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RESUMO 

 

Nos últimos anos, Prototheca zopfii tem sido considerada uma das causas mais 

importantes de mastite de origem ambiental, refratária a terapia convencional. As 

infecções mamárias por P. zopfii acarretam alterações na composição do leite e 

redução na produção leiteira. O presente estudo avaliou a sensibilidade “in vitro” 

de 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas no Brasil frente a diferentes 

antimicrobianos e anti-sépticos, aliado a caracterização genotípica dos isolados. 

Nistatina (100,0%) e gentamicina (66,7%) foram as drogas mais efetivas para as 

27 linhagens estudadas. A multi-resistência a três ou mais antimicrobianos foi 

observada em 100,0% das estirpes, principalmente frente a ampicilina, 

cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina. 

Hipoclorito de sódio (0,03-0,15%) e iodo (0,15-0,62%) revelaram efetividade “in 

vitro” para todos os isolados em baixas concentrações. A caracterização 

genotípica pela técnica de PCR baseada no fragmento 18S rDNA mostrou 

similaridade à cepa controle de P. zopfii SAG 2021T, caracterizando todos os 

isolados como pertencentes ao genótipo 2. O presente estudo descreve pela 

primeira vez no Brasil, a caracterização genotípica de linhagens de P. zopfii 

isoladas de leite obtido de vacas com mastite clínica, subclínica e de tanque de 

expansão. 

 

Palavras-chave: Genótipo; leite bovino; mastite; Prototheca zopfii; prototecose; 
sensibilidade microbiana. 
 



xx 
 

SALERNO, T. Genotypic characterization of Prototheca zopfii strains isolated 

from bovine milk and “in vitro” antimicrobial and anti-septic susceptibility. 

Botucatu, 2007. 101p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

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

 

 

ABSTRACT 

 

In last years, Prototheca zopfii has been considered one of the most important 

causes of mastitis from environmental origin, refractory to conventional therapy.  

The mammary infections caused by Prototheca zopfii lead to severe alterations in 

composition of the milk, and reduction in production. The present study evaluate 

the "in vitro" antimicrobials and anti-septic susceptibility, of 27 P. zopfii strains 

isolated from milk in  cattle raised in Brazil, allied to the genotypic characterization 

of isolates.  Nystatin (100.0%) and gentamicin (66.7%) were the most-effective 

drugs for 27 P. zopfii strains. Multiple drug resistance for three or more 

antimicrobials was observed in 100.0% of strains predominantly for ampicilin, 

cefoperazone, cloxacillin, enrofloxacin, florfenicol, neomycin e tetracycline. Sodium 

hypochlorite (0.03-0.15%) and iodine (0.15-0.62%) revealed “in vitro” efficacy in all 

isolates in low concentrations. The genotypic characterization using PCR 

technique based on the 18S rDNA displayed similarity to the strain-control of P. 

zopfii SAG 2021T characterizing all isolates belonging to the genotype 2. The 

present study describe by first time in Brazil the genotype characterization of P. 

zopfii strains isolated from milk, obtained in clinical and subclinical bovine mastitis 

and bulk tank milk. 

mastite; Prototheca zopfii; Prototecose; sensibilidade microbiana. 
 

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

microbial susceptibility. 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

O gênero Prototheca tem sido mundialmente associado a infecções no 

homem e em animais (TANIYAMA et al., 1994; LASS-FLÖRL & MAYR, 2007). O 

organismo foi primeiramente descrito por Wilhelm Krüeger, em 1894, identificado 

na seiva de árvores (KRÜEGER, 1894) e classificado como alga em 1913 

(CHODAT, 1913). Lerche (1952) na Alemanha descreveu pela primeira vez casos 

de mastite bovina por Prototheca zopfii (P. zopfii). No mesmo ano, Mehnert 

demonstrou a alga nas fezes de suínos (VAN KRUININGEN, 1970).  

Davies et al. (1964) relataram pioneiramente a doença no homem em lesão 

sub-cutânea progressiva podal. Posteriormente, diversas manifestações clínicas 

foram descritas incluindo bursite (NOSANCHUK & GREENBERG, 1973; 

NARYSHKIN et al., 1987), peritonite (GIBB et al., 1991; MELÓN et al., 2007), 

gastroenterite (SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995), entre outras apresentações 

sistêmicas (DAVIES et al., 1964; IACOVIELLO et al., 1992). 

Em animais de companhia, a prototecose foi reconhecida como entidade 

nosológica em 1963, descrita em cão. Em felinos domésticos, o primeiro relato da 

enfermidade foi reportado em 1976 (KAPLAN et al., 1976). No Brasil, a doença em 

animal de companhia foi descrita somente em 2006, em cão com histórico de 

colite hemorrágica crônica (FARIAS et al., 2006).   

A prototecose mamária bovina é reconhecida como a principal manifestação 

clínica em animais de produção (TANIYAMA et al., 1994; RADOSTITS et al., 

2007). No Brasil, o primeiro relato da enfermidade ocorreu em 1989, diagnosticada 

em vacas com mastite no Estado do Mato Grosso do Sul (COSTA et al., 1999). 

P. zopfii pode ser isolada das fezes e do ambiente de criação de suínos, 

embora pareça não apresentar patogenicidade para esta espécie (WEBER & 

ENDERS, 1993; ROESLER et al., 2003). Diferentemente dos bovinos, não há até 

o momento a descrição do acometimento da glândula mamária em outras 

espécies de animais de produção como: ovinos, caprinos, eqüinos e bubalinos. 

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

considerada uma das principais doenças que acometem animais de exploração 
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leiteira, acarretando diversos prejuízos econômicos decorrentes de alterações na 

composição físico-química e na celularidade do leite (SCHALM et al., 1971), 

queda na produção, gastos com medicamentos e assistência veterinária, descarte 

precoce de fêmeas e morte ocasional de animais, aliado à importância da 

enfermidade no contexto de saúde pública (COSTA et al., 1995).  

A inflamação da glândula mamária em animais possui etiologia complexa, 

podendo resultar de processos traumáticos, fisiológicos, alérgicos e, 

principalmente, infecciosos. A mastite infecciosa é causada predominantemente 

por agentes de origem bacteriana e, secundariamente, por fungos, algas e vírus 

(WATTS, 1988), podendo manifestar-se sob as formas aguda, sub-aguda ou 

crônica. Além disso, a mastite também é classificada em clínica e subclínica com 

base na intensidade do processo inflamatório (SMITH, 1994). 

A forma clínica caracteriza-se por queda acentuada na produção, alterações 

na composição e aspecto macroscópico do leite (presença de grumos, sangue, 

dessora, pus), acompanhada muitas vezes de manifestações na glândula mamária 

(edema, hiperemia, aumento da sensibilidade, presença de nódulos, abscessos) 

e/ou sistêmicas nos animais (decúbito, anorexia, febre, prostração, taquicardia, 

taquipnéia). Em contraste, a forma subclínica não provoca alterações 

macroscópicas no leite e na glândula mamária, acarretando queda da produção 

láctea (RADOSTITS et al., 2007). 

Epidemiologicamente a mastite é subdividida em contagiosa ou ambiental de 

acordo com a origem da infecção e vias de transmissão. Na transmissão 

contagiosa a infecção ocorre predominantemente no momento da ordenha, 

enquanto na ambiental é adquirida no intervalo entre ordenhas, assim como no 

momento da ordenha (COSTA et al., 1997). 

