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de mastite bovina. Botucatu, 2023. 55p. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade
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RESUMO

A mastite bovina causada por algas do género Prototheca causa prejuizos
significativos aos produtores devido a redugéo na producao e qualidade do leite,
e necessidade de segregacéo, descarte e reposi¢cédo de animais infectados pois,
até o momento, ndo existe tratamento eficaz contra o agente; fato que tem
motivado ensaios in vitro com diferentes farmacos com efeito algicida em
isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite. Ainda, métodos
moleculares tém possibilitado o diagndstico rapido e fidedigno de espécies da
alga, em virtude das dificuldades da especiacao por métodos fenotipicos. Neste
cenario, 4.275 amostras de leite de vacas com mastite clinica amostradas em
dez fazendas de alta producdo leiteira foram submetidas ao cultivo
microbiolégico. Os casos clinicos foram classificados quanto a gravidade em
leves, moderados e graves. Isolados compativeis com o género Prototheca
foram submetidos a identificacdo a nivel de espécies por espectrometria de
massas (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry - MALDI-TOF MS) e a concentracdo algicida minima (CAM) in vitro
diante do quaternario de amodnio (15%). Foram isoladas 44 prototecas
(44/4.275=1,02%) de vacas diferentes, das quais 88,6% (39/44) foram
diagnosticadas como P. bovis, enquanto 11,3% (5/44) apresentaram
identificacdo somente em nivel de género (Prototheca sp.) pelo MALDI-TOF MS.
Os escores de gravidade clinica 1 e 2 disponiveis em 33 vacas foram observados
em 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) das infeccbes mamarias, respectivamente,
com nenhum animal apresentando escore grave ou sinais sistémicos. O
guaternario de amonio apresentou efeito in vitro em 100% (44/44) dos isolados
obtidos das vacas, em diferentes concentracdes, bem como em trés cepas de
referéncia (i.e., P. bovis, P. blaschkeae e P. ciferrii). Nas concentracbes de
35ppm, 17ppm e 8ppm ocorreu efeito algicida do quaternario de aménio em
20,4% (9/44), 36,4% (16/44) e 43,2% (19/44) nos 44 isolados obtidos das vacas,
respectivamente. Infere-se o predominio da espécie P. bovis na mastite clinica
em vacas, em grandes fazendas de leite, e o efeito algicida do quaternario de
amoénio em baixas concentracdes, indicando a possibilidade de uso deste
sanitizante no ambiente de ordenha ou como solucdo de pré e pés-dipping na
profilaxia/controle da alga nas fazendas. Resultados do presente estudo
contribuem com a identificagdo molecular de espécies de Prototheca, com a
classificacdo da gravidade clinica dos casos, e com o efeito algicida do
guaternario de aménio, utilizado pela primeira vez em estudo in vitro diante de
isolados da alga obtidos de vacas com mastite clinica.

Palavras-chave: efeito algicida, Prototheca bovis, gravidade clinica, MALDI-
TOF MS.
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ABSTRACT

Bovine mastitis caused by algae of the genus Prototheca causes significant
losses to dairy farmers due to a decrease in milk quality and yield, the need for
segregation, culling, and replacement of infected animals since, to date, there is
no effective treatment against the agent; a fact that has motivated in vitro studies
with different drugs with algaecide effect on bovine mastitis-causing Prototheca.
Also, molecular methods have enabled the quick and reliable diagnosis of algae
species, due to the difficulties of speciation based on traditional phenotypic
methods. In this scenario, 4.275 milk samples from cows with clinical mastitis
sampled in ten high-production dairy farms were subjected to microbiological
culture, where clinical cases were scored as mild, moderate, or severe. Isolates
compatible with the genus Prototheca were subjected to species characterization
by mass spectrometry (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry - MALDI-TOF MS) and in vitro Minimum Algaecide
Concentration (MAC) against the quaternary ammonium (15%). Forty-four
Prototheca isolates were isolated (44/4,275=1.02%) of non-repetitive cows,
where 88.6% (39/44) were diagnosed as P. bovis, while 11.3% (5/44) were
identified only at the genus-level (Prototheca sp.) by MALDI-TOF MS. Mild and
moderate severity scores available in 33 cows were observed in 78.8% (26/33)
and 21.2% (7/33) of mammary infections, respectively, whereas any cow showed
severity score or systemic signs. The quaternary ammonium showed an in vitro
effect in 100% (44/44) of the isolates obtained from cows, at different
concentrations, as well as in three reference strains (i.e., P. bovis, P. blaschkeae,
and P. ciferrii) used in the study. At concentrations of 35ppm, 17ppm, and 8, the
algaecide effect of quaternary ammonium was observed in 20.4% (9/44), 36.4%
(16/44), and 43.2% (19/44) among 44 isolates obtained from cows, respectively.
A predominance of P. bovis species in the clinical mastitis cases was seen, even
in large dairy farms, and an algicide effect of quaternary ammonium at low
concentrations, indicating its potential use as a sanitizing to the milking
environment, or in pre- and post-dipping solutions aiming algae prophylaxis and
control at dairy farms. Our results contribute to the molecular identification of
Prototheca isolates at the species-level, clinical severity scoring, and algicide
effect of quaternary ammonium used for the first time in vitro against algae
isolated from clinical cases of bovine mastitis.

Keywords: algaecide effect, Prototheca bovis, clinical severity scores, MALDI-
TOF MS.



1. INTRODUCAO

Microalgas do género Prototheca sdo micro-organismos eucarioticos,
saprofitas e unicelulares, que se reproduzem assexuadamente pela formacao
de enddsporos (JAGIELSKI et al., 2019a). S&o organismos que nao possuem
capacidade fotossintética fato que, provavelmente, induziu a nutricdo
heterotréfica, possibilitando a infeccdo de animais e humanos (SHAVE et al.,
2021).

Nos animais domésticos, a manifestacdo clinica mais frequente € a
mastite bovina (RUEGG, 2016, 2017). Nas Uultimas décadas, tem-se
observado aumento da ocorréncia de casos de prototecose mamaria em
varios paises (PIEPER et al., 2012; MORANDI et al., 2017; JAGIELSKI et al.,
2019a; PARK et al., 2019; LI et al., 2021; HUILCA et al., 2022), incluindo no
Brasil (GONCALVES et al., 2015; ALVES et al., 2017).

Prototheca sp. predominam em areas umidas contendo fezes, matéria
organica em decomposicdo e agua estagnada, cama dos animais, ou
contaminando utensilios de ordenha, favorecendo infeccbes mamarias em
vacas a partir do ambiente (YAMAMURA et al., 2008; SPEROTTO et al.,
2021). A prototecose mamaria acarreta prejuizos significativos para os
produtores, com a reducdo na producao e qualidade do leite, aumento da
celularidade do leite, perda de quartos mamarios, descarte prematuro de
animais, gastos com medicamentos, honorarios veterinarios e reposicédo de
animais (LANGONI et al.; 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO,
2021).

Os casos de mastite por Prototheca se caracterizam por infeccfes
predominantemente clinicas, de evolucdo cronica, geralmente restritos a
anormalidades no leite e glandula mamaria e, ocasionalmente, sistémicos
(JANOSI et al., 2001; RUEGG, 2016). A gravidade clinica da mastite é
subdividida em infec¢des leves, moderadas e graves, e tem sido investigada
com foco na relacdo com fatores de viruléncia dos patdégenos e no tratamento
do agente (PINZON-SANCHEZ e RUEGG, 2011; GUERRA et al., 2020),
embora tal classificacdo de gravidade dos casos nédo tenha sido objeto de

estudo em infeccbes mamarias por prototecas em vacas.



