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MS) e efeito in vitro do quaternário de amônio em isolados de Prototheca obtidos 

de mastite bovina. Botucatu, 2023. 55p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista - UNESP. 

 

RESUMO 

 
A mastite bovina causada por algas do gênero Prototheca causa prejuízos 
significativos aos produtores devido a redução na produção e qualidade do leite, 
e necessidade de segregação, descarte e reposição de animais infectados pois, 
até o momento, não existe tratamento eficaz contra o agente; fato que tem 
motivado ensaios in vitro com diferentes fármacos com efeito algicida em 
isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite. Ainda, métodos 
moleculares têm possibilitado o diagnóstico rápido e fidedigno de espécies da 
alga, em virtude das dificuldades da especiação por métodos fenotípicos. Neste 
cenário, 4.275 amostras de leite de vacas com mastite clínica amostradas em 
dez fazendas de alta produção leiteira foram submetidas ao cultivo 
microbiológico. Os casos clínicos foram classificados quanto a gravidade em 
leves, moderados e graves. Isolados compatíveis com o gênero Prototheca 
foram submetidos à identificação a nível de espécies por espectrometria de 
massas (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 
spectrometry - MALDI-TOF MS) e a concentração algicida mínima (CAM) in vitro 
diante do quaternário de amônio (15%). Foram isoladas 44 prototecas 
(44/4.275=1,02%) de vacas diferentes, das quais 88,6% (39/44) foram 
diagnosticadas como P. bovis, enquanto 11,3% (5/44) apresentaram 
identificação somente em nível de gênero (Prototheca sp.) pelo MALDI-TOF MS. 
Os escores de gravidade clínica 1 e 2 disponíveis em 33 vacas foram observados 
em 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) das infecções mamárias, respectivamente, 
com nenhum animal apresentando escore grave ou sinais sistêmicos. O 
quaternário de amônio apresentou efeito in vitro em 100% (44/44) dos isolados 
obtidos das vacas, em diferentes concentrações, bem como em três cepas de 
referência (i.e., P. bovis, P. blaschkeae e P. ciferrii). Nas concentrações de 
35ppm, 17ppm e 8ppm ocorreu efeito algicida do quaternário de amônio em 
20,4% (9/44), 36,4% (16/44) e 43,2% (19/44) nos 44 isolados obtidos das vacas, 
respectivamente. Infere-se o predomínio da espécie P. bovis na mastite clínica 
em vacas, em grandes fazendas de leite, e o efeito algicida do quaternário de 
amônio em baixas concentrações, indicando a possibilidade de uso deste 
sanitizante no ambiente de ordenha ou como solução de pré e pós-dipping na 
profilaxia/controle da alga nas fazendas. Resultados do presente estudo 
contribuem com a identificação molecular de espécies de Prototheca, com a 
classificação da gravidade clínica dos casos, e com o efeito algicida do 
quaternário de amônio, utilizado pela primeira vez em estudo in vitro diante de 
isolados da alga obtidos de vacas com mastite clínica.    
 
 
Palavras-chave: efeito algicida, Prototheca bovis, gravidade clínica, MALDI-

TOF MS. 



7 
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ABSTRACT 

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

TOF MS. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 Microalgas do gênero Prototheca são micro-organismos eucarióticos, 

saprófitas e unicelulares, que se reproduzem assexuadamente pela formação 

de endósporos (JAGIELSKI et al., 2019a). São organismos que não possuem 

capacidade fotossintética fato que, provavelmente, induziu a nutrição 

heterotrófica, possibilitando a infecção de animais e humanos (SHAVE et al., 

2021). 

 Nos animais domésticos, a manifestação clínica mais frequente é a 

mastite bovina (RUEGG, 2016, 2017). Nas últimas décadas, tem-se 

observado aumento da ocorrência de casos de prototecose mamária em 

vários países (PIEPER et al., 2012; MORANDI et al., 2017; JAGIELSKI et al., 

2019a; PARK et al., 2019; LI et al., 2021; HUILCA et al., 2022), incluindo no 

Brasil (GONÇALVES et al., 2015; ALVES et al., 2017). 

 Prototheca sp. predominam em áreas úmidas contendo fezes, matéria 

orgânica em decomposição e água estagnada, cama dos animais, ou 

contaminando utensílios de ordenha, favorecendo infecções mamárias em 

vacas a partir do ambiente (YAMAMURA et al., 2008; SPEROTTO et al., 

2021). A prototecose mamária acarreta prejuízos significativos para os 

produtores, com a redução na produção e qualidade do leite, aumento da 

celularidade do leite, perda de quartos mamários, descarte prematuro de 

animais, gastos com medicamentos, honorários veterinários e reposição de 

animais (LANGONI et al.; 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 

2021). 

 Os casos de mastite por Prototheca se caracterizam por infecções 

predominantemente clínicas, de evolução crônica, geralmente restritos a 

anormalidades no leite e glândula mamária e, ocasionalmente, sistêmicos 

(JANOSI et al., 2001; RUEGG, 2016). A gravidade clínica da mastite é 

subdividida em infecções leves, moderadas e graves, e tem sido investigada 

com foco na relação com fatores de virulência dos patógenos e no tratamento 

do agente (PINZÓN-SÁNCHEZ e RUEGG, 2011; GUERRA et al., 2020), 

embora tal classificação de gravidade dos casos não tenha sido objeto de 

estudo em infecções mamárias por prototecas em vacas. 
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 Diferentes antimicrobianos (JAGIELSKI et al., 2012; MORANDI et al., 

2016), antifúngicos (BUZZINI et al., 2008), sanitizantes (MELVILLE  et al., 

2002; SALERNO et al., 2010; GONÇALVES et al., 2015; ALVES et al., 2017; 

ELY et al., 2020; SPEROTTO et al., 2021), extratos naturais (LANGONI et al., 

2013), óleos essenciais (NARDONI et al., 2018), polipeptídios (TOMASINSIG 

et al., 2012), nanopartículas (JAGIELSKI et al., 2018) e herbicidas (MORELLO 

et al., 2020) foram testados in vitro e in vivo em vacas infectadas por espécies 

de Prototheca. No entanto, até o momento, nenhum protocolo terapêutico tem 

se mostrado totalmente eficaz (BOZZO et al., 2022; TASHAKKORI et al., 

2022), reduzindo temporariamente os sinais clínicos, embora os animais 

permaneçam como fontes de infecção nos rebanhos (SANTOS e FONSECA, 

2019; RIBEIRO, 2021). 

 Postula-se que a indução de reações piogranulomatosas (McDONALD 

et al., 1984; RIBEIRO et al., 2016), o desenvolvimento de biofilmes 

(GONÇALVES et al., 2015; ELY et al., 2019) e a indução de apoptose das 

células mamárias (ZHAO et al., 2022) possam influenciar na baixa eficácia 

terapêutica de fármacos convencionais nos focos das lesões mamárias 

causadas por prototecas em vacas. Com efeito, a segregação e o descarte de 

vacas infectadas, além da adoção de medidas preventivas para agentes de 

origem ambiental de mastite permanecem como ações recomendadas na 

profilaxia e controle nos rebanhos (RUEGG, 2016; SANTOS e FONSECA, 

2019; RIBEIRO, 2021). 

 Os compostos a base de quaternário de amônio são fármacos 

surfactantes catiônicos comumente utilizados como antissépticos e 

desinfetantes em medicina humana e veterinária, devido à potente 

capacidade microbicida (McDONNELL e RUSSELL, 1999), baixa toxicidade e 

boa estabilidade, além de biodegradáveis, inodoros, pouco corrosivos e de 

baixa irritação cutânea (CARVALHO, 2015). O conjunto destas características 

possibilitam seu uso na desinfecção doméstica, agrícola, hospitalar, em 

indústrias de alimentos e instalações de animais, bem como em piscinas, em 

virtude da baixa irritação para conjuntivas e mucosas em baixas 

concentrações (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). 

