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SALERNO, T. Caracterizagao genotipica de linhagens de Prototheca zopfii
isoladas do leite de vacas e sensibilidade “in vitro” a antimicrobianos e anti-
sépticos. Botucatu, 2007. 101p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Nos ultimos anos, Prototheca zopfii tem sido considerada uma das causas mais
importantes de mastite de origem ambiental, refrataria a terapia convencional. As
infeccdes mamarias por P. zopfii acarretam alteragdes na composicédo do leite e
reducdo na produgao leiteira. O presente estudo avaliou a sensibilidade “in vitro”
de 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas no Brasil frente a diferentes
antimicrobianos e anti-sépticos, aliado a caracterizagao genotipica dos isolados.
Nistatina (100,0%) e gentamicina (66,7%) foram as drogas mais efetivas para as
27 linhagens estudadas. A multi-resisténcia a trés ou mais antimicrobianos foi
observada em 100,0% das estirpes, principalmente frente a ampicilina,
cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina.
Hipoclorito de sédio (0,03-0,15%) e iodo (0,15-0,62%) revelaram efetividade “in
vitro” para todos os isolados em baixas concentracbes. A caracterizacao
genotipica pela técnica de PCR baseada no fragmento 18S rDNA mostrou
similaridade & cepa controle de P. zopfii SAG 20217, caracterizando todos os
isolados como pertencentes ao gendtipo 2. O presente estudo descreve pela
primeira vez no Brasil, a caracterizagcdo genotipica de linhagens de P. zopfii
isoladas de leite obtido de vacas com mastite clinica, subclinica e de tanque de

expansao.

Palavras-chave: Genotipo; leite bovino; mastite; Prototheca zopfii; prototecose;
sensibilidade microbiana.
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SALERNO, T. Genotypic characterization of Prototheca zopfii strains isolated
from bovine milk and “in vitro” antimicrobial and anti-septic susceptibility.
Botucatu, 2007. 101p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

In last years, Prototheca zopfii has been considered one of the most important
causes of mastitis from environmental origin, refractory to conventional therapy.
The mammary infections caused by Prototheca zopfii lead to severe alterations in
composition of the milk, and reduction in production. The present study evaluate
the "in vitro" antimicrobials and anti-septic susceptibility, of 27 P. zopfii strains
isolated from milk in cattle raised in Brazil, allied to the genotypic characterization
of isolates. Nystatin (100.0%) and gentamicin (66.7%) were the most-effective
drugs for 27 P. zopfii strains. Multiple drug resistance for three or more
antimicrobials was observed in 100.0% of strains predominantly for ampicilin,
cefoperazone, cloxacillin, enrofloxacin, florfenicol, neomycin e tetracycline. Sodium
hypochlorite (0.03-0.15%) and iodine (0.15-0.62%) revealed “in vitro” efficacy in all
isolates in low concentrations. The genotypic characterization using PCR
technique based on the 18S rDNA displayed similarity to the strain-control of P.
zopfii SAG 20217 characterizing all isolates belonging to the genotype 2. The
present study describe by first time in Brazil the genotype characterization of P.
zopfii strains isolated from milk, obtained in clinical and subclinical bovine mastitis

and bulk tank milk.

mastite; Prototheca zopfii; Prototecose; sensibilidade microbiana.

Keywords: Genotype; milk bovine; mastitis; Prototheca zopfii; protothecosis;

microbial susceptibility.



1 INTRODUGAO

O género Prototheca tem sido mundialmente associado a infecgdes no
homem e em animais (TANIYAMA et al., 1994; LASS-FLORL & MAYR, 2007). O
organismo foi primeiramente descrito por Wilhelm Krieger, em 1894, identificado
na seiva de arvores (KRUEGER, 1894) e classificado como alga em 1913
(CHODAT, 1913). Lerche (1952) na Alemanha descreveu pela primeira vez casos
de mastite bovina por Prototheca zopfii (P. zopfii). No mesmo ano, Mehnert
demonstrou a alga nas fezes de suinos (VAN KRUININGEN, 1970).

Davies et al. (1964) relataram pioneiramente a doenga no homem em les&o
sub-cutanea progressiva podal. Posteriormente, diversas manifestagbes clinicas
foram descritas incluindo bursite (NOSANCHUK & GREENBERG, 1973;
NARYSHKIN et al., 1987), peritonite (GIBB et al., 1991; MELON et al., 2007),
gastroenterite (SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995), entre outras apresentagcoes
sistémicas (DAVIES et al., 1964; IACOVIELLO et al., 1992).

Em animais de companhia, a prototecose foi reconhecida como entidade
nosolégica em 1963, descrita em cdo. Em felinos domésticos, o primeiro relato da
enfermidade foi reportado em 1976 (KAPLAN et al., 1976). No Brasil, a doenga em
animal de companhia foi descrita somente em 2006, em cdo com histérico de
colite hemorragica crénica (FARIAS et al., 2006).

A prototecose mamaria bovina é reconhecida como a principal manifestagéao
clinica em animais de producdo (TANIYAMA et al., 1994; RADOSTITS et al.,
2007). No Brasil, o primeiro relato da enfermidade ocorreu em 1989, diagnosticada
em vacas com mastite no Estado do Mato Grosso do Sul (COSTA et al., 1999).

P. zopfii pode ser isolada das fezes e do ambiente de criacdo de suinos,
embora paregca nao apresentar patogenicidade para esta espécie (WEBER &
ENDERS, 1993; ROESLER et al., 2003). Diferentemente dos bovinos, ndo ha até
o momento a descricdo do acometimento da glandula mamaria em outras
espécies de animais de produ¢gao como: ovinos, caprinos, equinos e bubalinos.

A mastite, definida classicamente como inflamagéo da glandula mamaria, é

considerada uma das principais doengas que acometem animais de exploragao
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leiteira, acarretando diversos prejuizos econémicos decorrentes de alteragcdes na
composigao fisico-quimica e na celularidade do leite (SCHALM et al., 1971),
queda na produgao, gastos com medicamentos e assisténcia veterinaria, descarte
precoce de fémeas e morte ocasional de animais, aliado a importancia da
enfermidade no contexto de saude publica (COSTA et al., 1995).

A inflamagao da glandula mamaria em animais possui etiologia complexa,
podendo resultar de processos traumaticos, fisiolégicos, alérgicos e,
principalmente, infecciosos. A mastite infecciosa é causada predominantemente
por agentes de origem bacteriana e, secundariamente, por fungos, algas e virus
(WATTS, 1988), podendo manifestar-se sob as formas aguda, sub-aguda ou
cronica. Além disso, a mastite também é classificada em clinica e subclinica com
base na intensidade do processo inflamatoério (SMITH, 1994).

A forma clinica caracteriza-se por queda acentuada na producéo, alteracdes
na composi¢cdo e aspecto macroscépico do leite (presenga de grumos, sangue,
dessora, pus), acompanhada muitas vezes de manifestagées na glandula mamaria
(edema, hiperemia, aumento da sensibilidade, presenca de nddulos, abscessos)
e/ou sistémicas nos animais (decubito, anorexia, febre, prostragéo, taquicardia,
taquipnéia). Em contraste, a forma subclinica ndo provoca alteracdes
macroscopicas no leite e na glandula mamaria, acarretando queda da produgéo
lactea (RADOSTITS et al., 2007).

Epidemiologicamente a mastite € subdividida em contagiosa ou ambiental de
acordo com a origem da infeccdo e vias de transmissdo. Na transmisséo
contagiosa a infecgdo ocorre predominantemente no momento da ordenha,
enquanto na ambiental &€ adquirida no intervalo entre ordenhas, assim como no
momento da ordenha (COSTA et al., 1997).

Em diferentes paises tem-se destacado o aumento significativo na frequéncia
de mastite bovina ocasionada por algas do género Prototheca, especialmente P.
zopfii (CHEVILLE et al., 1984; TANIYAMA et al., 1994). No Brasil, o microrganismo
€ apontado nos ultimos anos como um dos mais preocupantes agentes causais de
mastite de origem ambiental, descrito praticamente em todos os Estados do pais

com importancia na exploracdo de bovinos de leite, sob a forma de casos
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esporadicos ou de surtos (LANGONI, 1992, RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al.,
2004; BUENO et al., 2006; YAMAMURA et al., 2007).

A infeccdo mamaria bovina por P. zopfii desencadeia quadros de mastite
clinica ou subclinica, com evolugédo para processos piogranulomatosos de dificil
resolugdo tecidual (CHEVILLE et al., 1984), levando a alteragdes no tecido
glandular mamario e destruicdo parcial ou total do parénquima glandular
(LANGONI, 2003). Nao existem até o momento protocolos terapéuticos efetivos ou
que possuam reprodutibilidade de resultados nas infecgbes mamarias pelo género
Prototheca. Diferentes estudos tém utilizado produtos quimicos diversos na
terapia da prototecose mamaria (antimicrobianos, anti-sépticos e algicidas), com
resultados pouco efetivos, ou no minimo, controversos.

O insucesso terapéutico da prototecose mamaria bovina utilizando
antimicrobianos convencionais tém direcionado o controle e a profilaxia da
enfermidade na adogao de boas praticas de ordenha, no diagndstico periddico de
mastite, na secagem dos animais acometidos, na ablacdo quimica do quarto
mamario e/ou no descarte das fémeas (RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al.,
2004).

Estudos recentes na Europa tém procurado caracterizar genotipicamente as
linhagens de P. Zzopfii isoladas de animais, com vistas a contribuir no
esclarecimento da viruléncia e da epidemiologia da prototecose, em especial nos
mecanismos de transmissdo da alga, que possam nortear agdes de controle e
profilaxia. Com base em estudos genotipicos, pesquisadores alemaes propuseram
a classificagdo de P. zopfii em trés biotipos: I, Il e Ill. O biotipo | predomina nas
fezes, contaminando estabulos de bovinos (variantes RZI-1, RZI-2 e RZI-3), o
biotipo Il em linhagens isoladas de mastite bovina (variantes RZII-1, RZII-2 e RZII-
3) e o biotipo Il em estirpes isoladas do ambiente de criatérios de suinos
(variantes RZIII-1 e RZIII-2) e de casos humanos de onicoprototecose (variante
RZI1I-3) (ROESLER et al., 2003; MOLER et al., 2006). Recentemente, 0 mesmo
grupo de pesquisadores, utilizando técnicas moleculares, demonstrou que P. zopfii
biotipo Ill encontra-se filogeneticamente distante dos outros biotipos,

reclassificando-o como uma nova espécie denominada Prototheca blaschkeae sp.
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nov. (P. blaschkeae) [ROESLER et al., 2006]. No mesmo estudo foi proposto que
os biotipos | e Il fossem re-classificados em genétipos 1 e 2 (MOLLER et al., 2006;
ROESLER et al., 2006).

Considerando os prejuizos decorrentes da prototecose mamaria em bovinos,
da crescente ocorréncia e disseminagao de P. zopfii em rebanhos leiteiros, da
ineficacia de protocolos terapéuticos contra a alga e da auséncia de
caracterizagdo genotipica de estirpes isoladas no Brasil, o presente estudo
objetivou caracterizar genotipicamente linhagens de P. zopfii isoladas do leite de
vacas de propriedades leiteiras no Brasil e avaliar o efeito algicida, “in vitro”, de

diferentes antimicrobianos e anti-sépticos frente aos isolados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALGAS DO GENERO Prototheca

O termo alga foi proposto inicialmente por Lineau, em 1753, para designar
microrganismos extremamente primitivos que comegavam a despertar o interesse
de pesquisadores quanto a sua biologia (BICUDO & MENEZES, 2006). Registros
fésseis indicam que organismos similares as algas viveram ha mais de trés bilhdes
de anos, incluindo-as entre os organismos vivos mais primitivos do reino Plantae
(BOLD & WYNNE, 1985; PORE et al., 1983).

As algas sé&o, por vezes, conceituadas como vegetais inferiores,
biologicamente simples, contendo clorofila e parede celular espessa composta por
celulose (FRANK et al., 1969). No entanto, alguns pesquisadores afirmam que
embora sejam capazes de realizar a fotossintese, diferem das plantas
principalmente quanto aos processos reprodutivos (BOLD & WYNNE, 1985).
Quinn et al. (2005) definem algas como microrganismos eucarioticos, saprofiticos,
contendo muitas vezes clorofila, capazes de realizar fotossintese.

As algas do género Prototheca sao microrganismos unicelulares,
aclorofilados, ubiquos, sem capacidade fotossintética. Diversos autores postulam
que o género Prototheca seria uma mutagao das algas verdes do género Chlorella
(TYLER et al., 1980; QUINN et al., 2005), uma vez que as espécies pertencentes
a estes géneros sado morfologicamente semelhantes (BUTLER, 1954; PORE,
1972; QUINN et al., 2005).

2.1.1 Classificagao Taxonémica
A taxonomia do género Prototheca ainda € controversa. Determinada linha

de pesquisadores afirma que este género ocupa posigao taxonémica intermediaria

entre algas e fungos, por apresentarem caracteristicas morfolégicas e reprodutivas
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semelhantes as algas, embora possuam peculiaridades dos fungos, como a
auséncia de cloroplasto e nutricao heterotréfica (ARNOLD & AHEARN, 1972).

Rippon (1988) referiu que o género Prototheca foi classificado como alga por
West em 1913, visto que os endosporos destes microrganismos sao produzidos
de forma idéntica a observada para as algas do género Chlorella.

Nas dultimas décadas, estudos morfo-fisioldgicos reconheceram cinco
espécies do género: P. zopfii, Prototheca wickerhamii (P. wickerhamii), Prototheca
stagnora (P. stagnora), Prototheca filamenta (P. filamenta) e Prototheca moriformis
(P. moriformis) [ARNOLD & AHEARN, 1972].

Arnold & Ahearn (1972) desenvolveram um método para identificar as
espécies do género Prototheca, fundamentado em testes de assimilagdo de
carboidratos e de alcoois. Com base neste método bioquimico foi observado que
determinadas espécies que haviam sido descritas anteriormente, incluindo
Prototheca ciferri, Prototheca portoricencis e Prototheca segbwema possuiam o
mesmo perfil de P. zopfii (KAPLAN, 1977). De maneira similar, Sudan & Kaplan
(1973) utilizando a técnica de imunofluorescéncia verificaram que P. moriformis,
bem como outras espécies previamente descritas, incluindo Prototheca
chlorelloides, Prototheca pastoriensis, Prototheca trispora, Prototheca ubrizsyi,
apresentavam estreita relagdo com P. zopfii, sendo prudente reagrupa-las em uma
unica espécie, P. zopfii.

Subsequentemente, o estudo da estrutura celular de P. filamenta permitiu
sua reclassificacdo como pertencente ao reino Fungi, género Sarcinosporon,
espécie Sarcinosporon inkin (NADAKAVUKAREN & MCCRACKEN, 1973; KING &
JONG; 1975). Pore et al. (1977) ao estudarem a morfologia e fisiologia de P.
filamenta, recomendaram nova designacao de Fissuricella filamenta, propondo
assim, um novo género. Em 1985, Pore reconheceu P. zopfii, P. wickerhamii, P.
stagnora e P. moriformis como as espécies de importancia do género Prototheca.

Recentemente, com base em estudos moleculares e de assimilacdo de
agucares e alcoois, P. zopfii foi classificada em trés biotipos (I, Il e 1ll) (ROESLER
et al., 2003; MOLER et al., 2006). Posteriormente, com o aprofundamento do

estudo molecular, o biotipo Il foi reclassificado como uma nova espécie
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denominada P. blaschkeae e os biotipos | e Il classificados respectivamente, como
genotipos 1 e 2 (MOLER et al., 2006; ROESLER et al., 2006).

Atualmente o género é classificado como pertencente ao reino Viridiplantae
ou Plantae, familia Chlorellaceae (ROESLER, 2007) (Quadro 1), contendo cinco
espécies: P. zopfii, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora e P. ulmea (UENO
et al., 2002; ROESLER et al., 2006; RANJAN et al., 2006), das quais as duas

primeiras reconhecidamente patogénicas para o homem e animais.

Quadro 1 — Classificagao taxonémica do género Prototheca™.

Eukariota (Dominio)
Viridiplantae (Reino)
Chlorophyta (Filo)
Trebouxiophyceae (Classe)
Chlorellales (Ordem)
Chlorellaceae (Familia)

Prototheca (Género)

P. zopfii, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora e P. ulmea (Espécies)

* Adaptado de Roesler, 2007.

2.1.2 Propriedades Gerais

Prototheca spp sao algas unicelulares, aerdbias, iméveis. Em tecidos ou em
meios de cultura apresentam-se esféricas a ovaladas, com didametro variavel entre
3 a 30 ym, de acordo com a espécie, estagio de desenvolvimento e meio de
cultura utilizado. Possui citoplasma basofilico granular, contendo um ou varios
vacuolos e pequeno nucleo central que pode n&o ser observado em formas
imaturas. Apresentam mitocdndrias aparentemente restritas a porgcao periférica do
citoplasma, corpusculos lipidicos, nucléolo, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico (CHEVILLE et al., 1984; PORE, 1985).

A parede celular é hialina com aproximadamente 0,5um de espessura (ACHA

& SZYFRES, 2001) que se distingue das demais, como no género Chlorella , por
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possuir duas camadas de esporopolenina (polimeros e/ou ésteres carotendides)
ndao contendo quitina e celulose. Certas espécies contém capsula de
mucopolissacarideo, comum em algas verdes e/ou em plantas superiores
(ATKINSON et al., 1972).

Quando cultivadas em agar Sabouraud dextrose, mantidas em condigdes de
aerobiose a 37°C, as colbnias de P. zopfii apresentam-se planas, de tonalidade
branco-amarelada, com 3 a 6 mm de didmetro, mostrando bordas e superficie
irregulares (PORE,1985; BEXIGA et al., 2003; RANJAN et al., 2006). Em agar
sangue ovino ou bovino (5%) desfibrinado, em condigdes de aerobiose a 37°C,
ap6s 48 horas de incubagdo mostram colénias de 2 a 4 mm de didmetro, ndo
hemoliticas, rugosas, de tonalidade acinzentada (BEXIGA, et al., 2003). P.
wickerhamii forma col6nias hemisféricas regulares com superficie mucéide,
enquanto P. stagnora apresenta colbnias planas, com margem regular e superficie
mucoide (PORE, 1985).

