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RESUMO

A mastite bovina ¢ uma das doencas mais prevalentes e impactantes na pecuéria leiteira.
Diferentes microrganismos estdo envolvidos em sua etiologia, sendo classificados como
contagiosos, quando adaptados ao interior da glandula mamaria, ou ambientais, presentes
normalmente no ambiente de criacdo dos animais. Entre os agentes ambientais, as algas e as
leveduras sdo agentes incomuns, mas considerados emergentes. Neste trabalho, 149 cepas de
leveduras e 62 de algas isoladas de casos de mastite em rebanhos bovinos de S&o Paulo,
Minas Gerais e Parana foram avaliadas quanto aos perfis de suscetibilidade a antimicrobianos
e antissépticos, utilizando-se a técnica de concentracdo inibitoria minima (CIM).
Adicionalmente, os isolados de leveduras foram caracterizados por meio da técnica de
MALDI-TOF. Por teste de concentracao inibitoria minima (CIM) ndo houve crescimento das
algas na concentragdo de 4% da gentamicina, 16% amicacina e 8% polimixina B.Foram
encontrados diferentes indices de inibicdo de crescimento das algas aos antissépticos: para o
triclosano 0,25%, amonio quaternario <0,01%, peroxido de hidrogénio <0,002%, iodo 0,015,
acido peracético 0,25%, hipoclorito de sédio 0,125% e clorexina <0,018%, houve crescimento
das algas nas maiores concentracBes de &cido lactico e glutaraldeido. Os resultados de CIM
para as leveduras foram: <0,0015% para triclosano, aménio quaternario <0,02%, perdxido de
hidrogénio <0,007%, iodo 0,125%, acido peracético 0,125%, clorexidina <0,0018 e
hipoclorito de sédio na concentracdo de 0,125%. Estes resultados permitem confirmar a
eficicia destes agentes como mecanismo de assepsia em fazendas leiterias. Houve
crescimento das leveduras nas maiores concentracdes do acido lactico e o glutaraldeido. Com
a técnica de identificacdo proteica foi tracado o perfil dos isolados identificando 6 espécies de
leveduras predominando a Issatchenkia orientalis, se tratando de rebanho houve a
identificacdo de mais de um isolado mas com predominancia de espécie. Testes “in vivo”
devem ser realizados para a comprovagdo da sensibilidade dos isolados aos antibioticos
testados, de acordo com este estudo os resultados endossam a utilizacdo dos antissépticos para
a antissepsia de tetos (pré e pds-dipping), visando o controle e prevencdo da mastite causada
por estes agentes ambientais da mastite bovina. As espécies de leveduras identificadas neste
estudo se assemelha a espécies ja identificadas na literatura.

Palavras-chave: Infecgdo intramamaria. Suscetibilidade a antimicrobianos. Biocidas.
Desinfetantes. MALDI-TOF.



ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the most prevalent and impacting diseases in dairy cattle. Different
microorganisms are involved in their etiology, being classified as contagious, when adapted to
the interior of the mammary gland, or environmental, normally present in the environment of
animal husbandry. Among environmental agents, algae and yeasts are unusual agents, but
considered emerging. In the present study, 149 yeast strains and 62 strains of algae isolated
from cases of mastitis in bovine herds of Sdo Paulo, Minas Gerais and Parana were evaluated
for the antimicrobial and antiseptic susceptibility profile, using the minimum inhibitory
concentration. In addition, isolated yeasts were characterized by the MALDI-TOF technique.
A minimum inhibitory concentration (MIC) test did not show growth of algae at the
concentration of 4% gentamicin, 16% amikacin and 8% polymyxin B. Different rates of algae
growth inhibition were observed for antiseptics: for triclosan 0.25%, quaternary ammonia
<0.01%, hydrogen peroxide <0.002%, iodine 0.015, peracetic acid 0.25%, sodium
hypochlorite 0.125% and chlorhexine <0.018%, there was growth of algae at the highest acid
concentrations lactic acid and glutaraldehyde. The MIC results for yeast were: <0.0015% for
triclosan, quaternary ammonia <0.02%, hydrogen peroxide <0.007%, iodine 0.125%,
peracetic acid 0.125%, chlorhexidine <0.0018 and sodium hypochlorite in concentration of
0.125%. These results confirm the efficacy of these agents as an asepsis mechanism in dairy
farms. There was growth of yeasts in the highest concentrations of lactic acid and
glutaraldehyde. With the protein identification technique, the profile of the isolates was
traced, identifying 6 yeast species with predominance of Issatchenkia orientalis, if in a herd
there was identification of more than one isolate, but with a predominance of species. In vivo
tests should be performed to confirm the sensitivity of the isolates to the antibiotics tested.
According to this study, the results endorse the use of antiseptics for roof antisepsis (pre and
post-immersion), aiming at the control and prevention of mastitis caused by these
environmental agents of bovine mastitis. The yeast species identified in this study resemble
species already identified in the literature.

Keywords: Algae. Intramammary infection. Susceptibility to antimicrobials. Biocides.
Disinfectants. MALDI-TOF.
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1 INTRODUCAO

A pecuéria leiteira ocupa posicdo de destaque na economia brasileira. Em 2016, o
Brasil alcancou producdo anual de 34.650 bilhdes de litros de leite, ocupando assim a quinta
posicdo, ficando atrds apenas da Unifo Europeia, Estados Unidos, india e China. Neste
contexto, Minas Gerais € o principal Estado produtor de leite do pais, representando 76,8% da
producdo da regido Sudeste e 26,1% da producéo nacional (FAO, 2016; IBGE, 2015).

Um dos principais entraves a pecuaria leiteira nacional é a mastite bovina, uma doenca
que gera expressivos problemas econdémicos e de salde publica. Esta enfermidade é
considerada a de maior prevaléncia e a que causa 0s maiores agravos no sistema de produgéo
de leite em ambito mundial (ZARAGOZA et al., 2011, KEEFE, 2012). A maioria dos casos
da doenca é de origem infecciosa, sendo as bactérias os agentes mais relevantes, entretanto
outros microrganismos, tais como virus, algas e leveduras, podem estar envolvidos em sua
etiologia.

Leveduras e algas sdo consideradas agentes incomuns da mastite bovina, sendo
isolados facilmente a partir de equipamentos de ordenha, epitélio de tetos dos animais e do
ambiente da sala de ordenha e de locais Umidos e ricos em matéria organica (RANJAN et al.,
2006; ZHAO; LACASSE, 2008; KUMAR et al., 2016). Esses agentes podem ocasionar surtos
de mastite, sobretudo em rebanhos intensivamente manejados, nos quais existem falhas na
higiene ambiental ou naqueles em que o tratamento local de casos clinicos de mastite € feito
sem a observancia dos principios basicos de assepsia e antissepsia (KUMAR et al., 2016;
RANJAN et al., 2006).

Os protocolos terapéuticos convencionais sdo geralmente ineficazes quando se trata de
infeccBes intramamarias (IIM) ocasionadas por algas e leveduras, verificando-se que as
infeccbes ocasionadas por estes agentes geralmente tendem a cronicidade. Tais fatos
geralmente culminam com a perda de quartos afetados e com o descarte de animais
acometidos.

Considerando-se a importancia crescente que algas e leveduras na epidemiologia das
IIM de bovinos, o presente estudo tem como objetivos caracterizar as espécies de leveduras
isoladas de casos de mastite, determinar o perfil de suscetibilidade de algas e leveduras aos
antibacterianos e antissepticos, buscando aprofundar o conhecimento da epidemiologia das
mastites ocasionadas por estes agentes e de novas alternativas para o seu tratamento e

controle.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite bovina e sua relevancia econdmica

A mastite € um processo inflamatorio geralmente ocasionado pela invasdo microbiana
da glandula maméria. A infeccdo ocorre ap6s a invasdo do microrganismo no tecido
glandular, com a estimulacdo do sistema imune que pode eliminar o patégeno. Caso a
resposta imune ndo seja efetiva, podera ocorrer a multiplicacdo do patégeno na glandula
mamaria com a ampliagdo e geracdo de novos estimulos ao sistema imune. O processo
inflamatorio estimula a migracdo dos neutrofilos polimorfonucleares para o paréngquima
secretorio. Estas células, apos a fagocitose, sofrerdo apoptose e serdo fagocitadas pelos
macrofagos ou serdo secretadas no leite juntamente com as células epiteliais mamarias,
resultando em aumento das contagens de células sométicas do leite (CCS) (RODHA;
PANTOJA, 2012; THOMAS et al., 2016).

A mastite € classificada de acordo com sua origem em contagiosa ou ambiental. Na
mastite contagiosa, 0s patogenos sdo transmitidos geralmente durante a ordenha, enquanto
que na mastite ambiental a infeccdo da glandula se d& no intervalo de ordenhas, sendo
ocasionada por patégenos oportunistas presentes no préprio ambiente de criacdo dos animais,
tais como camas, areas de sombreamento, agua utilizada na limpeza de equipamentos e
instalac@es, etc (AIRES, 2010; REYES et al., 2016).

