene. Indian
Journal Medicine Research, Ansari Nagar, v.121, p.468-488, 2005.

SHIGIDI, M. T. A.; MAMOUN, I. E. Isolation of Nocardia asteroides from cattle
with mastitis in the Sudan. Bulletin of Animal Health Production (Africa),
Nairobi, v.29, p.275-278. 1981.

SILVA, A.G., MARTINS, E.M.L.; MARCHIORI, E. et al. Nocardiose pulmonar
em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida - Relato de caso.

Radiologia Brasileira, Sdo Paulo, v.35, p.1-7, 2000.

SIVACOLUNDHU, R.K.; O'HARA, AJ.; READ, R. Thoracic actinomycosis
(arcanobacteriosis) or nocardiosis causing thoracic pyogranuloma formation in
three dogs Australian Veterinary Journal, Saint Leonard, v. 79, n. 6, p. 398—
402, 2001.

STARK. D.A.; ANDERSON, N.G. A case-control study of Nocardia mastitis in
Ontario dairy herds Canadian Veterinary Journal, Ottawa, v. 31, p.197-
201.1990.

STEINGRUBE, V.A.; BROWN, B.A.; GIBSON, J.L. et al. DNA amplification and

restriction endonuclease analysis for differentiation of 12 species and taxa of



10
11
12
13

14
15
16

17
18
19
20

21
22

23
24

25
26
27
28

81

Nocardia, including recognition of four new taxa within the Nocardia asteroides
complex. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.33, p.3096-3101,
1995.

TAKEDA, K.; KANG, Y.; YAZAWA, K.; GONOI, T.; MIKAMI, Y. Phylogenetic
studies of Nocardia species based on gyrB gene analyses. Journal of Medical
Microbiology, Reading, v. 59 , p.165-171. 2010.

TAMAOKA, J.; KOMAGATA K. Determination of DNA base composition by
reversed-phase high-performance liquid chromatography. FEMS Microbiology
Letters, Delft, v.25, p.125-128. 1984.

TAN, C.K..; LAI; C.C.; LIN, S.H; LIAO, C.H.; CHOU, C.H.; HSU H.L.; HUANG,
Y.T.; HSUEH, P.R. Clinical and microbiological characteristics of Nocardiosis
including those caused by emerging Nocardia species in Taiwan, 1998-2008
Clinical Microbiology and Infection, Basel, v. 16 p.966-72. 2010.

TARABLA, H.D.; ZURBRIGGEN, M.D.; CANAVESIO, V.R.; VITULICH, C.A;
CALVINHO, L.F. Nocardia asteroides mastitis in a small Argentinian herd.
Veterinary Records, London, v.132, p.303, 1993.

TELENTI, A.; MARCHESI, F.; BALZ, M.; BALLY, F.; BOTRGER, E.C,;
BODMER, T. Rapid ldentification of Mycobacteria to the Species Level by
Polymerase Chain Reaction and Restriction Enzyme Analysis Journal of
Clinical Microbiology, Washington, v.31, n.2, p.175-178. 1993.

THRUSFIELD, M. Veterinary epidemiology. 2ed. Cambridge: Blackwell
Science, 1995, 475p.

TILGNER, S.L.; ANSTEY, S.I. Nocardial peritonitis in a cat. Australian
Veterinary Journal, Saint Leonard, v.74, p.430-432,1996.

TOMLIN,P.; SAND, C.; RENNIE, R.P. Evaluation of E Test, disk diffusion and
broth microdilution to establish tentative quality control limits and review
susceptibility breakpoints for two aerobic Actinomycetes. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease, Malden, v.40, p. 179-186. 2001.



10
11
12
13
14

15
16
17
18

19
20
21

22
23
24
25

26
27
28

82

TREMBLAY, J.; THIBERT, L.; ALARIE, I.; VALIQUETTE, L.; PEPIN, J.;
Nocardiosis in Quebec, Canada, 1988-2008 Clinical Microbiology and

Infection, Basel, in press. 2011.