 O quaternário de amônio atua diretamente na membrana celular 

causando desnaturação das proteínas da membrana e citoplasma dos micro-
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organismos (McDONNELL e RUSSELL, 1999; DOMINGUES e LANGONI, 

2001; BOROWSKY et al., 2006). Apesar do conhecido efeito microbicida do 

quaternário de amônio, não foram encontrados, na literatura consultada, 

estudos avaliando o efeito in vitro deste sanitizante em isolados de Prototheca 

obtidos de casos de mastite em vacas. 

 O diagnóstico de rotina da prototecose mamária bovina é baseado no 

cultivo microbiológico, características das colônias, métodos fenotípicos 

(bioquímicos e assimilação de substratos) e micrometria da alga (ROESLER 

et al., 2006; LANGONI et al.; 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 

2021). Nas últimas décadas, técnicas moleculares como PCR e 

sequenciamento genético têm possibilitado a classificação fidedigna de 

espécies (TASHAKKORI et al., 2022). Neste contexto, a reclassificação 

filogenética da alga foi proposta recentemente baseada no gene mitocondrial 

cytB, subdividindo o gênero em 14 espécies, das quais predominantemente 

Prototheca bovis (P. zopfii genótipo 2) e, ocasionalmente, Prototheca 

blaschkeae, têm sido relacionadas a mastite bovina (JAGIELSKI et al., 

2019a). Ainda, estudo recente no Brasil modificou a extração de proteínas 

ribossomais de isolados de prototeca obtidos de casos de mastite bovina, 

possibilitando a inserção na biblioteca de espectros de referência da alga, 

visando o diagnóstico de rotina por espectrometria de massas pelo método de 

Matrix-assisted laser desorption ionization-time-of flight mass spectrometry 

(MALDI-TOF MS) (FIDELIS et al., 2021). 

 Certas espécies de Prototheca possuem potencial zoonótico (KANO, 

2019), podendo causar infecções cutâneas secundárias a lesões traumáticas 

(LASS-FLÖRL e MAYR, 2007) e enterites em humanos pelo consumo de leite 

contaminado (BOZZO et al., 2022), bem como infecções sistêmicas como 

encefalite (ZAK et al., 2012), bursite (BOSSCHE et al., 2012) e hepatite (MIN 

et al., 2013), merecendo atenção no contexto de Saúde Única (LIBISCH et al., 

2022). 

  Neste cenário, o presente estudo investigou o efeito algicida in vitro do 

quaternário de amônio, e a especiação por espectrometria de massas (MALDI-

TOF MS) de isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite clínica, cujos 

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

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

 

2.1 Reclassificação filogenética e propriedades gerais de algas do gênero 

Prototheca 

  Microalgas do gênero Prototheca estão agrupadas no reino Viridiplantae, 

família Chlorellaceae, e foram descritas pioneiramente por Wilhelm Krüger, em 

1894, na Alemanha (PORE et al., 1985). Caracterizam-se como micro-

organismos eucarióticos, saprófitos, unicelulares e aclorofilados, acometendo 

animais e humanos. Postula-se que, durante o processo evolutivo, esta alga 

perdeu a capacidade de fotossíntese, necessitando de nutrição heterotrófica, 

possibilitando a infecção de animais e humanos (SHAVE et al., 2021). 

  Recentemente, foi proposta uma reclassificação taxonômica da alga com 

base no gene mitocondrial cytB, subdividindo o gênero Prototheca em 14 

espécies bem definidas, a saber: P. ciferrii (anteriormente P. zopfii genótipo 1 ou 

biovar 1), P. bovis (anteriormente P. zopfii genótipo 2 ou biovar 2), P. blaschkeae 

(anteriormente biovar 3), P. wickerhamii, P. cutis, P. miyajii, P. moriformis 

(anteriormente P. ulmea), P. stagnora, P. tumulicola, P. cookei, P. pringsheimii, 

P. xanthoriae e P. cerasi (JAGIELSKI et al., 2019a)*.  

  As prototecas são algas imóveis e aeróbicas, utilizando a glicose como 

principal fonte de carbono. O micro-organismo se reproduz assexuadamente 

pela formação de estruturas denominadas endósporos. Durante o processo 

reprodutivo, após a infecção nas células mamárias, são observadas células-mãe 

(esporângios) contendo células filhas (endósporos ou esporangiosporos) no 

citoplasma da alga (2 a 16 células-filhas), envoltos por cápsula espessa 

(RIBEIRO, 2021). 

 

 

 

 

 

 

_______________ 

*A título de citação das espécies de Prototheca neste estudo, será adotada a nova classificação 

taxonômica supracitada. 
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  O patógeno varia de tamanho conforme a espécie (7 e 30 μm), 

apresentando formas esféricas, ovaladas ou alongadas, contendo endósporos 

de aspecto arredondado ou em mórulas. Na micrometria, P. wickerhamii 

apresenta entre 3-10 µm, com formato mais alongado, enquanto P. bovis varia 

de 7-30 µm, com aspecto esférico ou alongado (PORE, 1985; JÁNOSI et al., 

2001; JAGIELSKI e LAGNEU, 2007). 

  Os mecanismos de virulência da alga não são completamente 

estabelecidos (CAMBOIM et al., 2010), embora aceite-se que a indução de 

reações piogranulomatosas (RIBEIRO, 2021), a formação de biofilmes e a 

indução de apoptose (SHAHID et al., 2017; ZHAO et al., 2022) dificultem a 

resolução tecidual das infecções mamárias, tendendo a processos de evolução 

crônica (McDONALD et al., 1984; ELY et al., 2019).  

 

2.2 Aspectos da epidemiologia nas infecções por Prototheca em animais 

 A prototecose em animais e humanos tem sido descrita no continente 

europeu, Ásia, África, Oceania e Américas (JAGIELKSKI e LAGNEAU, 2007). 

 Bovinos, cães e gatos são as principais espécies domésticas acometidas 

nas infecções por prototecas (RIBEIRO, 2021). Casos esporádicos têm sido 

observados em caprinos e animais selvagens/silvestres (serpentes, peixes, 

castores e morcegos) (HOLLINGSWORTH, 2000).  

 Lesões traumáticas cutâneas e ingestão são as principais vias de 

transmissão do patógeno para os animais de companhia, enquanto para vacas, 

as infecções ocorrem majoritariamente por via ascendente canal do teto - a partir 

do ambiente – embora, ocasionalmente, o agente possa ser ingerido da água e 

alimentos contaminados (RIBEIRO, 2021). 

 P. bovis e, menos comumente, P. blaschkeae têm sido reconhecidas 

como as principais espécies relacionadas a mastite bovina, enquanto P. ciferrii 

tem sido encontrada no ambiente de criatórios de vacas de leite. P. wickerhamii, 

P. cutis e P. miyajii predominam nas infecções em humanos, enquanto as demais 

espécies têm sido encontradas em diferentes ambientes (JAGIELSKI et al., 

2019a) e, não necessariamente, associadas às infecções em animais e/ou 

humanos. 

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

Habita usualmente áreas úmidas com matéria orgânica de origem animal e 
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vegetal, incluindo água (estagnada, rios, lagos, mar, piscinas), solo, areia, 

plantas e limbo de árvores. Em criatórios de animais, tem sido encontrada em 

dejetos provenientes da sala de ordenha, bebedouros, solo, cama dos animais, 

fezes de vacas, bezerros e de suínos, ou como contaminante de equipamentos 

e utensílios de ordenha (YAMAMURA et al., 2008; RIBEIRO, 2021). Ainda, já 

foram isoladas do ambiente de laticínios e fezes de ratos capturados em 

indústrias lácteas (PORE et al., 1983; PORE e SHAHAN, 1988). Estes 

organismos apresentam elevada resistência às diferentes condições ambientais 

e ampla variação de pH (entre 3 e 11) (PORE et al., 1983). 