De acordo com a intensidade dos sinais inflamatorios, a mastite pode ser classificada
em clinica ou subclinica. Na mastite subclinica, ndo ha alteracdes macroscépicas do leite,
entretanto ha alteracdes fisico-quimicas e microbioldgicas. Na mastite clinica, a inflamacéo
do Ubere € perceptivel e surgem alteracbes macroscépicas no leite (pus, sangue), além dos
demais sinais cardeais da inflamacdo (dor, calor, rubor, perda de fun¢do). Dependendo dos
agentes envolvidos, a mastite clinica pode desencadear sinais sistémicos como febre,
hipotensdo, dispneia, dentre outros, que podem culminar com a morte do animal (RODHA,
PANTOJA, 2012).

A mastite é considerada uma das doencas mais relevantes para bovinos leiteiros, sendo
responsavel por perdas econémicas significativas apesar de medidas preventivas ja bem
estabelecidas (KEEFE, 2012). Esta doenca gera inimeros prejuizos econémicos para 0
produtor e para a industria por comprometer a qualidade do leite. O 6nus decorrente desta
doenca decorre dos gastos com o tratamento de casos clinicos, descarte de leite de animais em

tratamento, gastos com méao de obra e servicos veterinarios e custos decorrentes de obitos que
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eventualmente ocorrem e com a reposi¢do de animais (LOPES et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2016). No entanto, 0 maior impacto da mastite se deve a diminuicdo da capacidade de
producdo do tecido secretor mamario afetado. Esta perda de capacidade secretdria do quarto
afetado é geralmente irreversivel, o que consequentemente reduz a média de producéo de leite
do animal durante o episodio da doenca e nas lactaces subsequentes, e em casos mais graves
ocasiona o descarte involuntario de animais (HOGEVEEN et al., 2011).

O leite proveniente de quartos mamarios afetados pela mastite apresenta alteracdo em
seus componentes, como valores de proteina, lactose, gordura e seus demais nutrientes, o que
influencia as caracteristicas sensoriais, vida de prateleira e rendimento dos produtos (CINAR
et al., 2015). A CCS, um dos parametros indicadores de qualidade do leite pela indUstria, esta
diretamente relacionada com o rendimento industrial e com a vida de prateleira do leite e seus
derivados (SANTOS; FONSECA, 2007).

Além das perdas econbmicas, a mastite gera riscos para a salde publica devido a
veiculacdo pelo leite de agentes com potencial zoonético que podem ocasionar sérios agravos
a saude dos consumidores. Além disto, a mastite € a doenca que mais demanda a utilizacao de
antimicrobianos no gado leiteiro, 0 que gera riscos de residuos de antibiéticos que contribuem
para o incremento dos indices de resisténcia, bem como riscos decorrentes da presenca de
bactérias resistentes aos antimicrobianos que podem ser propagadas na comunidade (DE
VLIEGHER et al.; 2012; COSTA et al.; 2012).

2.2 Etiologia da mastite bovina

Entre os microrganismos envolvidos na etiologia da mastite bovina, as bactérias sdo
responsaveis por 80 a 90% dos casos. Os principais patdgenos contagiosos causadores de
mastite em bovinos sdo Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. Os patdgenos
ambientais sdo aqueles presentes em fezes, solo e estalagem dos bovinos, 0s mais comuns séo
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli e Enterococcus spp. As
bactérias S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis normalmente causam maiores
danos ao Ubere que outros patégenos causadores de mastite, e por isto sdo denominados
patogenos principais ou maiores (SANTOS; FONSECA, 2007). Algas e leveduras sdo
considerados agentes ambientais, sendo amplamente encontrados no ambiente de ordenha,
agua nao potavel e matéria organica (REYHER et al., 2012; COSTA et al., 2012).
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2.2.1 Algas como agentes da mastite bovina

Embora as algas do género Prototheca ocorram como saprofitas ambientais, podem
causar doengas nos seres humanos e em animais. As algas envolvidas na etiologia da mastite
bovina geralmente pertencem ao género Prototheca, sendo agentes comumente relacionados
com a mastite ambiental. Estas podem ser isoladas em diversas fontes ambientais com alta
umidade, que incluem plantas, solo, agua potavel, lama, matéria organica, piso. Condi¢cdes
inadequadas de higiene nas instalacGes e da ordenha séo fatores predisponentes relevantes
para as 1IM ocasionadas por estes microrganismos (RICCHI et al., 2010; WAWRON, 2013;
BRANKO et al., 2017).

O género Prototheca foi descrito pela primeira vez por Krueger, no ano de 1894,
congregando algas aclorofiladas com afinidade filogenética a Chlorella spp. Sdo descritas as
espécies: P. zopffi, P. moriformes, P. wickerhamii, P. stagnora e P. wickerhamii (KAPLAN,
1977; McDONALD et al., 1984). Masuda et al. (2006) identificaram as espécies P. ulmea, P.
cutis, P. miyajii. Na Coréia, Park et al. (2019) isolaram os gendtipos 1 e 2 de P. zopfii e a
espécie P. blaschkeae associada com um episédio de mastite clinica. Estudos recentes
comprovam a ocorréncia de mastite por Prototheca na Pol6nia (JAGIELSKI et al., 2019).
Atualmente sdo conhecidas sete espécies de algas dentro deste género: P. wickerhamii, P.
zopfii, P. blaschkeae, P. cutis, P. stagnora, P. ulmea e P. miyajii (MASUDA et al., 2016;
MORANDI et al., 2017).

A ocorréncia de casos de mastite por Prototheca tem sido descrita em varios paises.
Além do Brasil (MORANDI et al., 2017), h& relatos em paises Europeus (JAGIELSKI et al.,
2012), na China e Japdo (SHAHID et al., 2015). As infec¢Bes intramamérias causadas por
Prototheca sdo refratarias ao tratamento antimicrobiano e podem resultar em surtos, infecgdes
crbnicas, perda do quarto infectado e descarte precoce dos animais (WAWRON et al., 2013).

No Brasil, a mastite em bovinos ocasionada por algas foi primeiramente relatada em
1989, no Estado do Mato Grosso do Sul. Desde entdo foram relatados surtos no estado de S&o
Paulo, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Goids e Rio Grande do Sul (COSTA, 1989;
LANGONI et al., 1992; CRISPIM et al., 1996; GOMES et al., 1997). Prototheca blaschkeae
subsp. brasiliensis foi identificada recentemente em um rebanho leiteiro de Minas Gerais
(MORANDI et al., 2017).

As mastites bovinas ocasionadas por Prototheca spp. geralmente ocasionam queda
dréastica na producgdo de leite, aumento significativo na contagem de células somaticas (CCS),

secrecdo anormal na forma de coagulos, flocos ou leite aquoso, inchaco e perdas de leite do



18

quarto infectado, geralmente resultando em infecgbes cronicas (JANOSI et al, 2001;
JAGIELSKI et al., 2011).

A mastite por alga é um problema terapéutico sério, pois a Prototheca spp. nédo
responde aos protocolos terapéuticos usuais. Os estudos prévios referentes a susceptibilidade
in vitro e in vivo de algas apontam alta resisténcia a antibidticos e antifangicos (WAWRON,
2013), o que geralmente implica em infeccGes cronicas e no descarte dos animais afetados.

2.2.2 Leveduras como agentes da mastite bovina

Entre os agentes causadores da mastite ambiental, as leveduras tem sido relacionadas
como patdgenos emergentes. A mastite por fungos geralmente é de baixa prevaléncia,
variando entre 0,1% a 17,3% (COSTA et al.; 2008; SANTOS; MARIN, 2005). Os principais
géneros de leveduras envolvidos na mastite micotica sdo Cryptococcus, Rhodotorula,
Trichosporon e Candida. As leveduras do género Candida s&o responsaveis por cerca de 80%
de todos os casos de mastite micotica em bovinos (KRUKOWSKI et al., 2003; SANTOS;
MARIN, 2005; COSTA et al., 2008; COSTA et al.; 2012; MENDES et al., 2018).

A principal fonte de infec¢do nos casos de mastite fungica é o ambiente. Os agentes
também podem ser transmitidos pela m&o do ordenhador, ordenhadeiras mecénicas e outros
equipamentos, sobretudo em condi¢fes inadequadas de higiene da ordenha. As lesdes nos
tetos também sdo outro fator predisponente a infeccdo (DWORECKA-KASZAK et al., 2012;
HAYASHI et al., 2013). A utilizacdo intramamaria de alguns antibioticos, tais como a
penicilina e tetraciclina, constitui fator de risco para a mastite micética, uma vez que estes
antimicrobianos constituem fontes de nitrogénio para as leveduras (YAMAMURA et al.,
2007).

Surtos de mastite causados por leveduras foram particularmente relatados em rebanhos
intensivamente manejados, nos quais houve falhas na higiene ambiental ou em associagéo
com o tratamento intramamario repetitivo (COSTA et al.; 2008: COSTA et al., 2012).