VICKERS, R.M.; RIHS, J.D.; YU, V.L. Clinical Demonstration of Isolation of
Nocardia asteroids on Buffered Charcoal-Yeast Extract Media Journal Of
Clinical Microbiology, Washington, v. 30, n. 1 p. 227-228. 1992.

WALLACE JR, R.J.; STEELE, L.C.; SUMTER, G.; SMITH, J.M. Antimicrobial
susceptibility patterns of Nocardia asteroides. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Washington, v.2, n. 12, p. 1776-1779. 1988.

WATANABE, K; SHINAGAWA, M; AMISHIMA, M; IIDA S.; YAZAWA, K;
KAGEYAMA, A; ANDO, A; MIKAMI, Y. First clinical isolates of Nocardia carnea,
Nocardia elegans, Nocardia paucivorans, Nocardia puris and Nocardia
takedensis in japan Japanese Journal of Medical Mycology, Tokyo, v. 47,
p.85-89. 2006.

WAUTERS, G.; AVESANI, V., CHARLIER, J.; JANSSENS, M,;
VANEECHOUTTE, M.; DELMEE, M. Distribution of Nocardia species in clinical
samples and their routine rapid identification in the laboratory. Journal of
Clinical Microbiology, Washington, v.43, n.6, p. 2624-2628, 2005.

WILLIAMS, S. T.; DAVIES, F. L.Use of a Scanning Electron Microscope for the
Examination of Actinomycetes Journal of General Microbiology, Washington,
v.48, p.171-177. 1967

WINN, W.C.; ALLEN, S.D.; JANDA, W.M.; KONEMAN, EW,
SCHRECKENBERGER, P.C.; PROCOP, G.W.; WOODS, G.L. Koneman’s
Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. Baltimore :Lippincott
Williams e Wilkins, 2005. 1736p.

WORLD HEALTH ORGANIZATION-WHO. Joint United Nations Programe
on HIV/AIDS. Net.,, out. 2005. Disponivel em: <www.unaids.org/wad

2004/epi_graphics.html> Acesso em: 03 out. 2005.



g A~ W N P

© 00 ~N o

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

83

ZAFALON, L.F.; NADER FILHO, A.; AMARAL, L.A.; OLIVEIRA, J.V,
RESENDE, F.D. Producéo e caracteristicas fisico—quimicas e celulares do leite
oriundo de gquartos mamarios com e sem mastite subclinica em trés diferentes
fases da lactacdo. Boletim da Industria Animal, Nova Odessa, v.62, n.2,
p.117-124, 2005.



© o N OB~ W DN P

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

84

9 ANEXOS

Anexo 1 — SequUéncia sugerida na identificacdo fenotipica de espécies de

Nocardia provenientes de isolados clinicos.

Crescimento em caldo com

glicerol

Hidrdlise de proteinas 1

Cresimento a 45 °C I

It

v/ Demais provas fenotipicas:

Arilsulfatase
Acetamida
Reducdo de nitrato
Adenina

Citrato

Ramnose

v' Demais provas fenotipicas com kits comerciais:

% APl ZYM

% API 20 C AUX

Fontes: Biehle et al., 1996; Kiska et al., 2002; Wauters et al., 2008
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Anexo 3 — Interpretacdo dos halos de inibicdo na prova de difusdo com discos para

bactérias fastidiosas aerébicas.

) CONCENTRACAO  DIAMETRO DA ZONA DE INIBICAO (mm)
ANTIBIOTICO
(hg) RESISTENTE INTERMEDIARIO SENSIVEL
AMICACINA 30 pg <14 15-16 217
AUOXACILIA +ACDO. 501 g 10 1417 a3
AMPICILINA 10 pg <13 14-16 217
CEFALEXINA 30 pg <14 15-17 218
CEFALONIO 30 ug <14 15-17 218
CEFOPERAZONA 30 ug <15 16-20 221
CEFTIOFUR 30 pg <17 18-20 221
CEFTRIAXONA 30 g 221 14-20 <13
CEFUROXIMA 30 pg <14 15-17 218
CLOXACILINA 30 pg <16 17 >18
IMIPENEM 10 pg <13 14-15 =216
GENTAMICINA 10 pg <10 11-14 215
SU;’;‘I}:"EETTOO;QiZL * 25 g <10 11-15 >16

Fontes: Adaptado de Wauters et al., 2005; CLSI, 2003; Ambaye et al.,1997.
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Anexo 4 — Valores de referéncia para interpretacdo da concentracdo inibitoria

minima para bactérias aerdbicas fastidiosas.