 A pasteurização nem sempre é eficaz na inativação da alga no leite de 

vacas (MELVILLE et al., 2002), embora tenha sido descrita a inibição da 

multiplicação de isolados do gênero Prototheca após o tratamento com calor, em 

temperaturas a partir de 100ºC (MARQUES et al., 2010). 

 

2.3 Mastite bovina por Prototheca sp. 

 A mastite, definida como inflamação da glândula mamária, é considerada 

a doença que mais onera a criação de vacas destinadas a produção de leite, 

causando prejuízos econômicos significativos decorrentes de alterações na 

composição físico-química, na celularidade do produto e redução da produção 

de leite, além de gastos com medicamentos, honorários veterinários e na 

reposição de animais por perda de tetos ou descarte precoce (LANGONI et al., 

2013; RUEGG, 2017; SANTOS e FONSECA, 2019). 

 A mastite pode ser tradicionalmente classificada em contagiosa e 

ambiental, considerando o habitat e as características de transmissão dos 

agentes etiológicos. Os agentes contagiosos (Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, corinebactérias e micoplasmas) possuem como 

habitat a glândula mamária. São transmitidos principalmente no momento da 

ordenha e, usualmente, induzem mastite subclínica. Em contraste, nas infecções 

mamárias por patógenos ambientais (enterobactérias, fungos e certos 

actinomicetos), os microorganismos são provenientes do ambiente dos animais 

(e.g., solo, fezes, cama dos animais e água). Nestes casos, a transmissão 

comumente ocorre nos ambientes das entreordenhas. Os patógenos ambientais 

geralmente estão associados às infecções clínicas, por vezes hiperagudas e 
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com sinais sistêmicos (RIBEIRO et al., 2016; RUEGG, 2017). No entanto, 

comportamento binário de patógenos de origem ambiental (Klebsiella 

pneumoniae, Streptococcus uberis), induzindo infecções com características de 

agentes contagiosos seja observado, que pode representar novo desafio no 

controle e profilaxia da mastite bovina (KLAAS e ZADOKS, 2018). 

 A infecção mamária em bovinos por P. bovis determina principalmente 

quadros de mastite clínica e, ocasionalmente, subclínica, com evolução para 

processos piogranulomatosos, de difícil resolução tecidual (JANOSI et al., 2001). 

A prototecose provoca alterações no tecido glandular mamário e destruição 

parcial ou total do parênquima glandular (LANGONI et al., 2013). 

 Em virtude da presença em diferentes nichos de ambiente, P. bovis é 

reconhecida como agente de mastite de origem ambiental na casuística de 

mastite bovina (RUEGG, 2017; JAGIELSKI et al., 2019).  

 Na Alemanha, Lerche (1952) descreveu pela primeira vez a alga em casos 

de mastite bovina. Aumento no número de casos de prototecose mamária em 

vacas tem sido reportado em todo mundo, principalmente em fazendas com bom 

controle de agentes contagiosos. Surtos têm sido registrados no Brasil, EUA, 

Canadá, México, Japão, China, Nova Zelândia, Dinamarca, Inglaterra e Polônia, 

com predomínio de P. bovis (RIBEIRO, 2021). Em rebanhos leiteiros com bom 

manejo, a ocorrência de infecções mamárias por prototeca usualmente é inferior 

a 5%, embora em surtos possa acometer cerca de 30% das vacas (JANOSI et 

al., 2001; SANTOS e FONSECA, 2019). 

 No Brasil, a prototecose mamária foi descrita inicialmente no interior do 

estado de São Paulo (LANGONI et al., 1992). Subsequentemente, a maioria dos 

estados da federação com expressão na criação de bovinos de leite têm 

registado infecções mamárias em vacas por prototeca (RIBEIRO et al., 2016). 

 A infecção mamária por prototecas em vacas pode se manifestar sob a 

forma clínica ou subclínica. No entanto, predomina a forma clínica (não 

sistêmica), na lactação, com tendência a evolução crônica. Nos casos clínicos, 

agudos, ocorrem alterações visíveis no aspecto do leite (secreção serosa a 

purulenta) e aumento da celularidade. 

 Em virtude da indução de lesões irreversíveis e baixas taxas de cura 

(RUEGG, 2016), a segregação e o descarte de animais, bem com a atenção aos 

procedimentos de profilaxia de agentes de mastite de origem ambiental (pré-
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dipping, retirada periódica de dejetos, oferecimento de alimentação na pós-

ordenha), drenagem de ambientes, cloração da água usada no ambiente de 

ordenha, bem como cuidados com a ordenha higiênica, têm sido os principais 

procedimentos adotados nas propriedades com casos de prototecose mamária 

(YAMAMURA et al., 2008; RICCHI et al., 2010; CAMBOIM et al., 2010; RIBEIRO, 

2021; BOZZO et al., 2022).  

 

2.4 Diagnóstico da mastite bovina por Prototheca sp. 

 O diagnóstico de rotina da prototecose mamária em vacas é baseado no 

cultivo microbiológico, características das colônias, métodos fenotípicos 

(bioquímicos e assimilação de substratos) e micrometria da alga (ROESLER et 

al., 2006; LANGONI et al.; 2013). 

 As espécies de Prototheca podem ser isoladas em meio convencional de 

ágar sangue ovino ou bovino (5%), ou seletivo de Sabouraud, em condições de 

aerobiose. Colônias irregulares, branco-acinzentadas, não hemolíticas, entre 1-

2 mm de diâmetro, são isoladas entre 48 e 72 horas. Colorações de Gram, 

variedades do método de Romanowsky (Panótico, Giemsa) e lactofenol-azul de 

algodão têm sido utilizadas, possibilitando a visualização de estruturas esféricas 

ou elípticas, contendo endósporos (arredondados ou em mórulas) no citoplasma 

do organismo, circundado por cápsula espessa (RIBEIRO, 2021).   

Vários carbohidratos, álcoois e outros substratos têm sido utilizados na 

classificação fenotípica das espécies, bem como aspectos micromorfológicos 

(ROESLER et al., 2006; JAGIELSKI e LAGNEU, 2007). No entanto, tais métodos 

são, por vezes, laboriosos e demorados, não possibilitando a classificação 

inequívoca em nível de espécies, que tem sido fundamentada, mais 

recentemente, em técnicas moleculares como PCR e sequenciamento 

(JAGIELSKI et al., 2019a; AHRHOULDT et al., 2021; TASHAKKORI et al., 2022). 

Neste contexto, recentemente no Brasil, estudo modificou a extração das 

proteínas ribossomais de prototecas isoladas de infecções mamárias em vacas, 

possibilitando a inserção na biblioteca de espectros de referência da alga 

visando o diagnóstico por espectrometria de massas na rotina laboratorial de 

mastite (FIDELIS et al., 2021). 
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2.5 Ensaios in vitro e in vivo visando o tratamento/profilaxia da mastite por 

P.  bovis 

 Apesar da sensibilidade in vitro da alga a certos fármacos de ação 

antimicrobiana (gentamicina, polimixina B), antifúngica (anfotericina B) e 

desinfetantes/antissépticos (i.e., iodo, hipoclorito, clorexidine, timerosal, sulfato 

de cobre, nitrato de prata, guanidina, polipirrol, ácido paracético), herbicidas e 

peptídeos, além de óleos e produtos naturais, e permeantes de membranas 

biológicas (dimetilsulfóxido), até o momento, não existe protocolo eficaz de 

tratamento para a prototecose mamária em vacas (MELVILLE et al., 2002; 

SALERNO et al., 2010; TOMASINSIG et al., 2012; JAGIELSKI et al., 2012; 

LANGONI et al., 2013; GONÇALVES et al., 2015; MORANDI et al., 2016; 

RIBEIRO et al., 2016; ALVES et al., 2017; SANTOS e FONSECA, 2019; ELY et 

al., 2020; MORELLO et al., 2020; SPEROTTO et al., 2021). 