2.3 Riscos a saude publica associados a algas e fungos isolados de mastite bovina

Tanto as algas quanto os fungos envolvidos na etiologia da mastite bovina podem
ocasionar doencgas em seres humanos. A prototecose pode apresentar diversas formas de
apresentacgdo, variando desde infeccOes localizadas a sistémicas, como gastroenterite, bursite,

peritonite e lesdes cutaneas, com curso agudo ou cronico. As infeccdes podem se estabelecer
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em individuos imunocomprometidos que ficam mais propensos a infeccdo generalizada
(LASSA et al., 2011, LASS-FLORL; MAYR, 2007). As lesdes tém desenvolvimento lento e
ndo se curam espontaneamente; acometem a pele e tecido subcutaneo, principalmente de
locais expostos como cabeca, pescoco e extremidades. Podem ocorrer variagdes no aspecto da
lesdo, incluindo placas eritematosas, papulas, crostas, nédulos, Ulceras, granulomas cutaneos e
erupcdes eczematosas (THIELE, BERGMANN, 2002). A forma sistémica é tipicamente
oportunista, ocorrendo em pacientes com imunossupressdo ou doencas cronicas. Os principais
Orgdos afetados sdo pele, tecido subcutaneo, intestino, sangue e baco (LASS-FLORL;
MAYR, 2007).

Alguns fungos que estdo presentes no ambiente leiteiro podem ocasionar infecgoes
cutaneas e sistémicas em seres humanos que podem levar o paciente a oObito. InfeccOes
oculares também podem ocorrer (VASCONCELOQS; ITO, 2011).

2.4 Controle quimico do crescimento microbiano

O tratamento de doencas utilizando substancias quimicas é chamado de quimioterapia.
A busca por substancias que auxiliem na eliminagcdo de microrganismos patogénicos sem
causar danos a saude animal e do ser humano é de grande importancia. As substancias
produzidas naturalmente por fungos e bactérias que agem contra 0s microrganismos Sao
chamadas de antibidticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Desde o advento da penicilina, na década de 1940, os antimicrobianos sdo amplamente
utilizados no controle das doencas bacterianas, tanto na medicina humana quanto para a
promocao da salde e bem-estar animal. O uso de antimicrobianos para o controle da mastite é
rotineiro nas fazendas de leite, sendo esta a doenca que mais demanda a utilizacdo de
antimicrobianos na pecuaria leiteira (BARLOW, 2011). A eficiéncia destes produtos é
comprometida quando surge a resisténcia dos patdgenos aos antimicrobianos, sendo
influenciada por fatores como pressdo seletiva, tipo de antimicrobiano administrado e
frequéncia de mutacdo de genes de resisténcia nos microrganismos, 0 que compromete a
eficacia do produto utilizado para o tratamento (GOODMAN; GILMAN’S, 2011).

A limpeza e desinfecgdo dos utensilios de ordenha sdo fundamentais para o controle
da mastite e preservar a qualidade do leite; para isso o uso de produtos quimicos,
desinfetantes e antissépticos, € imprescindivel. O agente deve apresentar toxicidade seletiva e
conter caracteristicas fundamentais como: auséncia de toxicidade para seres humanos e

animais; ndo irritar a pele e mucosa; ter acdo germicida em baixas concentragdes; ter baixo
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efeito corrosivo e preservar a agdo antimicrobiana na presenca de matéria organica
(DOMINGUES; LANGONI, 2001).

Existem muitos produtos no mercado para fins de desinfeccdo e antissepsia, 0s quais
sdo compostos por principios ativos variados, incluindo fenois, alcoois, aldeidos, detergentes,
agentes oxidantes, derivados de metais pesados, corantes, alcalis, &cido e compostos
organicos naturais (DOMINGUES; LANGONI, 2001).

2.4.1 Mecanismos de acédo dos antimicrobianos

Os antibidticos sdo classificados de acordo com seu mecanismo de acgdo
(GOODMAN; GILMAN'S, 2011). Antibioticos que agem sobre a sintese da parede celular
sdo chamados de seletivos, pois atuam apenas sobre a bactéria e ndo sobre o hospedeiro. Os
glicopeptideos, B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactamicos e
alguns inibidores das B-lactamases) e a bacitracina sdo alguns exemplos de antibioticos que
agem ao nivel da sintese de peptideoglicanos (GOODMAN; GILMAN'S, 2011).

A membrana celular é uma estrutura lipoprotéica, situa-se no interior da parede celular
e recobre o citoplasma de toda a célula, controlando as trocas de substancias. Os antibidticos
que agem nesse local envolvem-se no processo de respiragdo celular, inibindo a fosforilacao
oxidativa e causam desorganizacdo da membrana celular. A acdo destes se restringe as
bactérias Gram-negativas (GOODMAN; GILMAN'S, 2011; KATZUNG, 2014).

As bactérias contem no seu cromossomo toda a informagdo genética necessaria para a
producdo de proteinas e enzimas nos ribossomos. A perda da capacidade de sintese protéica
interrompe o0 seu crescimento. Diferentes classes de antibidticos podem inibir estes
mecanismos, tais como 0s aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e amicacina),
cloranfenicol, tetraciclinas, macrolideos (eritromicina, claritromicina e azitromicina) e
clindamicina (GOODMAN; GILMAN'S, 2011; KATZUNG, 2014).

Alguns antibioticos atuam inibindo diretamemte a sintese dos &cidos nucléicos. Fazem
parte deste grupo as quinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina) que geralmente
sdo dotadas de ampla atividade antimicrobiana (GOODMAN; GILMAN'S, 2011,
KATZUNG, 2014).

O tratamento com antibioticos é uma das medidas importantes dentro de um programa
de controle para a mastite bovina. No entanto, nota-se um problema crescente com relacéo a
resisténcia dos patogénicos causadores de mastite (DZIDIC, SUSKOVIC, KOS, 2008). A

velocidade com que o fendmeno de resisténcia desenvolve é oposta aquela com que novas
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drogas séo descobertas ou desenvolvidas. A resisténcia pode ser uma propriedade particular
das bactérias ou adquirida proveniente da obtencdo de genes de resisténcia ou mutacao
cromossémica (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008).

2.4.2 Mecanismos de acao dos antissépticos

Desinfeccdo é definida como o procedimento que visa eliminar 0s microrganismos
presentes em superficies inanimadas, enquanto antissepsia tem o mesmo objetivo, mas € o
procedimento adotado sobre tecidos vivos. Alguns fatores podem afetar a eficacia da
desinfeccdo/antissepsia, tais como: limpeza prévia da superficie; carga organica presente; tipo
e nivel de contamina¢do microbiana; as caracteristicas dos microrganismos; a concentracdo do
desinfetante/antisséptico; o tempo de exposicdo ao produto; presenca de biofilmes;
temperatura e pH da solu¢cdo. Do mesmo modo que ocorre a resisténcia microbiana aos
antibidticos o uso indiscriminado dos antissépticos pode desencadear a resisténcia dos
microrganismos aos mesmos e a resisténcia cruzada a antimicrobianos (RUTALA; WEBER,
2008; CAMPOS et al., 2016).

Segundo Mcdonnell; Russell (1999), os antissépticos desnaturam as proteinas e
enzimas que constituem a estrutura basica dos microrganismos, além de alterarem a
membrana celular ou induzirem acdo deletéria nos &cidos nucléicos.

A clorexidina é um antisséptico muito utilizado na antissepsia de tetos. Trata-se de um
composto polibisguanida que apresenta potente acdo antimicrobiana e de acdo prolongada,
permanecendo na pele do teto do animal por até seis horas sem causar reacdo tecidual
(COUTINHO et al.,, 2012). Este biocida adsorve a parede celular dos microrganismos,
causando lise e extravasamento do contetdo citosélico (HUSSNE, et al., 2011).

Os compostos  fendlicos  sintéticos compreendem o  hidroxidifenileter,
triclorodifenileter, cresois, fenilfenol, triclosano e outros. Estes compostos promovem a
ruptura da parede bacteriana e precipitam as proteinas celulares. Em baixas concentragdes
inativam as enzimas, interferindo no metabolismo da parede celular (ANVISA, 2012). O
triclosano é um antisséptico sintético cuja acdo antimicrobiana esta relacionada com a sua
capacidade de bloquear a sintese de acidos graxos por meio de inibicdo enzimatica,
impedindo a multiplicagdo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras
(CHEREDNICHENKO et al., 2012).

O peroxido de hidrogénio a 3% é considerado um desinfetante de alto nivel,

principalmente para materiais termo sensiveis. Este biocida causa a desnaturacdo das
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proteinas e a ruptura da permeabilidade da membrana celular bacteriana, ndo tendo agdo
corrosiva sobre superficies e materiais (ANVISA, 2012).

