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RESUMO

FIDELIS, C. E. Tipagem por MALDI-TOF MS e sensibilidade aos antimicrobianos
de Prototheca spp. isolados de mastite bovina. [Typing by MALDI-TOF MS and
sensivity to antimicrobials of Prototheca spp. isolated from bovine mastitis]. 2021 77f.
Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Prototheca spp. ¢ uma microalga unicelular que pode causar infec¢des oportunistas em
humanos e animais. Este patdgeno apresenta elevada resisténcia aos antimicrobianos
convencionais e os atuais métodos de identificagdo de Prototheca spp. sdo demorados e
com elevado custo. Diante disso, os objetivos do presente estudo foram (a): avaliar o uso
da técnica de MALDI-TOF MS para identificagdo em nivel de espécie de isolados de
Prototheca spp. causadores de mastite bovina; (b) identificar a capacidade de producao
de biofilme e (c) a sensibilidade in vitro de Prototheca spp. diante do polihexametileno
biguanida (PHMB) e desinfetantes utilizados antes e apds ordenha (hipoclorito de sodio,
dicloroisocianurato de sodio, clorexidina e iodo-povidona). Um total de 87 isolados de
Prototheca spp. foram submetidos a extragdo de proteinas ribossomais por beads de
zircOnia, e posteriormente identificados por MALDI-TOF MS pelo software Biotyper
suplementado com espectros de referéncia. Para determinagdo do perfil de sensibilidade
in vitro, os isolados de Prototheca spp. foram submetidos a avaliagao de concentragao
inibitéria minima (CIM) e concentragdo algicida minima (CAM) pelo método de
microdilui¢do em caldo. A capacidade de formacao de biofilme foi avaliada pelo método
de incubagdo em microplacas de fundo chato e, posteriormente, os isolados foram
classificados como fortes, moderados, fracos e ndo formadores de biofilme. A MALDI-
TOF MS possibilitou a identificagdo de 73 (73/85) isolados como P. bovis e 2 (2/2)
isolados como P. blaschkeae, sendo que, 12 (12/85) isolados de Prototheca foram
identificados em nivel de género. Do total dos isolados de P. bovis identificados por PCR,
63,5% (54/85) foram classificados como fortes, 28,2% (24/85) moderados, e 8,2% (7/85)
fracos produtores de biofilme. Por outro lado, um isolado de P. blaschkeae foi
classificado como fraco e o outro como moderado produtor de biofilme. A PHMB
(CIMoo: >2 pg/ml e CAMoo: >4 ng/ml) e o gluconato de clorexidina (CIMogg e CAMoyg: >2
pug/ml), apresentaram os menores valores de CIM e CAM, seguido de dicloroisocianurato
de sddio (CIMgg e CAMoo: >1.400 pg/ml), hipoclorito de sddio (CIMgg e CAMoop: >2.800
ng/ml), e iodo-polivinilpirrolidona (CIMgo € CAMoo: >3.200 pg/ml). Concluimos que o uso



da MALDI-TOF MS permite a répida identificacdo de isolados de Prototheca spp. em
nivel de espécie. Mais de 90% dos isolados de P. bovis apresentaram elevada capacidade
de formacdo de biofilme. Dentre os desinfetantes, PHMB e o gluconato de clorexidina
apresentaram os menores valores para inibi¢do e inativa¢ao dos isolados de Prototheca
spp. Sendo assim, estes antimicrobianos podem ser utilizados como alternativa antes e

apos a ordenha para o controle da disseminacao de Prototheca spp. no rebanho.

Palavras-chave: resisténcia, PCR, desinfetantes, sensibilidade, microalga.



ABSTRACT

FIDELIS, C. E. Typing by MALDI-TOF MS and sensivity to antimicrobials of
Prototheca spp. isolated from bovine mastitis [Tipagem por MALDI-TOF MS e
sensibilidade aos antimicrobianos de Prototheca spp. isolados de mastite bovina]. 2021
77p. Dissertagcdo de Mestrado (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Prototheca spp. is a unicellular microalgae that can cause opportunistic infections in
humans and animals. This pathogen has high resistance to conventional antimicrobials
and the current identification methods for Profotheca spp. are time-consuming and
presently elevate costly. Due this, the objectives of the present study were (a): to evaluate
the use of the MALDI-TOF MS for species-level identification of isolates of mastitis-
causing Prototheca spp.; (b) evaluate the biofilm production capacity and (c)evaluate the
in vitro sensibility of Prototheca spp. against polyhexamethylene biguanide (PHMB) and
disinfectants (sodium hypochlorite, sodium dichloroisocyanurate, chlorhexidine
gluconate and iodine-polivinilpirrolidona). A total of 87 isolates of Prototheca spp. were
subjected to ribosomal protein extraction by zirconia beads, and identified by MALDI-
TOF MS by Biotyper software supplemented with reference spectra. To determine the in
vitro sensibility, isolates of Prototheca spp. were submitted to evaluation of Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Algicidal Concentration (MAC) by broth
microdilution method. The biofilm production capacity was evaluated by the method of
incubation in flat-bottomed microplates. Then, the isolates were classified as strong,
moderate, weak and non-biofilm producers, by optical density values. The MALDI-TOF
MS allowed the identification of 73 (73/85) isolates as P. bovis and 2 (2/2) isolates as P.
blaschkeae, with 12 (12/85) isolates of Prototheca being identified at the genus level. Of
the total of P. bovis isolates identified by PCR, 63.5% (54/85) were classified as strong,
28.2% (24/85) moderate, and 8.2% (7/85) weak producers of biofilm. On the other hand,
one isolate of P. blaschkeae was classified as weak and the other as moderate biofilm
producer. PHMB (MICyo: >2 pg/ml and MACogo: >4 pg/ml) and chlorhexidine gluconate
(MICop and MACoo: >2 png/ml) had the lowest MIC and MAC values, followed by sodium
dichloroisocyanurate (MICoo and MACoq: >1400 pg/ml), sodium hypochlorite (MICoo
and MACoo: >2,800 pg/ml), and iodine-polivinilpirrolidona (MICop and MACoo: >3,200
ng/ml). We conclude that the use of MALDI-TOF MS allows the rapid identification of
Prototheca spp. at the species level. More than 90% of the P. bovis isolates presented



high capacity for biofilm production. Among the disinfectants, PHMB and chlorhexidine
gluconate presented the lowest values for inhibition and inactivation of Prototheca spp.
Therefore, these antimicrobials can be used as an alternative to control the Prototheca

spp. in the herd.

Keywords: resistance, PCR, disinfectants, sensibility, microalga.
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1 INTRODUCAO

Algas do género Prototheca sao microrganismos unicelulares, saprofitas, ubiquas,
encontradas no ambiente, particularmente em matéria organica, fezes e dgua (JAGIELSKI et
al., 2007). Nao apresentam capacidade fotossintética, o que provavelmente estimulou o
desenvolvimento de um modo de nutri¢cao heterotréfico (SHAVE; MILLY ARD; MAY, 2021).
Apesar de quinze espécies de Prototheca spp. serem conhecidas atualmente (JAGIELSKI et
al., 2019a), apenas seis sdo consideradas patdogenos oportunistas para animais vertebrados.
Dentre estas, podemos destacar as espécies Prototheca wickerhamii, Prototheca bovis e
Prototheca blaschkeae, das quais a primeira mais relacionada a casos de infeccdo em humanos
e animais domésticos, enquanto as duas ultimas a casos de mastite bovina (SHAVE;
MILLYARD; MAY, 2021).

Durante as ultimas duas décadas, aumento significativo de casos de mastite causada por
Prototheca spp. tem sido relatado em varios paises (PIEPER et al., 2012; GONCALVES et al.,
2015; JAGIELSKI et al., 2019b). A maior prevaléncia de mastite causada por Prototheca spp.
nos rebanhos leiteiros pode estar relacionada as mas condi¢des ambientais e deficiéncias no
processo de higiene da ordenha (SPEROTTO et al., 2021). A mastite causada por Prototheca
spp. resulta em perdas econdmicas em razao da diminui¢ao da producao e qualidade do leite,
descarte prematuro das vacas infectadas e dos custos associados ao tratamento e servigos
veterindrios (JAGIELSKY et al. 2018). Devido a importancia deste microrganismo, o
diagnostico rapido permite a adogao de medidas de prevengao e controle eficazes.

Embora a identificacdo de Prototheca spp. em nivel de espécie por PCR seja
considerada o método padrdo-ouro, o elevado tempo de duragcdo e custo dificultam a
implementagdo como rotina laboratorial. Como alternativa, a técnica de Espectrometria de
Massas por lonizagao e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz — Tempo de Voo (MALDI-
TOF MS) tem sido cada vez mais utilizada para identificacdo de bactérias e leveduras
causadores de mastite, possibilitando rapidez e acuracia no diagnostico (BARREIRO et al.,
2010). No entanto, os protocolos de extragcdo de proteinas ribossomais usados nas andlises de
MALDI-TOF para identificagdo de bactérias nao sdo eficazes para identificacao de microalgas,
devido as diferencas de composicao da parede celular da Prototheca spp. (VON BERGEN et
al., 2009). Outro fator limitante para o uso da MALDI-TOF para a identificagdo de Prototheca

spp., € a auséncia de espectros de referéncia de Prototheca spp. isoladas de mastite bovina nas
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bibliotecas dos softwares usados para analises de espectros e identificagdo dos microrganismos
(e.g., Biotyper, Bruker).

Além das limitagdes do diagndstico de Prototheca spp., ndo ha protocolos de tratamento
eficazes para este microrganismo, que apresenta elevada resisténcia a varios antimicrobianos e
desinfetantes. Assim, antissépticos e desinfetantes que possam ser utilizados para a desinfec¢ao
de tetos antes e apos a ordenha tem sido investigados para o controle da transmissdo ambiental
e contagiosa de Prototheca spp. Os desinfetantes comumente utilizados para a desinfec¢ao de
tetos, como iodo, clorexidina, guanidina e hipoclorito de sédio, apresentam boa atividade
antimicrobiana in vitro contra Prototheca spp. (SALERNO et al., 2010; KRUKOWSKI et al.,
2013; GONCALVES et al., 2015). No entanto, a acdo antimicrobiana de polimeros como o
polihexametileno biguanida (PHMB) ainda ndo foi avaliada em isolados de Prototheca spp.
obtidos de mastite bovina.

Dentre as caracteristicas antimicrobianas desejaveis da PHMB destaca-se a baixa
citotoxicidade e o amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-positivas, Gram negativas,
leveduras e protozoarios (FIRDESSA et al., 2015; KAMARUZZAMAN; FIRDESSA; GOOD,
2016; LEITE et al., 2021). A PHMB pode atuar na membrana do microrganismo, o que leva a
um aumento da fluidez e permeabilidade, que resulta na perda de integridade celular. Outro
modo de agdo consiste na condensacao de cromossomos dos microrganismos por meio de
ligacdo direta ao DNA (FIRDESSA, et al., 2015).

A alta resisténcia de Prototheca spp. aos antimicrobianos pode estar relacionada a
capacidade de producdo de biofilme. Biofilme sdo compostos por comunidades de
microrganismos associadas a superficies de origem biotica ou abidtica e envoltos de matriz
extracelular, formada principalmente por exopolissacarideos (LIAQAT, 2019).
Microrganismos no interior do biofilme podem ser mil vezes mais resistentes a antimicrobianos
quando comparados a microrganismos planctonicos (LIAQAT, 2019). Embora a capacidade de
formagao de biofilme seja um fator de redugdo da chance de cura da mastite, ainda ha poucos
estudos sobre a capacidade de formagao de biofilme isolados de Prototheca spp. oriundos de
casos de mastite (KWIECINSKI, 2015; GONCALVES et al., 2015; MORANDI et al., 2016).

Considerando o aumento do numero de casos de prototecose mamaria, 0s prejuizos
econdmicos e as limitagdes no diagnostico de Prototheca spp., € necessario a busca de novas
ferramentas para a rapida identificacdo deste microrganismo. Além do mais, devido a falta de

protocolos de tratamento eficazes, e a capacidade de formagao de biofilme apresentada por
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Prototheca spp., novos compostos precisam ser avaliados para o uso antes e apds a ordenha

para o controle da disseminagdo de Prototheca spp. no rebanho.

2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Os objetivos gerais do presente estudo foram: (a) avaliar a técnica de MALDI-TOF MS
para identificagdo em nivel de espécie de isolados de Prototheca spp. causadores de mastite
bovina; (b) avaliar a sensibilidade antimicrobiana de Prototheca spp. em relacio a PHMB e a
desinfetantes; e (c) avaliar a capacidade de producgdo de biofilme de Prototheca spp. isolados

de mastite bovina.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Construir biblioteca local no software Biotyper com espectros de massas de cepas de
referéncia de Prototheca spp. para uso na identificacdo em nivel de espécie por MALDI-
TOF MS.

b) Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo algicida minima
(CAM) de PHMB, gluconato de clorexidina, dicloroisocianurato de sddio, iodo-povidona e
hipoclorito de sodio frente a isolados de Prototheca spp. causadores de mastite bovina.

c) Awvaliar a frequéncia das espécies de Prototheca spp. isoladas de casos de mastite clinica e

subclinica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MASTITE BOVINA

A mastite ¢ um processo inflamatorio na glandula mamaria (GM), que pode ser de
origem fisiologica, traumatica, alérgica, metabolica ou, mais comumente, de origem infecciosa
(DOWN et al., 2017; LOPES; MANZI; LANGONI, 2018). Ea doenca que mais acomete as
vacas leiteiras, associada com prejuizos econdmicos significativos em toda a cadeia de
producao do leite (LANGONI, 2013; DOWN et al., 2017).

Os impactos economicos da mastite estdo principalmente relacionados a diminui¢do de
produgdo de leite; alteragdes fisico-quimicas, associadas com menor rendimento industrial;
diminui¢ao do tempo de prateleira dos derivados lacteos; custos com tratamentos e honorarios
de profissionais; descarte de leite durante o periodo de caréncia; perda funcional da GM; morte
e descarte prematuro de animais (ACOSTA et al., 2016; LANGONI et al., 2017).

A mastite tem implicagdes em saude publica, visto que muitos microrganismos
encontrados no leite de vacas com mastite podem ser patogénicos ao consumidor de leite e
derivados. Além disso, toxinas nao inativadas no processo de pasteurizacdo, residuos de
antimicrobiano e o aumento da resisténcia a antibidticos causam riscos a saude humana
(BRADLEY, 2002; RIBEIRO et al., 2009).

A mastite ¢ uma doengca de carater multifatorial considerando-se a triade
epidemiologica, que inclui: patogenicidade do agente causador, resposta imune do hospedeiro,
e fatores ambientais. Esses aspectos influenciam diretamente a resolucdo ou agravamento da
inflamacao (OVIEDO-BOYSO et al., 2007; SANTOS; FONSECA, 2019). Em relagdo ao
hospedeiro, vacas mais velhas s3o mais susceptiveis a novas infec¢des pela maior facilidade de
invasdo microbiana, entretanto, a mastite em novilhas também ¢ cada vez mais frequente
(LANGONTI, 2013; SANTOS; FONSECA, 2019). No quesito ambiente, a temperatura, umidade
e pH, sao fatores de risco para ocorréncia de novos casos de mastite (LANGONI, 2013).

O processo inflamatdrio se inicia quando os microrganismos invadem a GM pelo canal
dos tetos e se multiplicam (ACOSTA et al., 2016). Diferentes fatores de risco sdo associados a
invasdo dos microrganismos na glandula mamaria: colonizacdo da pele e do canal do teto,
inversao do fluxo de leite durante a ordenha e a introdugdo de canulas contaminadas (SANTOS;
FONSECA, 2019). Os microrganismos podem colonizar a cisterna do teto ou outras regides

mais profundas da GM. Em resposta a multiplicacdo dos microrganismos, ocorre o efluxo de
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leucdcitos do sangue para o quarto afetado, a fim de eliminar os patdgenos e/ou neutralizar as
toxinas para que a GM possa voltar a funcdo normal (ACOSTA et al., 2016; SANTOS;
FONSECA, 2019).