Diferentes antimicrobianos (JAGIELSKI et al., 2012; MORANDI et al.,
2016), antifungicos (BUZZINI et al., 2008), sanitizantes (MELVILLE et al.,
2002; SALERNO et al., 2010; GONCALVES et al., 2015; ALVES et al., 2017,
ELY et al., 2020; SPEROTTO et al., 2021), extratos naturais (LANGONI et al.,
2013), 6leos essenciais (NARDONI et al., 2018), polipeptidios (TOMASINSIG
etal., 2012), nanoparticulas (JAGIELSKI et al., 2018) e herbicidas (MORELLO
et al., 2020) foram testados in vitro e in vivo em vacas infectadas por espécies
de Prototheca. No entanto, até o momento, nenhum protocolo terapéutico tem
se mostrado totalmente eficaz (BOZZO et al., 2022; TASHAKKORI et al.,
2022), reduzindo temporariamente os sinais clinicos, embora os animais
permanecam como fontes de infec¢do nos rebanhos (SANTOS e FONSECA,
2019; RIBEIRO, 2021).

Postula-se que a inducéo de reacdes piogranulomatosas (McDONALD
et al.,, 1984; RIBEIRO et al.,, 2016), o desenvolvimento de biofilmes
(GONCALVES et al., 2015; ELY et al., 2019) e a inducédo de apoptose das
células mamarias (ZHAO et al., 2022) possam influenciar na baixa eficacia
terapéutica de farmacos convencionais nos focos das lesdes mamarias
causadas por prototecas em vacas. Com efeito, a segregacao e o descarte de
vacas infectadas, além da adocédo de medidas preventivas para agentes de
origem ambiental de mastite permanecem como ac¢des recomendadas na
profilaxia e controle nos rebanhos (RUEGG, 2016; SANTOS e FONSECA,
2019; RIBEIRO, 2021).

Os compostos a base de quaternario de aménio sdo farmacos
surfactantes catibnicos comumente utilizados como antissépticos e
desinfetantes em medicina humana e veterindria, devido a potente
capacidade microbicida (McDONNELL e RUSSELL, 1999), baixa toxicidade e
boa estabilidade, além de biodegradaveis, inodoros, pouco corrosivos e de
baixa irritacdo cutanea (CARVALHO, 2015). O conjunto destas caracteristicas
possibilitam seu uso na desinfeccdo domeéstica, agricola, hospitalar, em
industrias de alimentos e instalagfes de animais, bem como em piscinas, em
virtude da baixa irritacdo para conjuntivas e mucosas em baixas
concentragbes (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015).

O quaternario de amodnio atua diretamente na membrana celular

causando desnaturagdo das proteinas da membrana e citoplasma dos micro-



10

organismos (McDONNELL e RUSSELL, 1999; DOMINGUES e LANGONI,
2001; BOROWSKY et al., 2006). Apesar do conhecido efeito microbicida do
guaternario de aménio, ndo foram encontrados, na literatura consultada,
estudos avaliando o efeito in vitro deste sanitizante em isolados de Prototheca
obtidos de casos de mastite em vacas.

O diagnostico de rotina da prototecose mamaria bovina € baseado no
cultivo microbiol6gico, caracteristicas das coldnias, métodos fenotipicos
(bioquimicos e assimilacédo de substratos) e micrometria da alga (ROESLER
et al., 2006; LANGONI et al.; 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO,
2021). Nas Ultimas décadas, técnicas moleculares como PCR e
sequenciamento genético tém possibilitado a classificacdo fidedigna de
espécies (TASHAKKORI et al., 2022). Neste contexto, a reclassificacao
filogenética da alga foi proposta recentemente baseada no gene mitocondrial
cytB, subdividindo o género em 14 espécies, das quais predominantemente
Prototheca bovis (P. zopfii genotipo 2) e, ocasionalmente, Prototheca
blaschkeae, tém sido relacionadas a mastite bovina (JAGIELSKI et al.,
2019a). Ainda, estudo recente no Brasil modificou a extracdo de proteinas
ribossomais de isolados de prototeca obtidos de casos de mastite bovina,
possibilitando a insercédo na biblioteca de espectros de referéncia da alga,
visando o diagnostico de rotina por espectrometria de massas pelo método de
Matrix-assisted laser desorption ionization-time-of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) (FIDELIS et al., 2021).

Certas espécies de Prototheca possuem potencial zoonotico (KANO,
2019), podendo causar infec¢des cutaneas secundarias a lesées traumaticas
(LASS-FLORL e MAYR, 2007) e enterites em humanos pelo consumo de leite
contaminado (BOZZO et al., 2022), bem como infec¢des sistémicas como
encefalite (ZAK et al., 2012), bursite (BOSSCHE et al., 2012) e hepatite (MIN
etal., 2013), merecendo atenc&o no contexto de Satde Unica (LIBISCH et al.,
2022).

Neste cendrio, 0 presente estudo investigou o efeito algicida in vitro do

guaternario de amdnio, e a especiacao por espectrometria de massas (MALDI-
TOF MS) de isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite clinica, cujos

escores de gravidade dos casos foram investigados, devido a auséncia de
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dados na literatura que demonstrem compostos seguros capazes de inativar a

alga em casos de mastite bovina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reclassificacao filogenética e propriedades gerais de algas do género

Prototheca

Microalgas do género Prototheca estdo agrupadas no reino Viridiplantae,
familia Chlorellaceae, e foram descritas pioneiramente por Wilhelm Kriger, em
1894, na Alemanha (PORE et al., 1985). Caracterizam-se como micro-
organismos eucaribticos, saprofitos, unicelulares e aclorofilados, acometendo
animais e humanos. Postula-se que, durante o processo evolutivo, esta alga
perdeu a capacidade de fotossintese, necessitando de nutricdo heterotréfica,
possibilitando a infecgdo de animais e humanos (SHAVE et al., 2021).

Recentemente, foi proposta uma reclassificagéo taxonémica da alga com
base no gene mitocondrial cytB, subdividindo o género Prototheca em 14
espécies bem definidas, a saber: P. ciferrii (anteriormente P. zopfii genotipo 1 ou
biovar 1), P. bovis (anteriormente P. zopfii gendtipo 2 ou biovar 2), P. blaschkeae
(anteriormente biovar 3), P. wickerhamii, P. cutis, P. miyajii, P. moriformis
(anteriormente P. ulmea), P. stagnora, P. tumulicola, P. cookei, P. pringsheimii,
P. xanthoriae e P. cerasi (JAGIELSKI et al., 2019a)*.

As prototecas sao algas imdveis e aerobicas, utilizando a glicose como
principal fonte de carbono. O micro-organismo se reproduz assexuadamente
pela formacdo de estruturas denominadas enddsporos. Durante o processo
reprodutivo, apos a infeccdo nas células mamarias, sdo observadas células-méae
(esporangios) contendo células filhas (endésporos ou esporangiosporos) no
citoplasma da alga (2 a 16 células-filhas), envoltos por capsula espessa
(RIBEIRO, 2021).

*A titulo de citacdo das espécies de Prototheca neste estudo, sera adotada a nova classificagao

taxondmica supracitada.
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O patdégeno varia de tamanho conforme a espécie (7 e 30 um),
apresentando formas esféricas, ovaladas ou alongadas, contendo enddsporos
de aspecto arredondado ou em moérulas. Na micrometria, P. wickerhamii
apresenta entre 3-10 um, com formato mais alongado, enquanto P. bovis varia
de 7-30 um, com aspecto esférico ou alongado (PORE, 1985; JANOSI et al.,
2001; JAGIELSKI e LAGNEU, 2007).

Os mecanismos de viruléncia da alga nédo sdo completamente
estabelecidos (CAMBOIM et al., 2010), embora aceite-se que a inducdo de
reacoes piogranulomatosas (RIBEIRO, 2021), a formacdo de biofiimes e a
inducdo de apoptose (SHAHID et al., 2017; ZHAO et al., 2022) dificultem a
resolucéo tecidual das infeccdes mamarias, tendendo a processos de evolucdo
cronica (McDONALD et al., 1984; ELY et al., 2019).

2.2 Aspectos da epidemiologia nas infec¢cdes por Prototheca em animais

A prototecose em animais e humanos tem sido descrita no continente
europeu, Asia, Africa, Oceania e Américas (JAGIELKSKI e LAGNEAU, 2007).