 Com efeito, a refratariedade da alga a terapia convencional tem motivado 

ensaios in vivo e, principalmente, in vitro, com diferentes fármacos de efeito 

algicida, que possam ser indicados no tratamento com reprodutibilidade de 

resultados e que não causem reações adversas ao tecido mamário das vacas, 

ou mesmo aos humanos, pelo consumo do leite pós-tratamento (RIBEIRO, 

2021). 

 

2.5.1 Quaternário de amônio 

 A sanitização e antissepsia são considerados métodos fundamentais de 

prevenção de doenças e indispensáveis para a redução da contagem de micro-

organismos patogênicos no ambiente, utensílios e tecidos orgânicos, reduzindo 

os riscos de infecções (DOMINGUES e LANGONI, 2001). 

 Antissépticos são biocidas ou produtos que destroem ou inibem a 

multiplicação de micro-organismos nos tecidos vivos, enquanto os desinfetantes 

são utilizados em objetos inanimados e ambientes. Existem diferentes categorias 

de antissépticos, e.g., álcoois (etanol), anilidas (triclocarban), biguanidas 

(clorexidine), bisfenóis (triclosan), compostos a base de cloro, derivados de iodo, 

prata, peróxidos e quaternário de amônio (McDONNELL e RUSSELL, 1999). 

 Os compostos a base quaternário de amônio são os surfactantes 

catiônicos mais utilizados como antissépticos e desinfetantes em medicina 
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humana e veterinária, devido ao custo acessível, elevado efeito biocida, amplo 

espectro de atividade microbicida (McDONNELL e RUSSELL, 1999; GERBA, 

2015), baixa toxicidade, boa estabilidade, além de biodegradáveis, inodoros, 

com boa ação em pH ácido e não corrosivos, evitando riscos de irritação da pele, 

conjuntivas e mucosas, em baixas concentrações (CARVALHO, 2015). Este 

fármaco tem sido amplamente utilizado na sanitização doméstica, agrícola, 

industrial (alimentos), hospitalar, e em ambientes de entretenimento (piscinas) e 

instalações de animais (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). Apresenta ação na 

presença de matéria orgânica, embora tenha baixa ação em esporos bacterianos 

(DOMINGUES e LANGONI, 2001). 

 O quaternário de amônio age diretamente na membrana celular causando 

desnaturação das proteínas da membrana e do citoplasma dos micro-

organismos, promovendo a perda estrutural e a ruptura da membrana 

citoplasmática, liberando enzimas autolíticas como nitrogênio, potássio e outros 

constituintes intracelulares, resultando em efeito microbicida (McDONNELL e 

RUSSELL, 1999; BOROWSKY et al., 2006).  

 A estrutura química do quaternário de amônio está relacionada a grupos 

alifáticos ou aromáticos ligados ao átomo de nitrogênio, além de fração aniônica 

constituída por bromo ou cloro (ESPINOZA MUÑOZ, 2019). Os quaternários 

mais conhecidos são o cloreto de benzalcônio, cloreto de cetilpiridinio e 

cloreto/brometo de cetiltrimetilamônio (cetrimida) (MIURA SUGII, 2019). 

 Apesar do uso comum do quaternário de amônio como sanitizantes na 

prática médica e veterinária, na literatura consultada, não foram encontrados 

ensaios investigando o efeito in vitro deste produto em isolados de Prototheca 

obtidos de vacas com mastite. 

 

2.6 Prototecose Humana 

 A prototecose humana é considerada doença incomum. Ocorre 

principalmente sob a forma de infecções tegumentares, entéricas, sistêmicas e 

articulares (KANO, 2019; RAJAN et al., 2020). Em menor frequência, são 

relatados casos esporádicos de peritonite, encefalite e hepatite, com isolamento 

da alga principalmente do sangue, líquido peritoneal e fragmentos de órgãos 

(AHRHOLDT et al., 2012; WANG et al., 2022). 
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 P. bovis e P. wickerhamii são as principais espécies que acometem os 

humanos, principalmente em pacientes imunossuprimidos. As infecções com 

evolução grave são observadas com maior frequência em indivíduos 

coinfectados com doenças debilitantes como neoplasias, diabetes, 

transplantados e pacientes que vivem com HIV/Aids (MAYORGA, 2012; 

GODOFREDO et al., 2020; LIBISCH et al., 2022; WANG et al., 2022).  

 A prototecose não é considerada transmissível entre os humanos. 

Acredita-se que a transmissão da alga para os humanos ocorra pelo contato com 

água ou solo contaminado, inoculações traumáticas na pele e picadas de 

insetos. Ainda, a ingestão de produtos de origem animal, como o consumo de 

leite e derivados de animais com mastite por Prototheca spp., tem sido 

documentada na cadeia epimiológica de transmissão do patógeno (SIQUEIRA 

et al., 2008; AHRHOLDT et al., 2012; RAJAN et al., 2020). 

 A avaliação in vitro da termorresistência de P. bovis isoladas de vacas 

com mastite revelou a viabilidade da alga diante do binômio tempo/temperatura 

utilizados na pasteurização rápida e lenta, indicando o risco de o consumo do 

leite como via de transmissão na prototecose em humanos (COSTA et al., 1988; 

MELVILLE et al., 2002). 

 Considerando o potencial zoonótico do agente, o aumento do número de 

casos e os prejuízos decorrentes da prototecose mamária, a ausência de 

protocolos efetivos de tratamento nas infecções mamárias em vacas, a 

importância de investigações com produtos de efeito algicida em isolados de 

Prototheca, bem como a necessidade de incorporação de métodos moleculares 

na rotina de diagnóstico das espécies do agente; o presente estudo investigou o 

efeito algicida in vitro do quaternário de amônio e as unidades formadoras de 

colônias em isolados de Prototheca obtidos de vacas com mastite clínica (cujos 

escores de gravidade dos casos foram avaliados) e diagnóstico das espécies da 

alga baseado na espectrometria de massas. 

 

 

  



20 
 

 

3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Geral 

 Investigar o efeito algicida in vitro do quaternário de amônio e a 

identificação em nível de espécies de Prototheca utilizando a metodologia de 

MALDI-TOF MS, obtidas de vacas com mastite clínica. 

 

3.2 Específicos 

 Investigar a prevalência do agente em casos de mastite bovina nas 

fazendas amostradas; 

 

 Identificar as espécies de Prototheca por proteômica (espectrometria de 

massas); 

 

 Investigar a concentração algicida mínima in vitro dos isolados diante do 

quaternário de amônio. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Comissão de Ética 

 O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética e Uso de Animais 

(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), como forma de subprojeto, 

pertencente ao projeto temático aprovado pela FAPESP (protocolo 0136/2017) 

intitulado “Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp.: Impacto 

dos fatores de virulência na mastite bovina e reflexos na saúde pública”, 

desenvolvido no Departamento de Produção Animal e Medicina Veterinária 

Preventiva da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, entre 2017 e 2022, sob coordenação 

do professor titular Helio Langoni (Anexo 3). 

 

4.2 Isolados 

 Foram utilizados, o total de 44 isolados de Prototheca sp. previamente 

caracterizados por cultivo microbiológico e métodos fenotípicos, obtidos de 4.275 

amostras de leite de vacas com mastite clínica, do projeto temático supracitado. 

Amostras de leite (2 mL) contendo os isolados ou os isolados em caldo BHI, 

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

 

4.3 Animais e fazendas 

 Foram utilizados, dez rebanhos leiteiros por conveniência, dos quais seis 

situados no sul do Estado de Minas Gerais (propriedades A, B, C, D, E e F) e 

quatro na região sudoeste do Estado de São Paulo (propriedades G, H, I e J).  