A mastite pode ser classificada em clinica ou subclinica de acordo com a presenga de
sintomatologia. Os casos clinicos sdo caracterizados por respostas inflamatorias mais graves,
quando ha sinais visiveis de alteracdes no leite (presenga de grumos) ou do quarto afetado,
como edema, aumento de temperatura e dor (BRADLEY, 2002; LANGONI, 2013). Além disso,
a mastite clinica pode causar sinais sistémicos, como febre, apatia, desidratacdo, anorexia e
ocasionalmente morte do animal (RUEGG, 2012; SANTOS; FONSECA, 2019).

Na mastite subclinica, ndo ha mudangas visiveis no leite, na GM, ou sinais sistémicos.
Entretanto, o quarto afetado apresenta reducdo consideravel da produgao de leite, juntamente
com alteragdes na composi¢do, como o aumento dos teores de cloro, sddio e proteinas do soro,
e diminuicdo dos teores de caseina, lactose e gordura (SANTOS; FONSECA, 2019). Como a
mastite subclinica ndo apresenta sinais visiveis da inflamagdo, por vezes ¢ subdiagnosticada,
podendo se disseminar de forma silenciosa por todo o rebanho (BRAS; VAL; DIAS, 2007).
Assim, para detectar a mastite subclinica ¢ necessario o uso de ferramentas de diagndstico como
a contagem de células somaticas (CCS) ou o California Mastitis Test (CMT) (LANGONI,
2013).

A mastite bovina ¢ conhecida pela elevada diversidade etiologica, posto que mais de
150 espécies de microrganismos ja foram relatadas como causadores de infeccdes
intramamarias. Os microrganismos que podem causar mastite incluem fungos, algas, virus e
bactérias, com predominio deste ultimo grupo (RUEGG, 2012; RABIEE; LEAN, 2013;
ACOSTA et al., 2016). Classicamente, os patogenos causadores da mastite podem ser divididos
entre agentes ambientais e contagiosos, de acordo com o reservatério principal e as vias de
transmissao (BRADLEY, 2002; RUEGG, 2012). Os patogenos contagiosos estdo bem
adaptados ao desenvolvimento no interior da GM e por isso, dependem deste ambiente para
sobrevivéncia e multiplicacdo. Estdo associados a infec¢des persistentes e risco de sinais
clinicos graves. Sdo transmitidos entre as vacas durante a ordenha, pelas maos dos ordenhadores
ou por equipamentos contaminados. Os principais representantes do grupo dos agentes
contagiosos sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp. €
Mycoplasma spp. (LANGONI, 2013; ACOSTA et al., 2016; SANTOS; FONSECA, 2019).

Ja os patdgenos ambientais tém como reservatorio principal o ambiente dos animais e,

de forma oportunista, invadem a GM (BRADLEY, 2002; RUEGG, 2012). Como estes
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patdgenos ndo estdo adaptados ao interior da GM, hd geralmente o desencadeamento de
resposta inflamatoria aguda no animal (BRADLEY, 2002). Geralmente, a resposta imune da
vaca aos agentes ambientais ¢ rapida (LANGONI et al., 2017).

Na etiologia da mastite ambiental, os principais representantes sao as bactérias do
género Streptococcus, com excecdo de Streptococcus agalactiae; bactérias Gram negativas,
como Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp. € Enterobacter spp; além de algumas
espécies de fungos, leveduras e microalgas (RIBEIRO et al., 2009; RUEGG, 2012). Embora a
classificacdo dos patdgenos entre agentes ambientais e contagiosos ainda seja muito utilizada,
sabe-se que algumas espécies podem apresentar caracteristicas de transmissao tanto contagiosa
quanto ambiental (SANTOS; FONSECA, 2019).

Além da forma de transmissao, os microrganismos podem ser classificados de acordo
com a viruléncia e capacidade de causar lesdes na GM. Os agentes maiores ou principais da
mastite sdo: S. aureus, S. agalactiae, estreptococos ambientais e Mycoplasma spp. Ja os agentes
secundarios, sdo constituidos principalmente por espécies de Staphylococcus coagulase

negativa e espécies do género Corynebacterium spp. (SANTOS; FONSECA, 2019).

3.2 PROTOTHECA SPP.

O género Prototheca foi inicialmente descrito por Kriiger em 1894, ao isolar dois
microrganismos da seiva de Tilia e Ulmus spp., nomeando-os como Prototheca moriformis e
P. zopfii (JAGIELSKI; LAGNEAU, 2007; LASS-FLORL; MAYR, 2007). Foram descritos
como algas unicelulares, aerdbicas, semelhantes a Chlorella spp. pelo seu modo de reprodugao.
No entanto, Prototheca spp. se diferencia de Chlorella spp devido a perda da capacidade de
sintetizar clorofila, o que provavelmente resultou na desenvolvimento de um modo
heterotrofico de nutrigdo (LASS-FLORL; MAYR, 2007; MILANOV et al., 2016). Atualmente,
o género Prototheca esta incluido na classe Trebouxiophyceae, ordem Chlorellales e familia
Chlorellaceae (JAGIELSKI; LAGNEAU, 2007; KANO, 2019).

Até o momento, sdo conhecidas quinze espécies de Prototheca spp.: P. zopfii, P.
stagnora, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. cutis, P. miyajii, P. tumulicola, P. ciferri, P. bovis,
P. moriformis, P. cookei, P. pringsheimii, P. xanthoriae, P. cerasi, e P. paracutis (ROESLER
et al., 2006; PORE, 2011; MASUDA et al., 2016; NAGATSUKA et al., 2017; JAGIELSKI et
al., 2019a; KUNTHIPHUN et al., 2019). Antes do uso de técnicas moleculares, os isolados de
P. zopfii eram classificados em trés genotipos. Com base em métodos moleculares, o genotipo

3 de P. zopfii foi redefinido como uma nova espécie, denominada P. blaschkeae (ROESLER et
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al., 2006). Mais recentemente, ao utilizar o gene mitocondrial cytb como marcador molecular,
foi proposto que P. zopfii genotipo 1 fosse reclassificada como P. ciferrii, enquanto P. zopfii
genotipo 2 comumente isolada de bovinos, foi renomeada como nova espécie, denominada P.
bovis (JAGIELSKI et al., 2019a).

As células de Prototheca spp. sdo hialinas, ovoides, ou esféricas e podem medir de 3 a
30 um de diametro, dependendo da espécie e estiagio de desenvolvimento. Apresentam pequeno
nucleo centralizado, abundancia de ribossomos pelo citoplasma, auséncia de cloroplastos, e
presenca de dupla parede celular (JAGIELSKI; LAGNEAU, 2007). A nutrigdo € heterotréfica
e requer fontes externas de carbono e nitrogénio como glicose, frutose e galactose. Todas as
espécies requerem tiamina e oxigénio para a multiplicacio (LASS-FLORL; MAYR, 2007).

A reproducao neste grupo de microrganismos ocorre de forma assexuada. Durante a
maturacao celular, o citoplasma passa por processo de clivagem interna, para a formagdo de
endosporos de formato irregular. As células-mae (esporangios), podem conter de 2 a 20
endosporos, que se desenvolvem, e exercem pressdo sobre a parede celular que se rompe
liberando os endosporos, dando inicio a um novo ciclo de desenvolvimento. A liberacao de
endosporos ocorre a cada 5 a 6 horas, na presencga de nutrientes adequados e em temperatura
média 25°C (MILANOV et al., 2016; KANO, 2019).

Este grupo de microrganismos estd amplamente distribuido no meio ambiente,
apresentando afinidade por dreas imidas e com elevada presenca de matéria organica (PORE
etal., 1983; ANDERSON; WALKER, 1988). Também estao presentes na seiva dos vegetais, €
por precipitagdes pluviométricas podem ser carregados até rios e lagos. A auséncia de matéria
organica nestes ambientes aquaticos impede o nivel elevado de reprodu¢do. Sendo assim, as
espécies de Prototheca spp. podem ser comumente encontradas em ambientes onde ha presenca
de lodo ou esgoto doméstico (PORE et al., 1983; PORE, 1985). Quando isolada em amostras
de solo, geralmente ¢ encontrada ao redor de arvores com elevada producao de seiva, lama,
margens de rios, lagos e locais contaminados com esgoto (PORE et al., 1983).

Algas do género Prototheca spp. sdo essencialmente de vida livre mas, sob certas
condig¢des, podem se tornar patogénicas, apresentando potencial zoondtico (JAGIELSKI et al.,
2019a). Pelo menos cinco espécies de Prototheca (P. bovis, P. wickerhamii, P. cutis e P.
miyajii, P. blaschkeae) foram descritas como patégenos oportunistas causadores de infecgdes
em humanos e animais domésticos (MAYORGA et al., 2012; MASUDA et al., 2016;
KUNTHIPHUN et al., 2019)
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A espécie mais comumente isolada em infec¢des em humanos € P. wickerhamii, embora
sejam relatados casos de infec¢do por P. bovis. A infec¢do pode ser decorrente de contato com
fonte de 4gua ou solo contaminado, através de inoculagao traumatica, com o contato direto com
0 microrganismo, ou até mesmo decorrente de picada de insetos (JAGIELSKI; LAGNEAU,
2007; TODD et al.,, 2018). O consumo de leite contaminado também pode ser via de
contaminagdo deste microrganismo, quando ndo héd a eliminacdo do patéogeno durante a
pasteurizagao (MILANOV et al., 2016).

Este patdgeno ja foi isolado em humanos na pele, nas unhas, no trato respiratério e no
sistema digestorio. O primeiro caso de prototecose humana foi relatado em 1964 (TODD et al.,
2018). Até 2017 foram mundialmente relatados 105 casos de prototecose humana, com média
de seis a sete casos por ano, com aumento entre pacientes imunossuprimidos (TODD et al.,
2018).

A infecgdo causada por Prototheca spp. pode ser aguda ou crdnica, localizada ou de
forma disseminada. As diferentes apresentacdes clinicas da prototecose humana incluem lesdes
de pele, bursite olecraniana e manifestacdes sistémicas (relatadas principalmente na pele, tecido
subcutineo, intestino, peritonio, sangue e baco) (LASS-FLORL; MAYR, 2007; MAYORGA
etal., 2012; TODD et al., 2018). Nas infec¢des cutaneas sdo mais comuns, lesdes com presenca
de bolhas e secre¢do purulenta, hipopigmentacgao, nodulos, tilceras e abscessos. Acredita-se que
mais da metade dos casos documentados de prototecose sdo de manifestagdes cutdneas ou
subcutaneas. Ja as manifestacdes de bursite olecraniana ocorrem geralmente apos lesdes ou
arranhdes e incluem desde o endurecimento moderado do local até¢ a formacdo de massa
dolorosa (LASS-FLORL; MAYR, 2007; MAYORGA et al., 2012).

Em animais de pequeno porte, a prototecose ¢ uma doenga incomum e esporadica, mas
com crescente importancia (KANO, 2019). Ha relatos de prototecose em diferentes espécies de
animais, como caes, gatos, bovinos, cobras, veados, morcegos e peixes (JAGIELSKI et al.,
2019a). Na maioria das vezes, as infec¢des sdo causadas por Prototheca bovis (JAGIELSKI;
LAGNEAU, 2007; SIQUEIRA; RIBEIRO; SALERNO, 2008), mas ha relatos de prototecose
causada por P. wickerhamii (FONT; HOOK, 1984; TSUJI et al., 2006; ENDO et al., 2010) ¢ P.
blaschkeae (MARQUES et al., 2008; RICCHI et al., 2013).

Os sinais clinicos em pequenos animais estdo mais comumente associados a inflamacao
no intestino grosso, diarreia grave e hematoquezia, entretanto, Prototheca spp. pode infectar
outros 6rgaos, dentre os quais, encéfalo, pulmdes, baco, figado, olhos, lingua, pele e linfonodos

superficiais (SIQUEIRA; RIBEIRO; SALERNO, 2008; VINCE et al., 2014).
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Em felinos, a forma de prototecose mais comumente encontrada ¢ a cutanea, com
presenga de nddulos, tlceras e crostas exsudativas principalmente na testa, membros distais,
base da cauda e nariz. J4 em caes, a prototecose tende a ser mais grave, podendo ser classificada
como doenga disseminada, pois envolve muitos 6rgaos e tecidos, afetando principalmente o
figado, rins, cérebro e olhos. Como principal sinal clinico, observa-se casos de enterite

hemorrégica cronica (SIQUEIRA; RIBEIRO; SALERNO, 2008; ENDO et al., 2010).

3.3 MASTITE BOVINA POR PROTOTHECA SPP.

A mastite causada por Prototheca spp. geralmente se apresenta de forma cronica, com
auséncia de sinais clinicos e sistémicos, caracterizada por reducao significativa na producao de
leite (JANOSIL et al., 2001a). Diferentemente das infec¢des causadas por outros patogenos, a
resposta inicial contra Prototheca spp. ¢ branda e a CCS ndo se altera durante os estagios iniciais
da infec¢ao (WAWRON et al., 2013). Entretanto, no decorrer do processo inflamatorio, a CCS
pode atingir > 1.000.000 cells/mL (MILANOV et al., 2016).

Embora menos recorrente, a mastite prototecal pode se manifestar de forma clinica e
aguda. Os sinais clinicos mais comuns incluem altera¢des na aparéncia e consisténcia do leite,
o qual se torna aguado, apresentando coloracdo acinzentada e com pequenos flocos. Na vaca
afetada também podem ser observados sinais clinicos, como dor e edema no ubere. Perda de
apetite ¢ aumento de temperatura corporal sdo relatados como alguns dos principais sinais
sistémicos encontrados (JANOSIL et al., 2001a; MILANOV et al., 2016).

Algas do género Prototheca possuem a capacidade de colonizar o limen alveolar e o
intersticio, e se interiorizar em neutrofilos e macrofagos (SIQUEIRA; RIBEIRO; SALERNO,
2008; WAWRON et al., 2013). A resposta imune contra este patogeno resulta em granulomas
e atrofia irreversivel do parénquima funcional (JANOSIL et al., 2001a; MILANOYV et al.,
2016). Além disso, foi relatado que P. bovis pode induzir a apoptose de células do epitélio
mamario (SHAHID et al., 2017).

A espécie de Prototheca mais isolada em casos de mastite ¢ P. bovis anteriormente
denominada P. zopfii genotipo 2 (RICCHI et al., 2010; PIEPER et al., 2012; JAGIELSKI et al.,
2019c; PARK et al., 2019). Além de P. bovis, P. wickerhamii ¢ P. blaschkeae também sao
relatadas menos frequentemente como agentes causadores de mastite (JANOSIL et al., 2001b;

MARQUES et al., 2008; RICCHI et al., 2013).
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Durante a ultima década, a prototecose mamaria vem sendo descrita mundialmente de
forma crescente. Na Poldnia, a frequéncia de mastite causada por Prototheca spp. foi de 8,3 %
(JAGIELSKI et al., 2019b) a 12,3%. Na China foi registrada 13,5% de prevaléncia deste
patogeno causando mastite (PARK et al., 2019). No Canada, ao analisarem rebanhos de todo o
pais, foi relatado que a frequéncia média de mastite prototecal foi de 5,1%, variando entre 0%
a 12,5% (PIEPER et al., 2012).

No Brasil, os primeiros relatos de mastite causada por Prototheca spp. foram relatados
em fazendas nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais (BRITO; OLIVEIRA, 1997). A mastite
prototecal ja foi descrita nos estados do Rio Grande do Sul (DE VARGAS et al., 1998), Ceara
(NEILSON et al., 2011), Rondonia (HENRIQUE et al., 2015) e Parand (CARVALHO et al.,
2017). A prevaléncia deste patdogeno como causador de mastite nos rebanhos brasileiros foi
estimada em 0,3% (FILIPPSEN et al., 1999). Em episodios de surtos no rebanho, a frequéncia
de Prototheca spp. ¢ variavel de 7,2% (BUENO et al., 2006) a 14,55% (COSTA et al., 1996).