As diferentes espécies de Prototheca reproduzem-se assexuadamente por
septacdo interna, também denominada endosporulacdo (PORE, 1985). Este
processo origina a formagao de esporangiosporos (células-filhas) no interior do
esporangio (célula-mée). Joshi et al. (1975) utilizando a microscopia eletrénica
observaram que a cada 5-6 horas, na presenca de nutrientes adequados, as
células vegetativas multiplicam-se e, durante o processo de maturagéo celular, o
citoplasma da célula-mae sofre clivagens irregulares. S&o originadas de 2 a 20
endosporos ou esporangiosporos, que sintetizam suas proprias paredes e se
desenvolvem para formar o esporangio. A célula-mae acaba se rompendo e libera
células-filhas que repetem o ciclo reprodutivo (PADHYE et al., 1979; PORE, 1985;
QUINN et al., 2005).

As células “dauer” (“células em descanso”) ou hipnosporos foram descritas
por Wilhelm Kruger, em 1984, apresentando -caracteristicas distintas dos
esporangios e esporangiosporos. Possuem tamanho intermediario entre estas
células, contendo parede espessa e grande quantidade de depdsito de nutrientes
de reserva, como lipidios e amido. Mediante condi¢gdes adequadas de nutrientes,

temperatura e oxigénio, os hipnosporos modulam-se em células vegetativas que,
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em condigdes nutricionais e de tensdo de oxigénio, iniciam o ciclo reprodutivo
(KRUGER, 1984; PORE, 1985).

Os esporangios de P. wickerhamii sdo esféricos, medindo 3 a 10 um de
diametro, enquanto os de P. zopfii sdo geralmente ovais, alongados ou esféricos,
com 7 a 30 ym de diametro (PORE, 1985; LASS-FLORL & MAYR, 2007). Outra
caracteristica de P. wickerhamii € que o esporangio apresenta a forma de moérula,
com endosporos arranjados simetricamente, enquanto que outras espécies como
P. zopfii ndo apresentam estruturas de septacdes mdltiplas (LASS-FLORL &
MAYR, 2007). P. stagnora apresenta morfologia esférica, medindo 7 a 14 ym de
diametro, e capsula com 1 a 5 ym de espessura (PORE, 1985).

A morfologia da alga pode ser avaliada utilizando diferentes métodos
tintoriais, incluindo as coloragbes de Gram (TYLER et al., 1980; RIBEIRO et al.,
1998), Giemsa, pandtico (RIBEIRO et al., 1998), Shor, hematoxilina-eosina (HE)
[CORBELLINI et al., 2001], azul de algodao, tinta nanquim (CHEVILLE et al.,
1984) e acido periddico de Schiff (PAS) [CHAO et al., 2002]. O estudo morfo-
tintorial da alga revela microrganismos ovais e cilindricos, com capsula bem
definida, contendo numero variavel de endosporos, bem delimitados pela
coloracéo de Giemsa (RIBEIRO et al., 1998).

As espécies do género Prototheca sao heterotréficas utilizando glicose como
fonte de carbono orgéanico e nitrogénio, além de sais inorganicos (sais de amoénio).
Necessitam de oxigénio e tiamina para a multiplicagdo (PORE, 1985). Séo
diferenciadas utilizando testes de assimilagao de carboidratos e alcoois (ARNOLD
& AHEARN, 1972; ROESLER et al., 2001).

Ao estudarem as caracteristicas fisiolégicas do género, Arnold & Ahearn
(1972) verificaram diferentes padrées de assimilagdo entre as espécies de
Prototheca. P. zopfii assimila o propanol, mas ndo assimila a trealose e a
sacarose. P. wickerhamii utiliza trealose, porém n&o assimila a sacarose e o
propanol. P. stagnora assimila a sacarose tardiamente, mas nao assimila a
trealose e o propanol (KAPLAN, 1977; ROESLER et al., 2001).

A sensibilidade “in vitro”, frente ao clotrimazol permite diferenciar, de maneira

simples, as espécies P. wickerhamii de P. zopfii, visto que linhagens da primeira
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sao sensiveis a este antimicrobiano (CASAL & GUTIERREZ, 1983). No entanto, o
diagnéstico definitivo das espécies deve ser fundamentado na assimilagdo de
agucares e alcoois (RIBEIRO et al., 1998).

Prototheca spp toleram ampla variagdo de pH (PORE et al.,, 1983) e
apresentam multiplicacdo a temperatura ambiente (25 a 30°C) e a 37°C, exceto P.
stagnora que se desenvolve em temperatura ambiente, mas tem a multiplicagao
limitada ou inibida a 37°C (KAPLAN, 1977). As principais caracteristicas
microbiologicas e bioquimicas utilizadas na rotina diagndstica para diferenciagao

das cinco espécies de Prototheca estdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Principais caracteristicas morfolégicas e bioquimicas utilizadas na
diferenciacédo das espécies de Prototheca™**.

Propriedades P. P. P. P. P.
zopfii | wickerhamii | stagnora | ulmea | blaschkeae
Tamanho celular (um) 7-30 3-10 7-14 NI NI
Tamanho médio dos 6,5 3,2 3,5 NI NI
endosporos (Um)
Glicose + + + + +
Galactose (+/-) + + - +
Sacarose - - +** NT NT
Trealose - +* - - -
Maltose +* - +* - NT
Frutose + + + - NT
Lactose V V \Y - NT
N-propanol + - + - NT
Etanol + + NT NT NT
Glicerol + + V NT -
Producéao de capsula - - + + -
Multiplicagdo a 37°C + + - NT +
Sensibilidade ao - + + NT NT
clotrimazol

+: positiva; +*: positiva em até 7 dias; +**: positiva em até 14 dias; -: negativa; (+/-): positiva para
P.zopfii gendtipo 1 e negativa para P. zophii genétipo 2; NI: ndo informado; NT: nao testado; V:
variavel. ***Adaptado de Poyton & Branton, 1972; Pore, 1985; Roesler et al., 2001; Lass-Florl &
Mayr, 2007
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2.2 INFECGOES POR Prototheca spp NOS ANIMAIS E NO HOMEM

Embora as algas pertencentes ao género Prototheca sejam consideradas
saprofitas, ao longo dos anos, a prototecose tem sido reportada no homem e em
diversas espécies de animais domesticos e silvestres incluindo bovinos, suinos,
caes, gatos, coelhos, ratos, cervos, serpentes, peixes, castores e quiropteros
(TYLER et al, 1980; PORE et al, 1983; HOLLINGSWORTH, 2000),
demonstrando ser organismo de amplo espectro de infecciosidade e também de
potencial zoonodtico. As espécies comumente envolvidas em infecgdes tanto no
homem como nos animais sdo P. zopfii e P. wickerhamii (RIPPON, 1988;
IACOVIELLO et al., 1992).

2.2.1 Mastite Bovina por Prototheca spp

P. zopfii é, seguramente, a principal espécie do género Prototheca que
acomete os bovinos. Embora estejam descritos casos de prototecose bovina com
manifestagdes sistémicas, como linfadenite (MIGAKI et al., 1969; ROGERS, 1974,
TANYIAMA et al., 1994) e enterite (MIGAKI et al., 1969; ROGERS, 1974; COSTA
et al., 2000b), a principal manifestacao nesta espécie é a infecgdo da glandula
mamaria. A prototecose mamaria assume grande importancia na pecuaria leiteira
pelos prejuizos econdmicos desencadeados com a queda na producgao, alteragcdes
na qualidade do leite, perda da capacidade funcional glandular e descarte
prematuro de fémeas (LERCHE, 1952, MCDONALD et al., 1984b; AALBAEK et
al., 1994).

2.2.1.1 Etiologia

P. zopfii, P. wickerhamii, P. stagnora, P. blaschkeae e P. ulmea sao

reconhecidas como as principais espécies do género Prototheca (UENO et al.,
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2002; ROESLER et al., 2006). No entanto, somente P. zopfii e P. wickerhamii
estdo associadas a prototecose mamaria bovina (PORE, 1985).

Em anos recentes, estudos de caracterizagdo genotipica tém demonstrado
que linhagens de P. zopfii biotipo Il (gendtipo 2) predominam na mastite bovina
(ROESLER et al. 2003).

2.2.1.2 Epidemiologia

Desde o primeiro relato em 1952, a prototecose bovina vem sendo registrada

de forma crescente nos continentes Europeu, Americano e Asiatico (Quadro 3).

Quadro 3 — Principais descricdes da prototecose mamaria bovina em diferentes
paises dos continentes Europeu, Americano e Asiatico.

Paises

Agente Etiolégico

Referéncia

Alemanha

P. zopfii

Lerche, 1952

Estados Unidos

Prototheca spp

Frank et al., 1969

Canada

Prototheca spp

Bodenhoff & Madsen, 1978

Canada P. zopfii Dion, 1979

Estados Unidos P. zopfii Cheville et al., 1984
Estados Unidos P. zopfii McDonald et al., 1984a
Nova Zelandia P. zopfii Hodges et al., 1985
Reino Unido P. zopfii Spalton, 1985

Israel P. zopfii Kuttin et al., 1986
Estados Unidos P. zopfii Pore et al., 1987

Estados Unidos

Prototheca spp

Anderson et al., 1988

Japéo Prototheca spp Furuoka, et al., 1989
Canada Prototheca spp Higgins & Larouche, 1989
Iraque Prototheca spp Shnawa & Al-Sadi, 1990
Panama Prototheca spp Tarte et al., 1991
Roménia Prototheca spp Ognean, et al., 1992
Alemanha Prototheca spp Wihelm et al., 1992
Dinamarca P. zopfii Aalbaek, 1994

México Prototheca spp Almeraya, 1994

México Prototheca spp Porras, 1994

Bélgica P. zopfii Lagneau, 1996

india Prototheca spp Katoch et al., 1997
Dinamarca P. zopfii Jensen, et al., 1998
Hungria P. zopfii Janosi et al., 2000
Espanha P. zopfii Abacara et al., 2001
Taiwan P. zopfii Chuang et al., 2002
Polbnia P. zopfii Malinowsky et al., 2002
Portugal P. zopfii Bexiga et al., 2003

Italia P. zopfii Buzzini et al., 2004
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No Brasil, a prototecose bovina foi diagnosticada primeiramente no Estado do

Mato Grosso do Sul, em 1989, em vaca holandesa com mastite clinica (Costa et

al., 1989"). Posteriormente, foi descrita por diversos autores, com destaque para

as regides sudeste, sul e centro-oeste do pais (Quadro 4). Em dias atuais,

considera-se que Prototheca spp assuma importdncia como agente causal de

mastite de origem ambiental, para praticamente todos os Estados da Federagao

com destaque na exploragcao de bovinos de leite.

Quadro 4 — Principais descrigdes da prototecose mamaria bovina no Brasil.

Estado Agente Etiolégico Referéncia
Mato Grosso do Sul Prototheca spp Costa et al., 1989
Sao Paulo Prototheca spp Costa et al., 1992
Sao Paulo Prototheca spp Langoni, 1992
Sao Paulo Prototheca spp Costa et al., 1994
Sao Paulo P. zopfii Langoni et al., 1995
Sao Paulo Prototheca spp Costaetal.,, 1996a,bec
Sao Paulo P. zopfii Costa et al., 1997
Sao Paulo Prototheca spp Langoni, 1997
Minas Gerais P. zopfii Brito & Veiga, 1997
Sao Paulo Prototheca spp Costa et al., 1998
Sao Paulo P. zopfii Ribeiro et al.,1998
Rio Grande do Sul P. zopfii Vargas et al., 1998
Sao Paulo P. zopfii Benites et al.,1999
Sao Paulo P. zopfii Costa et al., 1999
Parana P. zopfii Filippsen et al., 1999
Rio Grande do Sul P. zopfii Gomes, et al., 1999
Sao Paulo Prototheca spp Costa et al., 2000a

S&o Paulo e Minas Gerais

Prototheca spp

Costa et al., 2000b

Rio Grande do Sul P. zopfii Corberllini et al., 2001
Sao Paulo P. zopfii Costa et al., 2001

Sao Paulo P. zopfii Costa et al., 2004
Santa Catarina Prototheca spp Vaz et al., 2005

Goias P. zopfii Bueno et al., 2006
Minas Gerais P. zopfii Costa et al., 2007
Parana Prototheca spp Yamamura et al., 2007

As algas do género Prototheca sao organismos ubiquos, presentes

preferencialmente no solo, nos esgotos, em lagos, no limo de arvores, em matéria

" Costa, E.O. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, USP). Comunicacao pessoal, 1989

apud Melville, 1995.
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organica, nas fezes ou locais com excesso de umidade (MCDONALD et al.,
1984a).

O microrganismo possui elevada resisténcia as condi¢des ambientais
adversas, visto que algumas estirpes podem ser isoladas em locais com pH
extremamente variavel (3 e 11) e em agua contaminada (PORE et al., 1983).
Também podem resistir a altas temperaturas, incluindo os processos de
pasteurizagao lenta e rapida, conforme observado por Melville et al. (1995).

A mastite bovina por Prototheca spp é classificada como ambiental. As
propriedades acometidas usualmente apresentam histérico de condicdes
inadequadas de manejo, higiene dos animais e/ou da ordenhadeira - que incluem
falhas na realizacédo do pré e pos-dipping, ndo alimentacdo das vacas apos
ordenha, permanéncia de animais em locais com acumulo de barro e matéria
organica (COSTA et al., 1998) -, deficiéncias no diagnéstico periédico de mastite
no rebanho, incorreta anti-sepsia na terapia intramamaria, além de pouco cuidado
no exame de saude da glandula mamaria em animais recém-adquiridos. Neste
contexto, Ribeiro et al. (1999) reportaram a ocorréncia de grave prototecose
mamaria em fémea bovina recém adquirida em leildo tradicional no municipio de
Sao Paulo. Os autores alertaram no estudo para a importancia do exame prévio e
minucioso da glandula mamaria em animais adquiridos em leildes, exposi¢des,
feiras ou outros eventos desta natureza, com vistas a diminuir os riscos de
introducao de patdgenos de glandula mamaria no rebanho.

Corbellini et al. (2001) verificaram a ocorréncia do microrganismo em
rebanhos de vacas de produgédo leiteira nas quais o tratamento intramamario foi
realizado em condi¢cdes higiénicas inadequadas e que apresentavam falhas na
rotina de ordenha.

Ribeiro (2001) observou nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, maior
ocorréncia de Prototheca spp em rebanhos leiteiros em periodos chuvosos
(primavera/verdo), quando comparado ao periodo das secas (outono/inverno),
aventando que os periodos do ano com maiores indices pluviométricos e umidade

favoreceriam a transmissao e ocorréncia da prototecose mamaria bovina.
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Pore et al. (1983) afirmaram que a principal forma de veiculagdo da alga do
ambiente para os animais seria mediante traumatismos e contaminacdo de
ordenhadeiras. Posteriormente foi observado que a transmissao do microrganismo
em propriedades com exploragao de leite bovino ocorre predominantemente por
via ascendente, pelo canal do teto (COSTA et al., 1997), por intermédio das fezes,
agua, fomites contaminados (canulas intramamarias) e ocasionalmente,
veiculados por insetos (PORE et al., 1983).

Costa et al. (1992) isolaram Prototheca spp das fezes de bezerros que
receberam experimentalmente a alga por via oral, em solugao fisiolégica e em
leite. Neste estudo, foi ressaltada a importdncia dos bezerros na cadeia
epidemiolégica da prototecose bovina, apontados também como responsaveis na
transmissdo da enfermidade, mediante a eliminacdo fecal do agente no meio
ambiente.

A presenga de P. zopfii no intestino de tilapias (Tilapia niloticus) capturados
em acgudes de propriedades leiteiras que apresentam a enfermidade em bovinos,
alertam para a possibilidade destes peixes contribuirem na disseminagdo da
infeccdo, através da eliminacdo da alga pelas fezes em lagos e agudes de
propriedades rurais vizinhas (COSTA et al., 2001), favorecendo a contaminagao

da agua utilizada para o consumo dos animais ou na higiene da ordenha.

2.2.1.3 Patogenia

Independente do microrganismo envolvido, a infeccdo da glandula mamaria
pelo género Prototheca ocorre usualmente pela via ascendente (canal do teto),
com posterior colonizagao do tecido glandular (SMITH, 1994).

A infeccdo mamaria por Prototheca spp induz severa reacao inflamatoria
(CHEVILLE et al., 1984) e as lesdes encontram-se distribuidas irregularmente no
parénquima mamario (CORBELLINI et al., 2001).

Histopatologicamente, na prototecose mamaria € observada infiltragdo de
linfécitos, macréfagos, neutrédfilos e focos de eosindfilos no tecido conectivo
interalveolar (JANOSI et al., 2001). Corbellini et al. (2001) destacaram também a
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presenga de neutrofilos e macréfagos no lumen alveolar, contendo o
microrganismo fagocitado, além de células gigantes em infiltrados intersticiais
(JANOSI et al., 2001).

De acordo com Furuoka et al. (1989), as infecgbes intramamarias por
Prototheca spp sao caracterizadas por inflamagao piogranulomatosa. Cheville et
al. (1984) inocularam experimentalmente P. zopfii em glandulas mamarias de
vacas sem mastite, no intuito de avaliar a resposta imune celular frente a alga.
Observaram que no interior dos fagocitos as algas apresentavam nucleo
proeminente, com grande nucléolo e quantidade de amido no citoplasma. Em
estagios mais avangados verificaram que 0 microrganismo apresentava
fragmentacdo das membranas plasmatica e nuclear, com redugdo da massa
citoplasmatica. As linhagens de P. zopfii em infec¢des tardias apresentavam
auséncia de organelas citoplasmaticas. Diante destes achados, os autores
concluiram que as algas deste género provavelmente ndo se replicam intra-
celularmente, e que os macrofagos iniciam a fagocitose, porém, ndo conseguem
destrui-la totalmente, possivelmente por ndo romperem sua parede celular,
embora possam lisar as organelas internas. Roesler & Hensel (2003) afirmaram
que a habilidade do microrganismo em manter-se viavel no interior de macrofagos,
possibilita ao género Prototheca induzir infeccbes mamarias cronicas, com
persistente eliminacao pelo leite.