Concentracéo Inibitéria Minima (ug/mL)
ANTIBIOTICO SENSIVEL PARCIALMENTE SENSIVEL RESISTENTE
Amicacina <8 _ 216
Amoxacilina + acido

EETEe <8/4 16/8 >32/16

Ampicilina <8/4 16/8 232/16

Ceftriaxona <8 16-32 =64

Gentamicina <4 8 =16
Sulfametoxazol + trimetropina <2/38 _ 24/76

Fonte: Adaptado de Ngui-Yen et al. 1994; CLSI, 2003; Beaman et al. 2003.
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Anexo 5 — Molecular identification and termorresistance to boiling of Nocardia nova

from bulk tank milk — Short Communication (Research in Veterinary Science)

Molecular identification and termorresistance to boiling of Nocar dia nova from bulk
tank milk

Short Communication

L.A.Z. CONDAS, M.G. RIBEIRO, T. GONOI, T. MATSUZAWA, K. YAZAWA, R.G
MOTTA, M.M.J. FRANCO, J.F.P. LISTONI.

Abstract

Two strains of Nocardia nova were isolated from two milk samples from individual
bulk tank milk. The tanks presented high SCC (1.966.000 cells'mL and 890.000 cells/mL)
and total bacterial cell count (300.000 CFU/mL and 172.000 CFU/mL). The molecular
evaluation through the 16S rRNA gene and the phylogenetic analisys enable identification of
two strains of Nocardia nova. The thermorresistance to boiling (100°C) of the two isolates
was analised considering the time until expansion (boiling 1), boiling for one minute (boiling
2) and five minutes (boiling 3). The bacteria growth was observed after boiling 1 in one
strain and boiling 2 in the other. The present report is first description of N. nova isolated
from bulk tank milk. Our findings indicatethe risk of transmission of microorganism to
humans through contaminated milk, including product consumed after term treatment.

Somatic cell count from bulk tank milk (BTMSCC) is a function of the percentage of
guarters infected by major pathogens in a dairy herd. Eberhart et al. (1982) reported a linear
relationship between BTM SCC and the percentage of quarters infected with major pathogens
(Rysanek et al., 2007). The identification of Staphylococcus aureus and Streptococcus
agalactiae in bulk tank milk samples (BTMS) has been found to indicate the presence of
cows in the herd with infectious mastitis by these pathogens. The isolation of organisms such
as coliforms, yeasts, Nocardia spp., and Streptococcus spp. (non-agalactiae) in BTMS does
not necessarily indicate the occurrence of environmental mastitis as their presence might be
the result of direct contamination of the milk (Schoonderwoeder et al., 1990).

Nocardia sp are environmental microorganisms in etiology of bovine mastitis. It
inhabits the telluric environment and infects the mammary gland from different sources, such
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as. contaminated surroundings that the cows are exposed between milking periods, in farms
with poor hygienic management during milking, accumulated faecal material on the
mammary gland, contaminated water used during milking, contaminated pré and post dipping
solutions, or even contamination of the cannula during intramammary treatment (Ribeiro et
al., 2008). N. asteroides, N. farcinica, N. nova and N. brasiliensis are recognized as the main
pathogenic species in bovine mastitis (Radostits et a., 2007). Recently, the classification of
genus Nocardia has been based on molecular methods, using 16S rRNA gene (Kageyama et
al., 2004)

Despite to considered an uncommon pathogen of Bovine magtitis, the isolation of
Nocardia sp from mammary infections has been increasingly notified in the last years in
severa countries, including in Brazil (Ollis et a., 1991; Costa et al., 1998; Ribeiro et al.,
2006; Ribeiro et a., 2008). These studies also show the importance of investigate the
epidemiology of mammary nocardiosis, in order to subsidising control and preventive actions
(Costa et d., 1998). The milk is considered an important source of transmission of Nocardia
to humans, mainly by the consumption of raw milk and derivates or submitted to inadequate
thermic treatment (Pier e Enright, 1961).