Bovinos, cdes e gatos sao as principais espécies domésticas acometidas
nas infeccdes por prototecas (RIBEIRO, 2021). Casos esporadicos tém sido
observados em caprinos e animais selvagens/silvestres (serpentes, peixes,
castores e morcegos) (HOLLINGSWORTH, 2000).

Lesbes traumaticas cutaneas e ingestdo sdo as principais vias de
transmissao do patdgeno para os animais de companhia, enquanto para vacas,
as infec¢des ocorrem majoritariamente por via ascendente canal do teto - a partir
do ambiente — embora, ocasionalmente, o agente possa ser ingerido da agua e
alimentos contaminados (RIBEIRO, 2021).

P. bovis e, menos comumente, P. blaschkeae tém sido reconhecidas
como as principais espécies relacionadas a mastite bovina, enquanto P. ciferrii
tem sido encontrada no ambiente de criatorios de vacas de leite. P. wickerhamii,
P. cutis e P. miyajii predominam nas infec¢cdes em humanos, enquanto as demais
espécies tém sido encontradas em diferentes ambientes (JAGIELSKI et al.,
2019a) e, ndo necessariamente, associadas as infeccbes em animais e/ou
humanos.

Prototheca sp. é encontrada em ampla variedade de nichos ambientais.

Habita usualmente areas Umidas com matéria organica de origem animal e
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vegetal, incluindo agua (estagnada, rios, lagos, mar, piscinas), solo, areia,
plantas e limbo de arvores. Em criatdrios de animais, tem sido encontrada em
dejetos provenientes da sala de ordenha, bebedouros, solo, cama dos animais,
fezes de vacas, bezerros e de suinos, ou como contaminante de equipamentos
e utensilios de ordenha (YAMAMURA et al., 2008; RIBEIRO, 2021). Ainda, ja
foram isoladas do ambiente de laticinios e fezes de ratos capturados em
indastrias lacteas (PORE et al., 1983; PORE e SHAHAN, 1988). Estes
organismos apresentam elevada resisténcia as diferentes condicbes ambientais
e ampla variacao de pH (entre 3 e 11) (PORE et al., 1983).

A pasteurizacdo nem sempre é eficaz na inativacdo da alga no leite de
vacas (MELVILLE et al., 2002), embora tenha sido descrita a inibicdo da
multiplicacéo de isolados do género Prototheca apos o tratamento com calor, em
temperaturas a partir de 100°C (MARQUES et al., 2010).

2.3 Mastite bovina por Prototheca sp.

A mastite, definida como inflamacéo da glandula mamaria, é considerada
a doenca que mais onera a criacao de vacas destinadas a producéo de leite,
causando prejuizos econdmicos significativos decorrentes de alteracbes na
composicao fisico-quimica, na celularidade do produto e reducao da producéo
de leite, além de gastos com medicamentos, honorarios veterinarios e na
reposicao de animais por perda de tetos ou descarte precoce (LANGONI et al.,
2013; RUEGG, 2017; SANTOS e FONSECA, 2019).

A mastite pode ser tradicionalmente classificada em contagiosa e
ambiental, considerando o habitat e as caracteristicas de transmissdo dos
agentes etiologicos. Os agentes contagiosos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, corinebactérias e micoplasmas) possuem como
habitat a glandula mamaria. Sao transmitidos principalmente no momento da
ordenha e, usualmente, induzem mastite subclinica. Em contraste, nas infec¢des
mamarias por patdégenos ambientais (enterobactérias, fungos e certos
actinomicetos), os microorganismos sao provenientes do ambiente dos animais
(e.g., solo, fezes, cama dos animais e agua). Nestes casos, a transmissao
comumente ocorre nos ambientes das entreordenhas. Os patdgenos ambientais

geralmente estdo associados as infecgbes clinicas, por vezes hiperagudas e
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com sinais sisttmicos (RIBEIRO et al.,, 2016; RUEGG, 2017). No entanto,
comportamento binario de patégenos de origem ambiental (Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus uberis), induzindo infecgbes com caracteristicas de
agentes contagiosos seja observado, que pode representar novo desafio no
controle e profilaxia da mastite bovina (KLAAS e ZADOKS, 2018).

A infeccdo mamaria em bovinos por P. bovis determina principalmente
quadros de mastite clinica e, ocasionalmente, subclinica, com evolugédo para
processos piogranulomatosos, de dificil resolugéo tecidual (JANOSI et al., 2001).
A prototecose provoca alteracbes no tecido glandular maméario e destruicao
parcial ou total do parénquima glandular (LANGONI et al., 2013).

Em virtude da presenca em diferentes nichos de ambiente, P. bovis é
reconhecida como agente de mastite de origem ambiental na casuistica de
mastite bovina (RUEGG, 2017; JAGIELSKI et al., 2019).

Na Alemanha, Lerche (1952) descreveu pela primeira vez a alga em casos
de mastite bovina. Aumento no nimero de casos de prototecose mamaria em
vacas tem sido reportado em todo mundo, principalmente em fazendas com bom
controle de agentes contagiosos. Surtos tém sido registrados no Brasil, EUA,
Canada, México, Japao, China, Nova Zelandia, Dinamarca, Inglaterra e Polbnia,
com predominio de P. bovis (RIBEIRO, 2021). Em rebanhos leiteiros com bom
manejo, a ocorréncia de infeccbes mamarias por prototeca usualmente é inferior
a 5%, embora em surtos possa acometer cerca de 30% das vacas (JANOSI et
al., 2001; SANTOS e FONSECA, 2019).

No Brasil, a prototecose mamaria foi descrita inicialmente no interior do
estado de Sao Paulo (LANGONI et al., 1992). Subsequentemente, a maioria dos
estados da federacdo com expressdo na criacdo de bovinos de leite tém
registado infeccbes mamarias em vacas por prototeca (RIBEIRO et al., 2016).

A infeccdo mamaria por prototecas em vacas pode se manifestar sob a
forma clinica ou subclinica. No entanto, predomina a forma clinica (n&o
sistémica), na lactacdo, com tendéncia a evolucao crénica. Nos casos clinicos,
agudos, ocorrem alteracdes visiveis no aspecto do leite (secre¢cdo serosa a
purulenta) e aumento da celularidade.

Em virtude da inducdo de lesBes irreversiveis e baixas taxas de cura
(RUEGG, 2016), a segregacao e o descarte de animais, bem com a atengao aos

procedimentos de profilaxia de agentes de mastite de origem ambiental (pré-
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dipping, retirada periddica de dejetos, oferecimento de alimentagdo na pos-
ordenha), drenagem de ambientes, cloracdo da agua usada no ambiente de
ordenha, bem como cuidados com a ordenha higiénica, tém sido os principais
procedimentos adotados nas propriedades com casos de prototecose mamaria
(YAMAMURA et al., 2008; RICCHI et al., 2010; CAMBOIM et al., 2010; RIBEIRO,
2021; BOZZO et al., 2022).

2.4 Diagnéstico da mastite bovina por Prototheca sp.

O diagnéstico de rotina da prototecose mamaria em vacas é baseado no
cultivo microbiol6gico, caracteristicas das coldénias, métodos fenotipicos
(bioguimicos e assimilagéo de substratos) e micrometria da alga (ROESLER et
al., 2006; LANGONI et al.; 2013).

As espécies de Prototheca podem ser isoladas em meio convencional de
agar sangue ovino ou bovino (5%), ou seletivo de Sabouraud, em condi¢ces de
aerobiose. Coldnias irregulares, branco-acinzentadas, ndo hemoliticas, entre 1-
2 mm de diametro, sdo isoladas entre 48 e 72 horas. Coloracbes de Gram,
variedades do método de Romanowsky (Pandtico, Giemsa) e lactofenol-azul de
algodao tém sido utilizadas, possibilitando a visualizacao de estruturas esféricas
ou elipticas, contendo enddsporos (arredondados ou em morulas) no citoplasma
do organismo, circundado por capsula espessa (RIBEIRO, 2021).