A alta contaminagdo por estas algas no ambiente da vaca aumenta o risco de novas
infeccdes (JAGIELSKI et al., 2019b). Prototheca spp. ja foi encontrada em amostras de leite,
fezes, d4gua de consumo, areas de pastagem, ambiente de ordenha, material de cama, esgoto e
lama (COSTA et al., 1997; CORBELLINI et al., 2001; YAMAMURA et al., 2007; OSUMI et
al., 2008; SCACCABAROZZI et al., 2008; RICCHI et al., 2010; SHAHID et al., 2016;
JAGIELSKI et al., 2019b).

Mesmo com elevada frequéncia de isolamento de P. ciferrii no ambiente proximo ao
animal, P. bovis predomina como causa de mastite em vacas leiteiras (OSUMI et al., 2008;
SHAHID et al., 2016). O isolamento de Prototheca spp. de amostras ambientais nem sempre
tem relacdo com casos de mastite. Ha relatos da presenca deste microrganismo em leite de vacas
com mastite na auséncia de isolamento em amostras ambientais (BUENO et al., 2006), o que
sugere que as vacas podem ser reservatorios deste patdgeno.

A presenca de Prototheca spp. nas fezes indica que as vacas podem ser fontes potenciais
de transmissdo para outras vacas (COSTA et al., 1997). O isolamento em amostras fecais ¢
decorrente ao consumo de agua ou alimentos imidos, deteriorados ou contaminados com
Prototheca spp. e, devido a presenga de esporopolenina na parede celular (ATKINSON;
GUNNING; JOHN, 1972). Estes microrganismos tornam-se resistentes a degradacdo que
ocorre no trato gastrointestinal, tornando-se parte da microbiota transitoria encontrada em
humanos e animais (PORE; SHAHAN, 1988; KURUMISAWA et al., 2018). Outra importante

fonte de transmissao de Profotheca spp. sdo as fezes de bezerros alimentados com leite
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contendo Prototheca spp., que tem grande importancia na cadeia epidemioldgica da prototecose
mamaria (COSTA et al., 1997). A veiculagdo por insetos ou roedores, ainda que baixa, deve ser
considerada na cadeia epidemioldgica de transmissdao (PORE et al., 1983).

As vacas podem ser fonte de transmissao de Prototheca spp., bem como os
equipamentos de ordenha nao higienizados corretamente, o que facilita a ocorréncia de surtos
no rebanho (COSTA et al., 1997; CORBELLINI et al., 2001). As espécies de Prototheca spp.
podem ser transmitidas entre animais da mesma forma que patdégenos contagiosos de origem
bacteriana (JANOSIL et al., 2001b; MILANOV et al., 2016).

Além da contaminag@o por contato com o ambiente ou equipamentos de ordenha, ha
varios fatores de risco associados a ocorréncia de mastite por Prototheca spp. Vacas multiparas,
ou que apresentam elevada média de CCS, tem maiores chances de apresentarem mastite
caudada por este patdégeno. Procedimentos de infusdes intramamarias com deficiéncia de
higiene, tratamento com antibidticos, e ndo utilizagdo do selante de tetos para vacas secas,
também sdo fatores que podem facilitar a ocorréncia de prototecose mamaria (PIEPER et al.,

2012).

3.4 CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME

Biofilmes sdo classicamente definidos como comunidades complexas e estruturadas,
formadas por microrganismos associados a superficies, bidtica ou abidtica, e envoltos de matriz
extracelular (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; VERT et al., 2012; LIAQAT,
2019).

A formagdo do biofilme possibilita a passagem dos microrganismos da forma de vida
planctonica para o modo de vida séssil, estado natural e predominante das bactérias (RABIN et
al., 2015). Dentre as espécies bacteriana, a maioria da populagdo pode exibir esse tipo de
formagao em algum estagio do ciclo de vida (LIAQAT, 2019). Os microrganismos no interior
do biofilme podem apresentar ciclos de vida coordenados, o qual confere inimeras vantagens.
Ainda, o biofilme possibilita a sobrevivéncia em ambientes dindmicos € com baixa oferta de
nutrientes, resisténcia aos antimicrobianos, armazenamento de enzimas extracelulares, além de
protecdo fisica contra a dessecacdo (NADELL; XAVIER; FOSTER, 2009; FLEMMING et al.,
2016; LIAQAT, 2019).

A comunidade do biofilme pode ser composta de espécies homogéneas ou heterogéneas
(SATPATHY et al., 2016), correspondendo de 10 a 25% da massa total do biofilme, ao passo
que a matriz extracelular corresponde de 75 a 90% da massa final (FLEMMING;
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WINGENDER, 2010). A matriz ¢ formada principalmente por agua (cerca de 97%);
componentes soluveis (polissacarideos, DNA extracelular, e proteinas) e componentes
insoluveis (amiloides, celulose, e algumas adesinas especificas) (FLEMMING; NEU;
WOZNIAK, 2007; FLEMMING; WINGENDER, 2010; HOBLEY et al., 2015). A presenca de
poros e canais compdem um sistema de circulacdo rudimentar que facilita o transporte de
liquidos e nutrientes (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

O processo de formagao de biofilme ¢ composto de cinco estagios. Como pré-requisito
¢ necessario que os microrganismos se aproximem o suficiente da superficie alvo. A uma
distancia de 10 a 20 nandmetros, as for¢as atrativas de interagdes de Van der Walls superam as
forcas repulsivas da superficie, e ocorre a adesdao, embora ainda reversivel (PALMER; FLINT;
BROOKS, 2007). A segunda etapa ¢ a transi¢cdo para a fase irreversivel. Adesinas especificas,
pili e fimbrias, interagem com a superficie e juntamente de polimeros extracelulares secretados
pelo proprio microrganismo fixam a bactéria no substrato (STOODLEY et al., 2002).

Decorrido a imobilizagdo permanente das células, a terceira etapa se inicia com o
desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme, por meio de secrecao de matriz extracelular.
Na quarta etapa, com o biofilme ja em estagio avancado, ocorre a formagdo de colonias no
interior do biofilme, e as bactérias se estratificam de acordo com seu metabolismo ¢ tolerancia
a oxigénio e pH (RABIN et al.,, 2015). Concomitantemente, substancias poliméricas sao
secretadas, formando novas estruturas como canais € poros que irdo possibilitar a entrada de
nutrientes e oxigénio, e a excre¢ao de metabolitos (STOODLEY et al., 2002; SATPATHY et
al., 2016).

Apo6s a maturacao do biofilme, ocorre a tltima etapa, caracterizada pela dispersdo. A
falta de nutrientes, a elevada competicdo e a superpopulacao sao fatores ligados a necessidade
de quebra do biofilme e dispersao dos microrganismos. A degradacao da matriz extracelular ¢
realizada por enzimas secretadas, possibilitando a dispersao de todo o biofilme ou apenas uma
parte. Esta etapa ¢ critica, pois a liberacdo das bactérias possibilita a formacao de biofilmes em
outros substratos (RABIN et al., 2015). A formacao de biofilme ¢ um processo que demanda
muita energia ¢ depende de fatores relacionados a presenca de nutrientes, sintese de material
extracelular, estresse e competicao (FLEMMING et al., 2016).

Bactérias no interior do biofilme podem ser 1000 vezes mais resistentes que as que
apresentam forma de vida livie (RASMUSSEN; GIVSKOV, 2006). O aumento da resisténcia
esta ligado a agdo conjunta dos organismos no interior do biofilme, protegao fisica, e produgao

de fatores de viruléncia (RABIN et al., 2015; SATPATHY et al., 2016).
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A matriz extracelular desempenha importante fung¢do por limitar a penetragdo de
antimicrobianos no biofilme (RABIN et al., 2015). A hip6tese € de que enzimas encontradas na
matriz inibam a a¢do dos antimicrobianos, reduzindo as concentragdes sub-letais aos
microrganismos (OUBEKKA et al., 2012). Outro importante fator ¢ o aumento da transferéncia
horizontal de genes de resisténcia, que ocorre facilmente devido a elevada densidade
populacional (FUX et al., 2005).

Células microbianas no interior do biofilme possuem taxa de multoplicacdo reduzida
devido a baixa disponibilidade de nutrientes e oxigénio. Consequentemente, esses
microrganismos possuem metabolismo lento e com baixa taxa de divisdo, tornando-os
resistentes a antimicrobianos que possuem como alvo células em divisdo, como ¢ o caso dos
antibioticos B-lactaimicos (ASHBY et al., 1994).

As bombas de efluxo também desempenham acdo na resisténcia da alga aos
antimicrobianos. Permitem que os microrganismos bombeiem para fora da célula toxinas e
antimicrobianos presentes no meio intracelular. Bactérias planctonicas também apresentam
genes para expressao das bombas de efluxo embora, no biofilme, esses genes sdo expressos em
excesso, contribuindo para o aumento da resisténcia (RABIN et al., 2015).

Na mastite, os microrganismos podem formar biofilme em varios substratos,
encontrados em equipamentos de ordenha, tanques de refrigeragdo (MARCHAND et al., 2012)
e at¢ mesmo no tecido mamario (GOMES; SAAVEDRA; HENRIQUES, 2016), o qual
representa o principal mecanismo de sobrevivéncia dos microrganismos no interior da glandula
mamaria Dessa forma, a capacidade de formar biofilmes resulta na diminui¢do da efetividade
dos antimicrobianos e, consequentemente, dificulta o tratamento de infec¢des persistentes e a
redugdo do risco de transmissaio (MELCHIOR; VAARKAMP; FINK-GREMMELS, 2006;
GOMES; SAAVEDRA; HENRIQUES, 2016).

Dentre as espécies de microrganismos causadores de mastite que possuem elevada
capacidade de formacdo de biofilme, destacam-se: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
(SCHONBORN et al., 2017); Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis € Streptococcus
dysgalactiae (KACZOREK et al., 2017); Staphylococcus aureus (NOTCOVICH et al., 2018) e
espécies de Sthaphylococcus ndo-aureus.

Biofilmes s3o frequentemente associados a infec¢des cronicas, e portanto,
desempenhem papel importante em mastites causadas por Prototheca spp. Entretanto, poucos
estudos comprovaram que isolados de Prototheca spp. oriundos de casos de mastite possuem a

capacidade de formacao de biofilme (GONCALVES et al., 2015; KWIECINSKI, 2015;
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MORANDI et al., 2016). Certamente, esse fator de viruléncia confere vantagens para
Prototheca spp. em seu ambiente natural (PORE et al., 1983) bem como durante a infecgdo

intramamaria (KWIECINSKI, 2015).

3.5 ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES

O uso de antissépticos e desinfetantes eficazes para manter a higiene no ambiente e dos
equipamentos de ordenha sdo de fundamental importancia para a prevengdo e controle da
mastite bovina (SKOWRON et al., 2019). A imersao dos tetos em solu¢des contendo cloro,
clorexidina ou iodo antes e ap6s a ordenha objetiva diminuir a exposicdo dos tetos aos
microrganismos patogénicos, tanto de origem ambiental quanto de origem contagiosa
(RIBEIRO et al., 2016).

Os desinfetantes tém por objetivo a eliminacdo dos microrganismos de superficies
inanimadas, ja os antissépticos atuam sobre superficies vivas. De forma geral, o modo desses
antimicrobianos esta ligado ao bloqueio do desenvolvimento dos microrganismos. Dessa forma,
os antissépticos podem atuar na inibi¢ao da multiplicacdo, bem como na desnaturacao de
proteinas e enzimas presentes na estrutura celular. Ja os desinfetantes, podem atuar de forma
semelhante que os antissépticos, entretanto, podem inativar formas vegetativas dos
microrganismos (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

Dentre os antissépticos comumente utilizados para desinfec¢do de tetos, podemos
destacar clorexidina, iodo e hipoclorito de sodio. A clorexidina ¢ um composto pertencente ao
grupo das biguanidas, que apresenta elevada ag¢do antimicrobiana com efeito prolongado. O
principal alvo da clorexidina ¢ o citoplasma do microrganismo (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). Apesar do grande espectro de agdo, sua efetividade ¢ dependente do pH e diminui na
presenga de matéria organica (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). No Brasil, a clorexidina ¢é
utilizada na desinfec¢@o antes e apos a ordenha, em concentragdes a partir de 0,3% (SANTOS;
FONSECA, 2019). Melville et al. (2003) demonstraram que isolados de P. zopfii apresentaram
sensibilidade a clorexidina em concentragao de 0,01%. Apds o contato com a clorexidina,
isolados apresentaram elevada degradagdo das organelas presentes no citoplasma (MELVILLE
et al., 2003).

Devido a baixa citotoxicidade e a elevada capacidade antimicrobiana, iodopovidona
(iodo-pvp) pode ser uma alternativa para a desinfeccdo dos tetos no ambiente de ordenha
(ZHANG et al., 2021). O iodo-pvp pertencente ao grupo dos iodoforos, complexo formado por
iodo e um agente carreador solubilizante, a polivinilpirrolidona, que atua como um reservatdrio

de iodo ativo (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Dessa forma, apos a dilui¢do em solugdo
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aquosa, os teores de iodo livre crescem a medida que sdo liberados do complexo iodo-pvp
(LEPELLETIER et al., 2020). O iodo-pvp apresenta elevado espectro de acdo contra
microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos, fungos e protozoarios. Esta elevada
capacidade antimicrobiana esté relacionada com o modo de acdo, que consiste na interiorizagao
celular seguido de oxidacdo de proteinas, nucleotideos e acidos graxos importantes para a
manuten¢do celular (LEPELLETIER et al., 2020).

O hipoclorito de sédio (NaCLO) ¢ um dos antimicrobianos mais utilizados para a
desinfeccao antes e apos a ordenha em rebanhos leiteiros. Essa ampla utilizacdo reflete a
facilidade de acesso aliado ao baixo custo (TOLEDO BACH et al., 2019). Em um ambiente
aquoso, o NaCLO da origem a Na" e CLO", precursor de HCLO (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). A concentragdo recomendada para NaCLO ¢ de 2%, contudo, resultados satisfatorios
podem ser obtidos ao utilizar cloro 0,5% (SANTOS; FONSECA, 2019). A capacidade
antimicrobiana do NaCLO pode estar relacionado a diferentes mecanismos de acdo, desde
quebra da parede celular, at¢ na inibicdo de enzimas de essenciais e danos ao DNA
(FUKUZAKI, 2006).

Ainda em relacdo ao grupo dos clorados, o dicloroisocianurato de sédio (NaDCC) ¢
bastante utilizado para a desinfeccdo de equipamentos e utilizacdo na industria de alimentos
(CHAN et al., 2020). Assim como NaCLO, o NaDCC tem como principio ativo a formagdo de
acido hipocloroso (HCLO). Contudo, no caso do NaDCC, a forma¢ao de HCLO ¢ mediada por
moléculas de cianurato. Dessa forma, parte residual ainda permanece ligado ao NaDCC, o que
permite manter as elevadas concentragdes de HCLO e ser menos susceptivel a inativagdo por
matéria organica (MCDONNELL; RUSSELL, 1999; CHAN et al., 2020). Assim como no
NaCLO, ap6s a liberagdo, o HCLO atua na degradagdo da parede celular do microrganismo
(KURIAN; BOLLA; DAMARAIJU, 2012). NaDCC em concentracdes >500 pg/ml foi eficaz
para o controle de S. aureus isolados de masitte (LEITE et al., 2021). Nao hé relatos do uso de

NaDCC para controle de Prototheca spp.