Linfadenite serosa aguda e infiltragcdo eosinofilica também sdo achados
histopatologicos em linfonodos supramamarios de vacas com prototecose. Focos
circunscritos de necrose, atrofia alveolar e proliferagdo fibroblastica séao
observados em quadros crénicos. A infiltracdo de células mononucleares
apresenta-se mais pronunciada se comparada as alteragbes provocadas por
bactérias, ocorrendo a formagdo de microgranulomas secundarios as infecgdes
pelo género Prototheca (JANOSI et al., 2001).

No Brasil, Benites (1999) avaliou histopatologicamente o tecido glandular de
vacas com prototecose, caracterizando o processo inflamatério por infiltrado misto,
com predominancia de células mononucleares (macréfagos, plasmocitos e

linfocitos) no estroma glandular e eosindéfilos no lumen alveolar.
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2.2.1.4 Clinica

A infeccdo mamaria por P. zopfii desencadeia quadros de mastite clinica ou
subclinica, aguda ou crénica, das quais a mastite crénica € considerada a forma
predominante (CHEVILLE et al.,, 1984; GONZALEZ et al., 1998). Provoca
alteragdes severas no tecido glandular mamario, levando a destrui¢ao parcial ou
total do parénquima glandular (LANGONI, 2003).

Melville (1995) ao avaliar 1.922 glandulas mamarias de vacas com mastite
clinica e 10.918 com mastite subclinica, observou que 178 (9,26%) e 129 (1,18%),
respectivamente, apresentavam-se infectadas por Prototheca spp, reiterando que
as infecgdes mamarias pela alga manifestam-se principalmente sob a forma de
mastite clinica.

A mastite causada por Prototheca spp acarreta queda na producgao lactea,
endurecimento da glandula mamaria, presengca de grumos e flocos no leite,
ocorrendo em um ou mais quartos mamarios, na lactacdo ou no periodo seco,
geralmente sem manifestagbes sistémicas nos animais. Pode evoluir para
processos piogranulomatosos, levando em muitos casos, a perda da fungao da
glandula acometida (SPALTON, 1985). Alteragdes na composigao do leite também
sao observadas, havendo expressiva redugdo nos teores de lactose, caseina,

gordura e sélidos totais (JANOSI et al., 2001), além do aumento da celularidade.

2.2.1.5 Métodos Diagnésticos

O histérico de infecgdo mamaria crénica no rebanho, com alta ocorréncia de
mastite clinica, baixa efetividade no tratamento intramamario, excesso de matéria
organica no ambiente, uso indevido de antimicrobianos via intramamaria, queda
acentuada na produgédo, negligéncia no exame de saude da glandula mamaria em
animais recém-adquiridos no plantel, auséncia de diagndstico microbioldgico em
animais com mastite e/ou elevada contagem de células somaticas (CCS), sao
achados clinico-epidemiologicos sugestivos de mastite por microrganismos

ambientais, incluindo P. zopfii. No entanto, o diagnéstico definitivo deve ser
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firmado com base no isolamento microbiano e identificagdo bioquimica dos
microrganismos.

O isolamento da alga pode ser obtido utilizando cultura em agar sangue
ovino ou bovino (5%) desfibrinado, mantido em condigdes de aerobiose, a 37°C.
Apbs 48 a 72 horas sédo observadas colénias de 2 a 4 mm de didametro, rugosas,
com coloragédo acinzentada, sem producdo de hemdlise para P. zopfii, e colénias
hemisféricas regulares com superficie mucoide para P. wickerhamii (PORE, 1985;
BEXIGA et al., 2003; RANJAN et al., 2006). Em agar MacConkey as col6nias sao
pequenas ou ndo se desenvolvem (RIBEIRO et al., 1998).

Meios de cultura que contenham glicose, como o agar Sabouraud dextrose,
sao apropriados para o cultivo microbiano de Prototheca spp entre 25 a 37°C, em
aerobiose. Ao redor de 2 a 7 dias, sdo observadas col6nias de 3 a 6 mm de
didmetro, brancas, planas, com bordas irregulares e superficie rugosa (PORE et
al., 1983; COSTA et al.,1997). No entanto, bactérias e fungos contaminantes
podem sobrepujar o isolamento das colénias de Prototheca spp, dificultando o
diagnodstico. Para suprimir o efeito de contaminantes bacterianos, podem ser
adicionados ao meio 100 mg/L de cloranfenicol (COSTA et al., 1997).

Os meios de enriquecimento de Prototheca (PEM) e de isolamento de
Prototheca (PIM), também possuem substancias inibitérias (5-fluorocitosina) e
podem ser utilizados para o isolamento seletivo das algas dos géneros Prototheca
e Chlorella. Recomenda-se que amostras de leite coletadas de tanques de
expansao ou mesmo de tanques isotérmicos de caminhdes sejam cultivadas no
meio PEM (PORE et al., 1987). Amostras de ambiente como agua e fezes, além
de superficies de teteiras, também podem ser utilizadas para o isolamento da alga
em rebanhos leiteiros, com vistas a identificar a origem da contaminagao (COSTA
et al., 1997).

As colbnias sugestivas da alga deverao ser submetidas as provas morfo-
tintoriais e bioquimicas, assimilacdo de acucares e alcoois, visando a
diferenciacdo das espécies de Prototheca (JANOSI et al., 2001). A diferenciacéo
de P. wickerhamii e P. zopfii pode ser obtida submetendo estas espécies ao teste

de sensibilidade “in vitro” frente a discos impregnados com 50ug de clotrimazol,



38

que resulta na sensibilidade de P. wickerhamii ao antimicrobiano (CASAL &
GUTIERREZ, 1983; ROESLER et al., 2001; QUINN et al, 2005).

A observagdo da morfologia microscopica pode ser realizada com
preparagdes a fresco, coradas com tinta nanquim ou azul de algodédo (COSTA et
al., 1999). Langoni et al. (1995) recomendam também esfregacos da cultura
corados por Gram ou azul de metileno a 3% para a visualizagdo da alga a
microscopia. Preparagdes citoldégicas podem ser coradas pelos métodos de Gram,
Giemsa, Shor, HE, grindley e grocotts, possibilitando a identificacdo da alga em
qualquer estagio de desenvolvimento (CORBELINNI et al., 2001). A coloragéo de
Gram revela microrganismos de tonalidade azulada. Em contraste, exames
citolégicos corados por HE mostram o organismo com parede refringente, de
coloracdo eosinofilica (TYLER et al., 1980), com citoplasma pouco corado e
septagdes internas (CHAO et al., 2002; ZAITZ et al., 2006a).

Cortes histologicos da glandula mamaria também sao utilizados no
diagnéstico (JANOSI et al., 2001). Porém, de acordo com Sudman & Kaplan
(1973), a alga é facilmente reconhecida quando os endosporos estiverem visiveis.
Do contrario, poderao ser confundidas com fungos dos géneros: Paracoccidioides,
Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, Rhinosporidium e com o protozoario do
género Pneumocystis.

Em 1999, a citologia aspirativa com agulha fina — CAAF foi utilizada pela
primeira vez no Brasil com o intuito de diagndstico de mastite bovina subclinica
(DOMINGUES et al., 1999). Estudos subsequentes utilizaram o método de CAAF,
associado a microscopia eletrbnica de varredura, no diagnéstico de infecgao
mamaria em bovinos por P. zopfii. A CAAF do parénquima mamario apresentou
como carcteristicas o baixo custo e reduzida agresséo tecidual, permitindo
diagnéstico rapido e acurado em casos de mastite bovina pela alga (RIBEIRO et
al., 1999).

Adicionalmente, Thiele & Bergmann (2002) utilizaram técnicas de
imunoflorescéncia, tanto em cortes histolégicos quanto em laminas, no diagndstico

da prototecose.
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Nos ultimos anos, testes sorolégicos como o ELISA (“Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay”) foram desenvolvidos no intuito de identificar anticorpos anti-P.
zopfii no sangue e leite de animais acometidos. A eficacia do ELISA na
identificagdo de animais infectados foi de 96% de sensibilidade e 94% de
especificidade, sugerindo a possibilidade de uso da técnica na rotina diagnostica
(ROESLER et al. 2001).

A microscopia eletrénica de varredura ou transmissao sdo métodos de uso
restrito, em virtude do custo elevado e caréncia de laboratérios que mantém a
técnica na rotina. Entretanto, o método possibilita a confirmagao diagnéstica e a
visualizagdo em detalhe das diferentes fases de reprodugédo da alga (BERROCAL
et al., 1997; COSTA et al., 2004).

Recentemente, as técnicas de diagndstico molecular como o
sequenciamento genético e o PCR foram utilizados na prototecose bovina,
visando caracterizar biotipos e gendtipos, notadamente no estudo de P. zopfii
(MOLLER et al., 2006; ROESLER et al., 2006). No entanto, ndo estdo disponiveis
no Brasil estudos de caracterizagao genotipica de linhagens do género Prototheca

isoladas de animais, tampouco do homem.

2.2.1.6 Tratamento e Resisténcia Microbiana

Ndo existem, até o momento, protocolos terapéuticos efetivos para a
prototecose mamaria bovina. Tendo em vista que o animal infectado constitui risco
potencial para o plantel, o controle da enfermidade em rebanhos leiteiros repousa
no diagnostico precoce, cuidados na re-introdugéo de animais adquiridos, adogao
de medidas higiénicas na ordenha, ablagdo quimica de quartos afetados, ou
mesmo o descarte de animais acometidos (RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al.,
2004).

Embora determinados antimicrobianos apresentem certa efetividade “in vitro”,
os resultados “in vivo” sao pouco efetivos (FRANK et al.,, 1969). Além disso,
muitos principios ativos que se mostram efetivos “in vitro” ndo estdo disponiveis

para o uso veterinario, especialmente por via intramamaria (JANOSI et al., 2001).



40

Bodennhoff & Madsen (1978) verificaram moderada sensibilidade “in vitro” de
linhagens do género Prototheca a estreptomicina, gentamicina e polimixina B.
Porém, no mesmo estudo, os autores assinalaram que a alga foi resistente a
maioria dos antimicrobianos utilizados na pratica veterinaria.

A sensibilidade “in vitro” de cinco estirpes de P. zopfii, cinco de P.
wickerhamii e uma estirpe de P. stagnora frente a 43 antimicrobianos foi
investigada revelando maior efetividade da canamicina, gentamicina, neomicina,
oxitetraciclina, polimixina B e terizidona. Linhagens de P. zopfii também
mostraram-se sensiveis a oleandomicina, penicilina, sulfaguanidina, sulfadiazina,
nitrofurazona e nitrofurantoina (CAMARGO, 1978).

Mendes & Lacaz (1980) avaliaram a agao “in vitro” do cetoconazol sobre
Prototheca sp e observaram que a concentragdo inibitéria minima do
antimicrobiano foi de 160 pg/mL para P. zopfii e P. wickerhamii, e 80 ug/mL para
P. stagnora. O perfil de sensibilidade de P. wickerhamii foi investigado utilizando
49 antimicrobianos. Tobramicina, sisomicina, ribostamicina, paromomicina,
neomicina, polimixina B, canamicina, gentamicina, colistina, dibecamicina,
framicetina e lividomicina foram as drogas que se mostraram mais efetivas
(CASAL & GUTIEREZ, 1981).

O estudo da sensibilidade “in vitro” de 24 linhagens de P. zopfii frente a seis
antifungicos e dez quimioterapicos revelou efetividade para os seguintes
antimicrobianos: nistatina, econazol, miconazol, anfotericina B, mandelamina e
nitro-5-hidroxi-8-quinoleina (CASAL & AROCA, 1983). McDonald et al. (1984b)
avaliaram 48 estirpes de P. zopfii isoladas de infecgbes intramamarias, verificando
sensibilidade “in vitro” de 100,0% das estirpes a nistatina e anfotericina B, 43,8% a
polimixina B, 37,5% a gentamicina e 2,1% a canamicina.

A sensibilidade “in vitro” de 28 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite clinica
e subclinica, mostrou resisténcia das linhagens a diversos antimicrobianos,
incluindo itraconazol, fluconazol, cetoconazol, clotrimazol, miconazol e tioconazol.
Foi encontrada sensibilidade das estirpes somente para a anfotericina B (35,7%) e
nistatina (21,4%) (MALINOWSKY et al., 2002).
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Marques et al. (2006) relataram que a sensibilidade microbiana “in vitro” de P.
wickerhamii frente a nistatina foi superior a anfotericina B. No mesmo estudo,
observaram que P. zopfii apresentou sensibilidade semelhante frente a esses
antimicrobianos.

O perfil de sensibilidade “in vitro” de 105 estirpes de P. zopfii frente a 25
antimicrobianos revelou sensibilidade parcial a amicacina (16,1%), gentamicina
(17,1%) e netilmicina (20,0%), quando realizado em agar Mauller-Hinton.
Entretanto, quando utilizado o agar Sabouraud foi observado 100,0% de
sensibilidade parcial dos microrganismos aos mesmos antimicrobianos e 29,5%
para neomicina, 85,7% para polimixina B e 93,3% para tobramicina. Os demais
antimicrobianos utilizados, como cloranfenicol, tetraciclina, oxacilina, penicilina,
cefalotina, lincomicina, vancomicina, eritromicina, sulfazotrim, ampicilina,
cefacetril, enrofloxacina, amoxicilina, cefoxitina, sulfonamina, acido nalidixico,
clindamicina, carbenicilina e nitrofurantoina ndo mostraram efetividade para as
105 estirpes testadas (MELVILLE, 2000).

Em estudo “in vivo”, a utilizacdo de miconazol e nistatina na terapia de vacas
com inflamacao da glandula mamaria por P. zopfii ndo obteve éxito (VANDAMME,
1983).

Devido a grande resisténcia de P. zopfii aos antimicrobianos convencionais,
diversas investigagdes envolvendo drogas anti-sépticas, algicidas, prépolis e
extrato de sementes de frutas citricas tém sido ensaiadas experimentalmente “in
vitro” e/ou “in vivo” com vistas a terapia da prototecose (BRITO et al.,, 1994;
LANGONI et al. 1995; COSTA et al., 1996 b,c).

No Brasil, Brito et al. (1994) ndo obtiveram sucesso no tratamento de mastite
por Prototheca spp utilizando solu¢cdes de desinfetantes preparadas com extrato
de sementes de frutas citricas a 50%, em solucdo de agua destilada contendo 3%
de timerosal. Diferentemente, Langoni et al. (1995) descreveram sucesso
terapéutico em 84,8% de casos de mastite clinica bovina por P. zopfii, utilizando
prépolis intramamario a 10% em solugao de dimetilsulfoxido a 20%.

Costa et al. (1996b) submeteram animais infectados por Prototheca spp a

tratamentos intramamarios em quatro glandulas utilizando timerosal, em solugao
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aquosa, associado a cefalosporina, obtendo 100,0% de cura microbiolégica, mas
sem melhora aparente do quadro clinico. Neste mesmo estudo, cinco quartos
mamarios foram tratados com nistatina, dos quais somente um apresentou cura
clinica.

O uso “in vitro” de digluconato de clorexidine a 0,2% no meio de Miuller-
Hinton revelou aumento do halo de inibicio em dez linhagens de P. Zzopfii
utilizando gentamicina e amicacina (COSTA et al., 1996c¢).

Estudos “in vitro”, investigando a efetividade do dimetilsulfoxido (DMSO) e do
fluconazol em meio Sabouraud frente a 29 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite
clinica e subclinica em vacas, revelaram apenas 37,9% de sensibilidade da alga
ao fluconazol. No entanto, quando adicionado DMSO (5%) ao meio de Sabouraud,
foi verificada inibicdo do isolamento de P. zopfii em 62,1% das linhagens
estudadas (RIBEIRO et al., 2006).

Apesar dos diferentes principios ativos utilizados em ensaios “in vitro” ou “in
vivo” em linhagens do género Prototheca, nao existe até o momento protocolo

seguro e efetivo que possa ser indicado na terapia da prototecose mamaria.

2.2.1.7 Profilaxia e Controle da Prototecose Mamaria

A profilaxia e controle da prototecose mamaria em rebanhos leiteiros tém se
mostrado extremamente dificil, em virtude da baixa sensibilidade da alga as
drogas convencionais, da alta disseminacdo ambiental do microrganismo e
desenvolvimento de infecgdo persistente nos animais, tanto no decorrer da
lactagdo, quanto no periodo seco (JANOSI et al, 2001). A escolha de um bom
produto para a realizagao do pré e pés-dipping durante as ordenhas, associado a
adocéao de praticas higiénicas na ordenha e entre-ordenhas, controle sanitario dos
animais recém-ingressos no rebanho e cuidados na terapia intramamaria, tendem

a minimizar os casos de mastite por P. zopfii.
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2.2.1.7.1 Medidas Gerais de Profilaxia e Controle

A adocgao de procedimentos corretos durante a ordenha e a manutengao de
animais em ambiente limpo sdo medidas que contribuem para a profilaxia e
controle da prototecose em rebanhos leiteiros (GOMES, 1999).

A qualidade da agua utilizada na limpeza dos tetos, utensilios de ordenha e
ordenhadeira deve ser levada em consideragdo no controle da mastite por
Prototheca spp (PORE et al., 1983). A secagem dos tetos com papel toalha
descartavel e o esgotamento dos animais, evitando a sobreordenha, também
auxiliam na prevencao da doenga nos animais em lactacdo. Recomenda-se ainda,
que seja fornecida alimentagdo imediatamente apdés a ordenha, forgando a
permanéncia dos animais em pé até o completo fechamento do canal do teto
(COSTA et al., 1999).

Entretanto, a refratariedade do género Prototheca as medidas terapéuticas
convencionais, a tendéncia ao agravamento e cronicidade do processo, e a alta
capacidade de disseminagdo da alga intra-rebanho, resultam na indicacdo da
ablacdo quimica dos tetos acometidos ou descarte dos animais, em virtude de
representarem prejuizo econdmico e risco de novas infecgbes (RIBEIRO et al.,
1999).

Costa et al. (1999) recomendam a cauterizagado quimica dos tetos com nitrato
de prata 0,75%, nas vacas com um quarto afetado e o descarte de animais que
possuam dois ou mais quartos acometidos. Em contraste, Gonzalez (1998)
afirmou que a medida mais eficaz para o controle de mastites por Prototheca spp
€ o descarte dos animais infectados. Recomenda-se que os quartos afetados
sejam ordenhados por ultimo, sendo o leite descartado devido ao risco de
transmissdo do patégeno ao homem e a outros animais (COSTA et al., 1992),
assim como contaminacao da ordenhadeira e utensilios de ordenha.