Varios carbohidratos, alcoois e outros substratos tém sido utilizados na
classificacao fenotipica das espécies, bem como aspectos micromorfolégicos
(ROESLER et al., 2006; JAGIELSKI e LAGNEU, 2007). No entanto, tais métodos
sdo, por vezes, laboriosos e demorados, ndo possibilitando a classificacédo
inequivoca em nivel de espécies, que tem sido fundamentada, mais
recentemente, em técnicas moleculares como PCR e sequenciamento
(JAGIELSKI et al., 2019a; AHRHOULDT et al., 2021; TASHAKKORI et al., 2022).
Neste contexto, recentemente no Brasil, estudo modificou a extracdo das
proteinas ribossomais de prototecas isoladas de infecc6es mamarias em vacas,
possibilitando a insercdo na biblioteca de espectros de referéncia da alga
visando o diagnéstico por espectrometria de massas ha rotina laboratorial de
mastite (FIDELIS et al., 2021).
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2.5 Ensaios in vitro e in vivo visando o tratamento/profilaxia da mastite por

P. bovis

Apesar da sensibilidade in vitro da alga a certos farmacos de acédo
antimicrobiana (gentamicina, polimixina B), antifingica (anfotericina B) e
desinfetantes/antissépticos (i.e., iodo, hipoclorito, clorexidine, timerosal, sulfato
de cobre, nitrato de prata, guanidina, polipirrol, &cido paracético), herbicidas e
peptideos, além de 6leos e produtos naturais, e permeantes de membranas
biolégicas (dimetilsulféxido), até o momento, ndo existe protocolo eficaz de
tratamento para a prototecose mamaria em vacas (MELVILLE et al., 2002;
SALERNO et al., 2010; TOMASINSIG et al., 2012; JAGIELSKI et al., 2012;
LANGONI et al., 2013; GONCALVES et al., 2015; MORANDI et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016; ALVES et al., 2017; SANTOS e FONSECA, 2019; ELY et
al., 2020; MORELLO et al., 2020; SPEROTTO et al., 2021).

Com efeito, a refratariedade da alga a terapia convencional tem motivado
ensaios in vivo e, principalmente, in vitro, com diferentes farmacos de efeito
algicida, que possam ser indicados no tratamento com reprodutibilidade de
resultados e que ndo causem reacdes adversas ao tecido mamario das vacas,
ou mesmo aos humanos, pelo consumo do leite pos-tratamento (RIBEIRO,
2021).

2.5.1 Quaternario de amdnio

A sanitizacao e antissepsia sdo considerados métodos fundamentais de
prevencao de doencas e indispensaveis para a reducédo da contagem de micro-
organismos patogénicos no ambiente, utensilios e tecidos organicos, reduzindo
os riscos de infec¢cdes (DOMINGUES e LANGONI, 2001).

Antissépticos sdo biocidas ou produtos que destroem ou inibem a
multiplicacdo de micro-organismos nos tecidos vivos, enquanto os desinfetantes
sdo utilizados em objetos inanimados e ambientes. Existem diferentes categorias
de antissépticos, e.g., alcoois (etanol), anilidas (triclocarban), biguanidas
(clorexidine), bisfenais (triclosan), compostos a base de cloro, derivados de iodo,
prata, peréxidos e quaternario de aménio (McDONNELL e RUSSELL, 1999).

Os compostos a base quaternario de aménio sdo os surfactantes

catibnicos mais utilizados como antissépticos e desinfetantes em medicina
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humana e veterinéria, devido ao custo acessivel, elevado efeito biocida, amplo
espectro de atividade microbicida (McDONNELL e RUSSELL, 1999; GERBA,
2015), baixa toxicidade, boa estabilidade, além de biodegradaveis, inodoros,
com boa agéo em pH acido e ndo corrosivos, evitando riscos de irritacdo da pele,
conjuntivas e mucosas, em baixas concentracbes (CARVALHO, 2015). Este
farmaco tem sido amplamente utilizado na sanitizagdo doméstica, agricola,
industrial (alimentos), hospitalar, e em ambientes de entretenimento (piscinas) e
instalacdes de animais (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). Apresenta acao na
presenca de matéria organica, embora tenha baixa acdo em esporos bacterianos
(DOMINGUES e LANGONI, 2001).

O quaternario de aménio age diretamente na membrana celular causando
desnaturacdo das proteinas da membrana e do citoplasma dos micro-
organismos, promovendo a perda estrutural e a ruptura da membrana
citoplasmatica, liberando enzimas autoliticas como nitrogénio, potassio e outros
constituintes intracelulares, resultando em efeito microbicida (McDONNELL e
RUSSELL, 1999; BOROWSKY et al., 2006).

A estrutura quimica do quaternario de amoénio esta relacionada a grupos
alifaticos ou aromaticos ligados ao atomo de nitrogénio, além de fracédo anidnica
constituida por bromo ou cloro (ESPINOZA MUNOZ, 2019). Os quaternarios
mais conhecidos sdo o cloreto de benzalcénio, cloreto de cetilpiridinio e
cloreto/brometo de cetiltrimetilaménio (cetrimida) (MIURA SUGII, 2019).

Apesar do uso comum do quaternario de amdnio como sanitizantes na
pratica médica e veterinaria, na literatura consultada, ndo foram encontrados
ensaios investigando o efeito in vitro deste produto em isolados de Prototheca

obtidos de vacas com mastite.

2.6 Prototecose Humana

A prototecose humana € considerada doenca incomum. Ocorre
principalmente sob a forma de infec¢Bes tegumentares, entéricas, sistémicas e
articulares (KANO, 2019; RAJAN et al.,, 2020). Em menor frequéncia, sao
relatados casos esporadicos de peritonite, encefalite e hepatite, com isolamento
da alga principalmente do sangue, liquido peritoneal e fragmentos de 6rgéos
(AHRHOLDT et al., 2012; WANG et al., 2022).
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P. bovis e P. wickerhamii sdo as principais espécies que acometem 0s
humanos, principalmente em pacientes imunossuprimidos. As infecgbes com
evolugcdo grave sdo observadas com maior frequéncia em individuos
coinfectados com doencas debilitantes como neoplasias, diabetes,
transplantados e pacientes que vivem com HIV/Aids (MAYORGA, 2012;
GODOFREDO et al., 2020; LIBISCH et al., 2022; WANG et al., 2022).

A prototecose ndo é considerada transmissivel entre os humanos.
Acredita-se que a transmissao da alga para os humanos ocorra pelo contato com
agua ou solo contaminado, inoculagdes trauméaticas na pele e picadas de
insetos. Ainda, a ingestao de produtos de origem animal, como o consumo de
leite e derivados de animais com mastite por Prototheca spp., tem sido
documentada na cadeia epimiologica de transmissdo do patégeno (SIQUEIRA
et al., 2008; AHRHOLDT et al., 2012; RAJAN et al., 2020).

A avaliagdo in vitro da termorresisténcia de P. bovis isoladas de vacas
com mastite revelou a viabilidade da alga diante do binGbmio tempo/temperatura
utilizados na pasteurizacdo rapida e lenta, indicando o risco de o consumo do
leite como via de transmisséo na prototecose em humanos (COSTA et al., 1988;
MELVILLE et al., 2002).

Considerando o potencial zoonoético do agente, 0 aumento do namero de
casos e 0S prejuizos decorrentes da prototecose mamaria, a auséncia de
protocolos efetivos de tratamento nas infeccdes mamarias em vacas, a
importancia de investigacdes com produtos de efeito algicida em isolados de
Prototheca, bem como a necessidade de incorporacdo de métodos moleculares
na rotina de diagndstico das espécies do agente; o presente estudo investigou o
efeito algicida in vitro do quaternario de amonio e as unidades formadoras de
colbénias em isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite clinica (cujos
escores de gravidade dos casos foram avaliados) e diagnostico das espécies da

alga baseado na espectrometria de massas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito algicida in vitro do quaternario de aménio e a
identificacdo em nivel de espécies de Prototheca utilizando a metodologia de
MALDI-TOF MS, obtidas de vacas com mastite clinica.