 As fazendas incluídas no estudo atendiam aos seguintes critérios de 

inclusão: 1) possuir programas de controle de mastite (com registro de dados em 

softwares de gerenciamento), 2) contagem de células somáticas (CCS) 

<400.000 CS/mL, 3) animais da raça Holandesa (> 20 litros leite/vaca/dia), 4) 

número mínimo de 200 vacas em lactação, 5) regime de ordenha mecânica, 6) 

histórico de mastite clínica. 
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4.4 Diagnóstico da mastite clínica, classificação de escores de gravidade e 

colheita de amostras 

 O diagnóstico da mastite clínica e classificação de escores de gravidade 

- adaptado das infecções mamárias por agentes ambientais (PINZÓN-

SÁNCHEZ e RUEGG, 2011) - foi realizado após inspeção dos quartos e da 

glândula mamária. Em seguida, foi realizada a retirada dos primeiros jatos de 

leite antes da ordenha na caneca telada de fundo escuro ou Tamis, ou no piso 

emborrachado das salas de ordenha, visando observar a presença de grumos, 

pus, dessora, alterações na coloração ou estrias de sangue no leite (escore 1 ou 

casos leves), sinais de inflamação na glândula mamária (dor a palpação, áreas 

de hiperemia, abscessos, nódulos, fístulas) (escore 2 ou moderado), ou sinais 

sistêmicos nos animais (taquicardia, taquipneia, febre, alterações dos 

movimentos ruminais, decúbito) (escore 3 ou grave). Antes da realização do 

estudo, os ordenhadores foram treinados para a identificação dos escores de 

gravidade clínica dos casos de mastite (GUERRA et al., 2020). 

 As amostras foram colhidas após rigorosa antissepsia dos tetos com 

algodão embebido em solução alcoólica (70%), desprezados os primeiros jatos. 

O leite foi colhido em frascos esterelizados com tampa de rosca, que foram 

mantidos em temperatura de refrigeração (4-8ºC) por até 48 horas, até o cultivo 

microbiológico. Amostras que não foram processadas em até 48 horas foram 

congeladas a -20ºC (RIBEIRO et al., 2016) até o encaminhamento aos 

laboratórios para os procedimento de cultivo microbiológico.  

 

4.5 Cultivo microbiológico 

 O leite dos animais com mastite foi cultivado em meio de ágar base (Oxoid 

do Brasil®, São Paulo, Brasil) suplementando com sangue bovino desfibrinado 

(5%) e ágar MacConkey (Oxoid do Brasil®, São Paulo, Brasil) (National Mastitis 

Council-NCM, 1999). As culturas foram mantidas em condições de aerobiose, a 

37ºC, por até 72 horas de incubação (JAGIELSKI et al., 2019a, RIBEIRO, 2021). 

Todas as amostras de leite foram cultivadas no laboratório de Núcleo de 

Pesquisa em Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Produção Animal e 

Medicina Veterinária Preventiva da FMVZ UNESP/Botucatu, SP. 
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4.6 Caracterização fenotípica de Prototheca sp. 

 Colônias compatíveis com Prototheca foram submetidas a coloração de 

Gram e Panótico, visando a visualização do organismo e diagnóstico preliminar 

de acordo com as características morfotintoriais. Os isolados compatíveis foram 

congelados conforme subitem 4.2., considerando a morfologia de colônia, 

micrometria celular, presença de “mórulas” e coloração arroxeada às técnicas 

empregadas – Gram e panótico. 

 

4.7 Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) 

 Todas as respectivas amostras de leite ou isolados de Prototheca sp. 

foram descongelados e submetidos a subcultivo em ágar sangue bovino e ágar 

Sabouraud (Oxoid do Brasil®, São Paulo, Brasil), mantidos em aerobiose, a 37ºC, 

por até 120 horas, para recuperação e avaliação da viabilidade das prototecas. 

Em seguida, todos os isolados foram recultivados em ágar Sabouraud (Oxoid do 

Brasil®, São Paulo, Brasil), em condições de aerobiose a 37ºC, por 24-48 horas 

– para obtenção de culturas jovens e com alta massa da alga – e encaminhados 

ao Laboratório de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do 

Departamento de Nutrição e Produção Animal da FMVZ – USP/Pirassununga, 

SP, visando a realização da espectrometria de massas (MALDI-TOF MS).  

Os 44 isolados foram submetidos à técnica de Matrix-assisted laser 

desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

(GONÇALVES et al., 2014), com modificações na extração de proteínas 

ribossomais (FIDELIS et al., 2021). 

 Após a extração, foi adicionado em cada amostra 20-40μL de acetromil 

545 (100% P.A.) na mesma proporção do ácido fórmico (1:1), e centrifugado. Em 

seguida, 1μL da solução de cada amostra foi adicionada em placas específicas 

contendo 96 orifícios (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha) e mantida por 

cerca de 20 minutos para secar em temperatura ambiente. Os orifícios da placa 

com as amostras secas foram cobertos com 1μL de solução matriz (ácido 2-

ciano-4-hidroxicinâmico diluído a 50% de acetromil e 2,5% de 551 ácido 

trifluoracético). As placas foram dispostas no receptáculo do equipamento 

(Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser.  
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A obtenção dos espectros foi realizada entre 2.000-20.000 m/z, usando o 

software FlexControl 3.3, baseado na biblioteca local de dados, que possui a 

inserção das espécies P. bovis e P. blaschkeae (FIDELIS et al., 2021). 

A caracterização em nível de gênero e espécie dos isolados foi 

considerada para os espectros ≥ 1,7 e ≥ 2.0, respectivamente (GONÇALVES et 

al., 2014). 

 

4.8 Concentração algicida mínima (CAM) in vitro do quaternário de amônio 

4.8.1 Preparo dos inóculos 

 Todos os isolados de Prototheca sp. foram cultivados no meio de ágar 

Sabouraud, mantidos em condições de aerobiose, a 37ºC, por 96 horas. Duas a 

três colônias típicas de cada isolado foram repicadas em tubos contendo 3mL de 

caldo infusão cérebro e coração - BHI (Oxoid do Brasil®, São Paulo, Brasil), e 

incubadas em aerobiose, a 37ºC, por 48 horas. A turbidez dos tubos foi ajustada 

por densidade óptica equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, utilizando 

solução salina estéril a 0,9% (SALERNO et al., 2010; ALVES et al., 2017). 

 

4.8.2 CAM in vitro do quaternário de amônio 

 Para a avaliação da concentração algicida foi utilizado produto comercial 

(Oxi Algicida®, Sandet Química Ltda., São José do Rio Preto, SP) contendo 

exclusivamente o quaternário de amônio como princípio ativo (cloreto de alquil 

amidopropil demetil benzil amônio), na forma líquida, na concentração inicial de 

15%, utilizado como produto algicida em piscinas. 

 Para cada isolado de prototeca foram utilizados 15 tubos de vidro (3mL) 

esterilizados, tampados com algodão hidrofóbico. No primeiro tubo foi 

depositado 1mL do quaternário de amônio à 150000 partes por milhão (ppm). 

Nos 14 tubos subsequentes, foram distribuídos 0,5mL de água Milli-Q 

esterilizada. Em seguida, foi transferido 0,5mL do quaternário de amônio (15%) 

do primeiro para o segundo  tubo, com subsequente homogeneização. Este 

mesmo processo foi realizado sucessivamente nos demais 14 tubos, com 

descarte de 0,5mL do tubo 15. Logo após, foi acrescido em cada tubo 0,5mL do 

inóculo das prototecas produzido de acordo com o subitem 4.8.1, perfazendo as 

seguintes diluições: 75000ppm, 37000ppm, 18000ppm, 9000ppm, 4500ppm, 
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2250ppm, 1120ppm, 560ppm, 280ppm, 140ppm, 70ppm, 35ppm, 17ppm, 8ppm 

e 4ppm. 