Além dessas medidas, faz-se necessario o monitoramento continuado de
saude da glandula mamaria do rebanho, incluindo a realizag&o diaria do teste de
Tamis (para a detecgdo dos casos de mastite clinica) e mensal do “California

Mastitis Test” — CMT, para o diagnéstico da mastite subclinica, com vistas ao
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encaminhamento do leite para o diagnostico microbiolégico precoce da
prototecose, que possam minimizar os prejuizos nos rebanhos (COSTA et al.,
1999).

Ribeiro et al. (1999) alertam para a necessidade da realizagdo de analises
microbiologicas do leite antes da aquisicdo de novos animais, em virtude da
possibilidade da introdugdo do agente nos rebanhos, bem como o diagnéstico
microbiologico periddico no plantel, especialmente em animais com mastite clinica,
de evolugéo crénica.

O encaminhamento de material suspeito para cultura microbiolégica ainda
permanece como método mais confiavel de diagndstico da prototecose mamaria
em bovinos de exploragdo leiteira (RIBEIRO et al., 1999). Entretanto, a
necessidade de 48-72 horas para o isolamento do microrganismo pode contribuir
para o subdiagnéstico laboratorial, visto que os agentes usuais de mastite sao
isolados em sua grande maioria, com 24 horas de incubacdo. Portanto,
recomenda-se que o leite de animais com mastite seja encaminhado para
laboratérios de apoio veterinario, com vistas a favorecer o diagnostico de

patégenos de importancia para animais incluindo o género Prototheca.

2.2.1.7.2 O Uso de Anti-Sépticos no Controle da Mastite

A limpeza e a desinfeccdo sdo métodos utilizados para prevenir a ocorréncia
de doengas (DOMINGUES & LANGONI, 2001).

A desinfecgao consiste em controlar ou eliminar microrganismos indesejaveis
utilizando agentes fisicos ou quimicos, genericamente denominados de
“‘desinfetantes”, que geralmente sao aplicados em objetos ou estruturas
inanimadas. Estes compostos atuam na estrutura ou metabolismo de
microrganismos eliminando as formas vegetativas, mas n&o necessariamente as
formas esporuladas de determinados patdogenos (DOMINGUES & LANGONI,
2001).

Anti-sepsia consiste no processo de desinfeccdo empregando geralmente

substancias quimicas de propriedades menos téxicas ou mais diluidas que
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aquelas utilizadas em objetos inanimados (DOMINGUES & LANGONI, 2001). O
termo anti-séptico deriva do grego e significa “contra putrefagdo”. Esta
denominacgao utilizada especialmente para preparag¢des aplicadas topicamente em
tecidos vivos, visa fundamentalmente, prevenir ou interromper a multiplicacdo e/ou
a acgao deletéria dos microrganismos por destrui-los ou inibir suas atividades
metabdlicas (BLOCK, 1991). Usualmente a concentracdo destes produtos € baixa,
para evitar lesdes e irritagcdo tecidual (HUBER et al., 1992).

Na mastite, a anti-sepsia dos tetos constitui ponto importante nas acdes de
profilaxia e controle da enfermidade em rebanhos leiteiros, visto que o ambiente, a
ordenhadeira, os utensilios de ordenha, a pele do Ubere e tetos, e as maos dos
ordenhadores sao reservatérios primarios dos patdgenos. A utilizacdo de anti-
sépticos imediatamente antes da ordenha (“pré-dipping”) em baixas
concentragdes, tem sido preconizada como medida de controle da infecgdo da
glandula mamaria ocasionada por microrganismos de origem ambiental, visto que
diminuem a contaminacgao dos tetos por fezes, terra e matéria organica. Ja o “pés-
dipping”, preconizado na imersao imediata dos tetos apds a ordenha, utiliza anti-
sépticos em concentragdo superior ao “pré-dipping”, e possui agdo predominante
no controle de microrganismos de mastite contagiosa (RIBEIRO, 1996).

A alta manipulagéo dos tetos na ordenha, a demora na oclusao do esfincter
do teto pos-ordenha e a presenga de microrganismos contagiosos na pele do
ubere, tetos e nas mé&os dos ordenhadores, sao fatores predisponentes que
justificam o uso de anti-sépticos apds a ordenha (“pds-dipping”), como medida
simples, barata e eficaz no controle e profilaxia da mastite (RIBEIRO, 1999). A
realizagao de pré e pés-dipping utilizando iodo, cloro, clorexidine ou quaternarios
de amdnio contribuem para a redugao de novas infecgoes (COSTA et al., 1999).

O iodo é um dos antimicrobianos mais antigos e eficientes. Foi utilizado pela
primeira vez em 1939 com fins anti-sépticos em lesées humanas (GOTTARDI,
1991). Tanto na forma de tintura como iodéforo € reconhecido como efetivo anti-
séptico e desinfetante. Apresenta amplo espectro de acido sobre bactérias na
forma vegetativa, além da acdo em fungos e virus, penetrando rapidamente a
parede celular dos microrganismos (PANKEY et al., 1984; GOTTARDI, 1991).



46

Diversos autores relatam sua eficacia como anti-séptico de uso em seres
humanos e em animais (WESEN & SCHULTZ, 1970; NICKERSON et al., 1986;
BODDIE et al.,1993). No “pré-dipping” usualmente é recomendado a 0,1% e no
“pbs-dipping” entre 0,5 a 1% (Ribeiro, 1999).

Fox et al. (1991) ao utilizarem ioddéforo a 1%, associado a glicerina,
observaram reducédo da colonizagdo da gandula mamaria por microrganismos
contagiosos. Resultado semelhante na profilaxia da mastite bovina foi observado
por Fox (1992) ao utilizar anti-sépticos como iodéforo a 1%, associado a glicerina
a 10% e clorexidine a 0,5%, associado a glicerina a 4,8%.

Anti-sépticos que contém hipoclorito de sédio geralmente sdo preparados a
partir de diluicdes de produtos comerciais utilizados para clarificar roupas. Possui
baixo custo, boa agédo germicida, porém tem a desvantagem de possuir forte odor
(PANKEY et al, 1984). Deve ser mantido ao abrigo da luz solar, visto que elevadas
temperaturas reduzem a estabilidade da solug¢do. A presenga de matéria organica
diminui a capacidade bactericida (DOMINGUES & LANGONI, 2001). Possui baixa
toxicidade, embora altas concentragdes possam levar a irritagdo dos tetos e
lesbes nas maos do ordenhador (PANKEY et al., 1984). A eficacia do hipoclorito
como anti-séptico recomendavel na poés-ordenha foi descrita inicialmente por
Neave et al. (1969), Kingwill et al. (1970) e Drechsler et al. (1990). Como anti-
séptico na pré-ordenha € utilizado entre as concentragdes 0,8 a 1,2% e na pos-
ordenha a 4% (RIBEIRO, 1999).

No Brasil, Domingues et al. (1996) ao estudarem a eficiéncia da higienizagéo
do Ostio do teto de vacas leiteiras antes do inicio da ordenha utilizando o
hipoclorito de sodio a 3%, verificaram reducdo de 74,1% do numero de
microrganismos imediatamente apds a anti-sepsia. A recuperagdo clinica de
glandulas mamarias afetadas por abscessos utilizando o hipoclorito a 1% no
tratamento pds-operatorio, mostrou elevado percentual de cura (84,3%) das
lesbes nos animais (SILVA et al. 2002).

Sintetizado em 1950, o clorexidine € um produto quimico que apresenta
amplo espectro de agao microbicida e baixa toxicidade (DENTON, 1991). Possui

atividade bactericida, ndo apresenta coloracdo e odor (PANKEY et al., 1984;
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DENTON, 1991) apresentando alta persisténcia na pele do teto (PANKEY et al.,
1984). Mantém atividade entre pH 5,5 a 7,0 e seu armazenamento deve ser em
recipiente de vidro (polietileno ou polipropileno), uma vez que outros materiais
poderao interagir com o anti-séptico. Quando diluido pode ser estocado a
temperatura ambiente (DENTON, 1991). Na mastite bovina, Boddie et al. (1993)
observaram redu¢cdo do numero de novos casos por microrganismos contagiosos
ao utilizarem clorexidine a 0,5% ou iodo a 1% como anti-sépticos na pds-ordenha.

Melville et al. (2002) descreveram a acg&o “in vitro” do clorexidine a 0,01%, do
sulfato de cobre a 0,1% e do nitrato de prata a 0,3%, em estirpes de P. zopfii
isoladas de mastite no Brasil. O estudo revelou o efeito algicida destes produtos,
que foi justificado por alteragdes na estrutura celular do microrganismo, sugerindo,
portanto, a utilizagdo destes compostos como alternativas profilaticas e
eventualmente terapéuticas na prototecose mamaria.

Os compostos quaternarios de amoénio (cloretos aquil e dimetil benzil
amobnio) sdo bactericidas atuando principalmente em bactérias Gram-negativas.
Em baixas concentragdes, solugdes formuladas para a imersédo de tetos ndo séo
toéxicas e/ou irritativas. Porém, solugdes de quaternario de aménio a 10% ou
concentragdes superiores sao téxicas, podendo levar até o 6bito se ingeridas. Os
compostos a base de quaternarios de aménio nao volatizam rapidamente e
apresentam boa atividade na presenga de matéria organica (PANKEY et al., 1984;
MERIANOS et al., 1991). Ndo esta bem esclarecido o modo de acao destes
compostos, porém, assume-se que a acao do produto decorre de alteracbes na
estrutura da membrana citoplasmatica dos microrganismos. Merianos (1991)
referiu que alteracbes na permeabilidade da membrana promovem a saida de
metabdlitos e co-enzimas, gerando disturbios na osmolaridade celular que
culminam com a morte dos microrganismos.

Pedrini & Margatho (2003) ao avaliarem a sensibilidade “in vitro” de
diferentes anti-sépticos sobre microrganismos causadores de mastite ambiental e
contagiosa em bovinos, verificaram que solugbes de iodo entre 1 e 2%
apresentaram melhor desempenho frente a todos os isolados. No mesmo estudo,

o hipoclorito de sodio a 0,5% nao foi efetivo contra os agentes. O cloreto de
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benzalcénio a 1% apresentou efetividade restrita para bactérias Gram-positivas,
enquanto o clorexidine a 0,5% monstrou-se efetivo contra os isolados.

A anti-sepsia dos tetos na pré e pés-ordenha é considerada um dos métodos
mais recomendados para prevenir a infecgdo mamaria no periodo de lactagao, por
ser uma medida eficaz, pratica e de baixo custo. Pode prevenir mais de 50% de
novas infecgbes. Porém, isoladamente, ndo substitui boas condi¢gdes de manejo
de ordenha, havendo a necessidade de associar outras medidas profilaticas para
o controle efetivo da mastite no rebanho leiteiro (PHILPOT & PANKEY, 1978).

2.2.2 Prototecose em Animais de Companhia

Em animais de companhia as principais manifestacbes clinicas da
prototecose sao representadas por disturbios entéricos (VAN KRUININGEN, 1970;
MIGAKI et al., 1982), tegumentares (VAN KRUININGEN, 1970; TYLER et al.,
1980; GINEI et al., 1997), oculares e neurologicos (GAUNT et al., 1984).

P. zopfii destaca como a espécie mais comumente isolada de casos
disseminados em caes e gatos, enquanto P. wickerhamii geralmente € isolada de
casos cutaneos (GREENE, 2006).

Em cées, a via oral parece representar a principal forma de infecgao, visto
que a colite hemorragica € a manifestacdo clinica mais evidente nesta espécie
animal. A prototecose cutanea é relativamente incomum e decorre provavelmente
de inoculagao traumatica (DILLBERGER et al., 1988; SIQUEIRA et al., 2007). A
prototecose canina apresenta-se usualmente como doenga disseminada, devido a
grande variedade de tecidos acometidos (HOLLINGSWORTH, 2000; GREENE,
2006).

Em felinos ha referéncias de prototecose exclusivamente cutdnea causada
por P. wickerhamii, sugerindo inoculagdo da alga por processos traumaticos, de
maneira similar aos caes (FINNIE & COLOE, 1981; GREENE, 2006).

A semelhanga da prototecose em seres humanos, em animais, a doenca
também pode estar relacionada a estados imunossupressivos, ou co-infecgcdo com
doencgas de base imunossupressoras (CHAO et al., 2002; GREENE, 2006).
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No Brasil, o primeiro relato de prototecose em animal de companhia foi
descrito em cdo apresentando colite hemorragica crénica. O agente foi isolado a
partir de bidpsia intestinal. Com base em testes de assimilacdo de substratos, o
microrganismo foi diagnosticado como P. Zzopfii. Exames citolégicos e de
microscopia eletronica auxiliaram na confirmacao diagnéstica. O animal possuia
acesso a ambiente de criagcao de vacas leiteiras, aventando-se que a infeccédo do
animal tenha ocorrido pela ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados pela
alga, proveniente do ambiente (FARIAS, et al., 2006). Subsequentemente, a
linhagem de P. zopfii foi submetida a caracterizagdo molecular, caracterizada

*

como pertencente ao gendtipo 2 (Ribeiro, 2007)

2.2.3 Prototecose no Homem e Aspectos de Saude Publica

Clinicamente, a prototecose em seres humanos tem sido descrita
principalmente sob a forma de lesdes cutédneas (DAVIES et al., 1964,
IACOVIELLO et al. 1992; ZHAO et al. 2004) e, secundariamente, em casos de
bursite (NOSANCHUK & GREENBERG, 1973; ABHEL et al., 1980; NARYSHKIN
et al., 1987), peritonite (GIBB et al., 1991; SANDS et al., 1991; MELON et al.,
2007) e gastroenterite (SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995; RAZ et al., 1998).

A alga tem sido isolada a partir de secregdes, excrecoes e de diferentes
orgaos de pacientes (PORE et al., 1983). O microrganismo foi isolado das fezes
(SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995; RAZ et al., 1998), sangue, conteudo de
abscesso peritoneal (HENEY et al., 1991; KUNOVA et al., 1996; MOHABEER et
al.,, 1997), figado (CHAN et al., 1990), articulagbes (NOSAUNCHUNK &
GREENBERG, 1973), encéfalo e liquor de pacientes com prototecose clinica
(KAMINSKY et al., 1992; ZHANG et al., 2007).

As manifestacées tegumentares caracterizam-se pelo desenvolvimento de
lesdes decorrentes geralmente de inoculagdo transcutdanea do microrganismo,

secundarias aos processos traumaticos ou cirurgicos (DAVIES et al., 1964; CHAO

* Ribeiro, M.G. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de Botucatu).
Comunicagéao pessoal, 2007.
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et al., 2002). As lesdes surgem comumente sob a forma de areas nodulares,
eritematosas, ulceragbes e com menor freqiéncia em erupgdes granulomatosas
extensas (KAPLAN, 1977; CHAO et al., 2002).

Entre as espécies do género, P. wickerhamii € a mais frequentemente isolada
de pacientes com manifestagbes cutaneas (ZAITZ et al., 2006a), enquanto que em
casos sistémicos ha predominancia de P. zopfii (VAN BEZOOIJEN & NEWLING,
2002). Em contraste, Zhao et al. (2004) descreveram prototecose exclusivamente
cutanea por P. zopfii com lesdes na regido da face e pescogo em paciente
imunocompetente.

Até o final da década de 80, os casos de prototecose no homem foram
descritos principalmente em pessoas sem doencas intercorrentes, nas quais o
microrganismo parece apresentar baixa viruléncia. Porém, a partir da década de
90, o numero de casos aumentou significativamente assumindo maior ocorréncia
devido a associagao da prototecose com pacientes imunossuprimidos, acometidos
por neoplasias, diabéticos (AHMAD et al., 2006), transplantados, submetidos a
terapia imunossupressiva prolongada (CHAO et al., 2002; THIELE & BERGMANN,
2002; LASS-FLORL & MAYR, 2007) e, em especial, portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida - aids (COX et al, 1974; TYRING et al., 1989;
KAMINSKI et al., 1992; PIYOPHIRAPONG et al., 2002).

No Brasil, o primeiro caso de prototecose humana foi relatado em 1983, no
Estado do Rio Grande do Sul, em paciente com lesdo nodular no cotovelo
(AGOSTINI, 1983).

Rarissimos estudos tém se preocupado com o impacto do ambiente na
transmissdo do microrganismo, como o manuseio do solo, atividades de
jardinagem ou o contato estreito com animais domésticos e o ambiente dos
criatorios. Marcano & Feo (1981) descreveram prototecose por P. zopfii nas unhas
da mé&o de mulher higida. De maneira similar, Zaitz et al. (2006b) relataram o
primeiro caso brasileiro de onicoprototecose por P. wickerhamii nas méaos de

paciente saudavel.

O risco ocupacional da doenga foi enfatizado por Chao et al. (2002), que

descreveram a prototecose cutanea em fazendeiras e laboratorista. A ingestao de
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leite e derivados contaminados com a alga também tem sido apontada como
relevante dentre as possibilidades de infeccédo para o homem (COSTA et al,,
1995).

O elevado valor nutricional do leite e derivados lacteos inclui estes produtos
de origem animal entre as principais fontes nutritivas para o homem, notadamente
pelo alto teor de proteinas, vitaminas e minerais essenciais para o
desenvolvimento e manutengdo da saude (RUSSOF, 1970; LANGONI, 1999). A
presenca de microrganismos no leite e derivados, principalmente aqueles de
potencial zoondtico - incluindo o género Prototheca -, compromete a qualidade e
torna o produto de risco para a transmissdo do patégeno para o homem (COSTA
et al., 1995).

No Brasil, ainda permanece o habito do consumo de leite e derivados lacteos
crus, submetidos ou ndo ao tratamento térmico adequado (MELVILLE et al.,
1995). Neste contexto, faz-se importante salientar para o risco do consumo de
leite e derivados na transmissdo de patdégenos e suas toxinas. Ao estudar 40
estirpes de P. zopfii, Melville (1995) demonstrou a termo-resisténcia de 34 estirpes
frente as condicbes de temperatura adotadas nos processos usuais de
pasteurizacao lenta e rapida, denotando preocupacéo com a veiculagdo da alga
para o homem pela ingestao do leite e derivados.