Em diferentes países tem-se destacado o aumento significativo na freqüência 

de mastite bovina ocasionada por algas do gênero Prototheca, especialmente P. 

zopfii (CHEVILLE et al., 1984; TANIYAMA et al., 1994). No Brasil, o microrganismo 

é apontado nos últimos anos como um dos mais preocupantes agentes causais de 

mastite de origem ambiental, descrito praticamente em todos os Estados do país 

com importância na exploração de bovinos de leite, sob a forma de casos 
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esporádicos ou de surtos (LANGONI, 1992, RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al., 

2004; BUENO et al., 2006; YAMAMURA et al., 2007).  

A infecção mamária bovina por P. zopfii desencadeia quadros de mastite 

clínica ou subclínica, com evolução para processos piogranulomatosos de difícil 

resolução tecidual (CHEVILLE et al., 1984), levando a alterações no tecido 

glandular mamário e destruição parcial ou total do parênquima glandular 

(LANGONI, 2003). Não existem até o momento protocolos terapêuticos efetivos ou 

que possuam reprodutibilidade de resultados nas infecções mamárias pelo gênero 

Prototheca.  Diferentes estudos têm utilizado produtos químicos diversos na 

terapia da prototecose mamária (antimicrobianos, anti-sépticos e algicidas), com 

resultados pouco efetivos, ou no mínimo, controversos. 

O insucesso terapêutico da prototecose mamária bovina utilizando 

antimicrobianos convencionais têm direcionado o controle e a profilaxia da 

enfermidade na adoção de boas práticas de ordenha, no diagnóstico periódico de 

mastite, na secagem dos animais acometidos, na ablação química do quarto 

mamário e/ou no descarte das fêmeas (RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al., 

2004).  

Estudos recentes na Europa têm procurado caracterizar genotipicamente as 

linhagens de P. zopfii isoladas de animais, com vistas a contribuir no 

esclarecimento da virulência e da epidemiologia da prototecose, em especial nos 

mecanismos de transmissão da alga, que possam nortear ações de controle e 

profilaxia. Com base em estudos genotípicos, pesquisadores alemães propuseram 

a classificação de P. zopfii em três biotipos: I, II e III. O biotipo I predomina nas 

fezes, contaminando estábulos de bovinos (variantes RZI-1, RZI-2 e RZI-3), o 

biotipo II em linhagens isoladas de mastite bovina (variantes RZII-1, RZII-2 e RZII-

3) e o biotipo III em estirpes isoladas do ambiente de criatórios de suínos 

(variantes RZIII-1 e RZIII-2) e de casos humanos de onicoprototecose (variante 

RZIII-3) (ROESLER et al., 2003; MÖLER et al., 2006). Recentemente, o mesmo 

grupo de pesquisadores, utilizando técnicas moleculares, demonstrou que P. zopfii 

biotipo III encontra-se filogeneticamente distante dos outros biotipos, 

reclassificando-o como uma nova espécie denominada Prototheca blaschkeae sp. 
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nov. (P. blaschkeae) [ROESLER et al., 2006]. No mesmo estudo foi proposto que 

os biotipos I e II fossem re-classificados em genótipos 1 e 2 (MÖLLER et al., 2006; 

ROESLER et al., 2006). 

Considerando os prejuízos decorrentes da prototecose mamária em bovinos, 

da crescente ocorrência e disseminação de P. zopfii em rebanhos leiteiros, da 

ineficácia de protocolos terapêuticos contra a alga e da ausência de 

caracterização genotípica de estirpes isoladas no Brasil, o presente estudo 

objetivou caracterizar genotipicamente linhagens de P. zopfii isoladas do leite de 

vacas de propriedades leiteiras no Brasil e avaliar o efeito algicida, “in vitro”, de 

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

 

 

2.1 ALGAS DO GÊNERO Prototheca 

 

O termo alga foi proposto inicialmente por Lineau, em 1753, para designar 

microrganismos extremamente primitivos que começavam a despertar o interesse 

de pesquisadores quanto a sua biologia (BICUDO & MENEZES, 2006).  Registros 

fósseis indicam que organismos similares às algas viveram há mais de três bilhões 

de anos, incluindo-as entre os organismos vivos mais primitivos do reino Plantae 

(BOLD & WYNNE, 1985; PORE et al., 1983).  

As algas são, por vezes, conceituadas como vegetais inferiores, 

biologicamente simples, contendo clorofila e parede celular espessa composta por 

celulose (FRANK et al., 1969). No entanto, alguns pesquisadores afirmam que 

embora sejam capazes de realizar a fotossíntese, diferem das plantas 

principalmente quanto aos processos reprodutivos (BOLD & WYNNE, 1985). 

Quinn et al. (2005) definem algas como microrganismos eucarióticos, saprofíticos, 

contendo muitas vezes clorofila, capazes de realizar fotossíntese.  

As algas do gênero Prototheca são microrganismos unicelulares, 

aclorofilados, ubíquos, sem capacidade fotossintética. Diversos autores postulam 

que o gênero Prototheca seria uma mutação das algas verdes do gênero Chlorella 

(TYLER et al., 1980; QUINN et al., 2005), uma vez que as espécies pertencentes 

a estes gêneros são morfologicamente semelhantes (BUTLER, 1954; PORE, 

1972; QUINN et al., 2005). 

 

2.1.1 Classificação Taxonômica 

 

A taxonomia do gênero Prototheca ainda é controversa. Determinada linha 

de pesquisadores afirma que este gênero ocupa posição taxonômica intermediária 

entre algas e fungos, por apresentarem características morfológicas e reprodutivas 
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semelhantes às algas, embora possuam peculiaridades dos fungos, como a 

ausência de cloroplasto e nutrição heterotrófica (ARNOLD & AHEARN, 1972). 

Rippon (1988) referiu que o gênero Prototheca foi classificado como alga por 

West em 1913, visto que os endosporos destes microrganismos são produzidos 

de forma idêntica à observada para as algas do gênero Chlorella.  

Nas últimas décadas, estudos morfo-fisiológicos reconheceram cinco 

espécies do gênero: P. zopfii, Prototheca wickerhamii (P. wickerhamii), Prototheca 

stagnora (P. stagnora), Prototheca filamenta (P. filamenta) e Prototheca moriformis 

(P. moriformis) [ARNOLD & AHEARN, 1972]. 

Arnold & Ahearn (1972) desenvolveram um método para identificar as 

espécies do gênero Prototheca, fundamentado em testes de assimilação de 

carboidratos e de álcoois. Com base neste método bioquímico foi observado que 

determinadas espécies que haviam sido descritas anteriormente, incluindo 

Prototheca ciferri, Prototheca portoricencis e Prototheca segbwema possuíam o 

mesmo perfil de P. zopfii (KAPLAN, 1977). De maneira similar, Sudan & Kaplan 

(1973) utilizando a técnica de imunofluorescência verificaram que P. moriformis, 

bem como outras espécies previamente descritas, incluindo Prototheca 

chlorelloides, Prototheca pastoriensis, Prototheca trispora, Prototheca ubrizsyi, 

apresentavam estreita relação com P. zopfii, sendo prudente reagrupá-las em uma 

única espécie, P. zopfii. 

Subsequentemente, o estudo da estrutura celular de P. filamenta permitiu 

sua reclassificação como pertencente ao reino Fungi, gênero Sarcinosporon, 

espécie Sarcinosporon inkin (NADAKAVUKAREN & MCCRACKEN, 1973; KING & 

JONG; 1975). Pore et al. (1977) ao estudarem a morfologia e fisiologia de P. 

filamenta, recomendaram nova designação de Fissuricella filamenta, propondo 

assim, um novo gênero. Em 1985, Pore reconheceu P. zopfii, P. wickerhamii, P. 

stagnora e P. moriformis como as espécies de importância do gênero Prototheca.    