Recent studies have demonstrated the therm resistance of Nocardia strains isolated
from bovine milk (Costa et a., 1996). The boiling of milk is one of the oldest procedures
used in the elimination of pathogens from milk (Furlanetto et al., 2009). However there are
no preliminary studies in order to investigate the efficacy of this therma procedure in
Nocardia strains isolated from milk.

Two individual bulk tank samples in the farms were collected in sterilized flasks,
adequate for microbiological culture and SCC and total bacterial cell count. The total
bacterial cell counts were 300.000 CFU/mL and 172 CFU/mL, while s the somatic cell
counts were 1.966.000 células/mL and 890 células/ mL, respectively.

Both samples were submitted to microbiological culture on defibrinated ovine blood
agar (5%) and manteined in aerobic conditions, at 37°C, for up to five days (Quinn et al.,
1994). Simultaneously, the same samples were submitted to culture on agar Sabouraud—
dextrose agar, in aerobiosis, at 37°C, maintained for up to 15 days (Brown-Elliot et al., 2006).
After 48 hours, white, dry and strongly adhered colonies were obtained. At microscopy,

Gram and Kinyoun strains revealed, delicate and branched mycelia structures, with
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coccobacilli and filamentous forms suggestive of Nocardia sp (Quin et al., 1994; Ribeiro et
al., 2008).

Preparation of genomic DNA samples for sequencing was performed using the
guanidine thiocyanate method (Kageyama et al., 2004). Nearly complete 16S rRNA gene
(rDNA) sequences were obtained for isolated strains. The 16S rDNA was amplified and
sequenced using PCR prokaryotic 16S rDNA universal primer pairs 8F and 691R, 520F and
1100R, and 926F and 1542R. The strains were submitted to PCR using a DNA thermal cycler
(TaKaRa Bio Inc., Osaka, Japan) under followed conditions. 35 cycles at 94°C for 60s for
denaturation, 60°C for 60s for primer annealing, and 72°C for 120s primer extension. The
PCR products was purified as Centri-Sep Columns (Princeton Separations Inc., USA). The
DNA sequences were determined with an automatic sequence analyzer (ABI PRISMTM 310;
PE Applied Biosystems, Chiba, Japan), using a dye terminator cycle sequencing kit (PE
Applied Biosystems). Sequences of the 16S rRNA genes were compared with sequence
database search using BLAST. Sequence data of related species were retrieved from
GenBank. Phylogenetic trees were constructed using the neighbor-joining method. Topology
of the trees was evaluated using a bootstrap analysis of sequence data using CLUSTAL W
software. Sequence similarity values were determined visually. Sequencing analysis of the
16S rDNA segments identified the organism as Nocardia nova based on 99% sequence
similarity to the reference sequence (GenBank accession number AB162785.1).