Costa et al. (1995) descreveram a ocorréncia de disturbio gastrintestinal em
homem voluntario que consumiu queijo fresco fabricado com leite sabidamente
contaminado por P. zopfii. O isolamento da alga foi obtido a partir das fezes do
individuo refor¢cando o potencial zoonotico do microrganismo como doenga de
veiculagao alimentar.

A alta capacidade de disseminagdo de P. zopfii em rebanhos leiteiros, o
incremento da freqléncia da prototecose mamaria no Brasil, a multi-resisténcia do
microrganismo aos antimicrobianos e anti-sépticos convencionais e o potencial
zoondtico da alga, sdo peculiaridades da prototecose que reforcgam a sua
importancia como enfermidade da glandula mamaria em bovinos. Adicionalmente,
os estudos recentes sobre a genotipagem de P. zopfii isoladas de casos de

mastite bovina na Europa, acenam com perspectivas de melhor entendimento da
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viruléncia e da epidemiologia da prototecose mamaria bovina, especialmente no
tocante aos mecanismos de transmissao, com vistas a contribuir na adogao de
acgdes de profilaxia e controle. Com base nestas consideragdes, o presente estudo
teve por objetivo avaliar a sensibilidade “in vitro” de linhagens de P. zopfii isoladas
do leite de vacas no Brasil frente a antimicrobianos e anti-sépticos, e caracterizar o

perfil genotipico dos isolados.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS
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e Avaliar a sensibilidade microbiana “in vitro” de linhagens de P. zopfii
isoladas do leite de vacas no Brasil frente a antimicrobianos e anti-sépticos e

caracterizar o perfil genotipico dos isolados.

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar o perfil de sensibilidade microbiana de linhagens de P. zopfii
isoladas do leite de vacas frente a diferentes principios ativos de antimicrobianos,

disponiveis comercialmente no Brasil para a terapia da mastite bovina;
e Avaliar a multi-resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos;

e Determinar a efetividade “in vitro” dos anti-sépticos hipoclorito de sédio e

tintura de iodo frente aos isolados;

e Caracterizar genotipicamente linhagens de P. zopfii isoladas do leite de

vacas e seus reflexos na epidemiologia da prototecose mamaria;

e Comparar o perfil genotipico com a sensibilidade microbiana das linhagens

frente aos antimicrobianos e anti-sépticos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Foram estudados o perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” e a
caracterizagao genotipica de 27 linhagens de P. zopfii isoladas no Brasil, de casos
de mastite bovina clinica, subclinica e de tanque de expansao, frente a diferentes
antimicrobianos, disponiveis comercialmente para terapia de mastite e aos anti-

sépticos hipoclorito de sddio e tintura de iodo.

4.2 OBTENGAO DAS ESTIRPES DE P. zopfii

Foram utilizadas no estudo, 27 estirpes de P. zopfii provenientes de 10
propriedades leiteiras dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana,
isoladas do leite de vacas com mastite clinica, subclinica e de tanque de expansao
(Anexo A). Destas, 12 foram cedidas pelo Prof. Ass. Dr. Marcio Garcia Ribeiro, do
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica (DHVSP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — UNESP/Botucatu, SP; 08 foram
cedidas pela Profa. Titular Elizabeth Oliveira da Costa, do Nucleo de Apoio a
Pesquisa em Glandula Mamaria e Producdo Leiteira — NAPGAMA, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo — FMVZ —
USP; 04 pelo Prof. Ass. Dr. Valter Ferreira Félix Bueno do Centro de Pesquisa em
Alimentos, do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias (UFG), e 03 pela Profa. Ass. Dra. Aline Artioli
Machado Yamamura, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Universidade Estadual de Londrina — UEL, PR.

Como controle-positivo foram utilizadas cepas de P. zopfii genétipo 1 (SAG
2063"), P. zopfii gendtipo 2 (SAG 2021") e P. blaschkeae (SAG 2064"),
depositadas, respectivamente, no Genebank numeros AY973040, AY940456 e
AY973041, cedidas gentilmente para o estudo pelo Prof. Dr. Uwe Roesler, do
Instituto de Saude Publica Veterinaria e Higiene Animal da Universidade de

Leipzig, Alemanha.
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4.3 IDENTIFICAGAO E MANUTENGAO DAS ESTIRPES DE P. zopfii

As estirpes provenientes de outros laboratorios foram encaminhadas ao
Servico de Diagndstico Microbioldgico de Enfermidades Infecciosas dos Animais
do DHVSP — FMVZ - UNESP/Botucatu, SP, em agar estoque (Difco’™), em
temperatura de refrigeracéo (4-8°C).

Todas as estirpes foram re-isoladas no meio de &gar-sangue (Oxoid™)
bovino desfibrinado (5%) e mantidas em condigdes de aerobiose, a 37°C, por 72
horas, observadas a cada 24 horas de incubacao, para avaliagdo da pureza dos
estoques. As linhagens de P. zopfii foram re-classificadas com base nas
caracteristicas morfo-tintoriais e de cultivo, aliado ao teste de assimilacdo de
carboidratos utilizando trealose, glicose, sacarose e do n-propanol (CAMARGO &
FISCHMAN, 1979; PORE, 1985). Para a assimilagdo dos substratos foram
utilizadas placas (90x150mm) contendo o meio “yeast nitrogen base” (Difco™),
acrescido de agar bacteriologico (Oxoid™), inoculados com suspens&o de 1mL de
cada estirpe em solugao salina. Apds a solidificagdo do meio, foram adicionados
aproximadamente 0,0037g de glicose e trealose, 0,0200g de sacarose e 10uL do
n-propanol, em pontos equidistantes da placa. Todas as placas foram incubadas
em condigbes de aerobiose, a 37°C, realizando-se leituras diarias até o 14° dia,
considerando positivas para a assimilagdo dos agucares e do alcool as linhagens
que apresentaram a formagdo de halo ao redor do ponto de inoculagdo dos
substratos.

Todas as estirpes utilizadas foram estocadas em duplicata, no meio de
Ligniéres, mantidas a temperatura ambiente (25-30°C), no laboratério de Servigo
de Diagnodstico Microbiologico de Enfermidades Infecciosas dos Animais do
DHVSP da FMVZ — UNESP/ Botucatu, SP, até o momento do processamento
pelas diferentes técnicas.
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4.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE “IN VITRO” AOS ANTIMICROBIANOS E
EFEITO ALGICIDA DOS ANTI-SEPTICOS

A avaliagao da sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii frente aos
antimicrobianos e o efeito algicida dos anti-sépticos foram realizados,
respectivamente, pelo método de difusdo com discos e ensaios em tubos.

O perfil de sensibilidade “in vitro” dos isolados aos antimicrobianos foi
avaliado com base no principio do teste de sensibilidade microbiana, utilizando o
método classico de difusdo com discos (BAUER et al., 1966; CLSI/NCCLS, 2003).

O efeito algicida dos anti-sépticos em tubos (“concentragéo algicida minima”)
foi realizado segundo uma adaptagdo no principio da técnica de concentragao
bactericida minima (TRABULSI et al., 2005). A “concentragéo algicida minima” foi
caracterizada como a menor diluicdo (concentragao) da droga capaz de impedir a

multiplicacéo da alga, apos plaqueamento em meio de cultura.

4.4.1 Contagem das Unidades Formadoras de Colénias (UFC) das Cepas

de P. zopfii

Todas as linhagens de P. zopfii foram submetidas a contagem das unidades
formadoras de colénias em superficie, utilizando o método de contagem de
microrganismos em placas (SILVA et al., 1997), como base para a preparagao dos
inodculos para os testes “in vitro” em tubos, frente aos anti-sépticos.

Inicialmente, todas as estirpes estocadas foram plaqueadas no meio de agar
sangue bovino (Oxoid™), em condicdes de aerobiose, a 37°C, mantidas por 72
horas, com objetivo de avaliar a pureza do estoque. Em seguida, duas a trés
colonias tipicas foram resuspendidas em 4mL de agua MiliQ esterilizada,
dispostas em tubos, e ajustada a turvacdo da solugédo por densidade Optica, no
tubo 1 da escala de Mac Farland (Bier, 1984). A partir desta suspensao, os tubos
foram homogeneizados em agitador magnético e elaboradas diluicdes na escala
decimal (1/10), a saber: 10™, 102 e 107>
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Aliquota de 0,1mL da diluigdo 10 foi colhida em duplicata para cultivo em
agar, visando a contagem padrdo no “plate count agar’ — PCA (Difco™), utilizando
a técnica de “pour plate”, ou rotineiramente conhecida como “derramamento em
placa”, com o auxilio de bastdo de vidro em “L”, mantendo-as incubadas a 37 °C,
em aerobiose, por até 96 horas. A contagem da UFC de cada linhagem foi

realizada pela visualizagao macroscopica das colénias no meio de cultura.

4.4.2 Teste de Sensibilidade Microbiana (Difusao com Discos)

As 27 estirpes de P. zopfii e as trés cepas controle foram submetidas ao teste
de sensibilidade microbiana - método de difusdo com discos - (BAUER et al.,
1966), utilizando-se antimicrobianos indicados para terapia intramamaria e/ou
sisttmica da mastite bovina, disponiveis comercialmente para o uso na rotina
veterinaria (RIBEIRO, 2007"), a saber: ampicilina (10ug), cefoperazona (75ug),
cloxacilina (1ug), enrofloxacina (5ug), estreptomicina (10ug), florfenicol (30ug),
gentamicina (10ug), neomicina (30ug), nistatina (100 U.l.) e tetraciclina (30ug). A
leitura dos halos de inibicao e interpretacao dos resultados foi realizada de acordo
com manual “Clinical and Laboratory Standards Institute” — CLSI (CLSI/NCCLS,
2003).

Foram consideradas multi-resistentes as estirpes que mostraram resisténcia

simultanea a trés ou mais dos antimicrobianos utilizados.

4.4.3 Avaliagao da “Concentragao Algicida Minima” (CAM)

4.4.3.1 Preparo dos Inéculos

* Ribeiro, M.G. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de Botucatu).
Comunicagéao pessoal, 2007.
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A semelhanca da técnica de UFC, todas as estirpes de P. zopfii foram
plaqueadas no meio de agar sangue bovino desfibrinado (5%), mantidas em
condigcbes de aerobiose, a 37°C, por 72 horas. Duas a trés col6nias de cada
linhagem foram repicadas em tubos contendo 10mL de caldo infusdo cérebro e
coracdo — BHI (Oxoid™), e incubadas em aerobiose, a 37°C. A turvacao dos tubos
foi ajustada por densidade oOptica equivalente ao tubo 1 da escala de MacFarland
(Bier,1984).

4.4.3.2 Anti-Sépticos

Foram utilizados dois principios ativos distintos de anti-sépticos disponiveis
na forma liquida para avaliagcdo da “concentragcdo algicida minima”, a saber:

hipoclorito de sédio a 10% (Chemco®) e tintura de iodo a 10% (Dinamica®).

44321 Determinagdo da “Concentragdo Algicida Minima” do

Hipoclorito de Sédio e da Tintura de lodo Frente aos Isolados de P. zopfii

Para cada estirpe de P. zopfii foram utilizados 10 tubos esterilizados. No
primeiro tubo foi depositado 1mL do hipoclorito de sédio a 10%. Nos 9 tubos
subsequentes foram distribuidos 0,5mL de agua Mili-Q esterilizada. Em seguida,
transferiu-se 0,5mL do hipoclorito de sédio a 10% do primeiro para o segundo tubo
e realizou-se a homogeneizagdo. Este mesmo processo foi realizado
sucessivamente nos demais tubos com descarte de 0,5mL do tubo 10. Logo apds,
foi acrescido em cada tubo 0,5mL do indculo de P. zopfii produzido de acordo com
o item 4.4.3.1, perfazendo as seguintes dilui¢des: 5%, 2,5%, 1,25%, 0,62%,
0,31%, 0,15%, 0,07%, 0,03%, 0,01% e 0,009%.

Os tubos foram incubados em condigdes de aerobiose, mantidos a 37°C, por
aproximadamente 12. Em seguida, uma aliquota (10uL) de cada tubo foi semeada
no meio de agar sangue (Oxoid™) bovino desfibrinado (5%) e incubada em
aerobiose, a 37°C, mantida por 7 dias, com leituras a cada 24 horas, visando a

avaliagao da “concentracao algicida minima” da droga testada.
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O mesmo processo supracitado foi realizado utilizando a tintura de iodo a
10%, para a determinacao da “concentragéo algicida minima”.

Todas as estirpes de P. zopfii foram submetidas em duplicata para a
determinacdo da CAM utilizando o iodo e o hipoclorito de sddio.

Como solucéo controle, foram preparadas suspensdes em tubos previamente
esterilizados, contendo 0,5 mL de agua Mili-Q esterilizada, acrescido de 0,5 mL do

inoculo, ajustado a turbidez da escala 1 de MacFarland (Bier, 1984).

4.5 GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE P. zopfii

Todas as linhagens de P. zopfii foram submetidas a caracterizagao
genotipica utilizando a técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR),
baseada na identificagcdo de fragmentos 18S rDNA, utilizando pares de bases
(“primers”) especificos (Anexo B). A PCR das linhagens de P. zopfii foi realizada
em termociclador ajustado para a realizagdo de 35 ciclos, com a seguinte
especificagdo: denaturagao a 94°C/30 segundos, anelamento a 58°C/30 segundos
(63°C para P. blaschkeae) e extenséo a 72°C/40 segundos.

Os produtos amplificados de PCR foram analisados em gel de agarose (1%),
corados por brometo de etidio (MOLLER et al., 2006). O procedimento de
genotipagem das linhagens foi realizado em colaboragcédo com o Dr. Uwe Roesler,
da Universidade de Leipzig, Alemanha.

Como controle-positivo foram utilizadas as cepas P. zopfii genétipo 1 (SAG
2063"), P. zopfii gendtipo 2 (SAG 20217 e P. blaschkeae (SAG 2064 ).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

4.6.1 Testes Estatisticos
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A associacdo entre o perfil de sensibilidade microbiana dos isolados, a
“concentragdo algicida minima” do hipoclorito de sddio e do iodo e a genotipagem
das 27 linhagens isoladas do leite de vacas foram comparadas entre si utilizando o
teste de y?, contrastando as freqiiéncias utilizando o intervalo de confianga de
95%. Os valores minimos e maximos, para a concentragao algicida minima (CAM)
do hipoclorito de sédio e do iodo foram realizados pelo teste Mann-Whitney. Todos
os calculos foram realizados utilizando-se o programa Epilnfo 6.0 (Centers for
Disease Control, Atlanta), considerando nivel de significancia a=0,05 (TRIOLA,
1999).

5. RESULTADOS

5.1 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE P. zopfii
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Os valores das UFC/mL das 27 linhagens de P. zopfii utilizadas como base
para preparar os indculos para a realizacdo dos testes “in vitro” de “concentracao
algicida minima” apresentaram variagdo entre 4,1x10° a 6,8x10°. Para as cepas

controle foram encontrados valores de 5,2 x10° a 6,2 x10° UFC/mL (Anexo C).

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE MICROBIANA (DIFUSAO COM DISCOS)

Os maiores indices de sensibilidade microbiana das 27 linhagens de P. zopfii
foram observadas frente a nistatina (100,0%) e gentamicina (66,7%). Em
contraste, a totalidade das estirpes revelou resisténcia para ampicilina,
cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina. A
estreptomicina mostrou reduzida eficiéncia com 7,4% de sensibilidade parcial
(intermediaria) e 92,6% de resisténcia.

Para as trés cepas controle foram encontrados resultados similarares as 27
linhagens estudadas, visto que nestas cepas de referéncia, a nistatina (100,0%) e
gentamicina (66,7%) mostraram os maiores indices de eficiéncia. A estreptomicina
(33,3%) e tetraciclina (33,3%) mostraram reduzida efetividade. A neomicina
revelou sensibilidade parcial (33,3%), enquanto as demais (ampicilina,
cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina e florfenicol) apresentaram auséncia de
efetividade (Tabela 1).

A multi-resisténcia das estirpes a trés ou mais dos antimicrobianos utilizados

foi observada em 100,0% dos isolados.

Tabela 1 — Sensibilidade microbiana “in vitro” em cepas controle do género
Prototheca frente a diferentes antimicrobianos indicados para a terapia da mastite.
Botucatu, 2007.

P. zopfii P. zopfii P. blaschkeae Total

Antimicrobiano  genétipo 1 genotipo 2 n? de linhagens (%)
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S PS R

Ampicilina R R R 0(-) 0(-) 3 (100)
Cefoperazona R R R 0(-) 0(-) 3 (100)
Cloxacilina R R R 0(-) 0(-) 3 (100)
Enrofloxacina R R R 0() 0(-) 3 (100)
Estreptomicina R R S 1(33,3) 0(-) 2 (66,7)
Florfenicol R R R 0() 0() 3 (100)
Gentamicina S PS S 2 (66,7) 1(33,3) 0()

Neomicina R R PS 0() 1(33,3) 2 (66,7)
Nistatina S S 3 (100) 0() 0()

Tetraciclina R R S 1(33,3) 0(-) 2 (66,7)

* n% ndmero

%: porcentagem

S: sensivel

PS: parcialmente sensivel
R: resistente

A nistatina e gentamicina foram estatisticamente significantes (p<0,05)
quando comparadas aos demais antimicrobianos frente as linhagens de P. zopfii.
Houve também diferenca estatistica significante (p<0,05) da nistatina quando

comparada com a gentamicina (Tabela 2).

Tabela 2 — Perfil de sensibilidade microbiana em 27 linhagens de P. zopfii isoladas
de casos de mastite bovina clinica e subclinica e de tanque de expanséo.
Botucatu, 2007.