A utilizacdo dos acidos organicos como desinfetante/antisséptico € rotineira. Estes sdo
amplamente empregados na antissepsia de tetos pré e pos- dipping. Quando estdo na forma
ndo dissociada, sdo lipofilicos e podem difundir-se facilmente através da membrana da
bactéria para o citoplasma da célula. Uma vez dentro da célula, onde o pH é préximo do
neutro, eles sdo dissociados e liberam protons que acidificam o citoplasma, o que resulta na
dissipacédo da forca protomotora, suprimindo o sistema enzimatico, o transporte de nutrientes,
0 metabolismo de aminodcidos e a sintese de DNA (GAUTHIER, 2005). A eficiéncia
antimicrobiana do acido depende da sua constante de dissociacdo (pKa). Quanto maior o pKa
de um acido, mais eficiente ele sera como antimicrobiano (VIOLA; VIEIRA, 2007).

Compostos alégenos como iodo e cloro apresentam acdo antibidtica no sentido
indireto, atuando como fungistaticos ao modificar as condi¢des locais, por isso, sdo
constituintes de inimeros produtos utilizados na rotina da fazenda, como uso de pré e pos-
dipping e na limpeza de utensilios de ordenha. (COUTINHO et al., 2012).

Os compostos quaternarios de amdnia tem o seu espectro de acdo dependente da
concentragéo e tipo de composto, 0 tempo de exposicdo e do pH. Atuam inativando enzimas
envolvidas na producdo de energia, promovendo a deshaturacdo de proteinas e a ruptura da
membrana celular dos microrganismos (ANVISA, 2012).

O acido peracético tem potente acdo biocida, promovendo a desnaturacdo das
proteinas, alterando a permeabilidade da parede celular e oxidando as ligacdes sulfidril e
sulfaricas em proteinas e enzimas. Tem uma a¢do bastante rapida sobre 0s microrganismos,
inclusive sobre os esporos bacterianos em baixas concentrac¢6es (0,001 a 0,2%), conservando

sua acdo antimicrobiana mesmo na presenca de matéria organica (ANVISA, 2012).

2.5 Suscetibilidade de algas isoladas de mastite a antimicrobianos e antissépticos

As algas sdo geralmente resistentes aos farmacos utilizados no tratamento de mastite,
como 0s agentes antifungicos e antibacterianos, sendo também resistentes a tratamentos
térmicos, como a pasteurizacdo. Um aspecto importante relacionado a mastite por algas € a
inexisténcia de tratamento eficaz, sendo recomendada a esterilizagcdo de quartos afetados ou o
descarte de animais acometidos (GRZESIAK et al., 2016).

Estudos sobre a suscetibilidade de algas a antimicrobianos tem apontado altos indices

de resisténcia. Malinowsky et al. (2002) avaliaram a sensibilidade in vitro de 28 estirpes de P.
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zopfii isoladas de mastite clinica e subclinica, tendo verificado resisténcia dos isolados a
diversos antimicrobianos, incluindo itraconazol, fluconazol, cetoconazol, clotrimazol,
miconazol e tioconazol. Niveis intermediarios de suscetibilidade foram verificados para a
anfotericina B (35,7%) e nistatina (21,4%). Resultados semelhantes foram relatados por
Wawron et al. (2013) que verificaram 100% de resisténcia para isolados de algas recuperados
de mastite bovina para os antimicéticos clotrimazol, fluconazol, econazol e flucitosina.

No que se refere aos antibacterianos, as algas também se mostram resistentes. Milanov
et al. (2006) relataram resisténcia de algas isoladas de casos de mastite aos antibacterianos
cefoperazona, cefalexina, enrofloxacina, lincomicina e oxitetraciclina.

Diferentes antissepticos tem sido utilizados na antissepsia de tetos, incluindo iodo,
acido latico, hipoclorito de sddio, clorexidina, dentre outros. A utilizacdo de antissépticos
antes da ordenha pré-dipping em baixas concentracGes, tem sido preconizada como medida de
prevencdo da infeccdo da glandula maméria ocasionada por microrganismos de origem
ambiental, visto que diminuem a carga microbiana dos tetos devido a contaminacédo por fezes,
terra e matéria organica. J o pds-dipping, que consiste na imersdo imediata dos tetos apds a
ordenha, utiliza antissépticos em concentracdo superior ao pré-dipping, e possui acgdo
predominante no controle de microrganismos de mastite contagiosa (SALERNO, 2007).

Salerno (2009) avaliou in vitro a eficiéncia do hipoclorito de sodio e do iodo frente a
P. zopfii. O efeito algicida foi verificado em baixas concentrages para ambos o0s biocidas nas
faixas de concentracdo que variaram de 0,62% a 0,15%. Alves et al. (2017) demonstraram alta
suscetibilidade in vitro de isolados de Prototheca spp. hd guanidina nas faixas de
concentracédo de 0,001% a 0,035%.

2.6 Suscetibilidade de leveduras isoladas de mastite a antimicrobianos e antissépticos

Lassa e Malinowski (2007) avaliaram o perfil de suscetibilidade de leveduras isoladas
de mastite bovina a antimicdéticos e verificaram resisténcia a anfotericina B, fluconazol,
pimaricina, itraconazol, e sensibilidade a tioconazol, clotrimazole e 5-Fluorocitosina.

A acgdo de antissépticos frente a leveduras isoladas de casos de mastite bovina foi
avaliada em diferentes estudos. Pedrini; Margatho (2003) verificaram uma significativa
atividade in vitro do iodo a 1% e 2%. Coutinho et al. (2012) demonstraram eficacia no uso do
amoOnio quaternario quando os agentes foram expostos por mais de 60 segundos. Neste
mesmo estudo, o cloro apresentou resultados insatisfatérios, com mais de 80% cepas testadas

resistentes para o biocida.
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Coutinho et al. (2012) relataram 100% de suscetibilidade de leveduras isoladas de
casos de mastite frente a clorexidina. Segundo estes autores, devido as caracteristicas

antimicrobianas deste antisséptico, 0 mesmo pode ser uma boa opcdo para 0 pré e 0 pos-

dipping.

2.7 Caracterizacgao das algas do género Prototheca

Os microrganismos do género Prototheca sdo algas unicelulares, aerobias e imoveis,
dotados de parede celular hialina com aproximadamente 0,5 pm de espessura. De acordo com
a espécie, estagio de desenvolvimento e meio de cultura, apresentam morfologia esféricas a
ovaladas, com diametro entre 3 a 30 um. Possuem citoplasma basdéfilo granular, contendo um
ou mais vacuolos, nucleo central pequeno com nucléolo, mitocéndrias, corpusculos lipidicos,
Complexo de Golgi e reticulo endoplasmético (ACHA; SZYFRES, 2001).

Prototheca spp. se reproduz assexuadamente; o citoplasma passa por uma clivagem ou
septacdo formando enddsporos ou esporangiosporos. Dentro do esporangio ocorre uma
divisdo multipla dentro do esporangio gerando formacéo do enddsporo, que se desenvolvem e
rompem a parede da célula mée, liberando as estruturas ou células filhas (RIBEIRO et al.,
2016).

Em funcdo de estudos genotipicos conduzidos por pesquisadores alemées, foi sugerida
a classificacdo de P. zopfii em trés bi6tipos: I, Il e I1l. O biotipo I que predomina nas fezes,
contaminando estabulos de bovinos (variantes RZI-1, RZI-2 e RZI-3); o biotipo Il isolado de
mastite bovina (variantes RZII-1, RZII-2 e RZII- 3) e o biotipo IlI isolado do ambiente de
criatérios de suinos (variantes RZIII-1 e RZIII-2) e de casos humanos de onicoprototecose
(variante RZI11-3) (ROESLER et al., 2003; MOLER et al., 2006). A P. zopfii biotipo Il
encontra-se filogeneticamente distante de outros biotipos, sendo atualmente denominada
Prototheca blaschkeae. Os biotipos | e Il foram classificados como gendtipos 1 e 2
(ROESLER et al., 2006). O gendtipo 1 predomina nas fezes dos animais e no ambiente, o
gendtipo 2 em mastite bovina (RIBEIRO et al., 2009).

Aouay et al. (2008), na Bélgica, pesquisaram o perfil molecular de 30 isolados de
Prototheca spp. obtidos do leite de vacas com mastite e identificaram 27 isolados como P.
zopfii gendtipo 2 e trés P. blaschkeae.

Jagielski et al. (2011), em estudo realizado na Polénia, identificaram pela primeira vez
casos de mastite bovina por P. blaschkeae no pais. Entre 44 isolados de Prototheca ssp. 43

(98%) foram identificados como P. zopfii genotipo 2 e um isolado como P. blaschkeae.
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Salerno et al. (2010) descreveram pela primeira vez no Brasil a presenca do genoétipo 2
entre 22 cepas de P. zopfii isoladas de vacas com mastite, provenientes dos estados de S&o
Paulo, Minas Gerais, Parana e Goiés.

Marques et al. (2008), por meio da amplificacdo (PCR) das subunidades 18S do DNA
ribossomal, realizaram analises de restricdo do rDNA e analises filogenéticas em 41 cepas de
P. zofii isoladas de casos de mastite em rebanhos do norte de Portugal e identificaram 37
isolados como P. zopfii subsp. hydrocarbonea e 4 isolados da espécie P. blaschkeae (genotipo
3), demonstrando pela primeira vez o envolvimento desta espécie em infecgcdes de glandula

mamaria bovina.