 Os tubos foram incubados overnight em estufa, em condições de 

aerobiose a 37ºC. Em seguida, uma alíquota (10µL) de cada tubo foi semeada 

no meio de ágar Sabouraud, em condições de aerobiose a 37ºC, mantidos por 

até 7 dias, com leituras a cada 24 horas, visando a avaliação da CAM do 

quaternário de amônio diante dos 44 isolados (SALERNO et al., 2010; ALVES et 

al., 2017).  

 O método supracitado foi realizado em duplicata para todos os isolados. 

Por analogia ao mesmo método utilizado em bacteriologia, da concentração 

bacteriana mínima (BIER, 1984), a menor diluição que impediu o isolamento das 

prototecas, no meio de ágar Sabouraud, foi considerada a concentração algicida 

mínima.  

Como solução controle negativa, foram preparadas suspensões em tubos 

previamente esterilizados, contendo 0,5 mL de água Milli-Q esterilizada, 

acrescido de 0,5 mL do inóculo, ajustado a turbidez da escala 0,5. Como controle 

positivo foram utilizadas as cepas de P. bovis (P. zopfii genótipo 2), P. ciferrii e 

P. blaschkeae, gentilmente cedidas pelo professor Dr. Tomasz Jagielski, da 

Universidade de Varsóvia, na Polônia, caracterizadas em nível de espécie por 

PCR com base no gene cytB (JAGIESLKI et al., 2019a,b). 

 

4.10. Análise estatística 

 A prevalência da prototecose nos rebanhos amostrados e os escores de 

gravidade foram calculados de modo descritivo, enquanto o efeito in vitro da 

CAM do quaternário de amônio, foi calculado pela média aritmética dos 

resultados. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Prevalência e identificação microbiológica de Prototheca sp. nos 

animais 

 Do total de amostras de leite cultivadas, em 1,03% (44/4.275) foram 

isoladas colônias com identificação presuntiva de Prototheca sp. Todas os 44 

isolados utilizados no estudo foram obtidos de vacas diferentes e apresentaram 

cultura pura nas placas, não havendo coinfecção com outros micro-organismos. 

 Foi possível obter os escores de gravidade clínica de 33 vacas. Destas, 

escores de gravidade clínica leves (escore 1) e moderados (escore 2) foram 

observados em 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) das infecções mamárias, 

respectivamente. Nenhum animal apresentou escore grave (escore 3) ou sinais 

sistêmicos. 

 Dentre os 44 isolados com identificação presuntiva com o gênero 

Prototheca identificados pelo cultivo microbiológico e técnicas fenotípicas 

convencionais, 38 (86,4%) foram identificados como P. bovis por MALDI-TOF 

MS, com escores >2.0. Em contraste, 13,6% (5/44) dos isolados não alcançaram 

escore mínimo para diagnóstico de espécie, identificados somente em nível do 

gênero Prototheca. Entretanto, 100% dos isolados tiveram identificação de 

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

 Os dados individuais de prevalência de isolados nas fazendas são 

apresentados na Tabela 1, havendo isolamento em três das dez fazendas 

amostradas. As principais características de produção, rebanho, instalações, 

manejo de ordenha nas três fazendas, e dados individuais de raça, quarto 

mamário infectado, sazonalidade e CAM  estão sumariados nos anexos 1, 2 e 4. 

A localização geográfica das dez fazendas é apresentada na Figura 1. 
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Tabela 1. Frequência de isolamento de prototecas no leite de vacas com mastite 

clínica em fazendas do estado de São Paulo e Minas Gerais (2017 - 2022). 

 

Fazenda 

 

Estado 

Identificação MALDI-TOF MS 

Prototheca sp. 

% (N) 

P. bovis 

% (N) 

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

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

J São Paulo 0 (0/66) 4,5 (3/66) 

P. bovis = Prototheca bovis; % = percentual;  

N = número de prototecas identificadas/número de vacas amostradas 
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5.2 Concentração Algicida Mínima (CAM) in vitro do quaternário de amônio 

nos isolados de Prototheca spp. 

 O efeito algicida do quaternário de amônio foi observado em todos os 44 

isolados nos casos de mastite clínica e nas cepas controle, variando entre as 

diluições 35ppm e 8ppm (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Efeito algicida in vitro do quaternário de amônio em isolados de 

Prototheca obtidos de vacas com mastite clínica (2017 – 2022). 

   Concentração Algicida Mínima 

_____________________________________ 

 

Agente  35ppm 

(N) 

17ppm 

(N) 

8ppm 

(N) 

     

P. bovis  18,2% (8/44) 34,1% (15/44) 38,6% (17/44) 

Prototheca sp.  2,3% (1/44) 2,3% (1/44) 4,5% (2/44) 

P. bovis*  -- 100% (1/1) -- 

P. blaschkeae* 

P. ciferrii* 

 100% (1/1) 

-- 

-- 

100% (1/1) 

-- 

-- 

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

* Cepas de referência cedidas pelo Prof. Dr. Tomas Jagielski, Universidade de Varsóvia, 

Polônia, caracterizadas em nível de espécie pela detecção do gene cytB (JAGIELSKI et 

al., 2019a). 
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6. DISCUSSÃO 

 As infecções mamárias causadas por espécies de Prototheca 

representam grande desafio contemporâneo no controle de agentes de mastite 

em vacas (RUEGG, 2017), em virtude do aumento do registro de casos, do 

comportamento oportunista do patógeno (ALVES et al., 2017; BOZZO et al., 

2022; LIBISCH et al., 2022) e da elevada resistência da alga às condições do 

ambiente dos criatórios, incluindo solos úmidos, fezes, água estagnada, cama 

dos animais, matéria orgânica em decomposição, ou contaminando utensílios de 

ordenha (JANOSI et al., 2001; SCACCABAROZZI et al., 2008; YAMAMURA et 

al., 2008; SPEROTTO et al., 2021). Ainda, a inexistência de protocolos eficazes 

para o tratamento das infecções mamárias resulta em prejuízos significativos aos 

produtores, decorrentes da redução na produção e qualidade do leite, aumento 

da celularidade do leite, perda de tetos, além de gastos com medicamentos, 

honorários veterinários, descarte prematuro e reposição de animais (LANGONI 

et al., 2013; SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 2021); fatos que podem ser 

considerados as principais motivações do presente estudo. 

 Aumento substancial de casos e surtos de infecções mamárias em vacas 

por espécies de Prototheca têm sido descritos na última década em países como 

Canadá (PIEPER et al., 2012), Itália (RICCHI et al., 2013; MORANDI et al., 

2017), Polônia (JAGIELSKI et al., 2019a,b), Coreia (PARK et al., 2019), China 

(LI et al., 2021), Equador (HUILCA et al., 2022) e Brasil (GONÇALVES et al., 

2015; ALVES et al., 2017), apesar da baixa prevalência da prototecose mamária, 

entre 0,1 e 5%, em rebanhos bem manejados (JANOSI et al., 2001; SANTOS e 

FONSECA, 2019). No presente estudo, dentre 4.275 amostras de leite de vacas 

cultivadas com mastite clínica provenientes de dez fazendas dos estados de São 

Paulo e Minas Gerais, algas do gênero Prototheca foram isoladas em 1% 

(44/4.275) dos animais, em três destas fazendas. A baixa prevalência de 

prototecose mamária clínica nas vacas amostradas poderia ser creditada a 

adoção sistemática de medidas de controle de agentes de mastite (ambientais e 

contagiosos) e boas práticas de ordenha higiênica nas fazendas utilizadas no 

estudo. 
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 Os casos de prototecose mamária geralmente apresentam anormalidades 

no leite e na glândula mamária (JANOSI et al., 2001; RUEGG, 2016) e, 

ocasionalmente, infecções sistêmicas (THOMPSON et al., 2009). No presente 

estudo, dentre os 33 isolados de Prototheca que foi possível obter dados da 

gravidade clínica, 78,8% (26/33) e 21,2% (7/33) apresentaram infecções 

mamárias leves e moderadas, respectivamente, enquanto nenhum animal 

apresentou escore grave (ou sinais sistêmicos). A gravidade clínica dos casos 

de mastite tem sido investigada principalmente em infecções mamárias em 

vacas por enterobactérias (RIBEIRO et al., 2021), particularmente Escherichia 

coli (GUERRA et al., 2020), subdivididas em infecções leves, moderadas e 

graves, com intuito de avaliar a influência de fatores de virulência na gravidade 

dos casos e a relação com o tratamento dos patógenos na lactação (PINZÓN-

SÁNCHEZ e RUEGG, 2011). 

