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Uso de imuno-histoquimica para detec¢do de Nocardia spp. em casos de mastite bovina

Natasha Rossoni de Oliveira
Prof. David Driemeier
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Nocardia € um género de bactérias aerdbias, Gram-positivas, filamentosas, encontradas
de forma ubiqua no solo. Suas infec¢Ges podem ocorrer de forma localizada ou generalizada
em diversas espécies de animais, incluindo o homem. Em bovinos, a Nocardia pode causar
mastite, principalmente por meio da transmisséo do agente em ambientes contaminados ou pela
infusdo de preparagdes intramamarias contaminadas. A bactéria é capaz de induzir extensas
lesbes ao parénquima mamario, principalmente piogranulomatosas e necrossupurativas. O
objetivo deste trabalho é descrever o uso de imuno-histoquimica (IHQ) para deteccdo de
Nocardia spp. em casos de mastite bovina com lesGes compativeis ao agente. Para isso, foi
realizado um estudo de lesBes em glandulas mamarias de vacas leiteiras por meio de coletas
feitas em dois abatedouros do Rio Grande do Sul entre agosto de 2016 a margo de 2017. Foram
coletadas 148 glandulas mamérias e analisados 592 quartos mamarios. Amostras de leite ou
fragmentos de cada um dos quartos mamarios foram coletados para cultivo microbiologico.
Fragmentos de paréngquima mamario também foram coletados, fixados em formalina 10%,
processados rotineiramente para histopatologia e corados por hematoxilina e eosina (H&E).
SecOes de glandula mamaria que apresentavam isolamento ou lesbes compativeis com
Nocardia spp. foram submetidos a IHQ. Para recuperacdo antigénica utilizou-se a enzima
Protease XIV (Sigma, Chemical Co) por 25 minutos a temperatura ambiente e, para bloqueio
de reacOes inespecificas, leite desnatado a 5% por 30 minutos. Utilizou-se um anticorpo
policlonal anti-Nocardia spp. (ndo comercial) na diluicdo de 1:50 em solugéo salina de fosfato
(PBS), incubado a 4°C overnight, tendo como polimero Mack 4 Universal HRP (Biocare
Medical®) e crombdgeno 3-amino-9-etil-carbazol (Biocare Medical ®). Como controle positivo
foi utilizado um cultivo de Nocardia spp., por meio da formacdo de um pellet com histogel
(Thermo Cientific), que apos foi processado rotineiramente e incluido em parafina. O anticorpo
também foi testado em outros quatro cultivos de Corynebacterium pseudotuberculosis,
Rhodococcus equi, Mycobaterium smegmatis e Tryeperella pyogenes para verificar possiveis
reacdes cruzadas. Dos 592 quartos mamarios, 432 possuiam mastite, que foram divididos em
sete padrdes: misto (35,9% [155/432]), linfoplasmocitario (27,1% [117/432]), supurativo
(14,3% [62/432]), piogranulomatoso (7,2% [31/432]), abscedativo (6,0% [26/432]),
necrossupurativo (5,8% [25/432]) e granulomatoso (3,7% [16/432]). Nocardia spp. foi isolada
em oito amostras e houve a evidenciacdo de bactérias filamentosas em lesGes compativeis com
0 agente em mais dois quartos mamarios. A bactéria foi associada aos padrbes
piogranulomatoso (16,1% [5/31]), necrossupurativo (12,0% [3/25]) e misto (1,3% [2/155]).
Quanto a IHQ, houve imunomarcacao positiva em 80% (8/10) dos casos. Ndo houveram casos
de imunomarcacao cruzada nos quatro cultivos testados. A mastite € uma das principais doencas
primarias de bovinos leiteiros e é responsavel por consideravel perda econémica devido a
diminuicdo do volume e qualidade do leite produzido, aléem de gastos com medicamentos, morte
e descarte precoce de bovinos. Neste trabalho foi observado que a Nocardia spp. € um
importante agente causador de mastite em vacas leiteiras. Frequentemente o agente causa danos
graves ao tecido mamario, que comprometem a producdo de leite e viabilidade do bovino no
rebanho. Em nosso estudo foi o segundo principal agente de mastite piogranulomatosa. A IHQ
mostrou-se uma importante ferramenta de diagnostico, principalmente quando ndo ha a
disponibilidade de realizagdo do cultivo microbiolégico, assim como apresentou elevada
sensibilidade (80%).