Recentemente, com base em estudos moleculares e de assimilação de 

açúcares e álcoois, P. zopfii foi classificada em três biotipos (I, II e III) (ROESLER 

et al., 2003; MÖLER et al., 2006). Posteriormente, com o aprofundamento do 

estudo molecular, o biotipo III foi reclassificado como uma nova espécie 
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denominada P. blaschkeae e os biotipos I e II classificados respectivamente, como 

genótipos 1 e 2 (MÖLER et al., 2006; ROESLER et al., 2006). 

Atualmente o gênero é classificado como pertencente ao reino Viridiplantae 

ou Plantae, família Chlorellaceae (ROESLER, 2007) (Quadro 1), contendo cinco 

espécies: P. zopfii, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora e P. ulmea (UENO 

et al., 2002; ROESLER et al., 2006; RANJAN et al., 2006), das quais as duas 

primeiras reconhecidamente patogênicas para o homem e animais. 

 

 

Quadro 1 – Classificação taxonômica do gênero Prototheca*.               
Eukariota (Domínio) 

Viridiplantae (Reino) 

Chlorophyta (Filo) 

Trebouxiophyceae (Classe) 

Chlorellales (Ordem) 

Chlorellaceae (Família) 

Prototheca (Gênero) 

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

* Adaptado de Roesler, 2007.                                                                                         
                                                                                                             

                                                                                                                                                           

2.1.2 Propriedades Gerais 

 

Prototheca spp são algas unicelulares, aeróbias, imóveis. Em tecidos ou em 

meios de cultura apresentam-se esféricas a ovaladas, com diâmetro variável entre 

3 a 30 µm, de acordo com a espécie, estágio de desenvolvimento e meio de 

cultura utilizado. Possui citoplasma basofílico granular, contendo um ou vários 

vacúolos e pequeno núcleo central que pode não ser observado em formas 

imaturas. Apresentam mitocôndrias aparentemente restritas à porção periférica do 

citoplasma, corpúsculos lipídicos, nucléolo, complexo de Golgi e retículo 

endoplasmático (CHEVILLE et al., 1984; PORE, 1985).  

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

& SZYFRES, 2001) que se distingue das demais, como no gênero Chlorella , por 
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possuir duas camadas de esporopolenina (polímeros e/ou ésteres carotenóides) 

não contendo quitina e celulose. Certas espécies contêm cápsula de 

mucopolissacarídeo, comum em algas verdes e/ou em plantas superiores 

(ATKINSON et al., 1972). 

Quando cultivadas em ágar Sabouraud dextrose, mantidas em condições de 

aerobiose a 37ºC, as colônias de P. zopfii apresentam-se planas, de tonalidade 

branco-amarelada, com 3 a 6 mm de diâmetro, mostrando bordas e superfície 

irregulares (PORE,1985; BEXIGA et al., 2003; RANJAN et al., 2006). Em ágar 

sangue ovino ou bovino (5%) desfibrinado, em condições de aerobiose a 37oC, 

após 48 horas de incubação mostram colônias de 2 a 4 mm de diâmetro, não 

hemolíticas, rugosas, de tonalidade acinzentada (BEXIGA, et al., 2003). P. 

wickerhamii forma colônias hemisféricas regulares com superfície mucóide, 

enquanto P. stagnora apresenta colônias planas, com margem regular e superfície 

mucóide (PORE, 1985). 

As diferentes espécies de Prototheca reproduzem-se assexuadamente por 

septação interna, também denominada endosporulação (PORE, 1985). Este 

processo origina a formação de esporangiosporos (células-filhas) no interior do 

esporângio (célula-mãe). Joshi et al. (1975) utilizando a microscopia eletrônica 

observaram que a cada 5-6 horas, na presença de nutrientes adequados, as 

células vegetativas multiplicam-se e, durante o processo de maturação celular, o 

citoplasma da célula-mãe sofre clivagens irregulares. São originadas de 2 a 20 

endosporos ou esporangiosporos, que sintetizam suas próprias paredes e se 

desenvolvem para formar o esporângio. A célula-mãe acaba se rompendo e libera 

células-filhas que repetem o ciclo reprodutivo (PADHYE et al., 1979; PORE, 1985; 

QUINN et al., 2005).   

As células “dauer” (“células em descanso”) ou hipnosporos foram descritas 

por Wilhelm Krüger, em 1984, apresentando características distintas dos 

esporângios e esporangiosporos. Possuem tamanho intermediário entre estas 

células, contendo parede espessa e grande quantidade de depósito de nutrientes 

de reserva, como lipídios e amido. Mediante condições adequadas de nutrientes, 

temperatura e oxigênio, os hipnosporos modulam-se em células vegetativas que, 
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em condições nutricionais e de tensão de oxigênio, iniciam o ciclo reprodutivo 

(KRÜGER, 1984; PORE, 1985). 

Os esporângios de P. wickerhamii são esféricos, medindo 3 a 10 µm de 

diâmetro, enquanto os de P. zopfii são geralmente ovais, alongados ou esféricos, 

com 7 a 30 µm de diâmetro (PORE, 1985; LASS-FLÖRL & MAYR, 2007). Outra 

característica de P. wickerhamii é que o esporângio apresenta a forma de mórula, 

com endosporos arranjados simetricamente, enquanto que outras espécies como 

P. zopfii não apresentam estruturas de septações múltiplas (LASS-FLÖRL & 

MAYR, 2007). P. stagnora apresenta morfologia esférica, medindo 7 a 14 µm de 

diâmetro, e cápsula com 1 a 5 µm de espessura (PORE, 1985). 

A morfologia da alga pode ser avaliada utilizando diferentes métodos 

tintoriais, incluindo as colorações de Gram (TYLER et al., 1980; RIBEIRO et al., 

1998), Giemsa, panótico (RIBEIRO et al., 1998), Shör, hematoxilina-eosina (HE) 

[CORBELLINI et al., 2001], azul de algodão, tinta nanquim (CHEVILLE et al., 

1984) e ácido periódico de Schiff (PAS) [CHAO et al., 2002]. O estudo morfo-

tintorial da alga revela microrganismos ovais e cilíndricos, com cápsula bem 

definida, contendo número variável de endosporos, bem delimitados pela 

coloração de Giemsa (RIBEIRO et al., 1998). 

As espécies do gênero Prototheca são heterotróficas utilizando glicose como 

fonte de carbono orgânico e nitrogênio, além de sais inorgânicos (sais de amônio). 

Necessitam de oxigênio e tiamina para a multiplicação (PORE, 1985). São 

diferenciadas utilizando testes de assimilação de carboidratos e álcoois (ARNOLD 

& AHEARN, 1972; ROESLER et al., 2001).   

Ao estudarem as características fisiológicas do gênero, Arnold & Ahearn 

(1972) verificaram diferentes padrões de assimilação entre as espécies de 

Prototheca. P. zopfii assimila o propanol, mas não assimila a trealose e a 

sacarose. P. wickerhamii utiliza trealose, porém não assimila a sacarose e o 

propanol. P. stagnora assimila a sacarose tardiamente, mas não assimila a 

trealose e o propanol (KAPLAN, 1977; ROESLER et al., 2001). 

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

simples, as espécies P. wickerhamii de P. zopfii, visto que linhagens da primeira 
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são sensíveis a este antimicrobiano (CASAL & GUTIERREZ, 1983). No entanto, o 

diagnóstico definitivo das espécies deve ser fundamentado na assimilação de 

açúcares e álcoois (RIBEIRO et al., 1998). 