Senibilidade
Sensivel Parcialmente sensivel Resistente

Antimicrobianos N? linhagens (%; 1C95%)*
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Ampicilina

Cefoperazona

Cloxacilina

Enrofloxacina

Estreptomicina

Florfenicol

Gentamicina

Neomicina

Nistatina

Tetraciclina

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

18 (66,66; 47,65-81,36)

0 (0,00; 0,09-12,34)

27 (100; 87,66-99,91)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

2 (7,40; 2,27-23,50)

0 (0,00; 0,09-12,34)

8 (29,62; 15,88-48,67)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

0 (0,00; 0,09-12,34)

27 (100; 87,66-99,91)

27 (100; 87,66-99,91)

27 (100; 87,66-99,91)

27 (100; 87,66-99,91)

25 (92,52; 76,50-97,73)

27 (100; 87,66-99,91)

1 (3,70; 0,88-18,35)

27 (100; 87,66-99,91)

0 (0,00; 0,09-12,34)

27 (100; 87,66-99,91)

*Intervalos de confianga que ndo se sobrepdem demonstram diferencas significativas entre as

proporgoes.

1C95%=Intervalo de confianca de 95%.

5.2 “CONCENTRAGAO ALGICIDA MIiNIMA”
HIPOCLORITO DE SODIO E TINTURA DE IODO

(CAM) PARA O

Os testes realizados utilizando hipoclorito de sédio revelaram que a

totalidade das estirpes estudadas apresentou CAM variando entre 0,03% a 0,15%.
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Destas, 19 (70,4%) linhagens mostraram CAM a 0,07% frente ao anti-séptico,
enquanto 07 (25,9%) e 01 (3,7%) estirpes apresentaram CAM, respectivamente, a
0,03% e 0,15%. P. zopfii gendtipo 1, P. zopfii gendtipo 2 e P. blaschkeae
revelaram CAM a 0,03%, 0,15% e 0,07%, respectivamente, para o hipoclorito de
sodio.

Para a tintura de iodo foi verificado que todas as estirpes utilizadas,
apresenataram CAM entre 0,15% a 0,62%. Destas, 22 (81,5%) linhagens
apresentaram CAM a 0,31%, enquanto 03 (11,1%) e 02 (7,4%) estirpes revelaram
CAM, respectivamente, a 0,62% e 0,15% (Anexo D).

Todas as cepas controle (P. zopfii gendtipo 1, P. zopfii gendtipo 2 e P.
blasckeae) mostraram CAM a 0,31% para a tintura de iodo.

Apesar da totalidade das linhagens de P. zopfii revelarem sensibilidade para
tintura de iodo e hipoclorito de sdédio nas concentracdes “in vitro” utilizadas, o
hipoclorito de sodio apresentou, comparativamente ao iodo, boa efetividade em

menores concentragds (Grafico 1).
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Grafico 1 - Média + desvio-padrédo e valores minimo e maximo para a
concentragao inibitéria minima (CIM) do hipoclorito de sédio (%) e iodo (%) em
estirpes de Prototheca zopfii isoladas de casos de mastite clinica (n=24),
subclinica (n=2) e tanque de expansdo (n=1) em quatro Estados brasileiros.
Botucatu, 2007.

Foi observada diferenga estatisticamente significante (p<0,05) do efeito
algicida do hipoclorito de sédio frente aos isolados, quando comparado a tintura de
iodo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média, valores minimos e maximos para a concentragdo algicida
minima (CAM) do hipoclorito de sodio (%) e iodo (%), em estirpes de Prototheca
zopfii isoladas de casos de mastite clinica (n=24), subclinica (n=2) e tanque de

expansao (n=1), em quatro Estados brasileiros. Botucatu, 2007.

Estatistica* CAM - Hipoclorito de sédio CAM - lodo
Média 0,07° 0,31°
Valor minimo 0,03 0,15
Valor maximo 0,15 0,62

* Valores da média seguidos de letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas na
CAM do hipoclorito de sédio e iodo (p<0,0001), pelo teste de Mann-Whitney, com a=0,05.

5.3 GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE P. zopfii

A totalidade das linhagens de P. zopfii estudadas, submetidas a
caracterizagdo genotipica pela técnica de PCR, revelaram amplificagdo de 165
pares de bases, similar a cepa controle de P. zopfii SAG 20217, caracterizando os
27 isolados como pertencentes ao genaotipo 2.

Nao houve associagao estatistica (p>0,05) entre a caracterizagdo genotipica
das linhagens, o perfil de sensibilidade microbiana dos isolados e o efeito algicida

dos anti-sépticos, hipoclorito de sddio e iodo.
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6 DISCUSSAO

A ocorréncia de mastite bovina por Prototheca spp tém aumentado
significativamente em diversos paises (CHEVILLE et al., 1984; PORE et al., 1987,
TANIYAMA et al., 1994). No Brasil, a prototecose bovina tem figurado nos ultimos
anos como uma das causas mais preocupantes de mastite de origem ambiental
(LANGONI, 1992, RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al., 2004). A distribuicdo
ubiqua do microrganismo dificulta a preconizagdo de medidas especificas de
controle e profilaxia, ocasionando prejuizos ao produtor, decorrentes da queda
abrupta na producéo leiteira, perda da fungao da glandula mamaria acometida ou
descarte precoce de fémeas (COSTA et al., 1996a). As dificuldades no controle da
doencga, o sub-diagnostico e a refratariedade das algas do género Prototheca as
medidas terapéuticas convencionais tendem a gerar graves processos
inflamatérios na prototecose mamaria em vacas (RIBEIRO et al., 1999; JANOSI et
al., 2001).

Infeccbes mamarias por Prototheca spp manifestam-se predominantemente
sob a forma clinica, podendo ser observado na grande maioria dos casos, redugao
abrupta na produgdo lactea, endurecimento e aumento da sensibilidade a
palpagdo mamaria e presenga de grumos no leite (SPALTON, 1985; TANIYAMA et
al., 1994; MELVILLE, 1995; LANGONI, 2003). Dentre os 27 isolados de P. zopfii,
24 (88,8%) foram obtidos de animais com mastite clinica. Este achado esta em
consonancia com diversos autores (MELVILLE, 1995; GOMES et al., 1999;
COSTA et al., 2000b) que também descreveram maior ocorréncia de casos de
mastite clinica por P. zopfii na espécie bovina. A predominancia da manifestacao
clinica em vacas infectadas por microrganismos de origem ambiental, tem sido
atribuida a pouca adaptabilidade deste grupo de agentes a mucosa e ao epitélio
glandular. Diferentemente, os microrganismos causadores de mastite contagiosa
sao encontrados na microbiota de pele, mucosas e conjuntivas, considerados mais
adaptados ao epitélio e mucosas estando, portanto, frequentemente associados a
mastite subclinica. Em contraste, os ambientais - incluindo P. zopfii -, ao serem

introduzidos na glandula mamaria, comumente desencadeiam severos processos
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inflamatoérios, que geralmente se exteriorizam como manifestagdes clinicas de
mastite, sejam alterando as caracteristicas macroscopicas do leite, ou mesmo
desencadeando manifestagdes na glandula mamaria e/ou sistémicas nos animais
(MELVILLE 1995; RADOSTITIS, 2007).

Propriedades rurais de exploracéo leiteira com histérico de mastite bovina
predominantemente clinica, recidivantes, com altas contagens de células
somaticas, bem como apresentando problemas no manejo higiénico-sanitario na
ordenha e entre-ordenhas, deficiéncias no procedimento de terapia intramamairia,
na remogao de dejetos e nos cuidados na introdugao de novos animais no plantel,
sdao achados clinico-epidemiolégicos que sugerem a ocorréncia de mastite
ambiental, com fortes indicios para prototecose.

O diagndstico microbiologico da mastite bovina pelo género Prototheca é
considerado relativamente simples, tendo em vista que a alga é isolada em meios
de cultura convencionais ou de rotina, como 0 agar sangue bovino ou ovino € 0
agar Sabouraud. Ademais, o microrganismo pode ser identificado a microscopia
por varios métodos tintoriais como Gram, Giemsa, Shor, HE, pandtico, mostrando
estruturas globosas ou ovais, com capsula densa, contendo estruturas internas
(endosporos), sugestivos do género Prototheca. Entretanto, o diagndstico
definitivo deve ser firmado apds submeter as linhagens aos testes bioquimicos e
de assimilacao de diferentes substratos como acgucares e alcoois. Releva-se notar
também, que o primo-isolamento da alga do leite de vacas infectadas e a
formacao de colbnias caracteristicas ocorrem a partir de 48-72 horas. No entanto,
a grande maioria dos agentes de mastite bovina séo isolados em 24 horas, o que
representa risco do descarte precoce de placas com 24 horas de incubacéo e o
consequente ndo isolamento da alga, acarretando sub-diagndstico notadamente
em laboratérios pouco preparados para a recepgdo de material desta natureza.
Assim, recomenda-se que o leite de vacas com mastite seja encaminhado para
laboratérios veterinarios de apoio diagndstico, no intuito de maximizar o
isolamento e identificacdo de patégenos de importdncia em animais,

especialmente do género Prototheca.
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A doenga em caes e gatos é considerada rara ou esporadica (SIQUEIRA et
al., 2007). Com excegao da prototecose mamaria em bovinos, as infecgdes pelo
género Prototheca parecem nao apresentar importancia epidemiolégica para
outros animais de produgao como ovinos, caprinos, bubalinos e equinos e, apesar
de isolada das fezes de suinos, ndo aparenta patogenicidade para esta espécie.
Desta forma, a prototecose assume destaque no contexto econdmico e de saude
animal principalmente para a espécie bovina, notadamente nas infeccdes
mamarias.

Em bovinos, animais de companhia e nos seres humanos, a busca por
protocolos terapéuticos efetivos na prototecose tem sido motivo de estudos em
varios paises. Neste contexto, diferentes estudos “in vitro” tém investigado o perfil
de sensibilidade de linhagens de Prototheca spp isoladas de mastite bovina, com
o intuito de identificarem antimicrobianos ou outras drogas que apresentem
efetividade contra o microrganismo e possam ser aventadas para a terapia “in
vivo”. No entanto, os resultados destes ensaios tém-se mostrado pouco efetivos
ou, no minimo, controversos. E por vezes, tém reforgado a ineficacia do género
Prototheca a varios grupos de antibidticos, quimioterapicos, anti-fungicos,
algicidas, desinfetantes, entre outros grupamentos quimicos. Ademais, na grande
maioria dos antimicrobianos, anti-fungicos e anti-sépticos que mostram certa
eficacia “in vitro”, os resultados de ensaios experimentais "in vivo” sdo pouco
efetivos, ou seja, ndo promovem a resolugao do processo infeccioso ou, levam a
cura clinica do processo sem determinar a cura microbioldgica.

Frank et al. (1969) utilizando o método de difusdo com discos, observaram
que linhagens de P. zopfii isoladas de mastite bovina apresentaram sensibilidade
a estreptomicina, neomicina e tetraciclina. Bodennhoff & Madsen (1978)
verificaram moderada sensibilidade de linhagens da alga isoladas do leite de
vacas frente a estreptomicina e gentamicina. Camargo (1978) e Casal & Gutierrez
(1981) demonstraram sensibilidade “in vitro” de isolados do género Prototheca
com o uso dos aminoglicosideos neomicina e gentamicina quando ensaiados em

agar Sabouraud dextrose. McDonald et al. (1984b) ao realizarem testes “in vitro”
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com estirpes de P. zopfii obtidas de mastite em vacas, verificaram que 37,5% dos
isolados apresentavam sensibilidade a gentamicina.

No Brasil, Costa et al. (1997) ao avaliarem estirpes de P. zopfii isoladas de
dois surtos de mastite observaram 100,0% de efetividade “in vitro” da gentamicina,
enquanto Melville (2000) encontrou 100,0% de sensibilidade parcial em linhagens
de P. zopfii isoladas de mastite, frente ao mesmo antimicrobiano. Estes achados
sao similares ao presente estudo que observou boa efetividade “in vitro” da
gentamicina (66,7%) frente as 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas.

A gentamicina € um antimicrobiano extraido de culturas de fungos do género
Micromonospora (M. purpurea) pertencente ao grupo dos aminoglicosideos, com
acao primaria para bactérias Gram-negativas e certa efetividade para bactérias
Gram-positivas. Seu mecanismo de acdo fundamenta-se na interferéncia da
sintese protéica dos microrganismos, promovendo alteragbes nas proteinas
formadas pelas células, com consequente morte celular possuindo, portanto, efeito
bactericida (TAVARES, 2002). A efetividade “in vitro” da gentamicina observada
nos 27 isolados de P. zopfii no presente estudo, também relatada em ensaios
similares com a alga (CAMARGO, 1978; CASAL & GUTIERREZ, 1981; COSTA et
al., 1997), decorre provavelmente da agcdo da droga na sintese protéica destes
microrganismos.

A dificuldade de opg¢des de antimicrobianos efetivos para a infuséo
intramamaria tem sido reconhecida como grave problema na conduc¢ao da terapia
na prototecose bovina. Atkinson et al. (1972) e Cheville et al. (1984) assinalaram
que a resisténcia do género Prototheca a grande maioria dos antimicrobianos
pode encontrar justificativa na rigida estrutura da parede celular da alga, somada a
inducdo de reacdo do tipo piogranulomatosa, que limitam a atuagao efetiva dos
antibiéticos e quimioterapicos convencionais nos focos de infeccdo. Neste
contexto, diferentes autores tém alertado para a multi-resisténcia de linhagens de
P. zopfii isoladas de mastite bovina em testes de sensibilidade microbiana.

McDonald et al. (1984b), nos Estados Unidos, avaliaram o perfil de
sensibilidade de linhagens de P. zopfii e verificaram resisténcia multipla do

microrganismo para diversos antimicrobianos, incluindo cloxacilina, neomicina,
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estreptomicina, ampicilina e tetraciclina. No Brasil, Langoni et al. (1992) também
constataram multi-resisténcia de estirpes de P. zopfii isoladas de mastite bovina
no Estado de Sado Paulo, especialmente frente a tetraciclina, gentamicina e
neomicina. Ao investigarem a sensibilidade microbiana de linhagens de P. zopfii
isoladas de rebanho leiteiro no Rio Grande do Sul, Gomes (1999) observou
resisténcia multipla das linhagens para a amicacina, ceftiofur, eritromicina,
estreptomicina, florfenicol, neomicina, norfloxacina, novobiocina, tetraciclina e
vancomicina. Melville (2000), no Estado de Sao Paulo, ao estudar o perfil de
sensibilidade de estirpes de P. zopfii isoladas de mastite clinica, subclinica e de
tanque de expansédo, também verificou elevada multi-resisténcia dos isolados a
maioria dos antimicrobianos utilizados na pratica clinica de terapia intramamaria.

A ocorréncia de multi-resisténcia em linhagens de P. zopfii isoladas de
mastite bovina constatada por varios autores (MCDONALD et al., 1984b;
LANGONI et al., 1992; GOMES, 1999; MELVILLE, 2000), estd em consonéncia
com os achados do presente estudo, tendo em vista que dos 27 isolados de P.
zopfii, 92,6% mostraram resisténcia multipla a ampicilina, cefoperazona,
cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina. Interessantemente,
estes antimicrobianos ineficazes frente as linhagens da alga compdéem a grande
maioria dos principios ativos dos anti-mastiticos disponiveis comercialmente no
Brasil para infusao intramamaria em bovinos (RIBEIRO , 2007), impossibilitando a
indicagao destas drogas na terapia da prototecose mamaria.

Determinadas drogas de agado anti-fungica também tem sido testadas “in
vitro” frente as algas do género Prototheca. A nistatina é a droga que tém
mostrado melhor efetividade “in vitro” (FRANK et al., 1969; CASAL & AROCA,
1983; MCDONALD et al 1984b; MARQUES et al., 2006). Camargo (1978) verificou
que a concentracgdo algicida minima “in vitro” da nistatina para estirpes de P. zopfii
seria 50ug/mL. Malinowsky et al. (2002) encontrou somente 21,4% de
sensibilidade em 28 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite frente a nistatina.
Diferentemente, nas 27 linhagens utilizadas, foi observada sensibilidade “in vitro”
de todos os isolados a nistatina. A despeito da sensibilidade “in vitro”, o uso da

nistatina “in vivo” tem mostrado resultados pouco satisfatérios. No Brasil, Costa et
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al. (1996b) avaliaram o uso intramamario da nistatina em cinco quartos mamarios
de vacas infectadas por Prototheca spp, dos quais apenas um apresentou cura
clinica e microbioldgica.

A nistatina ou fungicidina € um antimicrobiano pertencente ao grupo dos
poliénicos, extraida de culturas do Streptomyces noursei. Os poliénicos possuem
elevada agao contra fungos, protozoarios e algas, ndo demonstrando agao notoria
frente a bactérias. Possuem agdo toxica sobre as células de algas, fungos e
protozoarios, por ligarem-se as membranas citoplasmaticas destes
microrganismos, alterando a permeabilidade seletiva da membrana provocando
sua desorganizagao funcional, com deterioracdo metabdlica e morte celular
(TAVARES, 2002). A sensibilidade da nistatina frente aos 27 isolados do presente
estudo pode ser creditada a agao da droga na parede celular da alga, alterando a
permeabilidade da membrana, culminando com a morte celular.

A nistatina e a gentamicina foram as drogas que mostraram efetividade
satisfatéria frente as 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas. Estas
drogas estdo disponiveis comercialmente para a infusdo intramamaria,
representando alternativas terapéuticas para animais de elevado valor zootécnico
acometidos por prototecose mamaria. No entanto, ensaios terapéuticos “in vivo”
conduzidos por outros autores tém mostrado baixa resposta terapéutica na
prototecose, mesmo infundindo antimicrobianos via intramamaria respaldados por
boa efetividade “in vitro”. Assume-se que a refratariedade do género Prototheca a
terapia convencional com antimicrobianos pode ser justificada pela indugado de
reacao piogranulomatosa, que restringe a capacidade do antimicrobiano em
alcancar concentragdes terapéuticas no foco de infecgdo. Os achados do presente
trabalho sugerem que poderiam ser conduzidos estudos avaliando a associagao
sinérgica de antimicrobianos e/ou antifungicos que apresentem efetividade “in
vitro” contra linhagens de P. zopfii, ou mesmo a associagao destas drogas efetivas
com produtos permeantes de membranas bioldgicas, como o dimetilsulféxido, ou
imuno-estimulantes, como o Propionibacterium acnes, que favorecam,

respectivamente, a acdo das drogas no foco infeccioso ou a resposta imune local.
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Tendo em vista os insucessos terapéuticos utilizando antimicrobianos
convencionais, diversos anti-sépticos tém sido empregados alternativamente “in
vitro” ou “in vivo” com objetivo de tratamento da prototecose mamaria (LANGONI
et al. 1995; COSTA et al.,, 1996 b,c). Partindo deste pressuposto, obetivou-se
investigar a “concentracéo algicida minima” das linhagens de P. zopfii isoladas de
mastite bovina frente a diferentes concentragcdes de iodo e hipoclorito de sédio,
considerados produtos de boa agdo microbicida e de baixo custo, com vistas a
utilizar estes anti-sépticos na higienizagéo dos tetos e utensilios de ordenha, no
pré e pos-dipping e/ou na ablagdo quimica de quartos acometidos.