3.6 POLIHEXAMETILENO BIGUANIDA

Polihexametileno biguanida (PHMB) ¢é um polimero sintético catidnico que possui
efeito antimicrobiano (CHINDERA et al., 2016; KAMARUZZAMAN et al., 2018),
amplamente utilizado como antisséptico e desinfetante (FJELD; LINGAAS, 2016;
KAMARUZZAMAN et al, 2017). O PHMB ¢ constituido por repetidos grupos de

hexametileno hidrofobicos intercalados por segmentos de biguanida hidrofilica, resultando em
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uma estrutura cationica e anfipatica (CHINDERA et al., 2016; FJELD; LINGAAS, 2016;
KAMARUZZAMAN et al., 2018). A estrutura deste composto ¢ semelhante a peptideos
antimicrobianos (PAMs) produzidos por células como queratdcitos e neutrofilos. Estudos
demonstram que a PHMB adentra as células bacterianas de maneira semelhante aos PAMs
(BUTCHER, 2012; KRAMER et al., 2019).

O PHMB ¢ utilizado ha mais de 60 anos em grande variedade de aplica¢des, como
desinfetantes de piscinas, conservantes em cosméticos, solugdes para lentes de contato € no uso
em bandagens para tratamento de feridas, com comprovada eficacia na redu¢ao da carga dos
microrganismos causadores da infeccdo (MOORE; GRAY, 2007; GRAY et al., 2010;
BUTCHER, 2012; WESSELS; INGMER, 2013).

Devido a interacdo com fosfolipidios, o PHMB possui amplo espectro de agdo, que
inclui fungos (MESSICK et al., 1999), protozoarios (FIRDESSA et al., 2015), e bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, que possuem capacidade de produgdo de biofilme e
esporulacdo (HUBNER; KRAMER, 2010; KAMARUZZAMAN et al., 2017). Foi descrito que
o PHMB possui elevada eficacia contra patogenos intracelulares, como por exemplo, cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (KAMARUZZAMAN; FIRDESSA; GOOD,
2016; KAMARUZZAMAN et al., 2018).

As atividades antimicrobianas do PHMB incluem diferentes mecanismos, tais como a
atuacdo na membrana do patdégeno, levando ao aumento da fluidez, permeabilidade e perda de
integridade celular (HUBNER; KRAMER, 2010), sendo que, o dano a membrana
citoplasmatica provocado pelo PHMB ¢ inespecifico, imediato e irreversivel (WESSELS;
INGMER, 2013). Um dos modos de agio da PHMB consiste na interacdo dos grupos biguanida
presentes no polimero, com lipopolissacarideos e peptidoglicanos presentes na parede celular
bacteriana. Essa interagdo faz com que ocorra o deslocamento do cation Ca?’, provocando
desestabilizacdo da membrana e consequentemente, extravasamento do conteudo celular. O
grupo hexametileno também atua na desestabilizagdo da membrana celular, por meio da
interagdo com os fosfolipidios, o que causa separagdo de fases e perturbagdo da distribui¢ao
aleatoria dos lipidios, além de desestabilizagdo da bicamada fosfolipidica (WESSELS;
INGMER, 2013; KAMARUZZAMAN et al., 2017).

Recentemente, foi descrito segundo modo de agdo da PHMB, sobre o material genético
de microrganismos. O PHMB possui capacidade de adentrar as células bacterianas e condensar
seletivamente os cromossomos por meio de ligacdo direta com o DNA (CHINDERA et al.,

2016). Esta afinidade pelo DNA apresentada pela PHMB pode ser explicada pela interagao
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entre a carga negativa das moléculas de fosfato, presentes no DNA, e a carga catidnica do
PHMB (FIRDESSA et al., 2015).

Estudos descreveram a superioridade do PHMB em relagdo a outros antimicrobianos de
uso clinico. Foi relatado que o PHMB possui eficdcia antimicrobiana maior que a clorexidina
para o tratamento de feridas (HUBNER; KRAMER, 2010). O PHMB apresentou maior
atividade antibacteriana e baixa citotoxicidade quando comparado a outros antimicrobianos,
como clorexidina, iodo povidona, triclosan, prata e sulfadiazina (MULLER; KRAMER, 2008).

No quesito de citotoxicidade, o PHMB nao interfere em proteinas que compdem as
membranas celulares dos animais ndo afetando, dessa forma, a integridade das células animais
(BUTCHER, 2012). E praticamente atoxico, visto que so6 apresentou efeitos toxicos em
concentragcdes acima de 5 g/kg quando administrado oralmente em testes com roedores
(HUBNER; KRAMER, 2010). Kamaruzzaman et al. (2016) relataram que o indice de
toxicidade celular do PHMB foi de 19,7 mg/l, embora em concentracdes inferiores a 4 mg/L
foi capaz de inativar todos S. aureus no interior de queratdcitos. Outro estudo encontrou indices
de toxicidade celular do PHMB de 21 mg/l. Neste caso, o PHMB em concentragdes maximas
de 15 mg/l inativou todos os isolados de S. aureus (KAMARUZZAMAN et al., 2017).

Na mastite, foi demonstrado que o PHMB possui eficacia contra isolados de S. aureus
no interior de células Mac-T. Neste estudo, a atividade antimicrobiana do PHMB foi mais
eficiente quando comparada a atividade da enrofloxacina (KAMARUZZAMAN et al., 2017).
Adicionalmente, foi avaliada a eficacia do PHMB e enrofloxacina, para a quebra de biofilmes
(grande causa de resisténcia antimicrobiana na mastite). O PHMB apresentou maior eficiéncia
na quebra dos biofilmes, sendo responsavel pela redugcdo de 28 a 37% da massa total do
biofilme. Esta maior eficacia pode ter ocorrido devido a forte atracdo do PHMB as forcas
negativas do DNA (FIRDESSA et al., 2015), que no biofilme exercem importante fungdo de
adesdo ao substrato (FLEMMING et al., 2016).

3.7 CAPACIDADE DE RESISTENCIA DE PROTOTHECA SPP. AOS
ANTIMICROBIANOS

Ainda nao foram descritos protocolos de tratamento eficazes contra mastite causada por
Prototheca spp. Sendo assim, a avaliagdao in vivo e in vitro de antimicrobianos frente a
Prototheca spp. objetiva identificar compostos antimicrobianos com potencial de uso para o

tratamento ou para a desinfeccao dos equipamentos de ordenha.
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O uso de antissépticos e desinfetantes, principalmente iodo, clorexidina e hipoclorito de
sodio foi previamente avaliado em estudos in vitro contra isolados de Prototheca spp.
(MELVILLE et al., 2002; SALERNO et al., 2010; SOBUKAWA et al., 2011; KRUKOWSKI
et al., 2013; GONCALVES et al., 2015). Recentemente, foi proposto que a guanidina,
desinfetante similar a PHMB, pode ser usada para a limpeza dos equipamentos de ordenha ou
uso em solugdes para desinfec¢do antes e apds a ordenha. O efeito algicida em isolados de P.
zopfii foi observado em concentragdes entre 0,001% a 0,035% (ALVES et al., 2017).

As espécies de Prototheca geralmente nao respondem ao tratamento realizado com
antimicrobianos. Foi observado que isolados de Profotheca spp. apresentam resisténcia a
penicilina, ampicilina, amoxicilina e neomicina. Contudo, estudos in vitro relataram que
antimicrobianos como gentamicina, estreptomicina e amicacina apresentaram eficicia na
inibicao da microalga (LOPES et al., 2008; MORANDI et al., 2016; SHAHID et al., 2016)

A eficécia de antifungicos contra Prototheca spp. também foi avaliada, sendo observado
que estes microrganismos sdo resistentes ao fluconazol, itraconazol, clotrimazol, econazol e
miconazol. No entanto, posaconazol e cetoconazol mostraram efeito algicida in vitro (LOPES
et al., 2008; TORTORANO et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2012). Estudos sugerem que
nistatina e anfotericina B possuem eficacia contra isolados de P. zopfii e P. wickerhamii
(BUZZINI et al., 2004; MARQUES et al., 2006; LOPES et al., 2008; MORANDI et al., 2016).
A eficacia de anfotericina B foi demonstrada por Jagielski et al., (2012), evidenciando que este
composto apresenta maior eficiéncia contra isolados de P. ciferri do que contra isolados de P.
bovis.

Com relagdo aos compostos naturais, oleos essenciais (OE) extraidos de Melaleuca
alternifolia e Citrus bergamia foram eficientes in vitro contra isolados de Prototheca spp.
(TORTORANO et al., 2008), assim como o Oleos essenciais de Origanum majerana,
Origanum vulgare ¢ Thymus vulgaris (GRZESIAK et al., 2018). P. zopfii foi mais sensivel em
comparacgdo a P. blaschkeae quando submetida a acao do OE de Citrus paradis (NARDONI et
al., 2018). O extrato etandico de Aronia prunifolia também exibiu atividade algicida contra
isolados Prototheca (SUVAIDZIC et al., 2017).

Foi relatado que peptideos antimicrobianos como BMAP-28, Bac5 e o Peptideo
antimicrobiano mieloide bovino, quando em concentragdes minimas entre 0,5 uM a 4 uM
inibiram isolados de Prototheca spp., dos quais BMAP-28 mostrou ser o mais eficiente ao

inibir 80% dos isolados de P. wickerhamii em apenas 10 minutos (TOMASINSIG et al., 2012).
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Recentemente, foi avaliado a eficicia de nanoparticulas de prata contra isolados de
Prototheca spp. As nanoparticulas apresentaram elevada atividade algicida em concentragdes
entre 1 a 4 mg/L, bem abaixo das concentragdes em que a toxicidade nas células epiteliais
podiam ser observadas, mostrando ser potencial componente para o tratamento de infecgdes

causadas por Prototheca spp. (JAGIELSKI et al., 2018a).

3.8 METODOS DE IDENTIFICACAO DE PROTOTHECA SPP.

Classicamente, a identificacdo de Prototheca spp. ¢ baseada em cultura microbiologica
associada a observacdo de morfologia colonial, micromorfologia e atividade bioquimica
(TODD et al., 2018; JAGIELSKI et al., 2019a). Quando inoculado em agar-sangue, ¢ possivel
observar a presenca de coldnias apds 48-72 horas de incubagdo, com coloragdo branca ou
acinzentada, medindo cerca de 1-2 mm de didmetro, com superficie opaca ou granular, sem a
presenga de hemolise (MILANOV et al., 2016; TODD et al., 2018). Em 4gar Sabouraud, o
isolamento pode ser visivel apds 24 horas de incubag@o. As colonias sdo brancas ou amareladas,
com aparéncia cremosa, € se assemelham a de leveduras (JAGIELSKI; LAGNEAU, 2007).

A respeito do micromorfologia, P. wickerhamii ¢ caracterizada por possuir células
esféricas, medindo de 2,5 a 13 um de diametro, com arranjo simétrico dos endosporos. A
espécie P. bovis (P. zopfii gen. 2) possui células de formato globoso a elipsoidal, medindo cerca
de 9 a 15 um de didmetro, com arranjo assimétrico dos endésporos (JAGIELSKI; LAGNEAU,
2007; JAGIELSKI et al., 2019a). J4 as células de P. blaschkeae apresentam cerca de 15 pm de
diametro, com formato ovoide a globoso (ROESLER et al., 2006).

O método mais usado para diagnosticar isolados de Prototheca spp. oriundos de casos
de mastite ainda € a cultura microbiologica convencional. Este microrganismo ¢ isolado mais
lentamente que a grande maioria dos outros agentes etiolégicos da mastite, e culturas
microbioldgicas com 24 horas de incubagdo podem nao identificar a presencga do agente (TODD
etal., 2018).

Os métodos bioquimicos para identificagdo baseiam-se principalmente na capacidade
de metabolizag¢ao de fontes de carbono, como agucares e alcoois (TODD et al., 2018; KANO,
2019). P. blaschkeae ¢ capaz de utilizar glicose e galactose mas ndo sacarose e trealose
(ROESLER et al., 2006). P. wickerhamii é capaz de utilziar glicose, galactose e trealose mas
nao sacarose. A espécie P. bovis possui a capacidade de assimilagao de glicose, mas nao ¢ capaz
de utilizar galactose, trealose e sacarose (JAGIELSKI; LAGNEAU, 2007; JAGIELSKI et al.,

2019a). Estes testes bioquimicos sdo trabalhosos e demandam experiéncia, culminando em
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resultados frequentemente ambiguos e pouco reproduziveis (JAGIELSKI et al., 2018b).
Ademais, a principal desvantagem deste método de identificag@o ¢ o tempo de duragdo de mais
de trés dias (MILANOV et al., 2016).

Atualmente, métodos moleculares baseados em analises de DNA vém sendo
empregados para a identificagdo mais rapida e precisa de Prototheca spp. (JAGIELSKI et al.,
2018b). Os métodos mais comuns para a tipagem dos isolados incluem a PCR ou a técnica de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) com alvo no gene 18S rRNA, efetivo para
a diferenciagao de isolados de Prototheca spp. oriundos de mastite bovina (GAO et al., 2012).
Além de PCR, o gene 18s-rDNA pode ser alvo de sequenciamento na fragdo SSU (small-
subunit) ou fragdo LSU (large-subunit) (MARQUES et al., 2015).

Recentemente, Jagielski et al. (2018a) propuseram novo método para a identificagdo de
1solados de Prototheca causadores de doengas em humanos e animais. Este método utilizou o
gene mitocondrial cytb como novo marcador molecular. Com o uso do cyth foi possivel a
reclassificacdo e a proposicao de novas espécies de Prototheca spp. (JAGIELSKI et al., 2019a).

Apesar da rapidez no diagnéstico, métodos moleculares ainda apresentam elevado
custo, o que torna o uso pouco frequente na rotina diagnostica. Por outro lado, a espectrometria
de massas MALDI-TOF ¢ uma alternativa de alta acuracia e menor custo de consumiveis, que
tem sido utilizada com sucesso para a identificagdo rapida de bactérias causadoras de mastite.
Neste método, a identifica¢do da espécie do microrganismo ocorre pela correspondéncia entre
o espectro de proteinas ribossomais do microrganismo alvo e uma biblioteca contendo espectros
de referéncia de varios microrganismos presentes no software (FOURNIER et al., 2013; TODD
et al., 2018).

Estudos prévios utilizaram a abordagem da protedmica para identificacdo de microalgas
(AHRHOLDT et al., 2012; BARBANO et al., 2015; MASUDA et al., 2016). Por meio da
MALDI-TOF MS, Ahrhold et al. (2012) diferenciaram de forma rapida e precisa, espécies e
gendtipos de Prototheca spp. oriundos de infeccdes em cdes, humanos e bovinos.
Recentemente, essa técnica foi utilizada para identificagdo de isolados provenientes de
amostras de leite de vacas com mastite (PARK et al., 2019).

Apesar da rapidez e assertividade, a MALDI-TOF ainda apresenta limitagdes para a
identificacdo de Prototheca spp. Embora haja grande variedade de espectros de microrganismos
incluidos na biblioteca do software de identificacdo (Biotyper, Bruker Daltonics), até o
momento, o unico espectro de referéncia de Prototheca spp. inserido no banco de dados ¢ de P.

wickerhamii (TODD et al., 2018). Logo, para o uso da técnica de MALDI-TOF para
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identificacdo das demais espécies de Profotheca causadoras de mastite (P. bovis e P.
blaschkeae) ¢ necessario a inclusdo de novos espectros de referéncia no banco de dados do
software.

Outro ponto importante, ¢ que devido a técnica de MALDI-TOF MS ter sido
desenvolvida incialmente para a identifica¢do de bactérias, o processo de extracao de proteinas
ribossomais necessita de otimizagdo para uso na identificacdo de microalgas. A maior
dificuldade de extragdo de proteinas ribossomais de Prototheca spp. € justificada pela diferenca
entre a composi¢ao da parede celular das microalgas quando comparado com as bactérias (VON

BERGEN et al., 2009).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (n® 7769040320).