2.8 Caracterizacao de leveduras

Os fungos filamentosos estdo aleatoriamente distribuidos na natureza, mas as
leveduras sdo frequentemente relacionadas as infecgdes da glandula mamaria (COSTA et al.,
2008). Elas constituem um grupo de microrganismos eucariotos unicelulares; sdo fungos
ascomicetos ou basidiomicetos unicelulares, produzem células simples, arredondadas, ovais
ou alongadas, com multiplicacdo sexual ou assexual (KURTZMAN et al., 2011).

Ao microscopio, as leveduras se diferenciam de bactérias pela maior dimensdo das
suas celulas, podendo variar de 5 a 8 um de didmetro. Multiplicam-se se em uma ampla faixa
de pH &cido, em até 18% de etanol e em presenca de 55% a 60% de sacarose. As coldnias de
leveduras sdo geralmente de consisténcia cremosa, brilhantes ou opacas, de diferentes cores,
variando de marfim ao rosa e até vermelho (JAY, 2005).

Usualmente a identificacdo fenotipica dos isolados de leveduras é realizada por meio
de testes bioguimicos convencionais que incluem a fermentacdo de diferentes carboidratos
(QUINN et al., 1994) ou por meio de testes bioquimicos empregando-se Kits miniaturizados
(Kit AP1 20 AUX®), mas estes além de trabalhosos fornecem resultados pouco confiaveis.

A identificacdo por meio da amplificacdo e sequenciamento do gene rDNA 18S é
estratégia comum, uma vez que este gene esta presente em todos os eucariotos e, por ser uma
regido muito conservada no genoma, seu sequenciamento permite a caracterizacdo da espécie.
A regido D1/D2 da subunidade ribossomal 26S e ITS tem sido utilizadas para diferenciar as
especies de leveduras (SCORZETTI et al., 2002).
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2.9 Espectrometria de Massa, MALDI-TOF MS

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite a identificacdo de
compostos quimicos de um determinado composto isolado. A técnica de ionizagdo MALDI
(sigla em inglés para matrix-assisted laser desorption ionization) baseia-se na dessor¢éo a
laser das moléculas. O analisador de massa TOF (sigla em inglés para time-of-flight) lanca as
moléculas ionizadas e aceleradas em um tubo sob vacuo e sem campo elétrico para medida do
seu tempo de “v6o” até um detector. Esse tempo de “v6o” € proporcional a massa molar da
molécula; sendo assim, esse carater pode ter significado evolutivo e consequentemente
possibilidade de emprego na filogenia dos grupos. Um espectrémetro de massa é formado
basicamente de duas partes: o sistema de ionizacdo das moléculas, responsavel por vaporiza-
las e carrega-las eletricamente, e o analisador de massa — o0 espectrdometro de massa
propriamente dito — que separa os ions resultantes de acordo com a massa (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012).

A técnica de espectrometria de massas € considerada uma das mais precisas da
atualidade e serve para analisar as moléculas de maneira quantitativa e qualitativa. Quando se
compara a tecnologia MALDI-TOF com outras técnicas laboratoriais para identificacdo de
microrganismos, a principal vantagem dessa tecnologia é a agilidade para obtencdo dos
resultados. Entre o preparo do depésito e a leitura final, um resultado isolado pode ser obtido
em menos de 30 minutos (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

MALDI-TOF para identificacdo de espécies/géneros, além de ser uma técnica rapida,
simples e confidvel, tem também tem um &timo custo-beneficio se comparada a outras
técnicas de identificacdo proteica (KAUFMANN et al., 2011). A utilizacdo do MALDI-TOF
para identificacdo de taxons resolveria problemas basicos da taxonomia, como exemplares
degradados pelo tempo e caracteristicas taxonémicas muito subjetivas ou de dificil
interpretacdo (CARPENTER et al., 2008; MEISWINKEL et al., 2008; KAUFMANN et al.,
2011).

A técnica apresenta resultados satisfatorios na area de microbiologia veterinaria,
possibilitando a identificacdo de patogenos causadores de mastite, como Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae (BARREIRO et al., 2010); e espécies de Staphylococcus
coagulase negativa (TOMAZI et al., 2014) e Corynebacterium spp. (GONCALVES et al.,
2014).

Nonnemann et al. (2019) utilizaram a técnica de MALDI TOF MS para a

caracterizacdo uma grande variedade de patdgenos causadores de mastite bovina entre eles,
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Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus

agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de suscetibilidade a antissépticos e antimicrobianos em algas e

leveduras isoladas de casos de mastite em bovinos.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar os isolados de leveduras utilizando a técnica de MALDI-TOF.
e Determinar o perfil de suscetibilidade a antissépticos e antimicrobianos das algas e
leveduras isoladas de mastite em rebanhos bovinos de Minas Gerais, Sdo Paulo,

Parana.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos estudados

Foram utilizados no estudo 150 isolados de leveduras e 64 isolados de algas obtidos de
animais acometidos por mastite de rebanhos leiteiros dos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais
e Parana. Todos os isolados foram mantidos congelados a -70°C em caldo BHI contendo 10%

de glicerol até a utilizacéo.
4.2 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados de algas e leveduras
Para a identificacdo morfologicas das algas e leveduras foi realizada a observacdo da

morfologia colonial dos isolados semeados em Agar Sabouraud. Neste meio, as leveduras

produzem coldnias de coloragdo creme, cremosa, brilhantes ou opacas, de diferentes cores,
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variando de marfim ao rosa e até vermelho. A visualizacdo da morfologia microscopica das
leveduras foi realizada por meio de esfregagos corados pela técnica de Gram. Nestes, foi
possivel visualizar células que variam de 5 a 8 um, arredondadas, ovais ou alongadas e a
presenca de brotamentos (JAY, 2005; KURTZMAN et al., 2011).

As algas crescem de forma expressiva em Agar Sabouraud, formando col6nias grandes
de coloracdo variando de branco a creme. A observacdo da morfologia microscopica foi
realizada em esfregacos corados pelo azul de lactofenol, observando-se formas esféricas a
ovaladas, com diametro entre 3 a 30 um (ACHA; SZYFRES, 2001).

4.3 Testes de resisténcia a antissépticos e antibacterianos

Os testes de suscetibilidade foram determinados pela concentracdo inibitéria minima
(CIM), utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo Muller Hinton.

Todos os antibidticos foram solubilizados e diluidos de acordo com o indicado pelo
CLSI (2013). Os antissepticos foram diluidos também em caldo MH, adaptando-se a técnica
de microdiluicdo preconizada para obtencdo da CIM para leveduras (NCCLS, 2002).

Resumidamente, para a avaliagdo da CIM, os microrganismos foram descongelados e
semeados em meio agar Sabouraud que foi incubado em condicGes de aerobiose, em estufa a
37°C por 48 horas. As culturas foram padronizadas utilizando-se a turbidez 1,0 da escala de
Mac Farland que equivale a 1,5 x 108 (UFC/mL). Os testes foram realizados utilizando-se
microplacas estéreis com dilui¢bes seriadas dos antimicrobianos em 100 microlitros do caldo
Muller-Hinton (Himedia®, India). Em cada poco contendo as concentragfes do
antimicrobiano, foram adicionados 10 microlitros de in6culo do microrganismo. Foram
utilizados controles positivo e negativo em cada um dos ensaios. O controle positivo contendo
o caldo e 10 microlitros de suspensdo do microrganismo e o controle negativo apenas o caldo
MH. As placas foram agitadas em vdrtex e posteriormente incubadas por 48 horas a 37°C. Os
testes foram realizados em duplicata. Apds o periodo de incubacdo, a CIM foi obtida,
correspondendo & menor concentracdo de cada antimicrobiano na qual ndo foi possivel a
deteccdo visual do crescimento microbiano. A CIM50 e CIM90 foram estabelecidas para cada
isolado. A CIM50 equivale a concentracdo do antisséptico na qual houve inibicdo de
crescimento de 50% dos isolados e a CIM90 é equivalente a concentragcdo na qual houve
inibicdo de crescimento de 90% dos mesmos.