3.2 Especificos
v Investigar a prevaléncia do agente em casos de mastite bovina nas

fazendas amostradas;

v Identificar as espécies de Prototheca por protedmica (espectrometria de

massas);

v Investigar a concentracao algicida minima in vitro dos isolados diante do

guaternario de amonio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comissdao de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), como forma de subprojeto,
pertencente ao projeto tematico aprovado pela FAPESP (protocolo 0136/2017)
intitulado “Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp.: Impacto
dos fatores de viruléncia na mastite bovina e reflexos na saude publica”,
desenvolvido no Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria
Preventiva da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, entre 2017 e 2022, sob coordenagéo
do professor titular Helio Langoni (Anexo 3).

4.2 Isolados

Foram utilizados, o total de 44 isolados de Prototheca sp. previamente
caracterizados por cultivo microbioldgico e métodos fenotipicos, obtidos de 4.275
amostras de leite de vacas com mastite clinica, do projeto tematico supracitado.
Amostras de leite (2 mL) contendo os isolados ou os isolados em caldo BHI,

contendo glicerol (15%), foram mantidos congelados em criotubos a -80°C.

4.3 Animais e fazendas

Foram utilizados, dez rebanhos leiteiros por conveniéncia, dos quais seis
situados no sul do Estado de Minas Gerais (propriedades A, B, C, D, Ee F) e
guatro na regido sudoeste do Estado de Sdo Paulo (propriedades G, H, | e J).

As fazendas incluidas no estudo atendiam aos seguintes critérios de
inclusdo: 1) possuir programas de controle de mastite (com registro de dados em
softwares de gerenciamento), 2) contagem de células somaticas (CCS)
<400.000 CS/mL, 3) animais da raga Holandesa (> 20 litros leite/vaca/dia), 4)
namero minimo de 200 vacas em lactacao, 5) regime de ordenha mecéanica, 6)

histérico de mastite clinica.
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4.4 Diagnostico da mastite clinica, classificagdo de escores de gravidade e
colheita de amostras

O diagnodstico da mastite clinica e classificacdo de escores de gravidade
- adaptado das infeccbes mamarias por agentes ambientais (PINZON-
SANCHEZ e RUEGG, 2011) - foi realizado apds inspecdo dos quartos e da
glandula maméaria. Em seguida, foi realizada a retirada dos primeiros jatos de
leite antes da ordenha na caneca telada de fundo escuro ou Tamis, ou no piso
emborrachado das salas de ordenha, visando observar a presenca de grumos,
pus, dessora, alteragdes na coloracao ou estrias de sangue no leite (escore 1 ou
casos leves), sinais de inflamacédo na glandula maméaria (dor a palpacéo, areas
de hiperemia, abscessos, nédulos, fistulas) (escore 2 ou moderado), ou sinais
sisttmicos nos animais (taquicardia, taquipneia, febre, alteracdes dos
movimentos ruminais, decubito) (escore 3 ou grave). Antes da realizacdo do
estudo, os ordenhadores foram treinados para a identificacdo dos escores de
gravidade clinica dos casos de mastite (GUERRA et al., 2020).

As amostras foram colhidas apos rigorosa antissepsia dos tetos com
algodao embebido em solucéo alcoolica (70%), desprezados os primeiros jatos.
O leite foi colhido em frascos esterelizados com tampa de rosca, que foram
mantidos em temperatura de refrigeracao (4-8°C) por até 48 horas, até o cultivo
microbiolégico. Amostras que nao foram processadas em até 48 horas foram
congeladas a -20°C (RIBEIRO et al., 2016) até o encaminhamento aos

laboratorios para os procedimento de cultivo microbioldgico.

4.5 Cultivo microbiolégico

O leite dos animais com mastite foi cultivado em meio de agar base (Oxoid
do Brasil®, Sédo Paulo, Brasil) suplementando com sangue bovino desfibrinado
(5%) e agar MacConkey (Oxoid do Brasil®, Sdo Paulo, Brasil) (National Mastitis
Council-NCM, 1999). As culturas foram mantidas em condi¢cdes de aerobiose, a
37°C, por até 72 horas de incubacgéo (JAGIELSKI et al., 2019a, RIBEIRO, 2021).
Todas as amostras de leite foram cultivadas no laboratério de Nucleo de
Pesquisa em Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Producdo Animal e
Medicina Veterinaria Preventiva da FMVZ UNESP/Botucatu, SP.
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4.6 Caracterizacao fenotipica de Prototheca sp.

Colbnias compativeis com Prototheca foram submetidas a coloracao de
Gram e Panotico, visando a visualizagdo do organismo e diagndstico preliminar
de acordo com as caracteristicas morfotintoriais. Os isolados compativeis foram
congelados conforme subitem 4.2., considerando a morfologia de colbnia,
micrometria celular, presenca de “morulas” e coloragao arroxeada as técnicas

empregadas — Gram e panatico.

4.7 Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS)

Todas as respectivas amostras de leite ou isolados de Prototheca sp.
foram descongelados e submetidos a subcultivo em agar sangue bovino e agar
Sabouraud (Oxoid do Brasil®, Sdo Paulo, Brasil), mantidos em aerobiose, a 37°C,
por até 120 horas, para recuperacao e avaliacdo da viabilidade das prototecas.
Em seguida, todos os isolados foram recultivados em agar Sabouraud (Oxoid do
Brasil®, Sdo Paulo, Brasil), em condicdes de aerobiose a 37°C, por 24-48 horas
— para obtencao de culturas jovens e com alta massa da alga — e encaminhados
ao Laboratorio de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do
Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ — USP/Pirassununga,
SP, visando a realizacdo da espectrometria de massas (MALDI-TOF MS).

Os 44 isolados foram submetidos a técnica de Matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
(GONCALVES et al., 2014), com modificacbes na extracdo de proteinas
ribossomais (FIDELIS et al., 2021).

Apés a extracdo, foi adicionado em cada amostra 20-40uL de acetromil
545 (100% P.A.) na mesma proporc¢ao do acido férmico (1:1), e centrifugado. Em
seguida, 1uL da solugcédo de cada amostra foi adicionada em placas especificas
contendo 96 orificios (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha) e mantida por
cerca de 20 minutos para secar em temperatura ambiente. Os orificios da placa
com as amostras secas foram cobertos com 1uL de solucdo matriz (acido 2-
ciano-4-hidroxicindmico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de 551 &cido
trifluoracético). As placas foram dispostas no receptaculo do equipamento

(Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser.
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A obtencgéao dos espectros foi realizada entre 2.000-20.000 m/z, usando o
software FlexControl 3.3, baseado na biblioteca local de dados, que possui a
insercdo das espécies P. bovis e P. blaschkeae (FIDELIS et al., 2021).

A caracterizacdo em nivel de género e espécie dos isolados foi
considerada para os espectros = 1,7 e = 2.0, respectivamente (GONCALVES et
al., 2014).

4.8 Concentracao algicida minima (CAM) in vitro do quaternéario de amdnio

4.8.1 Preparo dos in6culos

Todos os isolados de Prototheca sp. foram cultivados no meio de agar
Sabouraud, mantidos em condi¢des de aerobiose, a 37°C, por 96 horas. Duas a
trés colOnias tipicas de cada isolado foram repicadas em tubos contendo 3mL de
caldo infusdo cérebro e coracédo - BHI (Oxoid do Brasil®, Sdo Paulo, Brasil), e
incubadas em aerobiose, a 37°C, por 48 horas. A turbidez dos tubos foi ajustada
por densidade éptica equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, utilizando
solucéo salina estéril a 0,9% (SALERNO et al., 2010; ALVES et al., 2017).

4.8.2 CAM in vitro do quaternario de amdnio

Para a avaliacdo da concentracéo algicida foi utilizado produto comercial
(Oxi Algicida®, Sandet Quimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP) contendo
exclusivamente o quaternario de aménio como principio ativo (cloreto de alquil
amidopropil demetil benzil aménio), na forma liquida, na concentracéo inicial de
15%, utilizado como produto algicida em piscinas.