4.2 OBTENCAO E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS E CEPAS DE REFERENCIA

Um total de 87 isolados de Prototheca spp. provenientes de amostras de leite submetidas
a identificacdo microbiologica no Laboratdrio Qualileite FMVZ — USP foram selecionados para
este estudo com base em amostragem nao probabilistica (e.g., conveniéncia).

Para o isolamento primario, foi seguido o protocolo proposto pelo NMC (2017).
Brevemente, com o uso de alga de platina calibrada, 10 pl de leite foram estriados em placas de
agar sangue contendo 5% de sangue bovino. As placas foram incubadas durante 48 horas a
37°C em aerobiose, com leituras apds 24 e 48 horas para observacdes de morfologia colonial,
e micromorfologia. Os isolados foram identificados pelos testes de catalase, hidroxido de
potassio e coloracdo de Gram. Colonias que apresentaram tonalidade branco-acinzentadas,
aspecto opaco, didmetro de 1 a 2 milimetros, bordas irregulares com elevagao central e células
ovais foram identificadas de forma presuntiva como Prototheca spp. Os isolados foram
mantidos refrigerados (-4°C) em meio Sabouraud dextrose (Kasvi, Brasil) para as posteriores
analises.

Cepas de referéncia das espécies P. ciferrii (anteriormente P. zopfii gen. 1) — RZI-3; P.

bovis (anteriormente P. zopfii gen. 2) — LZ-5; e P. blaschkeae — RZIII-3 foram utilizadas para
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controle positivo das analises de MALDI-TOF MS, PCR, biofilme e determinacao do perfil de

sensibilidade aos desinfetantes.

4.3 IDENTIFICACAO POR MALDI-TOF MS

4.3.1 Protocolo de extracao de proteinas ribossomais

O procedimento de extracdo de proteinas ribossomais e identificacdo dos isolados de
Prototheca spp. por MALDI-TOF MS foi realizado conforme descrito por Fidelis et al. (2021).
De forma resumida, os isolados foram incubados em agar Sabouraud a 37° por 24 horas. Trés
colonias foram dissolvidas em 300 pl de 4gua Milli-Q autoclavada seguido de adigao de 900 pl
de etanol 100%, e vortexizagdo por 1 min. Apods incubagdo durante 10 min a temperatura
ambiente, a solu¢do foi submetida a dois ciclos de centrifugacdo (Mikro 200r, Hettich,
Alemanha) por 2 min, em velocidade de 13709 g. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado por meio da inversao do tubo, seguido de secagem em temperatura ambiente. O
pellet resultante foi submetido a dois ciclos de lavagem, composto por ressuspensdo em 1 ml
de agua Milli-Q autoclavada, seguido de centrifugac¢do a 13709 g por 2 min, com descarte do
sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 50ul de solucdo de 4cido férmico a 70%, seguido
de homogeneizagdo em vortex por 1 min e posterior incubacao por 10 min em temperatura
ambiente. Logo em seguida, foi adicionado 50 pl de acetonitrila 100%, seguido de uma etapa
de homogeneiza¢do de 1 min, e descanso por 5 min. A solugdo contendo os isolados foi
novamente centrifugada a 13709 g por 5 min, e o sobrenadante foi transferido para tubos
eppendorf contendo 30 pg de beads de zirconia.

As amostras foram submetidas a acdo de disruptor celular (Loccus, Cotia, Brasil) por 5
ciclos de 1 min, a 4000 RPM. Apds nova etapa de centrifugagdo a 13709 g por 5 min, 1 pl de
cada isolado foi pipetado em triplicata na placa de aco (MSP 96 Target polished steel, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), seguido de adicao de 1ul de solugao matriz composta por acido
a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA; Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), e posterior

secagem em temperatura ambiente.

4.3.2 Obten¢ao dos espectros

A obtencao dos espectros de massa de isolados de Prototheca spp. foi feita de acordo com
o recomendado pelo fabricante (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a calibragcdo do

MALDI-TOF MS foi utilizado solu¢do de proteina padrdo (Bacterial Test Standard, BTS;
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Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A soluc¢do padrao foi aplicada na placa de aco (MSP 96
Target polished steel, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) juntamente com a adi¢do de
controle negativo formado por acido féormico e matriz.

A obtencdo dos espectros foi realizada no equipamento Microflex LT/SH (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha) via fun¢do manual pelo software FlexControl 3.4 (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha). A faixa de espectros utilizadas para a analise foi entre 2.000 a
20.000 m/z. Os seguintes parametros foram configurados no equipamento: fonte de ions 1
ajustada para 20,0 kV; fonte de ions 2 ajustada para 18,2 kV e lente ajustada para 6,0 kV.

Para a geracdo dos espectros foram incididos duzentos e quarenta disparos a laser para
cada isolado. Dessa forma, o software FlexControl 3.4 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha)
gerou os espectros através do conjunto de picos de proteinas ribossomais. A seguir 0os espectros
dos isolados Prototheca spp. foram comparados aos espectros de referéncia com o uso do

MALDI Biotyper 4.1.70 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha).

4.3.3 Construcao da biblioteca contendo os espectros de referéncia

A construgdo de biblioteca de espectros de referéncia de Prototheca spp. foi realizada
seguindo as recomendagdes do fabricante (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para isso,
trés cepas de referéncia de espécies de Prototheca spp. (P. ciferrii - RZI-3; P. bovis — LZ-5; e
P. blaschkeae — RZIII-3) foram submetidas a extragdo de proteinas ribossomais, conforme
descrito anteriormente. O extrato das proteinas ribossomais de cada isolado foi aplicado 30
vezes na placa de aco, seguido de 1pl de solu¢do matriz HCCA para obtengdo dos espectros,
que foram capturados pelo software FlexControl 3.4 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha) no
modo automatico, seguido da corre¢ao da linha de base (algoritmo TopHat) e suavizagao dos
picos (algoritmo Savitzky Golay) no software FlexAnalisys (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha).

Os espectros foram submetidos a uma etapa de avaliacao de qualidade. Primeiramente
foram deletados os espectros que apresentavam apenas ruidos de linha de base e os espectros
que continham anormalidades, como picos “outliers”: picos de massa que apresentaram uma
diferenga de 500 ppm em relacdo a posi¢cdo média dos demais foram excluidos. Previamente a
criacdo do MSP, os espectros de massa foram correlacionados com as entradas ja existentes na
biblioteca local. A fim de avaliar a similaridade entre os espectros de uma mesma cepa, € entre

cepas diferentes, foi gerado uma matriz de correlacdo, semelhante ao método utilizado por
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Murugaiyan et al. (2018). Em seguida, foram criados os MSPs (Main Spectral Library) de cada

cepa de referéncia e inseridos na biblioteca local do software Biotyper.

4.3.4 Identificacdo de Prototheca spp. por MALDI-TOF MS

ApOs a criagdo da biblioteca local, isolados de Prototheca spp. de casos de mastite (n =
87) foram submetidos a identificagdo microbiologica por MALDI-TOF MS. Para isso, os
isolados foram reinoculados em agar Sabouraud e incubados por 48 horas a 37°C. A seguir, os
isolados foram submetidos ao protocolo de extragdo de proteinas ribossomais e captacido dos
espectros previamente descritos. A identificacdo dos isolados foi realizada em triplicata pelo
software MALDI Biotyper 4.1.70 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), contendo os
espectros de referéncia previamente inseridos na biblioteca local. Escores > 1,7 foram
considerados confidveis para identificagdo de género e escores > 2,0 foram considerados

confidveis para identificagdao de género e espécie.
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4.4 IDENTIFICACAO DE PROTOTHECA SPP. POR PCR

4.4.1 Extraciao do DNA
Para a avaliagdo dos resultados obtidos por MALDI-TOF MS, foi utilizado como

método referéncia a identificacao por meio de PCR do gene 18S rDNA. A extracdo do DNA
foi realizada pelo kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Wisconsin, Estados
Unidos) seguindo as recomendagdes do fabricante. Previamente, os isolados foram submetidos
a uma etapa de disrup¢do celular por beads de zirconia. Para isso, 3 colOnias frescas de cada
isolado foram transferidas para tubos eppendorf de 1,5 ml contendo 3 beads de zirconia e 1 ml
de 4gua Milli-Q autoclavada. A solugao foi submetida a disrupg¢ao celular por 5 ciclos de 1 min
a 4000 RPM em um disruptor celular (Loccus, Cotia, Brasil).

A solugdo foi transferida para um novo tubo eppendorf de 1,5 ml e submetida a etapa
de centrifugacdo a 16.089 g por 2 min, seguido de descarte do sobrenadante. O pellet resultante
foi ressuspendido em 250 ul de solucao de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Accuris
QuickSilver, Edison, Estados Unidos) seguido de homogeneizagdo em vortex por 1 min. Em
seguida, foram adicionados 50 pl de lisozima (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) e
homogeneizado 5 vezes com o auxilio da pipeta. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 60 min para a quebra da parede celular, e entdo submetidas a nova etapa de
centrifugacdo a 16.089 g por 2 min, seguido de descarte do sobrenadante. Em seguida, foi
adicionado 300 pl de Nuclei Lysis Solution seguido de incubag¢do a 80°C por 5 min.
Posteriormente, foi adicionado 100 pl de Protein Precipitation Solution e homogeneizado com
auxilio de voértex por 20 segundos. As amostras foram incubadas em gelo por um periodo de 5
min.

Apos a etapa de incubagdo em gelo, as amostras foram submetidas uma etapa de
centrifugacdo a 16.089 g por 3 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
eppendorf contendo 300 pl de alcool isopropilico 100%. Os tubos foram homogeneizados por
inversao até a formacao de uma massa visivel. Em seguida, as amostras foram submetidas a
uma etapa de centrifugagdo a 16.089 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os
tubos foram mantidos invertidos em papel absorvente por 15 min. Em seguida, foram
adicionados 300 pl de alcool etilico 70% seguido de homogeneizagdo por inversdo do tubo para

a lavagem do pellet, seguido de uma nova etapa de centrifugagdo. O alcool etilico foi removido
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e os tubos foram mantidos invertidos em papel absorvente por 15 min em temperatura ambiente.
Apos a secagem o pellet foi ressuspendido em 50 pl de DNA Rehydration Solution previamente
aquecido a 37°C. A seguir as amostras foram incubadas a 65°C por 60 min. Periodicamente a
solucdao foi homogeneizada por inversao do tubo. O DNA extraido foi mantido congelado (-

8°C) para as posteriores analises.

4.4.2 Purificagao do DNA
As amostras de DNA dos isolados de Prototheca spp. obtidos apos a etapa de extragao

foram submetidos a uma etapa de purificacdo, a fim de retirar quaisquer resquicios de impureza
presentes na amostra. Para isso, foi utilizado o kit Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Indianapolis, Estados Unidos) seguindo as orientacdes do fabricante. Brevemente, 15 ul do
DNA alvo e 27 ul do reagente Agencourt AMPure XP foram adicionados em tubo eppendorf
de 1,5 ml. A solucao foi homogeneizada por 10 vezes, com auxilio de pipeta. Em seguida, a
solucdo foi mantida em temperatura ambiente por 5 min, e em sequéncia submetida a rack
magnética por 2 min. Apds a aglomeracdo das pérolas magnéticas, o sobrenadante foi
descartado. O pellet resultante foi submetido a duas etapas de lavagem que consistiram na
adicdo e retirada de 200 pl de alcool etilico 80%, seguido de secagem em temperatura ambiente
por 10 min. Apds o periodo de secagem o pellet foi ressuspendido em 30 ul de agua nuclease-
free e incubado em temperatura ambiente por 2 min. A solugdo foi submetida novamente a
descanso na rack magnética por 2 min. Apds a aglomeragdo das esferas magnéticas o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O DNA purificado foi conservado congelado

a uma temperatura de -8°C para as posteriores analises.

4.4.3 Reacio em cadeia de polimerase (PCR)
A realizagdo da PCR foi realizada conforme descrito em Ahrholdt et al (2012) ¢

Jagielsky et al. (2011). Os primers especificos utilizados foram: Proto 18-4/f (5'-
GACATGGCGAGGATTGACAGA-3") e PZ GTl/r (5'-GCCAAGGCCCCCCGAAG-3') para
identificacdo de P. ciferri (comprimento final de amplificacdo de 150 pb); Proto 18-4/f e
PZGTIl/r (5'-GTCGGCGGGGCAAAAGC-3'") para identificacdo de P. bovis (comprimento
final de amplificacdo de 165 pb); IK/f (5'-CAGGGTTCGATTCCGGAGAG-3") e GTII/r (5'-
GTTGGCCCGGCATCGCT-3") para identificagdo de P. blaschkeae (comprimento final de
amplificacao de 126 pb). Para o controle da amplificag¢do interna para P. ciferri e P. bovis, foi
utilizado o primer Proto 18-4/f e 18-4/r (5-AGCACACCCAATCGGTAGGA-3') com

comprimento final de amplifica¢do de 450 pb. Ja para P. blaschkeae o controle de amplificagao
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interna foi formado pelo primer IK/f e IK/r (5-GAATTACCGCGGCTGCTGG-3') com
comprimento final de amplificacdo de 213 pb.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas com volume final de 25 pl contendo: 12,5 ul
de GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) 0,5 pl de cada primer
(10 uM); 6 pul de dgua nuclease-free; e 5 ul do DNA alvo (10 ng). A amplificagdo do DNA foi
realizada em termociclador (Maxigen II, Axygen, Estados Unidos). As rea¢des de PCR para P.
bovis e P. ciferri foram realizadas com as seguintes configuracdes: etapa inicial de desnaturagao
a 95°C por 5 min; 37 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 40 segundos a 72°C;
decorrido de uma extensao final a 72°C durante 4 min. A rea¢do de PCR para P. blaschkeae
teve a seguinte configuracgdo: etapa inicial de desnaturagdo a 95°C durante 5 min; 37 ciclos de
30 segundos a 95°C, 30 segundos a 63°C e 40 segundos a 72°C; seguido de uma extensao final
de 72°C durante 4 min. Como controle positivo da reagao de PCR foi utilizado o DNA obtido
das cepas genotipadas de P. ciferri, P. bovis e P. blaschkeae. Para controle negativo da reagao

foi utilizado agua nuclease-free.

4.4.4 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos da reacdo de PCR foram visualizados por meio de eletroforese em gel de

agarose. Inicialmente, 0,3 pl de GelRed (Biotium, Fremont, Estados Unidos) foram adicionados
em 5 pl do produto amplificado, seguido de homogeneizacdo com auxilio de pipeta. Em
seguida, a solugdo foi aplicada em gel de agarose a 1% (Bio Basic, Markham, Canadd)
submerso em solugdo tampao composta por 1 X Tris-Borato EDTA (TBE; Accuris QuickSilver,
Edison, Estados Unidos). As imagens do gel foram obtidas sob luz ultravioleta, com uso de foto
documentador (Syngene, Cambridge, Reino Unido). Para avaliar o tamanho especifico das
bandas de DNA foi utilizado um marcador molecular de 100bp (Promega, Wisconsin, Estados

Unidos).

4.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME

A capacidade de formagao de biofilme de isolados de Prototheca spp. foi determinada de
acordo com o protocolo utilizado por Gongalves et al., (2015) com modificagdes. Os isolados
foram previamente inoculados em placas contendo meio Sabouraud e incubados a 37°C por 48
horas. Decorrido o tempo de incubagdo, cada isolado foi ressuspendido em Trypticase Soy
Broth (TSB; Kasvi, Sdo José¢ dos Pinhais, Brasil) suplementado com 0,6% de extrato de
levedura (Kasvi, S@o José dos Pinhais, Brasil) e incubado em estufa bacteriologica a 37°C por

48 horas. A seguir os isolados foram padronizados a 0,5 na escala de McFarland (10° ufc/ml),



45

e aliquotas de 200 pL de cada isolado foram transferidas em triplicata para microplacas estéreis
de polietileno com 96 pogos de fundo chato, seguido de incubacdo em estufa bacteriologica, a
37°C por 24 horas sem agitacdo. O controle de esterilidade foi feito em triplicata com pogos
contendo 200 pL de caldo TSB suplementado com 0,6% de extrato de levedura. Para controle
positivo foi utilizado a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. A capacidade de formacao
de biofilme das cepas de referéncia de Prototheca ciferrii (RZI-3), Prototheca bovis (LZ-5) e
Prototheca blaschkeae (RZII1-3) também foi avaliada.