O hipoclorito de sédio pertence ao grupo dos halogénios. Tém excelente
espectro de agado sobre diversos microrganismos, atuando em seu sistema
enzimatico provocando alteragdes estruturais na parede celular (HOFFMANN et
al., 1995). No Brasil, devido ao baixo custo, facil aquisicdo e elevado poder
microbicida, o hipoclorito de sédio (1% a 15 % de cloro ativo) € amplamente
utilizado em laticinios e propriedades rurais na desinfec¢cdo de pisos, paredes,
utensilios e equipamentos, bem como para a higienizagdo de agua e anti-sepsia
da glandula mamaria bovina no pré e pos-dipping (DOMINGUES & LANGONI,
2001). Ribeiro (1999) assinala que este anti-séptico é recomendado no pré-dipping
de vacas entre as concentragdes 0,8% a 1,2% e, no pés-dipping, a 4%.
Domingues et al. (1996) observaram reducdo de 74,1% do numero de
microrganismos apods a higienizacdo dos tetos de vacas com solugdes de
hipoclorito de sodio a 3%. Silva et al. (2002) observaram elevada cura clinica de
glandulas mamarias bovinas afetadas por abscessos, quando lavadas no pdés-
operatdrio com solugdes de hipoclorito de sédido produto a 1%.

Ribeiro (1996) ndo obteve éxito em testes “in vitro” empregando o hipoclorito
de sédio a 0,5%, entre 30 segundos a 1 minuto de contato, frente a 11 estirpes de
P. zopfii isoladas de mastite no Brasil. Pedrini & Margatho (2003) observaram bom
desempenho “in vitro” do anti-séptico a 2% frente a diversos microrganismos
causadores de mastite ambiental e contagiosa, embora ndo tenham observado
efeito microbicida em concentragdes iguais ou inferiores a 0,5%. Diferentemente
dos achados de Ribeiro (1996) e Pedrini & Margatho (2003), no presente estudo
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foi encontrado efeito algicida satisfatorio para o hipoclorito de sédio, para os 27
isolados, em baixas concentracdes (0,03% a 0,15%). A discrepancia observada
entre os diferentes autores quanto ao limite de efetividade da concentragcdo do
hipoclorito de sddio, pode ser creditada ao método “in vitro” utilizado e ao tempo
de exposigcado do produto as linhagens, cuja efetividade tende a aumentar quando
o periodo de contato da droga com os microrganismos € prolongado.

A semelhanca do hipoclorito, o iodo também é reconhecido como um efetivo
anti-séptico pertence ao grupo dos halogénios. Possui alto poder de penetragao
celular levando a desnaturacao, precipitacdo de proteinas e oxidagao de enzimas
essenciais, interferindo nas reagdes metabodlicas vitais do microrganismo
(SPINOSA et al., 1999). Em propriedades leiteiras o iodo € indicado na rotina de
ordenha para pré e pos-dipping com vistas a prevengao e controle de mastite em
rebanhos. No pré-dipping usualmente € recomendado na concentragao de 0,1% e
no pos-dipping entre 0,5% a 1% (RIBEIRO, 1999). Boddie et al. (1993) afirmaram
que a utilizacdo de iodo a 1% no pdés-dipping resultou em queda no numero de
novos casos de mastite em vacas por microrganismos de origem contagiosa.
Pedrini & Margatho (2003) ao investigarem a efetividade “in vitro” de solugédo de
iodo a 1% e 2% observaram o6tima agao microbicida para varios patégenos de
mastite.

No presente estudo, a tintura de iodo mostrou efeito algicida para as 27
linhagens de P. zopfii em concentragdes que variaram de 0,15% a 0,62%. Em
contraste, Ribeiro (1996) ndo obteve sucesso com a utilizagdo de iodo a 0,5% em
testes “in vitro”, frente as linhagens de P. zopfii isoladas de vacas com mastite.

A despeito da boa efetividade “in vitro” do hipoclorito de sédio e tintura de
iodo nas 27 linhagens de P. zopfii, o hipoclorito apresentou diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo ao iodo. Este achado indica que
o hipoclorito possui bom efeito algicida frente a P. zopfii, mesmo em baixas
concentragoes.

O pré-dipping € reconhecido como importante procedimento de profilaxia e
controle da mastite bovina, notadamente para microrganismos ambientais, como

P. zopfii e, comumente, €& recomendado em menores concentracdes



75

comparativamente ao pos-dipping, com intuito de evitar irritagdes no teto,
desgaste ou corrosées do equipamento de ordenha. Os achados do presente
estudo mostraram sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii a partir de
0,03%, sugerindo que o hipoclorito de sddio poderia ser utilizado como alternativa
de solugao anti-séptica para o pré-dipping em rebanhos leiteiros acometidos por
prototecose mamaria. Entretanto, deve-se considerar que diferentes fatores
podem concorrer para a diminuicdo da efetividade do produto no pré-dipping,
incluindo a presenca de matéria organica e baixo tempo de exposi¢cao do teto ao
produto, necessitando, provavelmente, de estudos de eficacia “in vivo” ou de
elevacdo na concentragdao para que mantenha a eficiéncia na rotina de ordenha.
Adicionalmente, a sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii estudadas ao
hipoclorito de soddio sugere também que este produto poderia ser indicado na
higienizagdo de ambientes e utensilios de ordenha em propriedades com histoérico
de prototecose, ou mesmo em concentragdes mais elevadas, na ablacdo quimica
de tetos infectados por P. zopfii.

De maneira similar, o iodo revelou efeito algicida “in vitro” frente aos isolados
de P. zopfii. Este anti-séptico tem sido preferencialmente utilizado no pés-dipping,
com oOtima acéo profilatica e de controle para microrganismos contagiosos de
mastite bovina, indicado geralmente, em concentragdes mais elevadas que no pré-
dipping. Com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que o iodo
possa ser recomendado como anti-séptico no pos-dipping para rebanhos leiteiros
infectados por P. zopfii, bem como na ablagdo quimica de quartos mamarios
infectados.

A dificuldade em estabelecer protocolos terapéuticos efetivos na prototecose
mamaria bovina, com custo acessivel ao produtor, com reprodutibilidade de
resultados, baixa agressao ao epitélio mamario e/ou com produto/droga que nao
propicie a presengca de residuos por periodo prolongado no leite, tem se
constituido em um desafio para os pesquisadores ligados ao estudo de mastite e
qualidade do leite. Com efeito, este entrave na conduta terapéutica dos casos e
surtos tem calcado a profilaxia e o controle da prototecose em bovinos, em

medidas especificas como descarte das fémeas infectadas ou ablagdo quimica de
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tetos acometidos. Adicionalmente, tém-se recomendado medidas gerais como o
controle da saude da glandula mamaria em fémeas recém-adquiridas, adogao de
medidas rotineiras de diagnostico de mastite (incluindo caneca telada, CMT,
contagem de células somaticas), o envio de leite para laboratérios de apoio
diagnéstico veterinario, higienizagdo periodica de instalagbes na pratica da
ordenha e correta anti-sepsia em tratamentos intramamarios.

A infeccdo pelo género Prototheca no homem é considerada incomum. A
principal manifestacao clinica da prototecose em seres humanos é a forma
cutanea e, secundariamente representada por disturbios entéricos, articulares e
em formas generalizadas. Em individuos imuno-competentes o microrganismo
possui baixa viruléncia, porém, assume importdncia em pacientes
imunossuprimidos, notadamente acometidos pelo virus da aids (RANJAN et al.,
2006). Em que pese a predominancia de manifestagcdes clinicas na prototecose
mamaria, a alga também tem sido isolada de vacas com mastite subclinica
(RIBEIRO et al., 1999; COSTA et al. 1999), de maneira similar aos achados do
presente estudo. Melville et al. (1999) assinalaram experimentalmente no Brasil, a
termo-resisténcia do género Prototheca, submetendo a alga as condigdes usuais
de tempo e temperatura empregadas nos processos de pasteurizagdo lenta e
rapida. Costa et al. (1995) reportaram disturbio entérico em homem voluntario que
consumiu leite contaminado por P. zopfii. Considerando que grande parcela do
leite nacional ainda é comercializado sem inspe¢ao sanitaria, o habito do consumo
do leite e derivados sem tratamento térmico, a possibilidade do encaminhamento
para laticinios e o consumo de leite de vacas com mastite subclinica e a relativa
termo-resisténcia da alga, deve-se alertar para os riscos em saude publica
representados pela manutencéo nos rebanhos de vacas com prototecose mamaria
e consequente consumo de leite contaminado por P. zopfii.

Em 2001, um grupo de pesquisadores alemées da Universidade de Leipzig
investigou pioneiramente as caracteristicas moleculares de P. zopfii e as
propriedades de assimilagdo de substratos, propondo a classificagdo da espécie
em trés biotipos denominados |, Il e Ill (ROESLER et al., 2001). O detalhamento

destes estudos, com base em biologia molecular, possibilitou subsequentemente,
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a re-classificagao dos biotipos | e Il em gendtipos 1 e 2. Na oportunidade, o biotipo
[l foi sugerido como nova espécie denominada P. blaschkeae, em virtude de sua
diversidade ou baixa homologia com os gendtipos 1 e 2 (ROESLER et al., 2006).
Investigagdes na Europa quanto ao perfil genotipico de linhagens de P. zopfii
isoladas de vacas com mastite, tem caracterizado o gendtipo 2. No presente
estudo, as 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas também foram
caracterizadas como pertencentes ao gendtipo 2. Dentre a literatura consultada,
nao foi possivel identificar estudos no Brasil, tampouco nas Américas, conduzidos
na caracterizagao genotipica de linhagens de P. zopfii isoladas do leite de bovinos,
que permitissem a comparagao do perfil genotipico dos 27 isolados. Assim, os
achados do presente estudo descrevem pela primeira vez no Brasil, a
caracterizagdo genotipica de 27 linhagens de P. zopfii isoladas de vacas com
mastite clinica ou subclinica e uma estirpe oriunda de tanque de expanséo.

Interessantemente, Farias et al. (2006) descreveram recentemente o primeiro
caso de prototecose em animal de companhia no Brasil, em cdo com sinais de
enterocolite hemorragica, que possuia acesso ao ambiente rural de criagcdo de
vacas de leite. Subsequentente, esta linhagem de P. zopfii isolada do céo foi
submetida a caracterizagao genotipica, revelando pertencer também ao gendtipo
2, aventando-se que o estreito contato com bovinos e seu ambiente de criacao
poderiam ter contribuido na veiculagdo da alga do ambiente para o cdo, mediante
a ingestao de agua e/ou alimentos contaminados.

Estudos da epidemiologia molecular de enfermidades infecciosas tém
permitido avancgos significativos no entendimento da viruléncia e dos mecanismos
de transmissao de patdgenos. A caracterizagao genotipica de linhagens de P.
zopfii isoladas de animais, certamente amplia as perspectivas para o
esclarecimento da epidemiologia da prototecose que, consequentemente, possa
subsidiar conhecimentos para agdes de controle e profilaxia, que contribuam na

reducdo do impacto econémico da doencga e nos riscos em saude publica.
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7 CONCLUSOES

Os resulatdos do presente estudo permitiram inferir que:

e O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” revelou que a nistatina
(100,0%) e a gentamicina (66,7%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente
aos isolados. No entanto, estudos “in vivo” devem ser conduzidos, com o intuito de
avaliar a associacgao sinérgica de antimicrobianos que apresentem efeito algicida
“in vitro”, ou mesmo a associagao destas drogas com produtos permeantes de
membranas bioldgicas, que favoregam a agao da droga no foco infeccioso, tendo

em vista a cura da prototecose mamaria em bovinos.

¢ A alta frequéncia de resisténcia multipla aos antimicrobianos foi observada
na maioria dos isolados, especialmente para ampicilina, cefoperazona, cloxacilina,
enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina, reforcando a caracteristica de
multi-resisténcia de linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas, frente aos
antimicrobianos convencionais disponiveis para terapia intramamaria em bovinos,
dificultando sobremaneira a adog¢ao de protocolos terapéuticos na prototecose
mamaria;

¢ O hipoclorito de sddio e o iodo mostraram efeito algicida “in vitro” frente a
todos os isolados, em baixas concentragdes, possibilitando o uso destes anti-
sépticos na higienizacdo de ambiente e utensilios de ordenha, no pré e pds-
dipping em propriedades com prototecose mamaria, assim como na ablagao

quimica de quartos mamarios acometidos por P. zopfii;

e Todas as linhagens de P. zopfii foram caracterizadas como pertencentes
ao genodtipo 2 — de maneira similar ao perfil genotipico de isolados da alga
encontrados em mastite bovina na Europa —, indicando que este gendtipo
provavelmente é predominante em estirpes isoladas do leite de vacas infectadas,
assumindo grande importancia para os estudos da prototecose mamaria no

contexto de saude animal e de saude publica.
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ANEXO A



Quadro A - Linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas de dez
propriedades dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Parana e
Goias.

Linhagens | Propriedade leiteira | Mastite/Tanque | Estado
1 A Clinica SP
2 A Clinica SP
3 A Clinica SP
4 A Clinica SP
5 A Clinica SP
6 A Clinica SP
7 A Clinica SP
8 A Clinica SP
9 A Clinica SP

10 A Clinica SP
11 A Clinica SP
12 A Clinica SP
13 B Clinica MG
14 B Subclinica MG
15 C Clinica SP
16 E Clinica SP
17 E Clinica SP
18 E Clinica SP
19 E Clinica SP
20 E Clinica SP
21 F Clinica PR
22 G Clinica PR
23 H Subclinica PR
24 I Clinica GO
25 I Clinica GO
26 J Clinica GO
27 L Tanque expansao GO




ANEXO B



Quadro B - Sequéncia de oligonucleotidios especificos para a caracterizagao
genotipica de linhagens de P. zopfii genotipos 1 e 2 e P. blaschkeae.

Linhagens de Prototheca Seqiiéncia de oligonucleotidios
(5°-3)
P. zopfii gendtipo 1 Proto 18-4f: GAC ATG GCG AGG ATT GAC AGA
(SAG 2063") PZ GT 1/r: GCC AAG GCC CCC CGA AG
P. zopfii gendtipo 2 Proto 18-4f: GAC ATG GCG AGG ATT GAC AGA
(SAG 20217) PZ GT 2/r: GTC GGC GGG GCA AAA GC
P. blaschkeae PZGT 3-IK/f: CAG GGT TCG ATT CCG GAG AG
(SAG 2064 ) PZ GT 3/r: GTT GGC CCG GCATCG CT

Fonte: Mdller et al. (2006).



ANEXO C



Quadro C - Valores das unidades formadoras de
colénias — UFC em linhagens de P. zopfii isoladas do
leite de vacas e das cepas-controle. Botucatu, 2007.

Linhagens de P. zopfii e Cepas-controle | UFC/mL*
1 5,7x10°

2 6,7 x10°

3 6,8 x10°

4 6,3 x10°

5 5,7 x10°

6 6,0 x10°

7 4,5 x10°

8 4,1 x10°

9 5,9 x10°

10 4,1 x10°

11 3,9 x10°

12 4,9 x10°

13 4,0 x10°

14 6,3 x10°

15 4.5 x10°

16 5,1 x10°

17 4,9 x10°

18 4,4 x10°

19 5,8 x10°

20 4,6 x10°

21 5,3 x10°

22 4.5 x10°

23 4,9 x10°

24 4,3 x10°

25 4,4 x10°

26 6,7 x10°

27 6,1 x10°

P. zopfii genétipo 1 6,2 x10°
P. zopfii genétipo 2 5,2 x10°
P. blaschkeae 5,2 x10°

*UFC/mL: Unidade formadora de colonia/mililitro.



ANEXO D



Quadro D - Valores da “concentragcdo algicida minima”
(CAM) para hipoclorito de sodio (%) e iodo (%), em
estirpes de P. zopfii isoladas do leite de vacas. Botucatu,
2007.

Linhagens . .CAM 1 CAM
Hipoclorito de Sédio(%) lodo (%)
1 0,07 0,31
2 0,03 0,62
3 0,03 0,62
4 0,03 0,31
5 0,07 0,15
6 0,07 0,15
7 0,07 0,62
8 0,15 0,31
9 0,07 0,31
10 0,07 0,31
11 0,07 0,31
12 0,07 0,31
13 0,07 0,31
14 0,07 0,31
15 0,03 0,31
16 0,03 0,31
17 0,03 0,31
18 0,03 0,31
19 0,07 0,31
20 0,07 0,31
21 0,07 0,31
22 0,07 0,31
23 0,07 0,31
24 0,07 0,31
25 0,07 0,31
26 0,07 0,31
27 0,07 0,31
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Abstract

In the last years, Prototheca zopfii has been considered one of the most important
causes of mastitis from environmental origin. It is refractory to conventional therapies
and causes great damage on the mammary gland. The present study evaluated, "in
vitro", the antimicrobial susceptibility of 27 strains of P. zopfii isolated from bovine
milk raised in Brazil to different antimicrobials and to sodium hypochlorite and iodine
anti-septics. Nystatin (100.0%) and gentamicin (66.7%) were the most effective drugs
for all studied strains. Multiple drug resistance for three or more antimicrobials was
observed in 100.0% of strains predominantly to ampicilin, cefoperazone, cloxacillin,

enrofloxacin, florfenicol, neomycin and tetracycline. Sodium hypochlorite (0.03-0.15%)



and iodine (0.15-0.62%) revealed "in vitro" effectiveness for the isolated in low
concentrations. These results allow to infer that nystatin and gentamicin have higher
effectiveness against the isolates. However, the multiresistance observed to available
conventional antimicrobials for bovine intramammary therapy makes difficult the
adoption of therapeutic protocols in the mammary protothecosis. Sodium hypochlorite
and iodine showed "in vitro" algicide effect to all strains, making possible the use of
these anti-septic on hygiene procedures and also, for pre and post-dipping, specially in
farms with mammary prototecosis, as well as in the cauterization of mammary glands

infected by P. zopfii.