Para cada isolado de prototeca foram utilizados 15 tubos de vidro (3mL)
esterilizados, tampados com algoddo hidrofébico. No primeiro tubo foi
depositado 1mL do quaternario de aménio a 150000 partes por milhdo (ppm).
Nos 14 tubos subsequentes, foram distribuidos 0,5mL de agua Milli-Q
esterilizada. Em seguida, foi transferido 0,5mL do quaternario de amonio (15%)
do primeiro para o segundo tubo, com subsequente homogeneizacdo. Este
mesmo processo foi realizado sucessivamente nos demais 14 tubos, com
descarte de 0,5mL do tubo 15. Logo apés, foi acrescido em cada tubo 0,5mL do
in6culo das prototecas produzido de acordo com o subitem 4.8.1, perfazendo as

seguintes diluicbes: 75000ppm, 37000ppm, 18000ppm, 9000ppm, 4500ppm,
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2250ppm, 1120ppm, 560ppm, 280ppm, 140ppm, 70ppm, 35ppm, 17ppm, 8ppm
e 4ppm.

Os tubos foram incubados overnight em estufa, em condi¢cdes de
aerobiose a 37°C. Em seguida, uma aliquota (10uL) de cada tubo foi semeada
no meio de agar Sabouraud, em condi¢Bes de aerobiose a 37°C, mantidos por
até 7 dias, com leituras a cada 24 horas, visando a avaliagdo da CAM do
guaternario de amonio diante dos 44 isolados (SALERNO et al., 2010; ALVES et
al., 2017).

O método supracitado foi realizado em duplicata para todos os isolados.
Por analogia ao mesmo método utilizado em bacteriologia, da concentracédo
bacteriana minima (BIER, 1984), a menor diluicdo que impediu o isolamento das
prototecas, no meio de agar Sabouraud, foi considerada a concentracédo algicida
minima.

Como solucéo controle negativa, foram preparadas suspensdes em tubos
previamente esterilizados, contendo 0,5 mL de agua Milli-Q esterilizada,
acrescido de 0,5 mL do in6culo, ajustado a turbidez da escala 0,5. Como controle
positivo foram utilizadas as cepas de P. bovis (P. zopfii genétipo 2), P. ciferrii e
P. blaschkeae, gentilmente cedidas pelo professor Dr. Tomasz Jagielski, da
Universidade de Varsovia, na Pol6nia, caracterizadas em nivel de espécie por
PCR com base no gene cytB (JAGIESLKI et al., 2019a,b).

4.10. Andlise estatistica

A prevaléncia da prototecose nos rebanhos amostrados e os escores de
gravidade foram calculados de modo descritivo, enquanto o efeito in vitro da
CAM do quaternario de amonio, foi calculado pela média aritmética dos

resultados.
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5. RESULTADOS

5.1 Prevaléncia e identificacdo microbiolégica de Prototheca sp. nos

animais

Do total de amostras de leite cultivadas, em 1,03% (44/4.275) foram
isoladas colonias com identificacdo presuntiva de Prototheca sp. Todas os 44
isolados utilizados no estudo foram obtidos de vacas diferentes e apresentaram

cultura pura nas placas, ndo havendo coinfecgdo com outros micro-organismos.

Foi possivel obter os escores de gravidade clinica de 33 vacas. Destas,
escores de gravidade clinica leves (escore 1) e moderados (escore 2) foram
observados em 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) das infec¢cbes mamarias,
respectivamente. Nenhum animal apresentou escore grave (escore 3) ou sinais

sistémicos.

Dentre os 44 isolados com identificacdo presuntiva com o0 género
Prototheca identificados pelo cultivo microbiolégico e técnicas fenotipicas
convencionais, 38 (86,4%) foram identificados como P. bovis por MALDI-TOF
MS, com escores >2.0. Em contraste, 13,6% (5/44) dos isolados ndo alcancaram
escore minimo para diagnostico de espécie, identificados somente em nivel do
género Prototheca. Entretanto, 100% dos isolados tiveram identificacdo de

espécie pela técnica da PCR, em que todas foram P. bovis.

Os dados individuais de prevaléncia de isolados nas fazendas sé&o
apresentados na Tabela 1, havendo isolamento em trés das dez fazendas
amostradas. As principais caracteristicas de producéo, rebanho, instalacdes,
manejo de ordenha nas trés fazendas, e dados individuais de raca, quarto
mamario infectado, sazonalidade e CAM est&o sumariados nos anexos 1, 2 e 4.

A localizacéo geogréfica das dez fazendas € apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Localizacéo geografica de dez propriedades leiteiras amostradas nos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais com isolamento de Protfotheca sp. do

leite de vacas com mastite clinica (2017-2022). Fonte: Google Maps (2022).
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Tabela 1. Frequéncia de isolamento de prototecas no leite de vacas com mastite
clinica em fazendas do estado de Sao Paulo e Minas Gerais (2017 - 2022).
Identificacdo MALDI-TOF MS

Fazenda Estado Prototheca sp. P. bovis
% (N) % (N)

B Minas Gerais 0,94 (2/212) 2,8 (6/212)

E Minas Gerais 0,41 (3/721) 4,2 (30/721)

J Sao Paulo 0 (0/66) 4.5 (3/66)

P. bovis = Prototheca bovis; % = percentual;

N = nimero de prototecas identificadas/numero de vacas amostradas
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5.2 Concentracédo Algicida Minima (CAM) in vitro do quaternario de amdnio

nos isolados de Prototheca spp.

O efeito algicida do quaternario de aménio foi observado em todos os 44
isolados nos casos de mastite clinica e nas cepas controle, variando entre as

diluicbes 35ppm e 8ppm (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito algicida in vitro do quaternario de amonio em isolados de

Prototheca obtidos de vacas com mastite clinica (2017 — 2022).

Concentracdo Algicida Minima

Agente 35ppm 17ppm 8ppm

(N) (N) (N)
P. bovis 18,2% (8/44)  34,1% (15/44) 38,6% (17/44)
Prototheca sp. 2,3% (1/44) 2,3% (1/44) 4,5% (2/44)
P. bovis* -- 100% (1/1) -
P. blaschkeae* 100% (1/1) -- --
P. ciferrii* -- 100% (1/1) -

N = namero de isolados com efeito algicida/nimero total de isolados; % = percentual

* Cepas de referéncia cedidas pelo Prof. Dr. Tomas Jagielski, Universidade de Varsovia,
Polbnia, caracterizadas em nivel de espécie pela deteccao do gene cytB (JAGIELSKI et
al., 2019a).
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6. DISCUSSAO

As infeccbes mamarias causadas por espécies de Prototheca
representam grande desafio contemporaneo no controle de agentes de mastite
em vacas (RUEGG, 2017), em virtude do aumento do registro de casos, do
comportamento oportunista do patégeno (ALVES et al., 2017; BOZZO et al.,
2022; LIBISCH et al., 2022) e da elevada resisténcia da alga as condi¢cbes do
ambiente dos criatérios, incluindo solos umidos, fezes, agua estagnada, cama
dos animais, matéria organica em decomposicdo, ou contaminando utensilios de
ordenha (JANOSI et al., 2001; SCACCABAROZZI et al., 2008; YAMAMURA et
al., 2008; SPEROTTO et al., 2021). Ainda, a inexisténcia de protocolos eficazes
para o tratamento das infeccbes mamarias resulta em prejuizos significativos aos
produtores, decorrentes da reducdo na producao e qualidade do leite, aumento
da celularidade do leite, perda de tetos, aléem de gastos com medicamentos,
honorarios veterinarios, descarte prematuro e reposi¢cédo de animais (LANGONI
etal., 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 2021); fatos que podem ser

considerados as principais motivacdes do presente estudo.