Decorrido o tempo de incubagdo, o meio de cultura foi aspirado com auxilio de pipeta, e
as microplacas foram lavadas duas vezes com 200 pL de dgua MilliQ estéril. Em seguida, o
biofilme foi fixado por temperatura a 60°C por 2 horas em estufa bacterioldgica. Apos a etapa
de fixagdo, foi adicionado 250 pL de cristal violeta 0,1% em cada pogo da microplaca, seguido
de incubagdo em temperatura ambiente por 15 min para a coloracdo do biofilme. A seguir, o
cristal violeta foi totalmente removido dos pocos com auxilio de uma pipeta. O biofilme foi
submetido a uma nova etapa de lavagem com adicao de 200 pL de agua MilliQ estéril, seguido
de secagem em temperatura ambiente por 1 hora. Para a ressubilizagdo do biofilme foi
adicionado 250 pL de acido acético glacial 33%.

A producdo de biofilme nas microplacas foi mensurada utilizando um leitor de ELISA
em comprimento de onda de 620 nm. Os resultados foram expressos em densidade 6tica (D.O).
A média da densidade dtica do isolado foi comparada com a média da densidade 6tica do
controle negativo (DOcn). Dessa forma, a capacidade de formagao de biofilme foi classificada
em trés categorias: fraca (DOcn< DO <2 x DOcn), moderada (2 x DOcn< DO <4 x DOcn), ou
forte (OD >4 x ODcn) (STEPANOVIC et al., 2003).

4.6 DETERMINACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

O perfil de resisténcia a antimicrobianos foi determinado pela técnica de CIM e CAM.
Para isso, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de polietileno com
96 pogos de fundo chato. Como ndo existem diretrizes para a realizacdo de testes de
sensibilidade a antimicrobianos de Prototheca spp., o método de microdiluicdo em caldo foi
realizado com modificagdes, seguindo o documento M27-A4 do Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI 2017) como método de referéncia para o teste de suscetibilidade de
leveduras. Foram utilizados cinco principios de antimicrobianos: Iodo povidona (PVP-I;
Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), gluconato clorexidina (CHG; Polyorganic
Tecnologia, Sao Paulo, Brasil), hipoclorito de sdédio (NaCLO; Rioquimica, Sao José do Rio

Preto, Brasil), dicloroisocianurato de sodio (NaDCC; Merck Sharp and Dohme, Nova Jersey,
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Estados Unidos) e polihexametileno biguanida (PHMB; Polyorganic Tecnologia, Sdo Paulo,
Brasil).

Para a preparagdo das microplacas, os desinfetantes testados foram preparados em
concentracdo 2 vezes maior que a concentragao inicial a ser analisada, e entdo foram aplicados
em duplicata na primeira coluna da microplaca, seguido de adi¢ao de Brain heart infusion (BHI;
Kasvi, Brasil) para completar o volume de 200 pl em cada pogo. Dessa forma, os desinfetantes
foram adicionados nas seguintes concentragdes: PVP-I (6400 ug/ml); NaDCC (2800 pg/ml);
NaCLO (5600 pg/ml); CHG (64 ng/ml) e PHMB (64 pg/ml). Nas demais colunas da microplaca
foram adicionados 100 pl de caldo BHI. Para realizar a dilui¢do seriada dos antimicrobianos,
foram transferidos 100 pl da primeira coluna para a coluna adjacente, e assim sucessivamente
até a penultima coluna da microplaca. A faixa de concentracdo final ja com a presenca do
inoculo foi a seguinte: a) PVP-1: 3200 — 3,125 pg/ml; b) CHG: 32 - 0,031 ug/ml; ¢) NaCLO:
2800 — 2,734 pg/ml; d) NaDCC: 1400 — 1,367 pg/ml; e) PHMB: 32 - 0,031 pg/ml.

Para o preparo dos indculos, 87 isolados previamente identificados como Prototheca
spp. foram inoculados em caldo BHI e incubados por 48 horas a 37°C. Em seguida, os isolados
foram padronizados a 0,5 McFarland (1,0-5,0 x 10° ufc/ml) em solugio salina estéril a 0,9%
com auxilio de turbidimetro (McFarland densitometer, Biosan). Apds a etapa de padronizacao,
os isolados foram diluidos na propor¢ao 1:50 e novamente na propor¢ao 1: 20 em caldo BHIL

Aliquotas de 100 pl de cada isolado foram adicionadas as microplacas previamente
preparadas com os antimicrobianos, resultando na propor¢cdo de 1:1 de indculo e
antimicrobiano. Dessa forma, a concentracao final dos isolados em cada poco foi de 0,5-2,0 x
103 ufc/ml. Na tltima coluna da microplaca foi incluido o controle positivo de isolamento
microbiano, composto de 100 pl de indculo de Prototheca spp. juntamente de caldo BHI. O
controle de esterilidade das microplacas foi realizado com a adi¢ao de 200 ul de TSB estéril.
As microplacas foram homogeneizadas com auxilio de mesa agitadora (Quimis, Brasil) por 10
min a 200 RPM em temperatura ambiente, seguido de incubagdo a 37°C por 48 horas. Os
valores de CIM foram determinados pela menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
visual do isolado na microplaca. Para cada antimicrobiano, foram determinados os valores de
CIMs0 e CIMoo, 0 qual corresponde a concentragdo necessaria para inibir o crescimento de 50%
e 90% dos isolados, respectivamente.

Para avaliacdo da CAM, aliquotas de 20 pl foram retiradas de pogos em que nao houve
crescimento visivel, e foram inoculadas em agar Sabouraud seguido de incubagao a 37° por 48

horas. A CAMso e CAMy foi determinada pela concentragdo minima capaz de inativar
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totalmente a populacdo de Prototheca spp., a qual foi determinada pela auséncia de isolamento

microbiano visivel em meio de cultura.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de CIM e CAM obtidos para cada desinfetante foram comparados entre si
(todos conta todos). Adicionalmente, as comparagdes dos valores de CIM ¢ CAM também
foram realizadas por grupos de desinfetantes (biguanidas, compostos clorados e iod6foros). Os
valores de CIM e CAM foram avaliados por ANOVA pela diferenca dos quadrados minimos
utilizando o PROC MIX (SAS versao 9.4; SAS Institute Inc.). As diferencas foram consideradas

significantes para valores de P <0,05.

S RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Um total de 87 isolados de Prototheca spp. obtidos de casos clinicos (n = 34; 39%) e
subclinicos (n = 53; 61%) de mastite, oriundos de 65 vacas de 20 rebanhos leiteiros localizados
na regido Sul e Sudeste do Brasil, foram avaliados neste estudo. Quanto ao tipo de amostra,
32% (n = 28) foram obtidas de amostras compostas de leite e 68% (n = 59) de amostras de leite

provenientes de quartos mamarios.

5.2 OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO DE PROTEINAS RIBOSSOMAIS

O uso do protocolo convencional de extragdo de proteinas ribossomais por meio de
acido formico (AF) e acetonitrila (ACN) proposto pelo fabricante (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) ndo permitiu a aquisicdo de espectros de massa durante a analise de MALDI TOF
MS. Com o uso do protocolo com acido férmico (AF) e acetonitrila (ACN) foram observados
apenas ruidos sem caracterizagdo de picos de massa bem definidos.

Ainda que tenha ocorrido a aquisi¢do dos espectros de massa com o uso do protocolo de
extracao por AF direto em placa, devido a presenca de ruidos inespecificos e elevada linha de
base, os espectros obtidos ndo apresentaram qualidade minima para o prosseguimento das
analises (e.g. auséncia de picos de massa definidos). Ao utilizar o protocolo de extragdo por
beads de zirconia em disruptor celular, associado a AF e ACN, foi possivel a captacdo de
espectros com menor presenca de ruidos inespecificos. O uso do protocolo de extragdo por

beads resultou na obten¢do de maior quantidade de picos de massa na faixa de 2 a 20 kDa, os
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quais ndo foram observados com os protocolos descritos anteriormente (e.g., extragdo direto

em placa) (Figura 1).

Figura 1- Espectros de massa de isolado de Prototheca bovis obtido de vaca com mastite,
submetido a extracdo de proteinas ribossomais pelo método convencional de extragdo direto

em placa (a) e pelo método de extragdo por beads de zirconia (b).
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Fonte: Fidelis 2021.

5.3 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA LOCAL DE ESPECTROS DE MASSA

Para a construgdo da biblioteca local com os espectros de referéncia, foi necessaria a
captacao de 30 espectros de cada uma das trés cepas de referéncia (P. ciferrii - RZ1-3; P. bovis
— LZ-5; e P. blaschkeae — RZIII-3). Os espectros foram capturados pelo software FlexControl,
na faixa de 2 a 20 kDa. Nenhuma cepa de referéncia apresentou escore >1,7 quando comparado
aos demais espectros de microrganismos ja presentes no software Biotyper disponibilizado pelo
fabricante. Adicionalmente, nao foi observado relagdo dos espectros das cepas de referéncia

com o espectro de P. wickerhammi, o nico representante do género Prototheca caracterizado
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previamente na biblioteca comercial do software Biotyper. Os espectros de massa das cepas

genotipadas podem ser visualizados na figura 2.
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Figura 2 - Espectros de massas obtidos das cepas de referéncia de a) Prototheca ciferrii (RZ1-3); b) Prototheca bovis (LZ-5) e c)
Prototheca blaschkeae (RZIII-3).
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5.4 AVALIACAO DE SIMILARIDADE ENTRE OS ESPECTROS DE MASSAS DAS
CEPAS DE REFERENCIA

A similaridade entre espectros de uma mesma cepa e entre as 3 cepas diferentes foi
avaliada por matriz de correlagdo contendo valores de Composite Correlation Index (CCI),
correspondentes a cada uma das combinagdes entre os espectros avaliados. Valores de
correlagdo proximos a 1 indicam elevada similaridade, ja valores proximos a 0 indicam
divergéncia entre os espectros. Em geral, os espectros obtidos de uma mesma cepa de referéncia
apresentaram elevada similaridade. A respeito da comparagao intraespecifica dos espectros de
massa, para P. ciferrii foi obtido um valor médio de CCI de 0,84 = 0,08, para P. bovis 0,83 £
0,06 e para P. blaschkeae 0,81 + 0,08.

Em relagdo a comparagdo dos espectros de espécies diferentes, foi observado elevada
divergéncia entre os espectros com baixos valores de CCI (Tabela 1). Para a comparacao P.
ciferrii/P. bovis foi obtido um valor médio de CCI de 0,18 + 0,10, e para P. ciferrii/P.
blaschkeae, o valor médio de CCI foi de 0,05 + 0,04. Ja a comparagao espectral de P. bovis/P.
blaschkeae apresentou valor médio de CCI de 0,07 £ 0,07.
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Tabela 1 - Matriz de Composite Correlation Index proveniente da comparacdo dos espectros das cepas genotipadas de Prototheca ciferrii,
Prototheca bovis e Prototheca blaschkeae

Espécie
Prototheca blaschkeae Prototheca bovis Prototheca ciferrii
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
15 0,00 0,08 0,09 0,08 0,09 0,23 0,15 0,21 0,23 0,15 090 094 0,78 0,87 1,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,27 027 027 028 0,22 0,83 0,88 0,69 1,00
13 0,08 0,03 0,07 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,79 0,77 1,00
12 0,00 0,08 0,10 0,09 0,09 0,26 0,20 0,25 0,26 0,19 0,90 1,00
11 0,00 0,07 0,12 0,12 0,00 0,25 0,25 0,24 024 0,19 1,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,77 0,74 0,85 0,83 1,00
9 0,00 0,12 0,14 0,13 0,00 0,86 0,79 0,93 1,00
8 0,03 0,07 0,13 0,12 0,00 0,89 0,82 1,00
7 0,00 0,09 022 027 0,01 0,83 1,00
6 0,02 0,07 0,14 0,14 0,00 1,00
5 0,76 0,93 0,88 0,76 1,00
4 0,70 0,72 0,88 1,00
3 0,73 0,87 1,00
2 0,90 1,00
1 1,00

Matriz de Composite Correlation Index (CCI) gerada pela comparagdo de 5 espectros de cada uma das cepas genotipadas (P. ciferrii - RZ1-3; P. bovis — LZ-5; e P. blaschkeae —
RZIII-3). A matriz de CCI foi calculada pelo software MALDI Biotyper 4.1.70 utilizando as configuragdes padrdes. (1-5) Espectros pertencentes a P. blaschkeae; (6-10) Espectros
pertencentes & P. bovis; (11-15) Espectros pertencentes a P. ciferrii. Valores de correlagdo proximos a 1 indicam elevada similaridade, ja valores proximos a 0 indicam
incongruéncia entre os espectros.

Fonte: Fidelis (2021).
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5.5 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE PROTOTHECA SPP. POR MALDI-TOF

Um total de 87 isolados de Prototheca spp., previamente identificados pela metodologia
de microbiologia convencional, foram submetidos a identificagdo microbiologica por MALDI-
TOF MS utilizando o software Biotyper 4.1.70 (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha) apds a
inclusdo dos espectros de referéncia. Um total de 97,7% (n = 85/87) dos isolados foram
identificados como Prototheca bovis e 2,3% (n = 2/87) foram identificados como Prototheca
blaschkeae. Nao foram identificados isolados pertencentes a espécie P. ciferrii. Em relagdo ao
escore de identificagdo, 86% (n = 73/85) dos isolados com identificacdo para P. bovis
apresentaram escore > 2,0, enquanto que, 14% (n = 12/85) apresentaram escore >1,7 e <2,0.
Para ambos isolados identificados como P. blaschkeae foram obtidos escores de identificagao

superiores a 2,0.

5.6 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE PROTOTHECA SPP. POR PCR

Do total de 87 isolados de Prototheca spp. submetidos a anélise de PCR, 97,7% (n = 85)
foram identificados como P. bovis e 2,3% (n = 2) foram identificados como P. blaschkeae.
Todos os isolados identificados como P. bovis apresentaram a amplificacdo da banda do
controle interno (450pb; 18-4f e 18-4r) juntamente da amplificacdo da banda caracteristica da
espécie (165pb; 18-4f ¢ PZGT2-r). Os 2 isolados identificados como P. blaschkeae,
apresentaram a amplificacdo da banda do controle interno (213pb; 18-4f e PZGT3-1K/r) e a
banda especifica para identificagdo da espécie (126pb; PZGT3-IK/f e PZGT3-1K/r). Nenhum
isolado de mastite apresentou identificacdo sugestiva para Prototheca ciferrii (figura 3). Os
resultados de identificagdo obtidos por MALDI-TOF apresentaram similaridade de 86%

quando comprado aos resultados de identificagdao por PCR.
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Figura 3 — Gel de agarose 1% mostrando os padrdes de amplificagdo de bandas de DNA por
PCR de Prototheca spp. isolados de mastite bovina: 1 a 13 (exceto 3 e 10): isolados
identificados como P. bovis (450pb: 18-41/18-4r; 165pb: 18-4f/PZGT2). 3 e 10: Isolados
identificados como P. blaschkeae (450pb: 18-41/18-4r). a) Cepa controle P. blaschkeae (RZII-
3); b) Cepa controle P. ciferrii (PZI-3); ¢) Cepa controle P. bovis (LZ-5) e CN) Controle

negativo.
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Fonte: Fidelis (2021).