Keywords: anti-septic; antimicrobial susceptibility; bovine mastitis; milk; Prototheca

zopfii; Protothecosis.

Introduction

In different countries it is outstanding the significant increase in the frequency of
bovine mastitis caused by Prototheca genus algae, especially Prototheca zopfii (P.
zopfii) [1, 2]. The organism was firstly described by Wilhelm Kriieger, in 1894,
identified in the trees sap [3] and it was further classified as an algae in 1913 [4].
Lerche, in 1952 at Germany, was the first one to report bovine mastitis caused by P.
zopfii [5].

Prototheca spp are unicellular microorganisms, achlorophyllous, ubiquitous,
without photosinthetic capacity. Several authors postulate that Profotheca genus would
be a green algae mutation of Chlorella genus [6, 7], once the species are
morphologically similar [7, 8]. Actually, the Prototheca genus is classified as belonging
to Plantae kingdom, Chlorellaceae family [9] containing five species: P. zopfii, P.

wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora and P. ulmea [10]. Among these species, only



P. zopfii and P. wickerhamii had been associated to humans and bovine infections [11].
The mammary prototecosis is recognized as the main clinical manifestation in bovine
[12]. Except for the bovine, there is no description, until the moment, of mammary
infections in other livestock species like ovine, caprine, equine, swine and bubaline.

In Brazil, the first report of mammary prototecosis happened in 1989, diagnosed in
cows with mastitis in Mato Grosso do Sul State [13]. Prototheca spp in the last years is
pointed, as one of the most concerning causal agents of environmental origin mastitis,
described practically in all country States with importance in the bovine milk
exploration, under sporadic cases form or outbreaks [14-18]. The bovine mammary
infection by P. zopfii unchains clinical and subclinical mastitis, with evolution to
pyogranulomatous processes of difficult tissue resolution [1], leaving to mammary
glandular tissue alterations and partial or total destruction of glandular parenchyma [19].

Considering the current damages of the mammary prototecosis in bovine, the
growing occurrence and spread of P. zopfii in dairy herd in Brazil and its resistance to
several therapeutic protocols, the present study was carried out to evaluate the “in vitro”
susceptibility of P. zopfii strains against different antimicrobials and to sodium

hipochlorite and iodine anti-septics.

Material and methods

Obtaining, identification and strains maintenance

It was studied the “in vitro” susceptibility profile of 27 strains of P. zopfii isolated
in Brazil from clinical or subclinical bovine mastitis and also, from bulk milk tank, to
different antimicrobials and sodium hipochlrorite and iodine tincture anti-septics.

As control group was used P. zopfii genotype 1 (SAG 2063T), P. zopfii genotype

2 (SAG 2021T) and P. blaschkeae (SAG 2064T), respectively deposited in the



Genebank under numbers AY973040, AY940456 and AY973041, given in for the study
by Prof. Dr. Uwe Roesler, of the Institute for Animal Hygiene and Veterinary Public
Health, University Leipzig, Germany.

The 27 strains were supplied by the Laboratory of Animal Infectious Diseases of
the Animals — DHVSP, FMVZ-UNESP / Botucatu, SP; by the Research in Mammary
Gland and Milk Production — NAPGAMA, FMVZ-USP / Sao Paulo, SP; by the Center
for Food Research of Veterinary School, UFG / Goias, GO and by the Department of
Preventive Veterinary Medicine, UEL / Londrina, PR. All P. zopfii strains were
classified based in morphology, staining and cultive characteristics, allied to the

carbohydrate assimilation test using trehalose, glucose, sucrose and the n-propanol [20].

Microbial Susceptibility Test (disks diffusion)

The “in vitro" susceptibility evaluation of P. zopfii strains to antimicrobials was
accomplished based in the classic method of disks diffusion, using intramamarian
and/or systemic suitable antimicrobials to mastitis therapy, commercially available for
veterinary routine use in Brazil, as ampicilin (10pg), cefoperazone (75ug), cloxacillin
(1ng), enrofloxacin (5ug), estreptomicin (10ug), florfenicol (30ug), gentamicin (10pug),
neomycin (30ug), nystatin (100 U.L.) and tetracycline (30pug). The reading of growth
inhibition halos and the results interpretation was accomplished in agreement with the
"Clinical and Laboratory Standards Institute" manual [21]. Strains with simultaneous

resistance to three or more tested antimicrobials were considered multi-resistant.



Algicide effect of sodium hipochlrorite and iodine tincture

The anti-septic algicide test was realized in tubes of minimal algicide
concentration (MAC) wich is based in the minimal bactericidal concentration technique
(MBC) [22]. MAC was characterized as the smallest drug concentration capable to

prevent the algae multiplication, after plating.

For innocullum preparation, all P. zopfii strains were cultivated in sheep blood
agar (5%), incubated at 37°C, for 72 hours. Two to three colonies of each strain were
picked to tubes containing 10 mL of brain-heart infusion broth (BHI) and incubated at
the same conditions. The tubes turbidity was adjusted using the MacFarland scale with

optical density equivalent to tube one [23].

Two anti-septic solutions, sodium hypochlorite and iodine tincture, both at 10%,
were used to evaluate the MAC. For each P. zopfii strain were used 10 sterilized tubes.
In the first tube was deposited ImL of sodium hypochlorite at 10%. In the 9 subsequent
tubes were distributed 0.5mL of sterilized Mili-Q water. Following, 0.5mL of sodium
hypochlorite was transferred from the first to the second tube and were homogenized.
This same process was accomplished successively in the other tubes discarting 0.5mL
of tube 10. Therefore, it was added in each tube 0,5mL of P. zopfii innocullum
obtaining the concentrations: 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%, 0.31%, 0.15%, 0.07%, 0.03%,

0.01% and 0.009%.

The tubes were incubated at 37°C, for approximately 12 hours. Following, 10uL
of each tube was sowed in the sheep blood agar (5%) and incubated at 37°C, maintained
by 7 days, with readings on every 24 hours, seeking the evaluation of the tested drug
minimal algicide concentration (MAC). The same procedure was accomplished using
the iodine tincture at 10%. All P. zopfii strains were submitted in duplicate to determine

the MAC using the iodine and the sodium hipochlrorite. As control-solution,



suspensions were prepared in previously sterilized tubes, containing 0.5 mL of sterilized

Mili-Q water, added 0.5 mL of the innocous, adjusted at MacFarland scale 1 turbidity.

Statistical analysis

The “in vitro” susceptibility profile to antimicrobials and anti-septic effects on the
analysed strains was compared using the 7y~ test, contrasting the frequencies among the
strains using a 95% trust interval. The minimal and maximum values to MAC of sodium
hipochlrorite and iodine were accomplished by the Mann-Whitney test. All calculations
were processed by the Epilnfo 6 (Center for Disease Control, Atlanta) program,

considering o= 0,05 [24].

Results and Discussion

The occurrence of bovine mastitis caused by Prototheca spp has been increasing
significantly at several countries [2]. In Brazil, the bovine prototecosis had been
considered, in the last years, one of the most concerning causes of mastitis of
environmental origin [14 - 16]. The ubiquitous distribution of this microorganism
dificults the realization of specific control and prevention measures, and causes great
losses to farmers due to the abrupt decrease in milk production, loss of infected
mammary gland function or precocious discard of females [25].

The control and prevention of mastitis caused by P. zopfii are sustained on
measures like discarding cows or chemical cauterization of infected glands, besides
general recommendations for mastitis control. So, the lack of specific measures, the
drugs multi-resistance of P. zopfii strains allied to the difficulty on establishing effective

therapeutic protocols with accessible costs to farmers, and with low mammary



epithelium damage, has constituted a great challenge for researchers of mastitis study
and milk quality. In this context, different studies have been investigating the “in vitro”
susceptibility profile of Prototheca spp strains isolated from bovine mastitis, all looking
for finding antimicrobials or other drugs (anti-septic, algicides) that demonstrate
effectiveness against this pathogen and their suitability for “in vivo™ therapy.

Frank et al. [26] using the disks diffusion method observed that P. zopfii strains
isolated of bovine mastitis presented sensibility to estreptomycin, neomycin and
tetracycline. Bodennhoff and Madsen [27] verified moderate sensibility of strains
isolated from bovine milk to estreptomycin and gentamicin. Camargo [28] and Casal
and Gutierrez [29] demonstrated “in vitro” sensibility of this microorganism using
neomycin and gentamicin when accomplished in Sabouraud dextrose agar. McDonald et
al. [30] verified that 37.5% of 48 studied strains presented sensibility to gentamicin.

In Brazil, Costa et al. [31] evaluating P. zopfii strains isolated of two mastitis
outbreaks observed 100.0% of effectiveness of gentamicin, while Melville [32] found
100.00% of partial sensibility to gentamicin in 105 P. zopfii strains isolated from
mastitis, when assayed in Sabouraud dextrose media. These results are similar to the
present study, because we observed good “in vitro” effectiveness of gentamicin (66.7%)
to the 27 P. zopfii strains isolated from bovine milk. The “in vitro” effectiveness of
gentamicin observed in P. zopfii isolated, also described in similar studies [28, 29, 31],
probably elapses of the drug action in the proteic synthesis of these microorganisms
promoting alterations in the proteins formed by the cells, culminating with cell death
[33].

The few options to antimicrobials for intra-mammary infusion have been
recognized as serious problem in the mammary prototecosis therapy. The resistence of

Prototheca genus to antimicrobials majority can be atribuited to its rigid cell wall



estructure, added to pyogranulomatous reaction indution that retricts the antimicrobials
capacity on reaching terapeutical concentration in the infection focus [1, 2].

It was observed, in the present study, resistance to three or more antimicrobials
(multi-resistance) in 100.0% of the strains. So, such results agree with the ones from
different authors that have been marking the multi-resistance of P. zopfii strains in
microbial sensibility tests [14, 30, 32, 34]. The strains totality revealed multi-resistance
to ampicilin, cefoperazone, cloxacillin, enrofloxacin, florfenicol, neomycin and
tetracycline. Interestingly, these antimicrobials compose the majority of active
principles present in intramammary antimicrobials commercialized in Brazil, disabling
these drugs indication in therapy of mammary prototecosis.

Some anti-fungic has been also tested "in vitro" to Prototheca genus algae.
Nystatin is the drug that has been showing better effectiveness [26, 30, 35, 36].
Malinowski et al. [37] found only 21.4% of sensibility to nystatin in 28 P. zopfii strains
isolated from bovine mastitis. Differently, in the 27 strains we had tested “in vitro”, it
was observed sensibility to nystatin. However, its “in vivo” use has been showing little
satisfactory results. Costa et al. [25] evaluated the nystatin intramammary use in five
mammary quarters of Prototheca spp infected cows, of which just one presented clinical
and microbiological cure. The algae strains sensibility to nystatin can be credited to
drug action in the microorganism cell wall, altering the membrane permeability, and
determining cell death [33]. In the present study, nystatin and gentamicin efficiency was
statisticaly significant (p<<0,05) when compared to other antimicrobials (Table 1).

Due to therapeutic failures using conventional antimicrobials, several anti-septic
have been alternatively used "in vitro" or “in vivo” with the mammary prototecosis
treatment objective [25, 35, 38, 39]. Starting from this presupposition, we aimed to

investigate the minimal algicide concentration (MAC) of P. zopfii strains isolated from



bovine mastitis to different iodine concentrations and sodium hypochlorite, thinking
about the possibility to use these anti-septics in teats hygiene and milk utensils, in pre
and post-dipping and/or to infected quarters chemical cauterization.

The sodium hypochlorite, belonging to halogen group, have excellent action
spectrum on several microorganisms, acting in the enzymatic system and causing
alterations in the cell wall [40]. In Brazil, due the low cost, easy acquisition and high
microbicide action, this anti-septic is widely used in dairy farms to disinfection of
floors, walls, utensils and equipments, as well in water treatment and bovine mammary
gland antisepsis on pre and post-dipping [41]. Ribeiro [42] marks that the sodium
hypochlorite is recommended as anti-septic for pre-dipping between the concentrations
0.8 and 1.2% and, in the post-dipping, at 4%. Domingues et al. [43] observed reduction
of 74.1% on the microorganisms’ number after the cows’ teats hygiene with sodium
hypochlorite solutions at 3%. Silva et al. [44] observed high rates of clinical cure of
bovine mammary glands affected with abscesses, when washed in the post-operative
with sodium hypochlorite at 1%.

Ribeiro [43] didn't obtain success in “in vitro” tests using sodium hypochlorite at
0.5%, from 30 seconds to 1 minute of contact, to 11 P. zopfii strains isolated from
mastitis in Brazil. Pedrini and Margatho [45] observed good “in vitro” carry out sodium
hypochlorite at 2% front several microorganisms that cause environmental and
contagious mastitis, although they haven’t observed microbicide effect in concentrations
equal or lower than 0.5%. Differently of Ribeiro [46] and Pedrini and Margatho [45]
results, in this study it was found satisfactory sodium hypochlorite algicide effect, for
the 27 strains, in low concentrations (0.03 to 0.15%). Of these, 19 (70.4%) strains
showed MAC at 0.07% front the anti-septic, while 07 (25.9%) and 01 (3.7%) strains

presented MAC at 0.03% and 0.15%, respectively. P. zopfii genotype 1, P. zopfii



10

genotype 2 and P. blaschkeae revealed MAC at 0.03%, 0.15% and 0.07%, respectively.
The discrepancy observed among different authors for the effectiveness limit of sodium

3

hypochlorite concentration, can be credited to the “in vitro” method used and the
product exposition time to the strains, whose effectiveness tends to increase when the
drug contact period with the microorganisms is prolonged.

Like hypochlorite, the iodine is also recognized as an efficient anti-septic
belonging to halogens group. It has a high cell penetration power leading to proteins
precipitation and essential enzymes oxidation, and so, interfering in the microorganism
vital metabolic reactions [47]. In dairy farms this anti-septic is generally indicated to pre
and post-dipping use for preventing and controlling mastitis. In pre-dipping it is usually
recommended at 0.1% concentration and in post-dipping from 0.5 to 1% [42]. Pedrini
and Margatho [45] while investigating the “in vitro” iodine solution effectiveness at 1%
and 2% observed great microbicide action for several mastitis patogens. In our study,
the iodine tincture showed algicide effect for all studied 27 P. zopfii strains, in
concentrations that varied from 0.15 to 0.62%. Of these, 22 (81.5%) strains presented
MAC at 0.31%, while 03 (11.1%) and 02 (7.4%) strains presented MAC to 0.62% and
0.15%, respectively. All control group showed MAC at 0.31% to this anti-septic. In
contrast, Ribeiro [46] didn't obtain success with the iodine use at 0.5% on “in vitro”
tests, to P. zopfii strains isolated of cows with mastitis.

The sodium hypochlorite “in vitro” algicide effect to the 27 P.zopfii strains was
significantly different (p<0.05) of the iodine, indicating that hypochlorite has a good P.
zopfii algicide effect even in low concentration (Table 2).

The results of the present study showed that sodium hypochlorite could be used as
an alternative pre-dipping anti-septic solution in cattle heard affected by mammary

prototecosis. However, should be considered that different factors can affect the
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effectiveness of the product, including organic matter presence and short time of teats
exhibition to the product. Additionally, the “in vitro” sensibility of P. zopfii strains to
sodium hypochlorite suggests that this anti-septic can be indicated to the milking routine
and cleaning of equipments in farms with prototecosis report, or even in higher
concentrations, to chemical cauterization of P. zopfii infected glands.

In similar way, the iodine revealed “in vitro” algicide effect to P. zopfii isolates.
This anti-septic has been used mainly for post-dipping, with great profilatic and control
action for contagious agents of bovine mastitis. On such situation, it’s usually indicated
in higher concentrations than for pre-dipping. The present study results, suggests that
iodine can be recommended as post-dipping anti-septic in milk heards infected by P.

zopfii, as well in chemical cauterization of infected mammary quarters.

Conclusion

Our results revealed that nystatin and gentamicin presented good “in vitro”
effectiveness front isolated and that sodium hypochlorite and iodine are suitable anti-
septics to hygiene procedures and for pre and post-dipping, specially in farms with
mammary prototecosis, as well as in the cauterization of infected mammary glands.
Nevertheless, “in vivo” studies are necessary to verify their true effectiveness on the

control and prevention of mammary prototecosis.
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Table 1 - Microbial susceptibility in P. zopfii strains isolated from clinical, subclinical

bovine mastitis and bulk milk tank. Botucatu, 2007.

Susceptibility

Sensitive Partially sensitive Resistant
Antimicrobials strains number (%; TI 95%)*
Ampicilin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0(0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Cefoperazone 0 (0.00; 0.09-12.34) 0(0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Cloxacillin 0(0.00; 0.09-12.34) 0(0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Enrofloxacin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Estreptomycin 0 (0.00; 0.09-12.34) 2 (7.40; 2.27-23.50) 25 (92.52;76.50-97.73)
Florfenicol 0 (0.00; 0.09-12.34) 0(0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Gentamicin 18 (66.66; 47.65-81.36) 8 (29.62; 15.88-48.67) 1 (3.70; 0.88-18.35)
Neomycin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)
Nystatin 27 (100; 87.66-99.91) 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34)
Tetracycline 0(0.00; 0.09-12.34) 0(0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91)

*Trust intervals that don't put upon demonstrate significant differences among the proportions.

TI195% = Trust interval 95%.
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Table 2 - Average. minimal and maximum values for sodium hypochlorite (%) and
iodine (%) minimal algicide concentration (MAC), in P.zopfii strains isolated from
clinical (n=24). subclinical (n=2) mastitis cases and bulk milk tank (n=1), in four

Brazilian States. Botucatu, 2007.

Statistic* MAC- Sodium hypochlorite MAC - Iodine
Average 0.07° 0.31°
Mininum Value 0.03 0.15
Maximum Value 0.15 0.62

* Average values followed by different small letters indicate significant differences in sodium

hypochlorite and iodine tincture MAC (p < 0.0001), for Mann-Whitney test with 0=0.05.
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