 Na literatura consultada, o presente estudo investigou pela primeira vez a 

gravidade clínica de casos de mastite por prototecas diagnosticadas por MALDI-

TOF MS, e observou predomínio de infecções leves e moderadas, indicando 

que, apesar da tendência de cronicidade dos casos e desenvolvimento de 

reações piogranulomatosas, de difícil resolução terapêutica (McDONALD et al., 

1984; RUEGG, 2016), as infecções por P. bovis estão restritas 

predominantemente à glândula mamária. 

 O diagnóstico laboratorial de rotina de infecções mamárias em vacas por 

Prototheca sp. tem sido fundamentado no cultivo microbiológico do leite e 

identificação da alga baseada nas características das colônias, métodos 

fenotípicos (e.g., assimilação de substratos) e micrometria do agente (ROESLER 

et al., 2006; RIBEIRO, 2021; SANTOS e FONSECA, 2019). No entanto, uma 

reclassificação taxonômica recente da alga, firmada com base molecular 

(detecção do gene mitocondrial cytB), propôs a subdivisão do gênero em 14 

espécies, com predomínio das infecções mamárias em vacas por P. bovis 

(JAGIELSKI et al., 2019a) e, ocasionalmente, por P. blaschkeae (RICCHI et al., 

2013; MORANDI et al., 2017), sob a forma de casos ou surtos de mastite. Com 

efeito, os métodos moleculares têm sido gradualmente incorporados na rotina 

diagnóstica ou de confirmação das espécies da alga (BOZZO et al., 2022; 

TASHAKKORI et al., 2022), de modo similar ao adotado no presente estudo.  



31 
 

Estudo recente no Brasil avaliou um método modificado de extração de 

proteínas ribossomais de espécies de Prototheca, o que possibilitou a inserção 

de espectros de referência da alga na base de dados do equipamento de MALDI-

TOF MS, visando o diagnóstico de espécies envolvidas na mastite bovina (P. 

bovis e P. blaschkeae) (FIDÉLIS et al., 2021). Neste contexto, dentre as 44 

prototecas isoladas de vacas com mastite clínica no presente estudo, 86% 

(39/44) foram diagnosticadas pela MALDI-TOF MS como P. bovis, ratificando o 

predomínio desta espécie da alga na mastite bovina (PIEPER et al., 201; 

GONÇALVES et al., 2015; MORANDI et al., 2017; ALVES et al., 2017; 

JAGIELSKI et al., 2019a,b; PARK et al., 2019, LI et al., 2021), bem como a 

aplicabilidade do método de MALDI-TOF MS no diagnóstico de rotina da alga 

em amostras de leite (FIDELIS et al., 2021).  

Do total de 44 prototecas isoladas, 11,3% (5/44) tiveram a identificação 

pela MALDI-TOF MS restritas em nível de gênero (Prototheca sp.). Tal resultado 

poderia ser atribuído a presença de espécies da alga não contidas na biblioteca 

de espectros do equipamento, ou decorrente das dificuldades de extração da 

proteína de origem ribossomal, em virtude da espessa parede celular da alga 

(LASSA et al., 2010), cuja confirmação de espécies poderia ser investigada pela 

detecção genética do gene cytB (JAGIELSKI et al., 2019a,b). 

Efeito algicida de sanitizantes (e.g., hipoclorito de sódio, iodo, guanidina, 

ácido peracético, sulfato de cobre, nitrato de prata, clorexidina, polipirrol) 

(MELVILLE et al., 2002; SALERNO et al., 2010; GONÇALVES et al., 2015; 

ALVES et al., 2017; ELY et al., 2020), antifúngicos (e.g., anfotericina B, 

cetoconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, nistatina) (BUZZINI et al., 

2008; JAGIELSKI et al., 2012), antimicrobianos (e.g., gentamicina, netilmicina, 

colistina) (MORANDI et al., 2016), algicidas (SPEROTTO et al., 2021), própolis 

associada ao dimetilsulfóxido-DMSO, timerosal (LANGONI et al., 2013), 

nanopartículas (JAGIELSKI et al., 2018), peptídeos (TOMASINSIG et al., 2012), 

herbicidas (MORELLO et al., 2020), óleos essências (NARDONI et al., 2018) e 

luzes fotodinâmicas (ANJOS et al., 2019) têm sido descritos em diferentes 

estudos in vitro e in vivo em isolados de Prototheca em vacas com mastite; fato 

que demonstra a preocupação da comunidade científica em encontrar 

alternativas terapêuticas e de controle/profilaxia para as infecções intramamárias 
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causadas pela alga. Apesar de certa sensibilidade in vitro ou cura clínica 

aparente (in vivo) de casos clínicos, as prototecas apresentam elevada 

refratariedade aos diferentes fármacos testados por via intramamária e 

parenteral (SANTOS e FONSECA, 2019; RIBEIRO, 2021; BOZZO et al., 2022), 

provavelmente decorrente do desenvolvimento de reações piogranulomatosas 

(McDONALD et al., 1984), da diversidade genética (TASHAKKORI et al., 2022) 

e de mecanismos de virulência e evasão do sistema imune (MARQUES et al., 

2006), como a produção de biofilmes (GONÇALVES et al., 2015; ELY et al., 

2019) e a indução de apoptose celular nas células mamárias (SHAHID et al., 

2017; ZHAO et al., 2022). 

O presente estudo investigou o efeito algicida do quaternário de amônio, 

sanitizante de efeito microbicida (incluindo algicida), utilizado como desinfetante 

e antisséptico para humanos e animais (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). A 

estabilidade, baixa toxicidade e amplo efeito biocida, além de inodoro, pouco 

corrosivo e biodegradável (CARVALHO, 2015), possibilitam o uso seguro deste 

sanitizante em ambientes hospitalares, agrícolas, industriais e de entretenimento 

humano (como piscinas), em virtude da baixa irritação de mucosas e conjuntivas, 

em baixas concentrações (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015). Nos 44 isolados de 

prototecas obtidos de vacas com mastite clínica foi observado efeito algicida in 

vitro do quaternário de amônio na totalidade dos isolados, em baixas 

concentrações, distribuídas entre 35ppm (20,4%), 17ppm (36,4%) e 8ppm 

(43,2%), além de efeito algicida em cepas de referência de P. bovis, P. 

blaschkeae e P. ciferrii. O efeito algicida do quaternário de amônio é atribuído a 

ação direta do fármaco na membrana celular, causando desnaturação proteica 

da membrana celular e proteínas do citoplasma dos micro-organismos, 

determinando a ruptura da membrana e morte celular (McDONNELL e 

RUSSELL, 1999; BOROWSKY et al., 2006).  

Na literatura consultada, o efeito in vitro do quaternário de amônio em 

baixas concentrações em isolados de prototecas obtidos de mastite é descrito 

pela primeira vez e, devido à baixa toxicidade e irritação do produto para 

conjuntivas e mucosas (TEZEL e PAVLOSTATHIS, 2015), o quaternário de 

amônio poderia ser utilizado em conjunto com outras soluções sanitizantes como 

alternativa de sanitizante para ambientes de ordenha ou como soluções de pré 
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e pós-dipping, para o controle/profilaxia de infecções mamárias, em baixas 

concentrações para a secagem “química” de quartos (cronicamente infectados 

ou animais com vários quartos mamários acometidos), ou, experimentalmente, 

no tratamento intramamário de quartos acometidos pela alga. 