Os antimicrobianos e antissépticos e faixas de concentragdes que foram utilizadas nos

testes de suscetibilidade estdo relacionados nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade de algas e concentracdes

testadas
Antibiéticos testados Concentrac0es testadas (%)
Cefalotina 32 16 8 4 2 1 05 025 0,125
Ceftiofur 32 16 8 4 2 1 05 025 0,125
Amicacina 64 32 16 8 4 2 1 05 025
Sulfonamida 64 32 16 8 4 2 1 05 025
Novobiocina 64 32 16 8 4 2 1 05 0,25
Penicilina G 64 32 16 8 4 2 1 055 0,25
Gentamicina 250 125 63 31 153 16 78 39 19
Estreptomicina 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Polimixina B 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Lincomicina 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Neomicina 256 128 64 32 16 8 4 2 1
Tetraciclina 1024 512 256 128 64 32 16 8 4

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 2 - Antissépticos utilizados nos testes de suscetibilidade de algas e leveduras e

concentracdes testadas

Antissépticos testados Concentrac0es testadas (%)
Acido Lético 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003 0,001
Triclosano 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003 0,001
Clorexidina 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003 0,001
lodo 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003 0,001

Hipoclorito de sodio 1 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003
Perdxido de hidrogénio 2 1 05 025 01125 0,062 0,031 0,015 0,007
Glutaraldeido 2 1 05 025 01125 0,062 0,031 0,015 0,007
Acido peracético 2 1 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007
Amonio quaternario 3 15 075 0,375 0,187 0,093 0,046 0,023 0,011

Fonte: Do autor (2019).
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4.3.1 Acdo algicida, algistatica e fungicida, fungistatica dos antissépticos

Ap0s a determinacdo da CIM, foi retirada uma aliquota de 10 uL do well da diluicdo
correspondente & mesma que semeada em Agar Sabouraud, seguindo-se periodo de incubagéo
a 37°C por 24-48 horas. A presenca de crescimento era indicativa de acdo fungistatica
(fungos) ou algistatica (algas) e a auséncia de crescimento interpretada como acdo fungicida e

algicida, respectivamente.

4.4 ldentificagdo das leveduras por MALDI-TOF MS

A identificacdo de espécies das leveduras por meio da ferramenta MALDI-TOF foi
realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da UFLA.

4.4.1 Obtencéo dos estratos proteicos

A extracdo das proteinas dos isolados foi realizada pelo método de extragdo com &cido
férmico, de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante do equipamento de MALDI-
TOF, sumarizado a seguir:

1-Uma porcéo de células cultivadas (de uma colbnia Unica, uma al¢a de inoculacdo de
10 uL é o suficiente) foi transferida para um tubete esterilizado ao qual se acrescentou-se 300
pL de agua deionizada € 900 uL de etanol puro;

2-A suspensdo foi homogeneizada em agitador tipo vértex por 30 segundos e, em
seguida, foi realizada a centrifugacdo por 2 minutos a 13.000 rpm.

3-O residuo de etanol foi removido e o sobrenadante foi recuperado com auxilio de
uma micropipeta.

4-Foram adicionados 50 pL de é&cido formico a 70% ao pellet, seguindo-se a
homogeneizacdo em agitador tipo vortex por 30 segundos.

5-Foram adicionados 50 pL de acetonitrila a suspensdo, seguido de centrifugacéo por
2 minutos a 13.000 rpm.

6-0O sobrenadante foi coletado e estocado em microtubos, em freezer (-20°C).



31

4.4.2 Obtencao de espectros de massas

O volume de 1,0 uL do extrato protéico da levedura foi colocado em placa (mtp 384
Target Polished Steel; Bruker Daltonik), seguindo-se de secagem ao ambiente. Sobre o
sobrenadante seco, foi acrescentado 1,0 uL de solugdo de matriz, composta de &cido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) diluida em acetonitrila 50% e de &acido trifluoroacético
2,5%. Em seguida, as placas foram levadas ao aparelho de MALDI-TOF, onde os espectros
de massas foram coletados na faixa de massas de 2.000-20.000m/z. Os espectros obtidos
foram analisados pelo Programa MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik) com as
configuragOes padrdo para obtencdo da identificacdo de leveduras. O algoritmo usado pelo
MALDI Biotyper 3.0 confronta os espectros da amostra desconhecida com amostras de
referéncia contidas em um banco de dados. O procedimento de analise leva em consideracao

as massas e as intensidades relativas dos espectros desconhecidos (LARTIGUE et al., 2009).

4.4.3 Construcdo do dendrograma de espectros gerados no MALDI-TOF

Os resultados obtidos na analise realizada no MALDI-TOF foram transportados para

0 Programa Maldi-Biotyper 3.0 que gera dendrogramas baseados na similaridade dos perfis

protéicos dos isolados.

4.5 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva, utilizando-se o

software SISVAR (versao 5.6).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados dos testes de CIM dos antibacterianos e antissepticos para algas

Os resultados obtidos nos testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) para avaliar

a suscetibilidade das algas aos antibidticos e antissépticos estdo relacionados nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM50/CIM90) dos antibioticos frente a algas

isoladas de infeccOes intramamarias de bovinos

Antibioticos CIMS50 (pg/mL) CIM90 (ug/mL)
Gentamicina 0,25 4
Amicacina 8 16
Polimixina B 8 8
Cefalotina Indeterminado™ Indeterminado*
Lincomicina Indeterminado® Indeterminado*
Neomicina Indeterminado™ Indeterminado*
Penicilina G Indeterminado™ Indeterminado*
Novobiocina Indeterminado® Indeterminado*
Ceftiofur Indeterminado® Indeterminado*
Sulfonamida Indeterminado™ Indeterminado*
Tetraciclina Indeterminado® Indeterminado*

Estreptomicina

Indeterminado*

Indeterminado®

*- Houve crescimento em todas as concentragdes
Fonte: Do autor (2019).

Nos testes de suscetibilidade das algas aos antibidticos as algas, somente 0s
aminoglicosideos e a polimixina B demonstraram acdo inibitoria, com CIM de 4ug, 16ug e
8ug, respectivamente para gentamicina, amicacina e polimixina B. Quanto aos demais
antimicrobianos, ndo se observou acdo inibitéria, mesmo nas maiores concentracdes testadas.
Nossos resultados sdo corroborados por aqueles obtidos por Sobukawa et al. (2011), Morandi
et al. (2016) e Shahid et al. (2016) em cujos trabalhos demonstraram altos indices de
resisténcia das algas aos antibidticos testados. Nossos resultados, em concordancia com 0s
trabalhos supracitados, demonstram a alta resisténcia das algas aos antibacterianos que
constituem a base dos medicamentos utilizados no tratamento da mastite, 0 que justifica a
ineficacia dos protocolos terapéuticos e a tendéncia a cronicidade das infec¢fes ocasionadas
por estes agentes.

Estudos devem ser conduzidos com o intuito de explicar a acdo dos aminoglicosideos
e da polimixina B sobre os isolados de algas, uma vez que se estes medicamentos tem acao
direcionada para procariotos, ndo sendo esperada acdo antimicrobiana contra eucariotos,

conforme normalmente se observa para fungos.
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Tabela 4 - Resultados dos testes de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM50/CIM90) dos
antissépticos frente a algas isoladas de infec¢fes intramamaérias de bovinos

Antibioticos CIMS50 (pg/mL) CIM90 (ug/mL)
Acido latico Indeterminado* Indeterminado*
Glutaraldeido Indeterminado* Indeterminado*
Triclosano 0,25 -
Hipoclorito de sodio 0,06 0,06
Ambnia quaternéria 0,01 0,01
Peroxido de hidrogénio 0,002 -
Clorexidina 0,0018 0,0018
lodo 0,015 0,015
Acido peracético 0,25 0,25

*- Houve crescimento em todas as concentracdes
Fonte: Do autor (2019).

Quanto aos testes de suscetibilidade aos antissépticos, verificou-se que 100% dos
isolados de algas cresceram nas maiores concentragdes de acido lactico e glutaraldeido. Neste
estudo, 55% dos isolados de algas foram inibidos na concentracdo de 0,25% de triclosano. A
CIM do iodo foi de 0,015% para 86% dos isolados, enquanto o &cido peracético a 0,25%
inibiu 80% dos isolados. Todos os isolados de algas foram inibidos nas menores
concentracdes de amdnio quaternario, peroxido de hidrogénio e de clorexidina testadas.

Estudos prévios realizados com algas isoladas de mastite bovina demonstraram
resultados similares aos obtidos no presente trabalho, com relatos de sensibilidade a
clorexidina, iodo, aménio quaternario e ao &cido peracético (KRUKOWSKI et al., 2013;
SALERNO et al, 2010; PEDRINI; MARGATHO, 2003; LASSA et al., 2011; GONCALVES
et al. 2015). A clorexidina age ao nivel de parede celular, o que pode explicar a sua eficacia,
ja que as algas possuem parede celular espessa (HUSSNE, et al., 2011). A efetividade
antimicrobiana do aménio quaternario e do peroxido de hidrogénio pode estar vinculada ao
sua acao de desnaturacdo de proteinas. Estes biocidas apresentam um alto espectro de acdo
viabiliza 0 uso destes antissépticos no pré-dipping e pds-dipping como medida profilaticas
para a mastite ocasionada por estes agentes infecciosos (ANVISA, 2012).

O é&cido lactico apresentou efeito estimulante sobre o crescimento das algas,
verificando-se aumento das contagens & medida que se incrementava a concentracdo do

biocida. Tal fato sugere que as algas possam utilizar este antisséptico como substrato, o que
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limitaria sua aplicabilidade como antisséptico no controle e na prevencédo das I1M ocasionadas
por estes agentes.

Na Tabela 5, encontram-se relacionados os resultados da avaliacdo da acdo algicida ou
algistatica dos antissépticos nas concentracOes referentes a CIM frente aos isolados de algas.
Este teste possibilita determinar se na concentra¢do correspondente a CIM o antisséptico
inativa ou se apenas inibe a multiplicacdo do agente. De acordo com os resultados obtidos,
todas as concentracdes referentes a CIM para os antissépticos tiveram acdo algicida sobre os

isolados.