5.7 CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME

Dos 85 isolados identificados como P. bovis, 63,5% (n = 54/85) foram classificados como
fortes (D.O: 0,572 + 0,122), 28,3% (n = 24/85) moderados (D.O: 0,276 + 0,082) ¢ 8,2% (n =
7/85) fracos (D.O: 0,139 + 0,037) produtores de biofilme. Dentre os dois isolados de Prototheca
blaschkeae, um foi classificado como moderado (D.O: 0,347 + 0,147) e o outro fraco (D.O:
0,125 + 0,11) produtores de biofilme.

Dentre os isolados de P. bovis provenientes de casos de mastite subclinica, 67,3% (n =
35/52) foram classificados como fortes (D.O: 0,584 + 0,150) ¢ 26,9% (n = 14/52) como
moderados (D.O: 0,272 £ 0,092) € 5,7 (n = 3/52) como fracos (D.O: 0,144 + 0,046) produtores
de biofilme. Em relagdo aos isolados provenientes de mastite clinica, 57,5% (n = 19/33) foram
classificados como fortes (D.O: 0,548 + 0,140), 30,0% (n = 10/33) como moderados (D.O:
0,282 £ 0,071) e 12,1% (n = 4/33) foram classificados como fracos (D.O: 0,135 + 0,031)
produtores de biofilme. Adicionalmente, para isolados de Prototheca blaschkeae (n=2/87), o
isolado de mastite clinica e de mastite subclinica foram classificados como fraco (D.O: 0,125
+ 0,11) e moderado (D.O: 0,347 + 0,147) produtores de biofilme.

Em relacdo as cepas de referéncia, Prototheca bovis (LZ-5) foi classificada como forte

(D.0O: 0,242 £+ 0,057) produtora de biofilme, enquanto que as cepas de Prototheca ciferrii (RZ1-
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3) e Prototheca blaschkeae (RZIII-3) foram classificadas como fracas produtoras de biofilme

(D.0: 0,142 £ 0,029 € 0,094 + 0,004). A média de D.O do controle negativo foi de 0,81 +0,016.

Tabela 2 - Capacidade de producdo de biofilme de isolados de Prototheca bovis e Prototheca
blaschkeae provenientes de casos de mastite clinica e subclinica de vacas leiteiras'

Prototheca bovis Prototheca blaschkeae

Intensidade N % Média D.O? DP? n % Média D.O DP

Fraco

—

Total 7 82 0,139(0,102-0,165) 0,037 50,0 0,125(0,106-0,155) 0,011

Mmc? 4 47 0,135(0,102-0,165) 0,031 1 50,0 0,125(0,106-0,155) 0,011

MSC3 3 3,5 0,144 (0,141-0,148) 0,046 - - - -
Moderado

Total 24 28,3 0,276 (0,141-0,392) 0,082 1 50,0 0,347 (0,244-0,515) 0,147

MC 10 11,8 0,281 (0,184-0,382) 0,071 - - - -

MSC 14 16,5 0,272 (0,141-0,392) 0,092 1 50,0 0,347 (0,244-0,515) 0,147
Forte

Total 54 63,5 0,572(0,307-1,440) 0,122 - - - -
MC 19 22,3 0,548 (0,350-1,008) 0,140 - - - -
MSC 35 41,2 0,584 (0,307-1,440) 0,150 - - - -

! Avaliagdo da capacidade de formagdo de biofilme de isolados de P. bovis (n = 85) e P. blaschkeae (n = 2)
provenientes de casos de mastite. A capacidade de formagdo de biofilme dos isolados foi classificada de acordo
com Stepanovic et al (2003). Os isolados foram classificados como fraco (DOcn< DO <2 x DOcy), moderado (2 x
DOcx< DO <4 x DOcn), ou forte (DO >4 x DOcy) produtores de biofilme. O valore médio para a densidade dtica
do controle negativo foi de 0,81 = 0,16.

2 Valores médios de densidade dtica observados para a triplicata de cada isolado.

3 Desvio padrio.

4 Mastite subclinica

5 Mastite clinica

Fonte: Fidelis (2021).

5.1 PERFIL DE RESISTENCIA DE PROTOTHECA SPP. AOS DESINFETANTES

Todos os isolados de Prototheca spp. (P. bovis = 85; P. blaschkeae = 2) foram
submetidos a avaliacao de CIM e CAM frente a PHMB, CHG, PVP-I, NaDCC e NaCLO. Os
resultados de CIMso e CIMop sdo apresentados na tabela 3.

Em relagdo aos isolados de Prototheca bovis (n = 85), para CHG, a CIMso e CIMog foram
determinadas na mesma concentracdo (22 pg/ml); enquanto que para a PHMB uma dilui¢ao
seriada diferiu a concentragdo necessaria para inibir 50% (=1 pg/ml) e 90% (>2 pg/ml) dos
isolados. CHG e PHMB apresentaram os menores valores de CIM quando comparados aos
demais antimicrobianos (NaDCC, NaCLO, PVP-I; P<0,0001), entretanto, nao foi observado
diferenca para os valores de CIM entre CHG ¢ PHMB (P = 0,9988). Para NaDCC, a CIM5q

(>700 pg/ml) foi uma dilui¢ao menor que CIMogo (>1.400 png/ml). Esses valores foram maiores
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que os observados para CHG e PHMB (P<0,0001), entretanto, foram menores que 0s
observados para NaCLO (CIMso e CIMop 22.800 pg/ml; P<0,0001) e PVP-I (CIMso e CIMog
>3.200 pg/ml; P<0,0001). Para NaCLO, a concentragdo necessaria para inibir 50% e 90% dos
isolados foi de >2.800 pg/ml. Embora NaCLO tenha apresentado maiores valores de CIM que
CHG, PHMB e NaDCC (P<0,0001), esses valores foram menores que o observado para PVP-
I (P<0,0001). PVP-I inibiu 50% e 90% dos isolados em maiores concentracdes (23.200 pug/ml)
que os demais antimicrobianos avaliados (CHG, PHMB, NaDCC e NaCLO; P<0,0001) (Tabela
3).
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Tabela 3 — Frequéncia de isolados de Prototheca bovis de mastite bovina inibidos in vitro de acordo com as concentracdes de desinfetantes'

Concentragdo dos desinfetantes (pg/ml)

CIM cepas controle

Componente : :
0,5 1 2 4 175 350 700 1400 1600 2800 3200 CIMs¢*> CIMoo® P. ciferrii P. bovis P. blasch.
CHG* 24 459 494 24 ; } } ) ) ) 2,0 2,0 0,5 1,0 0,5
NaDCC? ; ) ) 1,2 14,1 56,5 283 ) ) 700 1400 350 700 350
NaCLO® - - - - - - - 447 - 553 - 2800 2800 700 2800 1400
PVP-T’ - - - - - - - - 412 - 588 3200 3200 1600 3200 3200
PHMB? 11,7 41,2 459 1,2 - - - - - - - 1,0 2,0 0,5 1,0 1,0

ITeste in vitro levando em consideragio 85 isolados de Prototheca bovis provenientes de casos de mastite clinica e subclinica.

2Concentragdo inibitoria minima requerida para a inibigdo de 50% dos isolados.
>Concentragdo inibitoria minima requerida para a inibigdo de 90% dos isolados.
“CHG: gluconato clorexidina

SNaDCC: dicloroisocianurato de sédio

SNaCLO: hipoclorito de sodio

"PVP-I: Todo-polivinilpirrolidona

SPHMB: polihexametileno biguanida

Fonte: Fidelis (2021).
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Em relagdo aos valores de CAM dos desinfetantes frente aos isolados de P. bovis, para
CHG a concentrag@o necessaria para inativar 50% e 90% dos isolados foi de 22 ng/ml; enquanto
que para PHMB, a CAMso (>2 pg/ml) diferiu em uma dilui¢do seriada da CAMoo (>4 pg/ml).
CHG e PHMB apresentaram os menores valores de inativagdo comparado aos demais
antimicrobianos (NaDCC, NaCLO e PVP-I, P<0,0001), contudo, nao houve diferenca para os
valores de CAM entre CHG e PHMB (P=0,9967). Para NaDCC, a CAMs0 (=700 pg/ml) diferiu
em uma diluicdo seriada da CAMgo (>1.400 ng/ml). Esses valores para inativagdo dos isolados
foram maiores que os obtidos para CHG (P<0,0001) e PHMB (P<0,0001), entretanto foram
menores que os observados para NaCLO (P<0,0001) e PVP-I (P<0,0001). Para NaCLO a
concentracdo necessaria para inativar 50% e 90% dos isolados foi de (>2.800 pg/ml. Esses
valores de inativag¢do sdo maiores que os valores obtidos para os demais antimicrobianos (CHG,
PHMB e NaDCC; P<0,0001), exceto PVP-I (P = 0,0276). PVP-I foi o antimicrobiano que
apresentou os maiores valores de CAMso e CAMoo (>3.200 pg/ml) quando comparado aos

demais antimicrobianos avaliados (P<0,0001) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Frequéncia de isolados de Prototheca bovis de mastite bovina inativados in vitro de acordo com as concentracdes de desinfetantes'

Concentragao dos desinfetantes (pug/ml) CAM cepas controle
Componente
0,5 1 2 4 8 350 700 1400 1600 2800 3200 CAMso> CAMoyo®  P.ciferrii  P. bovis P. blasch..

CHG* 0 224 682 70 24 - - - - - - 2,0 2,0 0,5 2,0 0,5
NaDCC? - - - - - 13,0 553 31,7 - - - 700 1400 350 700 350
NaCLO® - - - - - - - 9,4 - 90,6 - 2800 2800 700 2800 1400
PVP-I’ - - - - - - - - 247 - 753 3200 3200 3200 3200 3200
PHMB? 3,5 40,0 459 94 1.2 - - - - - - 2,0 4,0 1,0 2,0 1,0

ITeste in vitro levando em consideragio 85 isolados de Prototheca bovis provenientes de casos de mastite clinica e subclinica.
Concentragdo algicida minima requerida para a inativagdo de 50% dos isolados.

*Concentragdo algicida minima requerida para a inativagdo de 90% dos isolados.

“CHG: gluconato clorexidina

SNaDCC: dicloroisocianurato de sédio

SNaCLO: hipoclorito de sodio

"PVP-I: Todo-polivinilpirrolidona

SPHMB: polihexametileno biguanida

Fonte: Fidelis (2021).
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Considerando as analises de susceptibilidade por grupos de desinfetantes, as biguanidas
(CHG/PHMB) apresentaram menores valores de CIMgo (22 pg/ml) e CAMoo (24 pg/ml) quando
comparado ao grupo dos clorados (NaDCC/NaCLO; CIMgo e CAMyg 22.800 pg/ml; P<0,0001)
e o grupo dos iodoforos (PVP-I; CIMgy e CAMog 23.200 ug/ml; P<0,0001). Ja os valores de
CIMyg e CAMyg obtidos para o grupo dos clorados foram menores que os observados para o
grupo dos iodoforos (P<0,0001).

Para Prototheca blaschkeae (n=2), os menores valores de CIM para ambos os isolados
foram observados para PHMB (>0,5 pg /ml) e CHG (>0,5 pg /ml), seguido de NaDCC (=350
png/ml). J& NaCLO (>1400 pg/ml) e PVP-I (=800 pg/ml) apresentaram os maiores valores de
CIM. Em relagdo a CAM, PHMB (>1 pg/ml) foi o desinfetante que apresentou as menores
concentragdes para ambos os isolados, seguido de CHG (CAM: > 2 png/ml) e NaDCC (=350
png/ml). Os maiores valores de CAM foram observados para NaCLO (>1400 pg/ml) e PVP-I
(>1600 pg/ml).

Em relagdo as cepas de referéncia (RZI-3, RZIII-3, e LZ-5) PHMB e CHG apresentaram
os menores valores de CIM e CAM (>0,5 pg/ml), seguido de NaDCC (=350 pg/ml). Por fim,
NaCLO (=700 pg/ml), e PVP-I (>1.600 pg/ml), apresentaram os maiores valores de CIM e

CAM observados para as cepas de referéncia (tabelas 3 ¢ 4).
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6 DISCUSSAO

Prototheca spp. ¢ um agente emergente causador de infeccdes em humanos e animais
domésticos. O subdiagndstico e a auséncia de tratamentos intramamarios e sistémicos eficazes
dificultam o controle da mastite por Protothecas. Dessa forma, a rapida identificagdo deste
patdgeno e a avaliagdo da atividade antimicrobiana de novos compostos auxiliam no controle
de Prototheca spp. em rebanhos leiteiros. Em nosso estudo, avaliamos a técnica de
espectrometria de massas MALDI-TOF para a identifica¢dao de Prototheca spp. Além do mais,
este estudo avaliou a capacidade de formagdo de biofilme e o perfil de sensibilidade de
Prototheca spp. a PHMB e desinfetantes comumente utilizados para a desinfec¢do de tetos pré

e pos ordenha.

6.1 IDENTIFICACAO DE PROTOTHECA SPP. POR MALDI-TOF MS E PCR

No presente estudo, foram obtidos 87 isolados de Prototheca spp., dos quais 61,0% foram
isolados de casos de mastite subclinica, 39,0% de casos de mastite clinica. Estudos prévios,
também descrevem casos clinicos e subclinicos de mastite causada por Prototheca spp.
(BUENO et al., 2006; GONCALVES et al., 2015; JAGIELSKI et al., 2019¢), embora casos de
mastite clinica essencialmente sao mais frequentes (SALERNO et al., 2010; GAO et al., 2012),
especialmente quando relacionados a surtos de mastite no rebanho (RICCHI et al., 2013).

A capacidade da Prototheca spp. em causar mastite pode ser atribuida a habilidade de
interiorizacao celular (SHAHID et al., 2017). A maior adaptagdo de Prototheca spp. ao tecido
mamario pode ser comparada ao mecanismo de endossimbiose desenvolvido por outros dois
géneros (Chlorella e Auxenochlorella) da familia Chlorellaceae. Sabe-se que a endossimbiose
facilita a invasdo e permanéncia no hospedeiro, mas o mecanismo ainda ndo foi bem
compreendido (SHAVE; MILLYARD; MAY, 2021). Ja os casos de mastite clinica podem estar
relacionados a pouca adaptagao ao epitélio mamario que algumas cepas de Prototheca spp.
apresentam, visto que este patdogeno ¢ de origem primariamente ambiental (OSUMI et al., 2008;
MILANOV et al., 2016).

No presente estudo, o uso da PCR permitiu a identificagdo de todos os isolados
avaliados, sendo P. bovis a espécie com maior frequéncia de identificacdo. Esse resultado
corrobora com estudos prévios, que sugerem que dentre as espécies de Prototheca spp., ha
maior isolamento de P. bovis em rebanhos leiteiros localizados no Brasil (SALERNO et al.,

2010), Italia (RICCHI et al., 2010), Canada (PIEPER et al., 2012), Polonia (JAGIELSKI et al.,
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2019c¢) e China (SHAHID et al., 2016). A identificacdo de P. bovis em casos de mastite pode
ser atribuida a ampla distribuicdo deste patdgeno no ambiente (e.g., ragdo, dgua potavel e
material da cama; OSUMI et al., 2008; RICCHI et al., 2010; SHAHID et al., 2016).
Adicionalmente, as deficiéncias de higiene e do ambiente podem facilitar a contaminacao ¢ a
invasdo do agente via canal do teto, o que pode ocasionar ocorréncia de mastite (AOUAY et
al., 2008; RICCHI et al., 2010).

Por outro lado, do total de isolados de Prototheca spp. avaliados, apenas 2,3% foram
caracterizados como P. blaschkeae. Estudos prévios relataram menor frequéncia de isolamento
de P. blaschkeae na Polonia (2,4%; JAGIELSKI et al., 2011) e em Portugal (9,8%; MARQUES
et al., 2008). Portanto, estes resultados do presente estudo reforcam que a mastite causada por
P. blaschkeae ocorre de forma esporadica (MARQUES et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2011),
embora ja tenha sido relatada como sendo a causa de surtos de mastite em rebanhos leiteiros
(RICCHI etal., 2013; WAWRON et al., 2013). Nenhum isolado avaliado foi identificado como
P. ciferrii, o que também concorda com estudos prévios que relatam que esta espécie
desempenha limitado papel como agente causador de mastite (AHRHOLDT et al., 2012;
SHAHID et al., 2016).