Prototheca spp toleram ampla variação de pH (PORE et al., 1983) e 

apresentam multiplicação à temperatura ambiente (25 a 30ºC) e à 37ºC, exceto P. 

stagnora que se desenvolve em temperatura ambiente, mas tem a multiplicação 

limitada ou inibida à 37ºC (KAPLAN, 1977).  As principais características 

microbiológicas e bioquímicas utilizadas na rotina diagnóstica para diferenciação 

das cinco espécies de Prototheca estão apresentadas no Quadro 2. 

 

 

Quadro 2 – Principais características morfológicas e bioquímicas utilizadas na 
diferenciação das espécies de Prototheca***.  
Propriedades P.  

zopfii 
P.  
wickerhamii 

P.  
stagnora 

P.  
ulmea 

P.  
blaschkeae 

Tamanho celular (µm) 7 – 30 3 – 10 7 – 14 NI NI 
Tamanho médio dos 
endosporos (µm) 

6,5 
 

3,2 3,5 NI NI 

Glicose                              + + + + + 
Galactose                          (+/-) + + - + 
Sacarose                           - - +** NT NT 
Trealose - +* - - - 
Maltose +* - +* - NT 
Frutose  + + + - NT 
Lactose V V V - NT 
N-propanol  + - + - NT 
Etanol + + NT NT NT 
Glicerol                              + + V NT - 
Produção de cápsula  - - + + - 
Multiplicação à 37ºC  + + - NT + 
Sensibilidade ao 
clotrimazol  

- + + NT NT 

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

 

Embora as algas pertencentes ao gênero Prototheca sejam consideradas 

saprófitas, ao longo dos anos, a prototecose tem sido reportada no homem e em 

diversas espécies de animais domésticos e silvestres incluindo bovinos, suínos, 

cães, gatos, coelhos, ratos, cervos, serpentes, peixes, castores e quirópteros 

(TYLER et al., 1980; PORE et al., 1983; HOLLINGSWORTH, 2000), 

demonstrando ser organismo de amplo espectro de infecciosidade e também de 

potencial zoonótico. As espécies comumente envolvidas em infecções tanto no 

homem como nos animais são P. zopfii e P. wickerhamii (RIPPON, 1988; 

IACOVIELLO et al., 1992). 

 

2.2.1 Mastite Bovina por Prototheca spp 

 

P. zopfii é, seguramente, a principal espécie do gênero Prototheca que 

acomete os bovinos. Embora estejam descritos casos de prototecose bovina com 

manifestações sistêmicas, como linfadenite (MIGAKI et al., 1969; ROGERS, 1974; 

TANYIAMA et al., 1994) e enterite (MIGAKI et al., 1969; ROGERS, 1974; COSTA 

et al., 2000b), a principal manifestação nesta espécie é a infecção da glândula 

mamária. A prototecose mamária assume grande importância na pecuária leiteira 

pelos prejuízos econômicos desencadeados com a queda na produção, alterações 

na qualidade do leite, perda da capacidade funcional glandular e descarte 

prematuro de fêmeas (LERCHE, 1952, MCDONALD et al., 1984b; AALBAEK et 

al., 1994). 

 

2.2.1.1 Etiologia 

 

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

reconhecidas como as principais espécies do gênero Prototheca (UENO et al., 
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2002; ROESLER et al., 2006). No entanto, somente P. zopfii e P. wickerhamii 

estão associadas à prototecose mamária bovina (PORE, 1985). 

Em anos recentes, estudos de caracterização genotípíca têm demonstrado 

que linhagens de P. zopfii biotipo II (genótipo 2) predominam na mastite bovina 

(ROESLER et al. 2003). 

 

2.2.1.2 Epidemiologia 

 

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

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

 

 

Quadro 3 – Principais descrições da prototecose mamária bovina em diferentes 
países dos continentes Europeu, Americano e Asiático. 

Países Agente Etiológico Referência 
Alemanha P. zopfii Lerche, 1952 
Estados Unidos Prototheca spp Frank et al., 1969 
Canadá Prototheca spp Bodenhoff & Madsen, 1978 
Canadá P. zopfii Dion, 1979 
Estados Unidos P. zopfii Cheville et al., 1984   
Estados Unidos P. zopfii McDonald et al., 1984a 
Nova Zelândia P. zopfii Hodges et al., 1985 
Reino Unido P. zopfii Spalton, 1985 
Israel P. zopfii Kuttin et al., 1986 
Estados Unidos P. zopfii Pore et al., 1987 
Estados Unidos Prototheca spp Anderson et al., 1988 
Japão Prototheca spp Furuoka, et al., 1989 
Canadá Prototheca spp Higgins & Larouche, 1989 
Iraque Prototheca spp Shnawa & Al-Sadi, 1990 
Panamá Prototheca spp Tarte et al., 1991 
Romênia Prototheca spp Ognean, et al., 1992 
Alemanha Prototheca spp Wihelm et al., 1992 
Dinamarca P. zopfii Aalbaek, 1994  
México Prototheca spp Almeraya, 1994   
México Prototheca spp Porras, 1994 
Bélgica P. zopfii Lagneau, 1996 
Índia Prototheca spp Katoch et al., 1997 
Dinamarca P. zopfii Jensen, et al., 1998 
Hungria P. zopfii Jánosi et al., 2000 
Espanha P. zopfii Abacara et al., 2001 
Taiwan P. zopfii Chuang et al., 2002 
Polônia P. zopfii Malinowsky et al., 2002 
Portugal P. zopfii Bexiga et al., 2003 
Itália P. zopfii Buzzini et al., 2004 
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        No Brasil, a prototecose bovina foi diagnosticada primeiramente no Estado do 

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

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

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

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

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

com destaque na exploração de bovinos de leite. 

 
 
Quadro 4 – Principais descrições da prototecose mamária bovina no Brasil.  

Estado Agente Etiológico Referência 
Mato Grosso do Sul Prototheca spp Costa et al., 1989* 
São Paulo Prototheca spp Costa et al., 1992 
São Paulo Prototheca spp Langoni, 1992 
São Paulo Prototheca spp Costa et al., 1994 
São Paulo P. zopfii Langoni et al., 1995 
São Paulo Prototheca spp Costa et al., 1996 a, b e c 
São Paulo P. zopfii Costa et al., 1997 
São Paulo Prototheca spp Langoni, 1997 
Minas Gerais P. zopfii  Brito & Veiga, 1997 
São Paulo Prototheca spp Costa et al., 1998 
São Paulo P. zopfii Ribeiro et al.,1998 
Rio Grande do Sul P. zopfii Vargas et al., 1998 
São Paulo P. zopfii Benites et al.,1999 
São Paulo P. zopfii Costa et al., 1999 
Paraná P. zopfii Filippsen et al., 1999 
Rio Grande do Sul P. zopfii Gomes, et al., 1999 
São Paulo Prototheca spp Costa et al., 2000a 
São Paulo e Minas Gerais Prototheca spp Costa et al., 2000b 
Rio Grande do Sul P. zopfii Corberllini et al., 2001 
São Paulo P. zopfii Costa et al., 2001 
São Paulo P. zopfii Costa et al., 2004 
Santa Catarina Prototheca spp Vaz et al., 2005 
Goiás P. zopfii Bueno et al., 2006 
Minas Gerais P. zopfii Costa et al., 2007 
Paraná Prototheca spp Yamamura et al., 2007 

 
 
 

As algas do gênero Prototheca são organismos ubíquos, presentes 

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

                                                 
* Costa, E.O. (Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, USP). Comunicação pessoal, 1989 
apud Melville, 1995. 
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orgânica, nas fezes ou locais com excesso de umidade (MCDONALD et al., 

1984a).  