Tabela 5 - Avaliacdo da acdo algicida ou algistatica dos antissépticos frente os isolados de

algas nas concentraces referente a CIM

Antissépticos Acdo verificada

Peroxido de hidrogénio Algicida
Amédnio quaternario Algicida
Triclosano Algicida
Clorexidina Algicida
lodo Algicida
Acido peracético Algicida
Hipoclorito de sodio Algicida

Acido latico Estimulou o crescimento

Fonte: Do autor (2019).

5.1.1 Resultados dos testes de CIM para as leveduras

Tabela 6 - Resultados dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM50/CIM90) dos

antissépticos frente a leveduras isoladas de infec¢fes intramamarias de bovinos

Antissépticos CIM50 CIM90
Acido latico Indeterminado* Indeterminado*
Glutaraldeido Indeterminado* Indeterminado*
Triclosano 0,0015 -
Hipoclorito de sodio 0,25 0,25
Amonia quaternaria 0,02 0,02
Perdxido de hidrogénio 0,007 0,007
Clorexidina 0,0018 0,0018
lodo 0,125 -
Acido peracético 0,125 -

*- Houve crescimento em todas as concentracdes
Fonte: Do autor (2019).
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Neste estudo, verificou-se quanto aos testes de sucetibilidade de leveduras aos
antissépticos que o hipoclorito de sddio a 0,25% apresentou ag&o inibitoria sobre 90% dos
isolados. O iodo a 0,125% inibiu o crescimento de 41% das cepas e 0 acido peraceético
também na concentracdo de 0,125% inibiu 70% dos isolados. Ndo houve crescimento nas
menores concentracbes de amonio quaternério, peroxido de hidrogénio, clorexidina e
triclosano. Por outro lado, 100% dos isolados cresceram nas maiores concentracoes testadas
do acido lactico (0,5%) e de glutaraldeido (2%). Nossos resultados sdo corroborados por
estudos previos (PEDRINI & MARGATHO, 2003; LASSA et al., 2007; COUTINHO et al.
2012; REDU, 2014) que também apontaram a sensibilidade de leveduras isoladas de mastite
bovina frente a clorexidina, iodo, aménio quaternario e ao acido peracético.

Como resultados deste estudo, os antissépticos que agem ao nivel de parede celular
(clorexidina, triclosano e aménio quaternario) foram mais eficazes na inibi¢cdo do crescimento
das leveduras, o que pode ser explicado pelo fato de as mesmas possuirem uma densa parede
celular. Também houve inibicdo de crescimento frente aos antissépticos que tem agdo na
desnaturacdo de proteinas celular (peréxido de hidrogénio e &cido peracético). De modo
analogo ao verificado nos testes de CIM para as algas, estes biocidas apresentam um alto
espectro de acdo, 0 que viabiliza o uso destes antissépticos no pré-dipping e pés-dipping
como medida profiléticas para a mastite ocasionada por estes agentes infecciosos.

A Tabela 6 aponta os resultados da avaliacdo da acdo fungicida ou fungistética dos
antissépticos nas concentracOes referentes a CIM frente aos isolados de leveduras. De forma
semelhante ao descrito anteriormente nos testes de suscetibilidade das algas aos
antimicrobianos, este aponta se a acdo dos antissépticos na diluicdo correspondente a CIM
elimina ou apena inibe o crescimento do isolado. De acordo com estes testes, todas as
concentracdes referentes a CIM para 0s antissepticos tiveram agdo fungicida sobre os isolados

testados.

Tabela 7 - Acdo fungicida, fungistatica dos antissépticos perante os isolados de leveduras nas

concentragoes referente a CIM

Antissépticos Acdo observada
Peroxido de hidrogénio Fungicida
Aménio quaternario Fungicida
Triclosano Fungicida
Clorexidina Fungicida
lodo Fungicida
Acido peracético Fungicida

Hipoclorito de sédio Fungicida
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Em se tratando de isolados de leveduras e de algas ndo ha um ponto de corte para se
determinar a concentragdo inibitoria minima de antibioticos ou de antissépticos, 0 que impede
a caracterizacdo dos mesmos como resistentes ou suscetiveis frente aos diferentes
antimicrobianos avaliados.

Ha um grande nimero de desinfetantes de tetos no mercado a serem utilizados, tendo
em suas formulagdes o iodo, compostos aniénicos &cidos, compostos de amdnio quaternario,
clorexidina, acido latico, hipoclorito de sodio, entre outros. A atividade bactericida, fungicida
e algicida de varios destes biocidas foram bem documentadas na literatura (LASSA et al.,
2011; COUTINHO et al., 2012; GONCALVES et al., 2015). E decisdo do produtor escolher o
melhor produto que deve exibir alta atividade germicida e baixa toxicidade para o tecido
animal.

Jagielski et al. (2012) relataram que variacGes nos valores encontrados de CIM podem
estar relacionadas com a origem geografica dos isolados, fatores ambientais, tecnoldgicos,
protocolos terapéuticos utilizados anteriormente nos rebanhos, condigfes de profilaxia entre
outros fatores que podem ocasionar mudancgas genotipicas que refletem nos fenotipos de
suscetibilidade dos isolados.

O uso indiscriminado de drogas terapéuticas € uma preocupagdo emergente na salde
coletiva. Estudos apontam que ndo somente o fendmeno da resisténcia dos microrganismos
ndo se restringe apenas aos antibacterianos e que o uso continuado e indiscriminado de
antissépticos, mesmo em baixas concentracGes, pode estimular a resisténcia cruzada aos
mesmos. Jutkina et al. (2018) demonstraram que baixas concentracfes de triclosano e de
clorexidina estimulam a transferéncia horizontal de genes de resisténcia, contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos. Kampf (2018), relatou que
concentragcdes subinibitorias de cloreto de benzalcénio foram associadas a uma maior
frequéncia de resisténcia frente a ampicilina, cefotaxima e sulfametoxazol em bactérias Gram-
negativas e que concentragdes subinibitorias de clorexidina desencadeou aumento da
resisténcia a ceftazidima, sulfametoxazol, imipenem, cefotaxima e tetraciclina. Estes autores
relataram o aumento da resiténcia aos antimicroianos e a resisténcia cruzada aos mesmos em
subconcentragdes de triclosano, octenidina, hipoclorito de sodio e cloreto de

didecildimetilamonio.
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5.2 Resultados parciais da caracterizacéo de leveduras pelo MALDI-TOF MS

Por meio da técnica de MALDI-TOF foram identificadas 100% de 37 cepas de

leveduras submetidas ao teste (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados da identificacdo de leveduras isoladas de infec¢bes intramamarias de
bovinos por meio da técnica de MALDI-TOF MS

Espécie Numero de isolados  Frequéncia percentual
Candida parapsilosis 3 8,1%
Candida rugosa 3 8,1%
Candida pararugosa 7 18,91%
Candida glabrata 1 2,70%
Issatchenkia orientalis 22 59,45%
Kluyveromyces marxianus 1 2,70%

Fonte: Do autor (2019).

Os resultados da técnica de MALDI-TOF apontaram seis espécies diferentes, entre 0s
37 isolados submetidos ao teste: Candida parapsilosis, Candida rugosa, Candida
pararugosa, Candida glabrata, Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr) e Issatchenkia
orientalis (Candida kruzei). Esta ultima foi a espécie predominante entre os isolados.

Os resultados de caracterizacdo das espécies das leveduras obtidos no presente estudo
demonstraram a predominancia de algumas espécies entre os isolados de mastite bovina, em
concordancia com estudos prévios citados na literatura. Du et al. (2018), na China,
identificaram pela técnica de espectrometria de massa as espécies C. krusei e C. parapsilosis
como causadoras da mastite em bovinos. Seker (2010), na Turquia, isolou 207 espécies de
Candida de casos de mastite clinica e subclinica de bovinos, dentre elas C. krusei (34,8%), C.
rugosa (16,4%), C. kefyr (12,6%), C. albicans (10,1%) e C. tropicalis (9,2%). Dworecka-
Kaszak et al.(2012) identificaram, na Polonia, C. parapsilosis (25 cepas) e C. krusei (15
cepas) entre 44 isolados de origem bovina estudados. Por outro lado, nossos resultados,
embora sejam parciais, estdo em desacordo com os resultados relatados por Mendes et al.
(2018), segundo os quais Candida albicans foi a espécie predominante em isolados de mastite
fangica, representando cerca de 50% dos isolados, seguida de C. glabrata, C. parapsilosis e
C. tropicalis presentes em torno de 10 a 25%, respectivamente.

Estudos apontam aumento no numero de IIM ocasionadas por leveduras, o que pode

estar relacionado ao uso repetitivo de antibidticos intramamarios (COSTA et al., 2008;
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COSTA et al., 2012) e influéncias sazonais que podem contribuir para o desenvolvimento dos
fungos (GAUDIE et al., 2009, RANJAN et al., 2011 e ZARAOZA et al., 2011; KUMAR et al
2016).