Aumento substancial de casos e surtos de infeccbes mamarias em vacas
por espécies de Prototheca tém sido descritos na ultima década em paises como
Canada (PIEPER et al., 2012), Italia (RICCHI et al., 2013; MORANDI et al.,
2017), Polbnia (JAGIELSKI et al., 2019a,b), Coreia (PARK et al., 2019), China
(LI et al., 2021), Equador (HUILCA et al., 2022) e Brasil (GONCALVES et al.,
2015; ALVES et al., 2017), apesar da baixa prevaléncia da prototecose mamaria,
entre 0,1 e 5%, em rebanhos bem manejados (JANOSI et al., 2001; SANTOS e
FONSECA, 2019). No presente estudo, dentre 4.275 amostras de leite de vacas
cultivadas com mastite clinica provenientes de dez fazendas dos estados de Séo
Paulo e Minas Gerais, algas do género Prototheca foram isoladas em 1%
(44/4.275) dos animais, em trés destas fazendas. A baixa prevaléncia de
prototecose mamaria clinica nas vacas amostradas poderia ser creditada a
adocdao sistematica de medidas de controle de agentes de mastite (ambientais e
contagiosos) e boas praticas de ordenha higiénica nas fazendas utilizadas no

estudo.
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Os casos de prototecose mamaria geralmente apresentam anormalidades
no leite e na glandula mamaria (JANOSI et al., 2001; RUEGG, 2016) e,
ocasionalmente, infec¢des sistémicas (THOMPSON et al., 2009). No presente
estudo, dentre os 33 isolados de Prototheca que foi possivel obter dados da
gravidade clinica, 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) apresentaram infeccdes
mamarias leves e moderadas, respectivamente, enquanto nenhum animal
apresentou escore grave (ou sinais sistémicos). A gravidade clinica dos casos
de mastite tem sido investigada principalmente em infeccdes mamarias em
vacas por enterobactérias (RIBEIRO et al., 2021), particularmente Escherichia
coli (GUERRA et al., 2020), subdivididas em infec¢Oes leves, moderadas e
graves, com intuito de avaliar a influéncia de fatores de viruléncia na gravidade
dos casos e a relagdo com o tratamento dos patogenos na lactacdo (PINZON-
SANCHEZ e RUEGG, 2011).

Na literatura consultada, o presente estudo investigou pela primeira vez a
gravidade clinica de casos de mastite por prototecas diagnosticadas por MALDI-
TOF MS, e observou predominio de infec¢des leves e moderadas, indicando
gue, apesar da tendéncia de cronicidade dos casos e desenvolvimento de
reacdes piogranulomatosas, de dificil resolucdo terapéutica (McDONALD et al.,
1984; RUEGG, 2016), as infeccbes por P. bovis estdo restritas

predominantemente a glandula mamaria.

O diagnostico laboratorial de rotina de infecces mamarias em vacas por
Prototheca sp. tem sido fundamentado no cultivo microbiologico do leite e
identificacdo da alga baseada nas caracteristicas das colbnias, métodos
fenotipicos (e.g., assimilacédo de substratos) e micrometria do agente (ROESLER
et al., 2006; RIBEIRO, 2021; SANTOS e FONSECA, 2019). No entanto, uma
reclassificacdo taxondmica recente da alga, firmada com base molecular
(deteccdo do gene mitocondrial cytB), prop6s a subdivisdo do género em 14
espécies, com predominio das infeccdes mamarias em vacas por P. bovis
(JAGIELSKI et al., 2019a) e, ocasionalmente, por P. blaschkeae (RICCHI et al.,
2013; MORANDI et al., 2017), sob a forma de casos ou surtos de mastite. Com
efeito, os métodos moleculares tém sido gradualmente incorporados na rotina
diagnostica ou de confirmacdo das espécies da alga (BOZZO et al., 2022;
TASHAKKORI et al., 2022), de modo similar ao adotado no presente estudo.
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Estudo recente no Brasil avaliou um método modificado de extracao de
proteinas ribossomais de espécies de Prototheca, o que possibilitou a insercdo
de espectros de referéncia da alga na base de dados do equipamento de MALDI-
TOF MS, visando o diagnéstico de espécies envolvidas na mastite bovina (P.
bovis e P. blaschkeae) (FIDELIS et al., 2021). Neste contexto, dentre as 44
prototecas isoladas de vacas com mastite clinica no presente estudo, 86%
(39/44) foram diagnosticadas pela MALDI-TOF MS como P. bovis, ratificando o
predominio desta espécie da alga na mastite bovina (PIEPER et al., 201;
GONCALVES et al.,, 2015; MORANDI et al., 2017; ALVES et al.,, 2017;
JAGIELSKI et al., 2019a,b; PARK et al., 2019, LI et al., 2021), bem como a
aplicabilidade do método de MALDI-TOF MS no diagnéstico de rotina da alga
em amostras de leite (FIDELIS et al., 2021).

Do total de 44 prototecas isoladas, 11,3% (5/44) tiveram a identificacao
pela MALDI-TOF MS restritas em nivel de género (Prototheca sp.). Tal resultado
poderia ser atribuido a presenca de espécies da alga ndo contidas na biblioteca
de espectros do equipamento, ou decorrente das dificuldades de extracdo da
proteina de origem ribossomal, em virtude da espessa parede celular da alga
(LASSA et al., 2010), cuja confirmacédo de espécies poderia ser investigada pela
deteccédo genética do gene cytB (JAGIELSKI et al., 2019a,b).

Efeito algicida de sanitizantes (e.g., hipoclorito de sédio, iodo, guanidina,
acido peracético, sulfato de cobre, nitrato de prata, clorexidina, polipirrol)
(MELVILLE et al., 2002; SALERNO et al., 2010; GONCALVES et al., 2015;
ALVES et al.,, 2017; ELY et al.,, 2020), antifungicos (e.g., anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, nistatina) (BUZZINI et al.,
2008; JAGIELSKI et al., 2012), antimicrobianos (e.g., gentamicina, netilmicina,
colistina) (MORANDI et al., 2016), algicidas (SPEROTTO et al., 2021), prépolis
associada ao dimetilsulfoxido-DMSO, timerosal (LANGONI et al., 2013),
nanoparticulas (JAGIELSKI et al., 2018), peptideos (TOMASINSIG et al., 2012),
herbicidas (MORELLO et al., 2020), 6leos esséncias (NARDONI et al., 2018) e
luzes fotodindmicas (ANJOS et al., 2019) tém sido descritos em diferentes
estudos in vitro e in vivo em isolados de Prototheca em vacas com mastite; fato
gque demonstra a preocupacdo da comunidade cientifica em encontrar

alternativas terapéuticas e de controle/profilaxia para as infec¢des intramamarias
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causadas pela alga. Apesar de certa sensibilidade in vitro ou cura clinica
aparente (in vivo) de casos clinicos, as prototecas apresentam elevada
refratariedade aos diferentes farmacos testados por via intramamaria e
parenteral (SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 2021; BOZZO et al., 2022),
provavelmente decorrente do desenvolvimento de reagdes piogranulomatosas
(McDONALD et al., 1984), da diversidade genética (TASHAKKORI et al., 2022)
e de mecanismos de viruléncia e evasédo do sistema imune (MARQUES et al.,
2006), como a producao de biofiimes (GONCALVES et al., 2015; ELY et al.,
2019) e a inducdo de apoptose celular nas células maméarias (SHAHID et al.,
2017; ZHAO et al., 2022).

O presente estudo investigou o efeito algicida do quaternario de amonio,
sanitizante de efeito microbicida (incluindo algicida), utilizado como desinfetante
e antisséptico para humanos e animais (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). A
estabilidade, baixa toxicidade e amplo efeito biocida, além de inodoro, pouco
corrosivo e biodegradavel (CARVALHO, 2015), possibilitam o uso seguro deste
sanitizante em ambientes hospitalares, agricolas, industriais e de entretenimento
humano (como piscinas), em virtude da baixa irritacdo de mucosas e conjuntivas,
em baixas concentracdes (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). Nos 44 isolados de
prototecas obtidos de vacas com mastite clinica foi observado efeito algicida in
vitro do quaternario de amoénio na totalidade dos isolados, em baixas
concentragfes, distribuidas entre 35ppm (20,4%), 17ppm (36,4%) e 8ppm
(43,2%), além de efeito algicida em cepas de referéncia de P. bovis, P.
blaschkeae e P. ciferrii. O efeito algicida do quaternario de amonio € atribuido a
acao direta do farmaco na membrana celular, causando desnaturacdo proteica
da membrana celular e proteinas do citoplasma dos micro-organismos,
determinando a ruptura da membrana e morte celular (McDONNELL e
RUSSELL, 1999; BOROWSKY et al., 2006).