No presente estudo, o protocolo convencional de extragdo de proteinas ribossomais ndo
foi eficaz para a extracdo das proteinas ribossomais de Prototheca spp. e a identificagdo via
MALDI-TOF. Foi observada apenas a presenca de ruidos, mas sem a defini¢do dos picos de
massa caracteristicos da espécie. Estes resultados sao similares aos obtidos por o Bergen et al.
(2009), mas diferem do observado por Barbano et al. (2015), que descreveram que o protocolo
baseado em AF+ACN possibilitou a identificagio de 31 microalgas em nivel de espécie. E
possivel que o sucesso da extracdo por AF+ACN seja possa ser atribuida a diferengas entre os
processos de preparacao de amostra, bem como as diferentes espécies utilizadas.

O protocolo convencional de extragdo de proteinas ribossomais foi inicialmente
desenvolvido para a identificacdo de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras.
Dessa forma, devido a complexa composicdo da parede celular de Prototheca spp., foi
necessaria a realizagao de modificagdes na metodologia (e.g. etapas adicionais de lavagem com
etanol 70% para remocdo de lipideos e carboidratos remanescentes na amostra) (VON
BERGEN et al., 2009). Para microrganismos que apresentam parede celular mais robusta, é
necessario a etapa adicional de fervura (VON BERGEN et al., 2009) ou sonicagdo em gelo
(AHRHOLDT et al., 2012).
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A extragdo direto em placa resultou na obten¢do de espectros de baixa qualidade e com
elevada presenca de ruidos. Dessa forma, os espectros ndo apresentaram a qualidade minima
requerida para a identificacdo microbioldgica. Ao contrario, em um estudo anterior, o0 método
de extracgdo direto em placa permitiu a identificagdo de 9 isolados (9/50) de Prototheca spp. em
nivel de espécie e 37 (37/50) em nivel de género (MURUGAIYAN et al., 2012). Entretanto, os
autores destacaram que nao foi possivel a transferéncia uniforme dos isolados para a placa de
aco. Assim, para melhor identificagdo, ¢ necessario a utilizagdo de protocolo modificado de
extracdo das proteinas ribossomais (MURUGAIYAN et al., 2012).

A utiliza¢do de beads de zirconia associado a AF+ACN resultou na obtengdo de
espectros com elevada presenga de picos de massa e baixa linha de base, semelhante ao
observado em estudos prévios (MASUDA et al., 2016; FIDELIS et al., 2021). Este protocolo
foi previamente empregado para a identificacdo de fungos de importancia médica (LUETHY;
ZELAZNY, 2018) e de isolados de mastite (FIDELIS et al., 2021). Luethy e Zelazny (2018)
relataram que o protocolo de extragdo por beads além de ser mais rapido, aumentou a obtengado
de escore aceitavel para identificagdo microbiana por MALDI-TOF, quando comparado ao
método padrdo de extracao por AF+ACN.

Além da extragdo de proteinas, a eficacia da identificagdo por MALDI-TOF depende
das cepas de referéncia que compdem o banco de dados. Como as bibliotecas sdo projetadas
para uso principal no diagndstico clinico de doengas humanas, ha a necessidade da construcao
de banco de dados personalizados com espectros de microrganismos relevantes para outras
areas (MURUGAIYAN et al., 2012; SEUYLEMEZIAN et al., 2018). Contudo, para obtencao
de alta acuracia de diagnoéstico, € necessaria uma elevada reprodutibilidade e qualidade dos
espectros inseridos no bando de dados local.

ApOs o processo de extracao, a reprodutibilidade dos espectros foi avaliada por meio de
uma matriz de correlagdo. Foi possivel observar que entre os espectros de uma mesma cepa
houve grande similaridade devido aos elevados valores de CCI obtidos (P. ciferrii: 0,84; P.
bovis: 0,83; P. blaschkeae: 0,81). Esses resultados indicam que o protocolo de extracdo
apresentou elevada reprodutibilidade para a aquisicdo dos espectros. Ja a baixa similaridade
(0,05-0,18) entre os espectros das espécies diferentes permitiu a diferenciacdo de Prototheca
spp. Nao foi observada nenhuma correlagdo dos espectros da biblioteca de dados local com os
espectros disponiveis na biblioteca do fabricante, assim como observado em estudos prévios

(MURUGAIYAN et al., 2012).
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Apoés a criagdo da biblioteca local, a técnica de MALDI-TOF MS possibilitou a
identificacdo de 97,7% dos isolados como Prototheca bovis, ¢ 2,3% como Prototheca
blaschkeae. Dos 85 isolados identificados como P. bovis, 86% foram identificados em nivel de
espécie e 14% em nivel de género. Ambos os isolados de P. blaschkeae foram identificados em
nivel de espécie. Assim como observado no presente estudo, a criagdo de uma biblioteca local
com trés espécies de Prototheca spp. permitiu a identificagdo de 22 (22/27) isolados de P. bovis
e 3 (3/4) isolados de P. blaschkeae provenientes de casos de mastite (FIDELIS et al., 2021).
Ahrholdt et al. (2012) criaram uma biblioteca local contendo espectros de 22 cepas de seis
géneros de Prototheca spp. e dois géneros de Chlorella spp. Essa biblioteca permitiu a correta
identificagdo de 290 microalgas de origem infecciosa (AHRHOLDT et al., 2012). Ja
Murugaiyan et al. (2012) criaram uma biblioteca local contendo espectros de 27 cepas de
Prototheca spp. e Chlorella spp. Essa biblioteca permitiu a identificacdo de 94,6% (n = 247)
dos isolados em nivel de espécie, € 5,4% (n = 13) em nivel de género (MURUGAIYAN et al.,
2012). A maior frequéncia de identificacdo com escores confidveis em nivel de espécie (>2,0)
encontrada nesses estudos, pode ser atribuida ao maior nimero de cepas utilizadas para a
criacdo da biblioteca local. Dessa forma, a ampliacdo do nimero de espectros na biblioteca

local pode melhorar a identificagdo dos isolados de Prototheca spp. causadores de mastite.

6.2 FORMACAO DE BIOFILME E RESISTENCIA DE PROTOTHECA SPP. AOS
ANTIMICROBIANOS

Em nosso estudo, a maioria dos isolados de P. bovis (63,5%) foram classificados como
fortes produtores de biofilme. Esses resultados concordam com os descritos por Morandi et al.
(2016), que observaram que a maioria (88%; 37/42) dos isolados de P. bovis avaliados foram
fortes formadores de biofilme. Por outro lado, nossos resultados diferem do relatado por
Gongalves et al. (2015), ao avaliar a capacidade de producao de biofilme de Prototheca spp.
em diferentes temperaturas de incuba¢do. Em temperatura de 37°C, de um total de 10 isolados,
6 apresentaram fraca producdo de biofilme, e 4 apresentaram moderada produgao de biofilme.
Em nosso estudo, assim como no estudo de Morandi et al. (2016), grande parte dos isolados
(63,5%; n = 54/85) de P. bovis apresentaram forte capacidade de formacdo de biofilme em
temperatura de 37°C. Esses resultados podem estar relacionados as divergéncias nas
metodologias utilizadas (e.g. fixacdo do biofilme) nos estudos. Adicionalmente, no estudo de

Gongalves et. al (2015) ndo houve determinacao da espécie de Prototheca spp. avaliada, sendo
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que o uso de isolados de P. ciferrii poderia explicar a baixa capacidade de produgdo de
biofilme, assim como o observado para a cepa de referéncia (RZI-3) em nosso estudo.

No presente estudo foi observada elevada variabilidade na produgdo de biofilme para P.
bovis (D.O: 0,102 £+ 0,084 a 1,440 + 0,350), semelhante ao descrito por Morandi et al. (2016)
(D.0=0,126+0,023 a 1,104 + 0,264), o que sugere que a capacidade de formagao de biofilme
além de estar relacionada com a espécie, também ¢ dependente do tipo de cepa.

No presente estudo a CIMgg e CAMyg obtida para CHG foi de >2 pg/ml (0,0002%). Esses
resultados foram menores que os valores de sensibilidade observados para CHG por Melville
et al. (2003; 0,01%; 100 pg/ml) e por Krukowski et al. (2013; 0,048-0,0195%; 480-195 ng/ml).
Valores de CAMyy ainda mais baixos (0,025 pg/ml) foram encontrados por Sobukawa et al.
(2011). Os baixos valores de sensibilidade encontrados para CHG indicam que este
antimicrobiano, rotineiramente utilizado para desinfeccdo de tetos antes da ordenha em
concentragdes de 0,5 — 1%. pode ser uma alternativa para o controle de Prototheca spp. em
rebanhos leiteiros (SANTOS; FONSECA, 2019).

Em nosso estudo, a CIMgy e CAMyo para NaCLO foi de >2.800 pg/ml (0,28%), o que é
maior do que o descrito por Gongalves et al. (2015; CIMoo: >0,312 g/L; 0,312 pg/ml) e por
Salerno et al. (2010; CAM: >0,0781%-0,156%; 781-1560 pg/ml). Essa diferenga observada nos
valores de CIM e CAM podem decorrer de divergéncias nas metodologias utilizadas. Por
exemplo, tanto Salerno et al. (2010) quanto Gongalves et al. (2015) utilizaram o método de
avaliacdo por macrodiluicdo em tubo, € em nosso estudo foi utilizado o método de
microdilui¢ao em caldo.

Para NaDCC foram observados valores de CIMog e CAMgy de >1.400 pg/ml (0,14%).
Esses resultados foram semelhantes aos valores de CAM observados para NaCLO (>0,0781%-
0,156%; 781-1560 pg/ml) por Salerno et al. (2010), mesmo considerando o uso de
metodologias distintas. Leite et al. (2021) observaram resultados semelhantes (=500 pg/ml)
para NaDCC frente a isolados de S. aureus causadores de mastite. Assim como em nosso
estudo, NaDCC em baixas concentracdes (>0,15%; 1500 pg/ml) foi eficiente contra isolados
de Candida albicans (KURIAN; BOLLA; DAMARAIJU, 2012).

Os maiores valores de CIMoo e CAMyo foram observados para PVP-I (>3.200 pg/ml;
0,32%), elevados valores de CAM (>0,3125%; 3125 pg/ml) também foram relatados por
Krukowski et al. (2013). Nossos resultados também foram similares aos valores de CAM
reportados para iodo (>0,156-0,625%; 1560-6250 pg/ml) descritos por Salerno et al. (2010).

Contudo, os resultados observados sdo maiores aos relatados por Gongalves et al. (2015) para
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solugdo de iodo (0,625 g/L; 625 ng/ml) e Sobukawa et al. (2011) para PVP-1(0,39-3,13 pg/ml).
Os elevados valores de PVP-I reportados podem estar ligados a dificuldade de determinagdo e
interpretagdo dos valores dos testes de sensibilidade in vitro para PVP-1. A presenca de
substancias estranhas e a quantidade de iodo livre ndo complexado, podem alterar a atividade
antimicrobiana do PVP-1 (SCHUBERT, 1985; LEPELLETIER et al., 2020).

Em relacdo a PHMB, os valores de CIMgoo e CAMyy foram de >2 e >4 pg/ml
respectivamente. Esses valores sdo semelhantes aos descritos por Kamaruzzaman et al. (2016)
(>4 ng/ml) para S. aureus causadores de mastite. Ja Leite et al. (2021) relataram que a PHMB
em concentragdo >0,5 pg/ml foi eficaz para a inibigdo de 90% dos isolados de S. aureus
causadores de mastite. Contudo, comparagdes diretas entre os resultados destes estudos se
tornam limitadas, uma vez que se tratam de grupos distintos de microrganismos. Para P. bovis,
os valores de sensibilidade para PHMB relatados em nosso estudo foram menores que valores
de CAM reportados para guanidina (0,001-0,035%; 10-35 pg/ml), composto semelhante a
PHMB (ALVES et al., 2017). As baixas concentragdes inibitorias encontradas para PHMB
indicam que este antimicrobiano pode ser potencialmente ser utilizado para o preparo de
solucdes de desinfecgao de tetos e dos equipamentos de ordenha. Entretanto, novos estudos sao
necessarios para avaliar a eficacia deste antimicrobiano na pele dos tetos, como um
antimicrobiano intramamario, bem como no uso para desinfec¢do dos equipamentos de
ordenha.

Em nosso estudo, CHG e PHMB apresentaram os menores valores de CIMog e CAMgo
quando comparado aos demais principios ativos, entretanto, nao foi observado diferenga para
os valores de CIM e CAM para estes dois desinfetantes. Estes resultados sugerem que PHMB
pode ser uma alternativa o uso de CHG, visto que algumas espécies de microrganismos
causadores de mastite (e.g. Serratia spp.) ja apresentam elevada resisténcia a CHG (DE
FRUTOS et al., 2017).

Em relagdo a analise por grupos de desinfetantes, o grupo das biguanidas apresentou os
menores valores de CIM/CAM em relagdo aos demais grupos avaliados. Resultados
semelhantes foram observados para S. aureus causadores de mastite. Leite et al (2021)
relataram que o grupo das biguanidas (>0,5 ng/ml) apresentaram os menores valores de CIMoo,
quando comparado ao grupo dos clorados (=500 pg/ml) e iodoforos (=8.000 ng/ml) para
inibi¢do de S. aureus. O modo de acdo dos antimicrobianos testados pode estar associado com
as diferenga dos valores de sensibilidade observados, uma vez que, a maioria dos desinfetantes

possuem modo de acdo relacionados a degradacdo da parede celular (MCDONNELL;
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RUSSELL, 1999), j4 PHMB possui a capacidade de se ligar fortemente a estrutura de DNA e
bloquear o processo de replicacdio (CHINDERA et al., 2016; SOWLATI-HASHIJIN et al.,
2020).

As diferengas dos valores de CIM ¢ CAM observados em nosso estudo em relagao aos
estudos prévios podem estar relacionadas as caracteristicas genotipicas e origem geografica dos
isolados. (JAGIELSKI et al., 2012). Além disso, as diferentes metodologias entre estudos e
formulacdes dos desinfetantes podem influenciar nos perfis de sensibilidade.

Dentre as limitagdes presentes em nosso estudo, podemos citar a falta de um padrdo para
a avaliagdo de sensibilidade a desinfetantes para Prototheca spp. Comumente, essa avaliacao ¢
realizada pelo método de macrodilui¢dao em tubo (SALERNO et al., 2010; SOBUKAWA et al.,
2013; GONCALVES et al., 2015). Em nosso estudo, foi adotado o método de microdilui¢ao
em caldo presente no CLSI M27-A4 (2017) para Leveduras, semelhante a Jagielski et al.
(2018a). Sendo assim, comparagdes diretas entre estudos sdo limitadas. Além disso, utilizamos
apenas uma cepa de referéncia de cada espécie para a constru¢cdo da biblioteca local. Esta
caracteristica diminui a variabilidade fenotipica presente em determinada espécie e, portanto,

torna a comparagao com o banco de dados limitada.

7 CONCLUSAO

O uso de disruptor celular associado a beads de zirconia foi eficaz para a extracdo de
proteinas ribossomais de Prototheca spp. A criagdo da biblioteca local possibilitou a
identificacao de isolados de Prototheca spp. provenientes de casos de mastite. A MALDI-TOF
MS e PCR foram concordantes na diferenciagao de isolados de Prototheca spp. Isolados de P.
bovis apresentaram elevada capacidade de formacao de biofilme. Dentre os desinfetantes, CHG

¢ PHMB apresentaram os menores valores de sensibilidade.
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