O microrganismo possui elevada resistência às condições ambientais 

adversas, visto que algumas estirpes podem ser isoladas em locais com pH 

extremamente variável (3 e 11) e em água contaminada (PORE et al., 1983). 

Também podem resistir a altas temperaturas, incluindo os processos de 

pasteurização lenta e rápida, conforme observado por Melville et al. (1995). 

A mastite bovina por Prototheca spp é classificada como ambiental. As 

propriedades acometidas usualmente apresentam histórico de condições 

inadequadas de manejo, higiene dos animais e/ou da ordenhadeira - que incluem 

falhas na realização do pré e pós-dipping, não alimentação das vacas após 

ordenha, permanência de animais em locais com acúmulo de barro e matéria 

orgânica (COSTA et al., 1998) -, deficiências no diagnóstico periódico de mastite 

no rebanho, incorreta anti-sepsia na terapia intramamária, além de pouco cuidado 

no exame de saúde da glândula mamária em animais recém-adquiridos. Neste 

contexto, Ribeiro et al. (1999) reportaram a ocorrência de grave prototecose 

mamária em fêmea bovina recém adquirida em leilão tradicional no município de 

São Paulo. Os autores alertaram no estudo para a importância do exame prévio e 

minucioso da glândula mamária em animais adquiridos em leilões, exposições, 

feiras ou outros eventos desta natureza, com vistas a diminuir os riscos de 

introdução de patógenos de glândula mamária no rebanho. 

Corbellini et al. (2001) verificaram a ocorrência do microrganismo em 

rebanhos de vacas de produção leiteira nas quais o tratamento intramamário foi 

realizado em condições higiênicas inadequadas e que apresentavam falhas na 

rotina de ordenha. 

Ribeiro (2001) observou nos Estados de São Paulo e Minas Gerais, maior 

ocorrência de Prototheca spp em rebanhos leiteiros em períodos chuvosos 

(primavera/verão), quando comparado ao período das secas (outono/inverno), 

aventando que os períodos do ano com maiores índices pluviométricos e umidade 

favoreceriam a transmissão e ocorrência da prototecose mamária bovina. 
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Pore et al. (1983) afirmaram que a principal forma de veiculação da alga do 

ambiente para os animais seria mediante traumatismos e contaminação de 

ordenhadeiras. Posteriormente foi observado que a transmissão do microrganismo 

em propriedades com exploração de leite bovino ocorre predominantemente por 

via ascendente, pelo canal do teto (COSTA et al., 1997), por intermédio das fezes, 

água, fômites contaminados (cânulas intramamárias) e ocasionalmente, 

veiculados por insetos (PORE et al., 1983). 

Costa et al. (1992) isolaram Prototheca spp das fezes de bezerros que 

receberam experimentalmente a alga por via oral, em solução fisiológica e em 

leite. Neste estudo, foi ressaltada a importância dos bezerros na cadeia 

epidemiológica da prototecose bovina, apontados também como responsáveis na 

transmissão da enfermidade, mediante a eliminação fecal do agente no meio 

ambiente. 

A presença de P. zopfii no intestino de tilápias (Tilapia niloticus) capturados 

em açudes de propriedades leiteiras que apresentam a enfermidade em bovinos, 

alertam para a possibilidade destes peixes contribuírem na disseminação da 

infecção, através da eliminação da alga pelas fezes em lagos e açudes de 

propriedades rurais vizinhas (COSTA et al., 2001), favorecendo a contaminação 

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

 

2.2.1.3 Patogenia 

 

Independente do microrganismo envolvido, a infecção da glândula mamária 

pelo gênero Prototheca ocorre usualmente pela via ascendente (canal do teto), 

com posterior colonização do tecido glandular (SMITH, 1994). 

A infecção mamária por Prototheca spp induz severa reação inflamatória 

(CHEVILLE et al., 1984) e as lesões encontram-se distribuídas irregularmente no 

parênquima mamário (CORBELLINI et al., 2001). 

Histopatologicamente, na prototecose mamária é observada infiltração de 

linfócitos, macrófagos, neutrófilos e focos de eosinófilos no tecido conectivo 

interalveolar (JÁNOSI et al., 2001). Corbellini et al. (2001) destacaram também a 
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presença de neutrófilos e macrófagos no lúmen alveolar, contendo o 

microrganismo fagocitado, além de células gigantes em infiltrados intersticiais 

(JÁNOSI et al., 2001).  

De acordo com Furuoka et al. (1989), as infecções intramamárias por 

Prototheca spp são caracterizadas por inflamação piogranulomatosa. Cheville et 

al. (1984) inocularam experimentalmente P. zopfii em glândulas mamárias de 

vacas sem mastite, no intuito de avaliar a resposta imune celular frente à alga. 

Observaram que no interior dos fagócitos as algas apresentavam núcleo 

proeminente, com grande nucléolo e quantidade de amido no citoplasma. Em 

estágios mais avançados verificaram que o microrganismo apresentava 

fragmentação das membranas plasmática e nuclear, com redução da massa 

citoplasmática. As linhagens de P. zopfii em infecções tardias apresentavam 

ausência de organelas citoplasmáticas. Diante destes achados, os autores 

concluiram que as algas deste gênero provavelmente não se replicam intra-

celularmente, e que os macrófagos iniciam a fagocitose, porém, não conseguem 

destruí-la totalmente, possivelmente por não romperem sua parede celular, 

embora possam lisar as organelas internas. Roesler & Hensel (2003) afirmaram 

que a habilidade do microrganismo em manter-se viável no interior de macrófagos, 

possibilita ao gênero Prototheca induzir infecções mamárias crônicas, com 

persistente eliminação pelo leite. 

Linfadenite serosa aguda e infiltração eosinofílica também são achados 

histopatológicos em linfonodos supramamários de vacas com prototecose. Focos 

circunscritos de necrose, atrofia alveolar e proliferação fibroblástica são 

observados em quadros crônicos. A infiltração de células mononucleares 

apresenta-se mais pronunciada se comparada às alterações provocadas por 

bactérias, ocorrendo a formação de microgranulomas secundários às infecções 

pelo gênero Prototheca (JÁNOSI et al., 2001). 

No Brasil, Benites (1999) avaliou histopatologicamente o tecido glandular de 

vacas com prototecose, caracterizando o processo inflamatório por infiltrado misto, 

com predominância de células mononucleares (macrófagos, plasmócitos e 

linfócitos) no estroma glandular e eosinófilos no lúmen alveolar. 
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2.2.1.4 Clínica 

 

A infecção mamária por P. zopfii desencadeia quadros de mastite clínica ou 

subclínica, aguda ou crônica, das quais a mastite crônica é considerada a forma 

predominante (CHEVILLE et al., 1984; GONZÁLEZ et al., 1998). Provoca 

alterações severas no tecido glandular mamário, levando a destruição parcial ou 

total do parênquima glandular (LANGONI, 2003). 

Melville (1995) ao avaliar 1.922 glândulas mamárias de vacas com mastite 

clínica e 10.918 com mastite subclínica, observou que 178 (9,26%) e 129 (1,18%), 

respectivamente, apresentavam-se infectadas por Prototheca spp, reiterando que 

as infecções mamárias pela alga manifestam-se principalmente sob a forma de 

mastite clínica. 

A mastite causada por Prototheca spp acarreta queda na produção láctea, 

endurecimento da glândula mamária, presença de grumos e flocos no leite, 

ocorrendo em um ou mais quartos mamários, na lactação ou no período seco, 

geralmente sem manifestações sistêmicas nos animais. Pode evoluir para 

processos piogranulomatosos, levando em muitos casos, a perda da função da 

glândula acometida (SPALTON, 1985). Alterações na composição do leite também 

são observadas, havendo expressiva redução nos teores de lactose, caseína, 

gordura e sólidos totais (JÁNOSI et al., 2001), além do aumento da celularidade. 