Apesar do bom manejo adotado nas fazendas amostradas, bem como a 

baixa prevalência (1%) de animais infectados, não está disponível tratamento 

eficaz na prototecose mamária (BOZZO et al., 2022), fato que requer ações de 

profilaxia e controle recomendadas nas infecções mamárias por prototecas, 

particularmente no que tange a medidas para agentes de origem ambiental de 

mastite. Neste contexto, recomenda-se atenção nas fazendas amostradas com 

animais infectados por prototecas, para medidas como pré-dipping, oferecimento 

de alimentação na pós-ordenha, evitar umidade, fezes e acúmulo de matéria 

orgânica no ambiente de ordenha e entorno, manejo adequado da cama dos 

animais, cloração e qualidade da água do ambiente de ordenha, além da 

segregação dos animais (para o final da linha de ordenha), “secagem química” 

de quartos infectados ou descarte dos animais infectados (LANGONI et al., 2013; 

RUEGG, 2016; RIBEIRO, 2021). Ainda, também devem ser adotadas ações de 

manejo geral de higiene de ordenha, incluindo para controle/profilaxia de 

agentes contagiosos, pois vacas infectadas podem transmitir a alga para animais 

sadios no ambiente de ordenha (SANTOS e FONSECA, 2019). 

 As prototecas possuem potencial zoonótico, particularmente espécies que 

acometem animais de produção e/ou de companhia, como P. bovis e P. 

wickerhamii (JAGIELSKI et al., 2019a). O leite de animais infectados não deve 

ser consumido pelos humanos, tampouco oferecido aos bezerros, devido a 

possibilidade de desenvolvimento de enterite em animais (BOZZO et al., 2022) 

e em humanos (MELVILLE et al., 2002), bem como infecções sistêmicas graves 

em humanos, particularmente em pacientes imunossuprimidos (KANO, 2019). 

Os 44 isolados de prototecas identificados no presente estudo foram 

provenientes de animais com mastite clínica, cuja recomendação é o descarte 

do leite, embora seja possível a mistura inadvertida de leite de animais com 

mastite clínica nos tanques de expansão, fato que merece preocupação no 

contexto de Saúde Única (LIBISCH et al., 2022), e que justifica a adoção de 
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medidas de controle/profilaxia da prototecose mamária nas fazendas com 

animais infectados.  

 O uso de amostragem de conveniência de isolados de Prototheca, a não 

avaliação da influência de fatores epidemiológicos na ocorrência dos casos, a 

utilização de outro sanitizante sabidamente efetivo, de efeito algicida em 

amostras de Prototheca como forma de controle positivo com os isolados obtidos 

no estudo, e a ausência de confirmação molecular das espécies não 

identificadas pela espectrometria de massas podem ser consideradas limitações 

do presente estudo. 
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7. CONCLUSÕES 

 

✓ P. bovis foi a espécie mais frequente identificada por MALDI-TOF MS 

nos animais amostrados,  reforçando o predomínio desta espécie da alga como 

agente primário de mastite clínica em vacas, em grandes fazendas de leite no 

Brasil; 

 

✓ Foi observada a ausência de casos graves de mastite, reforçando que as 

infecções por prototecas, particularmente P. bovis, estão restritas principalmente 

à glandula mamária, sem disseminação ou manifestações sistêmicas pelos 

animais; 

 

✓ O quaternário de amônio apresentou efeito algicida em baixas 

concentrações nos isolados de Prototheca, podendo ser usado como alternativa 

de sanitizante para o ambiente de ordenha ou em soluções de pré e pós-dipping 

no controle/profilaxia da prototecose mamária 
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Anexo 1. Principais características de produção e instalações de três  fazendas 

de alta produção leiteira nos estados de São Paulo e Minas Gerais, com 

isolamento de Prototheca spp. (2017-2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CARACTERÍSTICAS DAS 

FAZENDAS 

 B 

 

E 

 

J 

Animais/Raças  HPB HPB HPB 

Nº de vacas em lactação  203 510 300 

Produção diária (L/dia)  4900 14280 10000 

Produção leiteira média 
L/animal/dia 

 24 28 30 

Tipo de instalações   Free 

Stall 

Free 

Stall 

Compost 

barn 

Higiene das instalações  Regular Boa Boa 

Higiene do equipamento   Boa Boa Boa 

Sala de ordenha  Sim Sim Sim 

Tanque de resfriamento  Sim Sim Sim 
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Anexo 2. Principais características de manejo de ordenha em três fazendas com 

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

CARACTERÍSTICAS DAS 
FAZENDAS 

B 
 

E 
 

J 
 
 

Nº de ordenhas 
 

3 3 2 

Alimentação pós ordenha Sim Sim Sim 

Tipo secagem: 
 

Abrupta Abrupta Abrupta 

Ordenha mecânica Duplo 8 Duplo 12 Duplo 6 

Higiene do equipamento  Boa Boa Boa 

Qualidade da 
mão de obra 

Boa Boa Boa 

Assistência veterinária Sim Sim Não 
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Anexo 3. Atestado de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética de Uso Animal 

(CEUA) – FMVZ/UNESP - Botucatu, SP. 
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MALDI-TOF MS Raça 
Quarto 

mamário 
Sazonalidade Fazenda 

C.A.M. 

(ppm) 

1 Prototheca bovis HPB AE VERÃO E 8 

2 Prototheca bovis HPB AD INVERNO E 8 

3 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 17 

4 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 8 

5 Prototheca sp. HPB PD OUTONO E 8 

6 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 8 

7 Prototheca bovis HPB AE OUTONO E 17 

8 Prototheca bovis HPB PD OUTONO E 8 

9 Prototheca bovis. HPB PE INVERNO E 35 

10 Prototheca sp. HPB PE INVERNO E 17 

Anexo 4. Dados epidemiológicos gerais, efeito algicida in vitro do quaternário de amônio e diagnóstico por 

espectrometria de massas de 44 isolados de prototecas obtidos de vacas com mastite clínica em fazendas do 

estado de São Paulo e Minas Gerais (2017-2019). 
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11 Prototheca bovis HPB AE INVERNO E 8 

12 Prototheca bovis HPB AD INVERNO E 8 

13 Prototheca bovis HPB PD INVERNO E 8 

14 Prototheca bovis HPB PD INVERNO E 35 

15 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 17 

16 Prototheca bovis HPB PE PRIMAVERA E 8 

17 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 17 

18 Prototheca bovis HPB PE PRIMAVERA E 17 

19 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 17 

20 Prototheca bovis HPB PE PRIMAVERA E 8 

21 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 8 

22 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 35 

23 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 17 

24 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 17 
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25 Prototheca sp. HPB AD PRIMAVERA E 17 

26 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 8 

27 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 17 

28 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 17 

29 Prototheca bovis HPB AD PRIMAVERA E 8 

30 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA E 17 

31 Prototheca bovis HPB PD VERÃO E 8 

32 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 8 

33 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 8 

34 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA E 8 

35 Prototheca bovis HPB PD OUTONO B 35 

36 Prototheca bovis HPB AD INVERNO B 8 

37 Prototheca bovis HPB PD INVERNO B 17 

38 Prototheca sp. HPB AD VERÃO B 35 
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39 Prototheca sp. HPB AE VERÃO B 8 

40 Prototheca bovis HPB PD VERÃO B 17 

41 Prototheca bovis HPB PD VERÃO B 35 

42 Prototheca bovis HPB PE PRIMAVERA J 8 

43 Prototheca bovis HPB PD PRIMAVERA J 35 

44 Prototheca bovis HPB AE PRIMAVERA J 17 

HPB: Holandês Preto e Branco 

AD/AE: Anterior direito/esquerdo 

PD/PE: Posterior direito/esquerdo 
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