Nossos resultados parciais apontaram a predominancia Issatchenkia orientalis
(Candida kruzei) como agente principal das IIM flangicas no presente estudo. Segundo Seker
(2010), as espécies de Candida sdo patdgenos comumente isolados de infec¢des na glandula
mamaria de bovinos, em associagdo com condi¢Ges de baixa higiene na rotina da fazenda, o
que deprime o sistema imune e facilita a colonizacdo dos tetos por patdgenos ambientais,
aumentando o risco da mastite. Costa et al. (2008) e Costa et al. (2012) relataram que embora
as mas condi¢cGes de ambiente possam estar envolvidas na ocorréncia de IIM por estes

agentes, a terapia intramamaria repetitiva é um fator de risco também muito importante.

5.3 Dendrograma confeccionado por meio dos perfis protéicos obtidos no MALDI-TOF
MS

Dois dendrogramas, baseados nos perfis protéicos obtidos no MALDI-TOF MS foram
gerados pelo programa Biotyper 3.0 (Bruker) (Figuras 1 e 2).

A Figura 1 se refere ao dendrograma formado pelos 37 isolados, ilustrando a
relagdo filogenética entre estes. Em se tratando de isolados oriundos de diferentes espécies e
procedentes de locais variados, o espectro proteico é muito semelhante, com nivel de distancia
1,5, sugerindo que estes possuem perfil proteico muito semelhante, principalmente dentro da
espécie.

O espectro de massas gerado fornece um perfil proteémico do microrganismo, sendo
este perfil Unico para cada espécie de microrganismo, sendo possivel inclusive distinguir
picos especificos para 0s géneros e espécies. Na andlise por MALDI Biotyper, cada perfil
pode ser automaticamente comparado a uma biblioteca de espectros de referéncia, gerando a
lista dos microrganismos mais estreitamente relacionados (ANGELETT], 2016).
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Figura 1 - Dendrograma obtido por meio dos perfis protéicos obtidos no MALDI-TOF MS identificacdo de leveduras isoladas de casos de
mastite bovina

PCA Dendrogram
1.5—

Distance Level

8 17 13 1 14 21 31 15 4 2 7

10 18 27 34 24 30 32 5 33 19

28 16 36 25 29 23 37 3 6 20
Spectra

12 26 22 9 11 35

Obs.: Os nimeros no eixo x se referem aos isolados especificados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Posic¢do dos isolados de levedura no dendrograma 1, gerado com base nos perfis
protéicos obtidos no MALDI-TOF MS, pelo programa Biotyper 3.0 (Bruker)

Posi¢éo no Espécie de Levedura Posic¢éo no cluster Espécie de Levedura
cluster
8 Candida parapsilosis 5 Issatchenkia orientalis
17 Candida parapsilosis 33 Issatchenkia orientalis
13 Candida parapsilosis 19 Issatchenkia orientalis
1 Candida pararugosa 28 Issatchenkia orientalis
14 Candida pararugosa 16 Issatchenkia orientalis
21 Candida pararugosa 36 Issatchenkia orientalis
31 Candida pararugosa 25 Issatchenkia orientalis
15 Candida pararugosa 29 Issatchenkia orientalis
4 Candida pararugosa 23 Issatchenkia orientalis
2 Candida glabrata 37 Issatchenkia orientalis
7 Candida rugosa 3 Issatchenkia orientalis
10 Candida parapsilosis 6 Issatchenkia orientalis
18 Candida rugosa 20 Issatchenkia orientalis
27 Candida rugosa 12 Issatchenkia orientalis
34 Kluyveromyces 26 Issatchenkia orientalis
marxianus
24 Issatchenkia orientalis 22 Issatchenkia orientalis
30 Issatchenkia orientalis 9 Issatchenkia orientalis
32 Issatchenkia orientalis 11 Issatchenkia orientalis
-- - 35 Issatchenkia orientalis

Fonte: Do autor (2019).

Nota-se no dendrograma 1 o agrupamento dos isolados em dois grandes clusteres. O
primeiro (em vermelho) congrega levedura de espécies diferentes. As trés primeiras posi¢oes
do dendograma 1 correspondem a uma Unica espécie: Candida parapsilosis. Da quarta
posicdo até a nona foram alocados os isolados de Candida pararugosa e, em seguida,
Candida glabrata, Candida rugosa, Candida parapsilosis, e novamente Candida rugosa. No
final deste cluster foi alocado um Unico isolado de Kluyveromyces marxianus. O segundo
grande cluster (em azul) congregou apenas isolados de lIssatchenkia orientalis (Candida
kruzei), demonstrando a similaridade proteica entre estes isolados.

A Figura 2 também apresenta um dendrograma obtido a partir do perfil proteico de
isolados oriundos de um mesmo rebanho do sul de Minas Gerais no qual houve um surto de
mastite bovina por leveduras. Nota-se, em conformidade com o dendrograma da Figura 1,
grande similaridade protéica entre isolados, com nivel de distancia de 1,4. Entretanto,
esperava-se neste caso, maior nivel de similaridade em funcdo da origem comum dos

isolados. O dendrograma foi dividido em dois grandes clusteres. No primeiro cluster (em
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vermelho), onde foram congregados 5 isolados: em primeira e segunda posicdo Candida
pararugosa, em seguida Candida rugosa e Kluyveromyces marxianus e por Gltimo um isolado
de Issatchenkia orientalis que se destaca dos dois clusters formados, supondo um perfil
proteico diferente até mesmo dos isolados de sua espécie. O segundo grande cluster é formado
apenas por isolados de Issatchenkia orientalis, constituindo um cluster que denota perfis
protéicos muito semelhantes entre os isolados deste cluster.

A anélise dos dendrogramas 1 e 2, aponta grande similaridade nos perfis protéicos dos
isolados de levedura estudados, ainda que oriundos de espécies diferentes que diferem

também espacial e temporalmente em termos de origem.

Figura 2 - Dendrograma obtido por meio dos perfis protéicos obtidos no MALDI-TOF MS

para de leveduras isoladas de um surto de mastite bovina em Minas Gerais

PCA Dendrogram

12—

I

Distance Level
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04—

0 [
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| Obs.: Os nimeros no eixo x se referem aos isolados especificados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Posic¢do dos isolados de levedura no dendrograma 2, gerado com base nos perfis
protéicos obtidos no MALDI-TOF MS, pelo programa Biotyper 3.0 (Bruker)

Posigdo no cluster Espécie de Levedura
2 Candida pararugosa
9 Candida pararugosa
5 Candida rugosa
12 Kluyveromyces marxianus
1 Issatchenkia orientalis
3 Issatchenkia orientalis
7 Issatchenkia orientalis
13 Issatchenkia orientalis
4 Issatchenkia orientalis
14 Issatchenkia orientalis
6 Issatchenkia orientalis
8 Issatchenkia orientalis
10 Issatchenkia orientalis
11 Issatchenkia orientalis
15 Issatchenkia orientalis

Fonte: Do autor (2019).

Neste estudo foi possivel fazer uma identificacdo precisa dos controles dentro da
biblioteca, constatando a confiabilidade da técnica na identificacdo de espécies de leveduras.
Varios estudos ja foram realizados comprovando a eficacia do MALDI-TOF na identificacdo
de uma grande variedade de espécies de microrganismos (BARREIRO et al., 2017,
NONNEMANN et al., 2019).

Este estudo possibilitou a identificacdo de espécies de isolados de leveduras pela
técnica de MALDI-TOF MS e a avaliacdo dos perfis de suscetibilidade de algas e leveduras a
antimicrobianos e antissépticos in vitro, fornecendo conhecimentos que poderdo ser Uteis no

controle e na prevencao das infec¢bes intramamarias ocasionadas por estes agentes.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos in vitro apontaram resisténcia das algas aos antibacterianos,
excecao para gentamicina, amicacina e polimixina B, o que sugere potencial de uso destes
medicamentos no tratamento da mastite ocasionada por estes agentes. Testes complementares
deverdo ser posteriormente realizados para a avaliar a efetividade destes antibioticos in vivo.

Os isolados de algas apresentaram suscetibilidade para a maioria dos antissépticos
testados, excecdo para glutaraldeido. O antisséptico acido lactico incrementou o crescimento
das algas, sugerindo que estas possam utiliza-lo como substrato para o crescimento.

Todos os antissépticos testados apresentaram agdo inibitéria em baixas concentragdes
contra as leveduras, sugerindo seu possivel uso na rotina de fazendas leiteiras como pré e pos-
dipping, excecdo para o acido lactico e glutaraldeido que demonstraram baixa efetividade.

A espectrometria de massa, MALDI-TOF MS, permitiu identificar os isolados
de leveduras, apontando a predomindncia da Issatchenkia orientalis anteriormente
denominada Candida krusei entre os isolados testados. A analise dos dendrogramas obtidos
por meio do programa Biotyper 3.0 (Bruker) apontou grande similaridade nos perfis protéicos

dos isolados estudados, indicando similaridade filogenética entre 0s mesmaos.
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