 

2.2.1.5 Métodos Diagnósticos 

 

O histórico de infecção mamária crônica no rebanho, com alta ocorrência de 

mastite clínica, baixa efetividade no tratamento intramamário, excesso de matéria 

orgânica no ambiente, uso indevido de antimicrobianos via intramamária, queda 

acentuada na produção, negligência no exame de saúde da glândula mamária em 

animais recém-adquiridos no plantel, ausência de diagnóstico microbiológico em 

animais com mastite e/ou elevada contagem de células somáticas (CCS), são 

achados clínico-epidemiológicos sugestivos de mastite por microrganismos 

ambientais, incluindo P. zopfii.  No entanto, o diagnóstico definitivo deve ser 
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firmado com base no isolamento microbiano e identificação bioquímica dos 

microrganismos.  

O isolamento da alga pode ser obtido utilizando cultura em ágar sangue 

ovino ou bovino (5%) desfibrinado, mantido em condições de aerobiose, a 37oC. 

Após 48 a 72 horas são observadas colônias de 2 a 4 mm de diâmetro, rugosas, 

com coloração acinzentada, sem produção de hemólise para P. zopfii, e colônias 

hemisféricas regulares com superfície mucóide para P. wickerhamii (PORE, 1985; 

BEXIGA et al., 2003; RANJAN et al., 2006). Em ágar MacConkey as colônias são 

pequenas ou não se desenvolvem (RIBEIRO et al., 1998).  

Meios de cultura que contenham glicose, como o ágar Sabouraud dextrose, 

são apropriados para o cultivo microbiano de Prototheca spp entre 25 à 37ºC, em 

aerobiose. Ao redor de 2 a 7 dias, são observadas colônias de 3 a 6 mm de 

diâmetro, brancas, planas, com bordas irregulares e superfície rugosa (PORE et 

al., 1983; COSTA et al.,1997). No entanto, bactérias e fungos contaminantes 

podem sobrepujar o isolamento das colônias de Prototheca spp, dificultando o 

diagnóstico. Para suprimir o efeito de contaminantes bacterianos, podem ser 

adicionados ao meio 100 mg/L de cloranfenicol (COSTA et al., 1997). 

Os meios de enriquecimento de Prototheca (PEM) e de isolamento de 

Prototheca (PIM), também possuem substâncias inibitórias (5-fluorocitosina) e 

podem ser utilizados para o isolamento seletivo das algas dos gêneros Prototheca 

e Chlorella. Recomenda-se que amostras de leite coletadas de tanques de 

expansão ou mesmo de tanques isotérmicos de caminhões sejam cultivadas no 

meio PEM (PORE et al., 1987). Amostras de ambiente como água e fezes, além 

de superfícies de teteiras, também podem ser utilizadas para o isolamento da alga 

em rebanhos leiteiros, com vistas a identificar a origem da contaminação (COSTA 

et al., 1997). 

As colônias sugestivas da alga deverão ser submetidas às provas morfo-

tintoriais e bioquímicas, assimilação de açúcares e álcoois, visando a 

diferenciação das espécies de Prototheca (JÁNOSI et al., 2001). A diferenciação 

de P. wickerhamii e P. zopfii pode ser obtida submetendo estas espécies ao teste 

de sensibilidade “in vitro” frente a discos impregnados com 50µg de clotrimazol, 
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que resulta na sensibilidade de P. wickerhamii ao antimicrobiano (CASAL & 

GUTIERREZ, 1983; ROESLER et al., 2001; QUINN et al, 2005). 

A observação da morfologia microscópica pode ser realizada com 

preparações a fresco, coradas com tinta nanquim ou azul de algodão (COSTA et 

al., 1999). Langoni et al. (1995) recomendam também esfregaços da cultura 

corados por Gram ou azul de metileno a 3% para a visualização da alga à 

microscopia. Preparações citológicas podem ser coradas pelos métodos de Gram, 

Giemsa, Shör, HE, grindley e grocotts, possibilitando a identificação da alga em 

qualquer estágio de desenvolvimento (CORBELINNI et al., 2001). A coloração de 

Gram revela microrganismos de tonalidade azulada. Em contraste, exames 

citológicos corados por HE mostram o organismo com parede refringente, de 

coloração eosinofílica (TYLER et al., 1980), com citoplasma pouco corado e 

septações internas (CHAO et al., 2002; ZAITZ et al., 2006a). 

Cortes histológicos da glândula mamária também são utilizados no 

diagnóstico (JÁNOSI et al., 2001). Porém, de acordo com Sudman & Kaplan 

(1973), a alga é facilmente reconhecida quando os endosporos estiverem visíveis. 

Do contrário, poderão ser confundidas com fungos dos gêneros: Paracoccidioides, 

Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, Rhinosporidium e com o protozoário do 

gênero Pneumocystis. 

Em 1999, a citologia aspirativa com agulha fina – CAAF foi utilizada pela 

primeira vez no Brasil com o intuito de diagnóstico de mastite bovina subclínica 

(DOMINGUES et al., 1999). Estudos subseqüentes utilizaram o método de CAAF, 

associado a microscopia eletrônica de varredura, no diagnóstico de infecção 

mamária em bovinos por P. zopfii. A CAAF do parênquima mamário apresentou 

como carcterísticas o baixo custo e reduzida agressão tecidual, permitindo 

diagnóstico rápido e acurado em casos de mastite bovina pela alga (RIBEIRO et 

al., 1999). 

Adicionalmente, Thiele & Bergmann (2002) utilizaram técnicas de 

imunoflorescência, tanto em cortes histológicos quanto em lâminas, no diagnóstico 

da prototecose.  
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Nos últimos anos, testes sorológicos como o ELISA (“Enzyme Linked Immuno 

Sorbent Assay”) foram desenvolvidos no intuito de identificar anticorpos anti-P. 

zopfii no sangue e leite de animais acometidos. A eficácia do ELISA na 

identificação de animais infectados foi de 96% de sensibilidade e 94% de 

especificidade, sugerindo a possibilidade de uso da técnica na rotina diagnóstica 

(ROESLER et al. 2001).  

A microscopia eletrônica de varredura ou transmissão são métodos de uso 

restrito, em virtude do custo elevado e carência de laboratórios que mantém a 

técnica na rotina. Entretanto, o método possibilita a confirmação diagnóstica e a 

visualização em detalhe das diferentes fases de reprodução da alga (BERROCAL 

et al., 1997; COSTA et al., 2004).  

Recentemente, as técnicas de diagnóstico molecular como o 

sequenciamento genético e o PCR foram utilizados na prototecose bovina, 

visando caracterizar biotipos e genótipos, notadamente no estudo de P. zopfii 

(MÖLLER et al., 2006; ROESLER et al., 2006). No entanto, não estão disponíveis 

no Brasil estudos de caracterização genotípica de linhagens do gênero Prototheca 

isoladas de animais, tampouco do homem. 

 

2.2.1.6 Tratamento e Resistência Microbiana 

 

Não existem, até o momento, protocolos terapêuticos efetivos para a 

prototecose mamária bovina. Tendo em vista que o animal infectado constitui risco 

potencial para o plantel, o controle da enfermidade em rebanhos leiteiros repousa 

no diagnóstico precoce, cuidados na re-introdução de animais adquiridos, adoção 

de medidas higiênicas na ordenha, ablação química de quartos afetados, ou 

mesmo o descarte de animais acometidos (RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al., 

2004). 