All isolates were exposed to “in vitro” evaluations to boiling conditions. The isolates
were initialy cultured in defibrinated sheep blood agar (5%) and maintained in aerobiosis at
37°C for 72 hours. Latter, two or three typical colonies were re-suspended in 4mL of sterile
Mili—Q water (ultra—pure), acconditioned in tubes with the turbidity adjusted by optical
density, according to the tube 1 (one) on the McFarland scale (Bier, 1984). From the
suspension, the tubes were homogenized and diluted to the decimal scale (1/10), namely: 10
1107, 107 and subsequently until 10™°. Aliquots of 0,1mL were collected in duplicates and
cultured in “Plate count agar”—PCA, using the “pour plate” technique, and maintained
incubated in aerobiosis at  37°C, for up to 96 hours. The colony-forming unit count — CFU
was evaluate by the macroscopic visualization of the colonies on the culture media. The
decimal dilutions that presented bacterial growth of 10> CFU/mL, which corresponded to the
10 and 107 dilutions, were used as inocula. Subsequentely, 1mL from all the isolates
containing 10° CFU/mL were pippetted to glass tubes closed with hidrophobic cotton and
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submitted to a elevation of temperature, in a bath, until it reached 100°C (boiling 1). For
temperature measurement, a sterile thermometer was placed in one of the tubes with
reference strain. The same procedure was repeated for all isolates (also containing inocula
with 10° CFU/mL), mantaining the tubes in the bath 1 minute after they have reached 100°C
(boiling 2). After these, the procedure was executed again, maintaining the tubes in the bath
for 5 minutes after they have reached 100°C (boiling 3). Aliquots of 0,01 mL from the tubes
from all three thermal treatment groups (boiling 1, 2 and 3) were submitted to
microbiological culture in defibrilated sheep blood agar (5%), in aerobiosis at 37°C, in order
to evaluate the re-isolation of strains after thermal treatment.

The thermic treatment showed that one of the strains survived to boiling at 100°C, and
other survived for one minute under 100°C.

In the individual bulk tanks from which Nocardia sp. was isolated, the SCC was
higher than recommended by the Brazilian regulations of 450.000 cellsmL (Brasil, 2002). A
comparative analysis estabilished that 200.000 cellsmL of CCS in individual bulk tanks
corresponds to 15% of infected quarters in a herd, and 700.000 cells/mL represents to two
thirds or more quarters infected by a pathogen (NMC, 2001). Schoonderwoerd et al., (1990)
reported Nocardia genus in milk from affected quarters and from the respective individual
bulk tanks (205.000 cells'mL of SCC), indicating that the origins of the agent in the tanks
were the affected quarters, or contamined cleaning these utensils used in the storage of milk
and the tanks. These association between SCC in the bulk tank and the nocardia mastitis,
indicate the importance of evaluate the SCC in bulk tank in order to evaluate the milk quality.
Furthemore, the presence of N. nova in bulk tank milk indicate the need of increment on
dairy farms of control measures against environmental agents of bovine mastitis.

N. nova was referred to as one of the main bovine mastitis in Brazilian dairy herds.
However, in this study the indication of pathogen was performed by phenotypic evaluation
(Ribeiro et al., 2008). The present report described by first time the molecular identification
of N. novain bulk tank milk from dairy herds.

Furthemore, Murioz et al.( 2007), Tremblay et al. (2010) and Tan et al. (2010) showed
the isolation N. nova as the main species in human nocardiosis. Chedid et al., (2007) studied
22 cases of immunossuppressed pacients affected by nocardiosis in Brazil and 27.27% of
these cases were caused by N. asteroides complex, to which the N. nova species belongs.

Although the role of animals in the transmission of Nocardia to humans remains unclear,
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these reviews suggest evidences of the possibility of transmission of Nocardia between
animals and humans (Pier and Enright, 1961).

The evaluation of thermorresistance of isolates showed that the pathogen resists to
boiling. Other studies have submitted isolates to inferior temperatures for longer periods,
such as 45°C and 50 °C for up to eight hours, with bacterial growth after thermal treatment
(Komaid, 2001). Likewise, Nocardia asteroides isolated from bovine milk were submitted to
pasteurization conditions also with bacterial growth (Costa et al., 1996). Nocardia
serbivorans was described to have survived to boil (Erikson, 1955).

This studie showed that the Nocardia genus has the behaviour of a thermoduric agent.
This its represents a risk to humam consumption of raw, pasteurized and boiled milk,

specially for the immunosuppressed people.
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should give an update on recent advances in a particular field and be targeted at
research veterinarians who are not necessarily working in the same field. The length

should not exceed 4000 words.
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Editorial System - =+ http://ees.elsevier.com/rvsc. Authors will be guided step-by-step

through uploading files directly from their computers. Authors should select a set of
classifications for their papers from a given list, as well as a category designation
(Original Research Paper, Short Communication, and so on). Electronic PDF proofs

will be automatically generated from uploaded files, and used for subsequent
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