Na literatura consultada, o efeito in vitro do quaternario de ambnio em
baixas concentracdes em isolados de prototecas obtidos de mastite € descrito
pela primeira vez e, devido a baixa toxicidade e irritacdo do produto para
conjuntivas e mucosas (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015), o quaternario de
amonio poderia ser utilizado em conjunto com outras solu¢des sanitizantes como

alternativa de sanitizante para ambientes de ordenha ou como solugfes de pré
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e poés-dipping, para o controle/profilaxia de infeccbes maméarias, em baixas
concentragdes para a secagem “quimica” de quartos (cronicamente infectados
ou animais com varios quartos mamarios acometidos), ou, experimentalmente,

no tratamento intramamario de quartos acometidos pela alga.

Apesar do bom manejo adotado nas fazendas amostradas, bem como a
baixa prevaléncia (1%) de animais infectados, ndo esta disponivel tratamento
eficaz na prototecose mamaria (BOZZO et al., 2022), fato que requer acdes de
profilaxia e controle recomendadas nas infeccbes mamarias por prototecas,
particularmente no que tange a medidas para agentes de origem ambiental de
mastite. Neste contexto, recomenda-se atencao nas fazendas amostradas com
animais infectados por prototecas, para medidas como prée-dipping, oferecimento
de alimentacdo na pos-ordenha, evitar umidade, fezes e acumulo de matéria
organica no ambiente de ordenha e entorno, manejo adequado da cama dos
animais, cloracdo e qualidade da agua do ambiente de ordenha, além da
segregacao dos animais (para o final da linha de ordenha), “secagem quimica”
de quartos infectados ou descarte dos animais infectados (LANGONI et al., 2013;
RUEGG, 2016; RIBEIRO, 2021). Ainda, também devem ser adotadas acfes de
manejo geral de higiene de ordenha, incluindo para controle/profilaxia de
agentes contagiosos, pois vacas infectadas podem transmitir a alga para animais
sadios no ambiente de ordenha (SANTOS e FONSECA, 2019).

As prototecas possuem potencial zoonotico, particularmente espécies que
acometem animais de producdo e/ou de companhia, como P. bovis e P.
wickerhamii (JAGIELSKI et al., 2019a). O leite de animais infectados ndo deve
ser consumido pelos humanos, tampouco oferecido aos bezerros, devido a
possibilidade de desenvolvimento de enterite em animais (BOZZO et al., 2022)
e em humanos (MELVILLE et al., 2002), bem como infeccfes sistémicas graves
em humanos, particularmente em pacientes imunossuprimidos (KANO, 2019).
Os 44 isolados de prototecas identificados no presente estudo foram
provenientes de animais com mastite clinica, cuja recomendacédo é o descarte
do leite, embora seja possivel a mistura inadvertida de leite de animais com
mastite clinica nos tanques de expansédo, fato que merece preocupacdo no

contexto de Satde Unica (LIBISCH et al., 2022), e que justifica a adog&o de
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medidas de controle/profilaxia da prototecose mamaria nas fazendas com

animais infectados.

O uso de amostragem de conveniéncia de isolados de Prototheca, a n&o
avaliacdo da influéncia de fatores epidemiolégicos na ocorréncia dos casos, a
utilizagdo de outro sanitizante sabidamente efetivo, de efeito algicida em
amostras de Prototheca como forma de controle positivo com os isolados obtidos
no estudo, e a auséncia de confirmagdo molecular das espécies nao
identificadas pela espectrometria de massas podem ser consideradas limitacoes

do presente estudo.
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7. CONCLUSOES

v P. bovis foi a espécie mais frequente identificada por MALDI-TOF MS
nos animais amostrados, reforcando o predominio desta espécie da alga como
agente primario de mastite clinica em vacas, em grandes fazendas de leite no

Brasil;

v Foi observada a auséncia de casos graves de mastite, reforcando que as
infecgdes por prototecas, particularmente P. bovis, estéo restritas principalmente
a glandula mamaria, sem disseminacdo ou manifestacdes sistémicas pelos

animais;

v O quaternario de amonio apresentou efeito algicida em baixas
concentracdes nos isolados de Prototheca, podendo ser usado como alternativa
de sanitizante para o ambiente de ordenha ou em solucdes de pré e pos-dipping

no controle/profilaxia da prototecose mamaria
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Anexo 1. Principais caracteristicas de producao e instalacdes de trés fazendas
de alta producéo leiteira nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais, com

isolamento de Prototheca spp. (2017-2019).

CARACTERISTICAS DAS B E J
FAZENDAS
Animais/Ragas HPB HPB HPB
N’ de vacas em lactac&o 203 510 300
Producéo diéaria (L/dia) 4900 14280 10000
Producéo leiteira média 24 28 30
L/animal/dia
Tipo de instalacdes Free Free Compost
Stall Stall barn
Higiene das instalacdes Regular Boa Boa
Higiene do equipamento Boa Boa Boa
Sala de ordenha Sim Sim Sim

Tanque de resfriamento Sim Sim Sim
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Anexo 2. Principais caracteristicas de manejo de ordenha em trés fazendas com

isolamento de Prototheca sp. em vacas com mastite clinica (2017-2019).

CARACTERISTICAS DAS B E J
FAZENDAS

N’ de ordenhas 3 3 2
Alimentacédo pés ordenha Sim Sim Sim
Tipo secagem: Abrupta Abrupta Abrupta
Ordenha mecéanica Duplo 8 Duplo 12 Duplo 6
Higiene do equipamento Boa Boa Boa
Qualidade da Boa Boa Boa
mao de obra

Assisténcia veterinaria Sim Sim N&o
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Anexo 3. Atestado de aprovacao do projeto pelo Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA) — FMVZ/UNESP - Botucatu, SP.

DA AN
7%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA oo™ fmvz - unes P
UNeSp © o oevesaurmarito® ‘
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o subprojeto intitulado “especializagdao por espectrometria de
massas e efeito in vitro do ozonio (03) e quaternatio de amoénio em
isolados de Prototheca sp. obtidos de vacas com mastite clinica” faz parte
do Projeto “E. coli, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp.: Impacto
dos fatores de viruléncia na mastite bovina e reflexos na satde publica”,
Protocolo CEUA 136/2017, aprovado em 08 de junho de 2017, a ser
conduzido por Marcelo Fagali Arabe Filho, orientado pelo Prof. Dr. Marcio
Garcia Ribeiro, para fins de pesquisa cientifica, e encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA.

Botucatu, 23 de maio de 2022.

JULIANY GOMES QUITZAN
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu



Anexo 4. Dados epidemioldgicos gerais, efeito algicida in vitro do quaternario de aménio e diagndstico por
espectrometria de massas de 44 isolados de prototecas obtidos de vacas com mastite clinica em fazendas do
estado de S&o Paulo e Minas Gerais (2017-2019).

MALDI-TOF MS Raca Quart? Sazonalidade Fazenda CAM
mamaério (ppm)
1 Prototheca bovis HPB AE VERAO E 8
2 Prototheca bovis HPB AD INVERNO E 8
3 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 17
4 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 8
5 Prototheca sp. HPB PD OUTONO E 8
6 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 8
7 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 17
8 Prototheca bovis HPB PD OUTONO E 8
9 Prototheca bovis. HPB PE INVERNO E 35

10 Prototheca sp. HPB PE INVERNO E 17
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