Embora determinados antimicrobianos apresentem certa efetividade “in vitro”, 

os resultados “in vivo” são pouco efetivos (FRANK et al., 1969). Além disso, 

muitos princípios ativos que se mostram efetivos “in vitro” não estão disponíveis 

para o uso veterinário, especialmente por via intramamária (JÁNOSI et al., 2001). 
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Bodennhoff & Madsen (1978) verificaram moderada sensibilidade “in vitro” de 

linhagens do gênero Prototheca à estreptomicina, gentamicina e polimixina B. 

Porém, no mesmo estudo, os autores assinalaram que a alga foi resistente a 

maioria dos antimicrobianos utilizados na prática veterinária. 

A sensibilidade “in vitro” de cinco estirpes de P. zopfii, cinco de P. 

wickerhamii e uma estirpe de P. stagnora frente a 43 antimicrobianos foi 

investigada revelando maior efetividade da canamicina, gentamicina, neomicina, 

oxitetraciclina, polimixina B e terizidona. Linhagens de P. zopfii também 

mostraram-se sensíveis à oleandomicina, penicilina, sulfaguanidina, sulfadiazina, 

nitrofurazona e nitrofurantoína (CAMARGO, 1978). 

Mendes & Lacaz (1980) avaliaram a ação “in vitro” do cetoconazol sobre 

Prototheca sp e observaram que a concentração inibitória mínima do 

antimicrobiano foi de 160 µg/mL para P. zopfii e P. wickerhamii, e 80 µg/mL para 

P. stagnora. O perfil de sensibilidade de P. wickerhamii foi investigado utilizando 

49 antimicrobianos. Tobramicina, sisomicina, ribostamicina, paromomicina, 

neomicina, polimixina B, canamicina, gentamicina, colistina, dibecamicina, 

framicetina e lividomicina foram as drogas que se mostraram mais efetivas 

(CASAL & GUTIEREZ, 1981).  

O estudo da sensibilidade “in vitro” de 24 linhagens de P. zopfii frente a seis 

antifúngicos e dez quimioterápicos revelou efetividade para os seguintes 

antimicrobianos: nistatina, econazol, miconazol, anfotericina B, mandelamina e 

nitro-5-hidroxi-8-quinoleína (CASAL & AROCA, 1983). McDonald et al. (1984b) 

avaliaram 48 estirpes de P. zopfii isoladas de infecções intramamárias, verificando 

sensibilidade “in vitro” de 100,0% das estirpes à nistatina e anfotericina B, 43,8% à 

polimixina B, 37,5% à gentamicina e 2,1% à canamicina. 

A sensibilidade “in vitro” de 28 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite clínica 

e subclínica, mostrou resistência das linhagens a diversos antimicrobianos, 

incluindo itraconazol, fluconazol, cetoconazol, clotrimazol, miconazol e tioconazol. 

Foi encontrada sensibilidade das estirpes somente para a anfotericina B (35,7%) e 

nistatina (21,4%) (MALINOWSKY et al., 2002).  
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Marques et al. (2006) relataram que a sensibilidade microbiana “in vitro” de P. 

wickerhamii frente à nistatina foi superior à anfotericina B. No mesmo estudo, 

observaram que P. zopfii apresentou sensibilidade semelhante frente a esses 

antimicrobianos. 

O perfil de sensibilidade “in vitro” de 105 estirpes de P. zopfii frente a 25 

antimicrobianos revelou sensibilidade parcial à amicacina (16,1%), gentamicina 

(17,1%) e netilmicina (20,0%), quando realizado em ágar Müller-Hinton. 

Entretanto, quando utilizado o ágar Sabouraud foi observado 100,0% de 

sensibilidade parcial dos microrganismos aos mesmos antimicrobianos e 29,5% 

para neomicina, 85,7% para polimixina B e 93,3% para tobramicina. Os demais 

antimicrobianos utilizados, como cloranfenicol, tetraciclina, oxacilina, penicilina, 

cefalotina, lincomicina, vancomicina, eritromicina, sulfazotrim, ampicilina, 

cefacetril, enrofloxacina, amoxicilina, cefoxitina, sulfonamina, ácido nalidíxico, 

clindamicina, carbenicilina e nitrofurantoína não mostraram efetividade para as 

105 estirpes testadas (MELVILLE, 2000). 

Em estudo “in vivo”, a utilização de miconazol e nistatina na terapia de vacas 

com inflamação da glândula mamária por P. zopfii não obteve êxito (VANDAMME, 

1983). 

Devido a grande resistência de P. zopfii aos antimicrobianos convencionais, 

diversas investigações envolvendo drogas anti-sépticas, algicidas, própolis e 

extrato de sementes de frutas cítricas têm sido ensaiadas experimentalmente “in 

vitro” e/ou “in vivo” com vistas à terapia da prototecose (BRITO et al., 1994; 

LANGONI et al. 1995; COSTA et al., 1996 b,c).  

No Brasil, Brito et al. (1994) não obtiveram sucesso no tratamento de mastite 

por Prototheca spp utilizando soluções de desinfetantes preparadas com extrato 

de sementes de frutas cítricas a 50%, em solução de água destilada contendo 3% 

de timerosal. Diferentemente, Langoni et al. (1995) descreveram sucesso 

terapêutico em 84,8% de casos de mastite clínica bovina por P. zopfii, utilizando 

própolis intramamário a 10% em solução de dimetilsulfóxido a 20%. 

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

tratamentos intramamários em quatro glândulas utilizando timerosal,  em solução 
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aquosa, associado à cefalosporina, obtendo 100,0% de cura microbiológica, mas 

sem melhora aparente do quadro clínico. Neste mesmo estudo, cinco quartos 

mamários foram tratados com nistatina, dos quais somente um apresentou cura 

clínica. 

O uso “in vitro” de digluconato de clorexidine a 0,2% no meio de Müller-

Hinton revelou aumento do halo de inibição em dez linhagens de P. zopfii 

utilizando gentamicina e amicacina (COSTA et al., 1996c). 

Estudos “in vitro”, investigando a efetividade do dimetilsulfóxido (DMSO) e do 

fluconazol em meio Sabouraud frente a 29 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite 

clínica e subclínica em vacas, revelaram apenas 37,9% de sensibilidade da alga 

ao fluconazol. No entanto, quando adicionado DMSO (5%) ao meio de Sabouraud, 

foi verificada inibição do isolamento de P. zopfii em 62,1% das linhagens 

estudadas (RIBEIRO et al., 2006). 

 Apesar dos diferentes princípios ativos utilizados em ensaios “in vitro” ou “in 

vivo” em linhagens do gênero Prototheca, não existe até o momento protocolo 

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

 

2.2.1.7 Profilaxia e Controle da Prototecose Mamária 

 

A profilaxia e controle da prototecose mamária em rebanhos leiteiros têm se 

mostrado extremamente difícil, em virtude da baixa sensibilidade da alga às 

drogas convencionais, da alta disseminação ambiental do microrganismo e 

desenvolvimento de infecção persistente nos animais, tanto no decorrer da 

lactação, quanto no período seco (JÁNOSI et al, 2001). A escolha de um bom 

produto para a realização do pré e pós-dipping durante as ordenhas, associado a 

adoção de práticas higiênicas na ordenha e entre-ordenhas, controle sanitário dos 

animais recém-ingressos no rebanho e cuidados na terapia intramamária, tendem 

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

 

A adoção de procedimentos corretos durante a ordenha e a manutenção de 

animais em ambiente limpo são medidas que contribuem para a profilaxia e 

controle da prototecose em rebanhos leiteiros (GOMES, 1999). 

A qualidade da água utilizada na limpeza dos tetos, utensílios de ordenha e 

ordenhadeira deve ser levada em consideração no controle da mastite por 

Prototheca spp (PORE et al., 1983). A secagem dos tetos com papel toalha 

descartável e o esgotamento dos animais, evitando a sobreordenha, também 

auxiliam na prevenção da doença nos animais em lactação. Recomenda-se ainda, 

que seja fornecida alimentação imediatamente após a ordenha, forçando a 

permanência dos animais em pé até o completo fechamento do canal do teto 

(COSTA et al., 1999). 

Entretanto, a refratariedade do gênero Prototheca às medidas terapêuticas 

convencionais, a tendência ao agravamento e cronicidade do processo, e a alta 

capacidade de disseminação da alga intra-rebanho, resultam na indicação da 

ablação química dos tetos acometidos ou descarte dos animais, em virtude de 

representarem prejuízo econômico e risco de novas infecções (RIBEIRO et al., 

1999). 

Costa et al. (1999) recomendam a cauterização química dos tetos com nitrato 

de prata 0,75%, nas vacas com um quarto afetado e o descarte de animais que 

possuam dois ou mais quartos acometidos. Em contraste, González (1998) 

afirmou que a medida mais eficaz para o controle de mastites por Prototheca spp 

é o descarte dos animais infectados. Recomenda-se que os quartos afetados 

sejam ordenhados por último, sendo o leite descartado devido ao risco de 

transmissão do patógeno ao homem e a outros animais (COSTA et al., 1992), 

assim como contaminação da ordenhadeira e utensílios de ordenha. 

Além dessas medidas, faz-se necessário o monitoramento continuado de 

saúde da glândula mamária do rebanho, incluindo a realização diária do teste de 

Tamis (para a detecção dos casos de mastite clínica) e mensal do “California 

Mastitis Test” – CMT, para o diagnóstico da mastite subclínica, com vistas ao 
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encaminhamento do leite para o diagnóstico microbiológico precoce da 

prototecose, que possam minimizar os prejuízos nos rebanhos (COSTA et al., 

1999).  

Ribeiro et al. (1999) alertam para a necessidade da realização de análises 

microbiológicas do leite antes da aquisição de novos animais, em virtude da 

possibilidade da introdução do agente nos rebanhos, bem como o diagnóstico 

microbiológico periódico no plantel, especialmente em animais com mastite clínica, 

de evolução crônica. 

O encaminhamento de material suspeito para cultura microbiológica ainda 

permanece como método mais confiável de diagnóstico da prototecose mamária 

em bovinos de exploração leiteira (RIBEIRO et al., 1999). Entretanto, a 

necessidade de 48-72 horas para o isolamento do microrganismo pode contribuir 

para o subdiagnóstico laboratorial, visto que os agentes usuais de mastite são 

isolados em sua grande maioria, com 24 horas de incubação. Portanto, 

recomenda-se que o leite de animais com mastite seja encaminhado para 

laboratórios de apoio veterinário, com vistas a favorecer o diagnóstico de 

patógenos de importância para animais incluindo o gênero Prototheca. 

 

2.2.1.7.2 O Uso de Anti-Sépticos no Controle da Mastite  

 

 A limpeza e a desinfecção são métodos utilizados para prevenir a ocorrência 

de doenças (DOMINGUES & LANGONI, 2001).  

A desinfecção consiste em controlar ou eliminar microrganismos indesejáveis 

utilizando agentes físicos ou químicos, genericamente denominados de 

“desinfetantes”, que geralmente são aplicados em objetos ou estruturas 

inanimadas. Estes compostos atuam na estrutura ou metabolismo de 

microrganismos eliminando as formas vegetativas, mas não necessariamente as 

formas esporuladas de determinados patógenos (DOMINGUES & LANGONI, 

2001).   

Anti-sepsia consiste no processo de desinfecção empregando geralmente 

substâncias químicas de propriedades menos tóxicas ou mais diluídas que 
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aquelas utilizadas em objetos inanimados (DOMINGUES & LANGONI, 2001). O 

termo anti-séptico deriva do grego e significa “contra putrefação”. Esta 

denominação utilizada especialmente para preparações aplicadas topicamente em 

tecidos vivos, visa fundamentalmente, prevenir ou interromper a multiplicação e/ou 

a ação deletéria dos microrganismos por destruí-los ou inibir suas atividades 

metabólicas (BLOCK, 1991). Usualmente a concentração destes produtos é baixa, 

para evitar lesões e irritação tecidual (HUBER et al., 1992). 

Na mastite, a anti-sepsia dos tetos constitui ponto importante nas ações de 

profilaxia e controle da enfermidade em rebanhos leiteiros, visto que o ambiente, a 

ordenhadeira, os utensílios de ordenha, a pele do úbere e tetos, e as mãos dos 

ordenhadores são reservatórios primários dos patógenos. A utilização de anti-

sépticos imediatamente antes da ordenha (“pré-dipping”) em baixas 

concentrações, tem sido preconizada como medida de controle da infecção da 

glândula mamária ocasionada por microrganismos de origem ambiental, visto que 

diminuem a contaminação dos tetos por fezes, terra e matéria orgânica. Já o “pós-

dipping”, preconizado na imersão imediata dos tetos após a ordenha, utiliza anti-

sépticos em concentração superior ao “pré-dipping”, e possui ação predominante 

no controle de microrganismos de mastite contagiosa (RIBEIRO, 1996). 

A alta manipulação dos tetos na ordenha, a demora na oclusão do esfíncter 

do teto pós-ordenha e a presença de microrganismos contagiosos na pele do 

úbere, tetos e nas mãos dos ordenhadores, são fatores predisponentes que 

justificam o uso de anti-sépticos após a ordenha (“pós-dipping”), como medida 

simples, barata e eficaz no controle e profilaxia da mastite (RIBEIRO, 1999). A 

realização de pré e pós-dipping utilizando iodo, cloro, clorexidine ou quaternários 

de amônio contribuem para a redução de novas infecções (COSTA et al., 1999).   

O iodo é um dos antimicrobianos mais antigos e eficientes. Foi utilizado pela 

primeira vez em 1939 com fins anti-sépticos em lesões humanas (GOTTARDI, 

1991). Tanto na forma de tintura como iodóforo é reconhecido como efetivo anti-

séptico e desinfetante. Apresenta amplo espectro de ação sobre bactérias na 

forma vegetativa, além da ação em fungos e vírus, penetrando rapidamente a 

parede celular dos microrganismos (PANKEY et al., 1984; GOTTARDI, 1991). 
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Diversos autores relatam sua eficácia como anti-séptico de uso em seres 

humanos e em animais (WESEN & SCHULTZ, 1970; NICKERSON et al., 1986; 

BODDIE et al.,1993). No “pré-dipping” usualmente é recomendado a 0,1% e no 

“pós-dipping” entre 0,5 a 1% (Ribeiro, 1999).  

Fox et al. (1991) ao utilizarem iodóforo a 1%, associado a glicerina, 

observaram redução da colonização da gândula mamária por microrganismos 

contagiosos. Resultado semelhante na profilaxia da mastite bovina foi observado 

por Fox (1992) ao utilizar anti-sépticos como iodóforo a 1%, associado a glicerina 

a 10% e clorexidine a 0,5%,  associado a glicerina a 4,8%. 

Anti-sépticos que contém hipoclorito de sódio geralmente são preparados a 

partir de diluições de produtos comerciais utilizados para clarificar roupas. Possui 

baixo custo, boa ação germicida, porém tem a desvantagem de possuir forte odor 

(PANKEY et al, 1984). Deve ser mantido ao abrigo da luz solar, visto que elevadas 

temperaturas reduzem a estabilidade da solução. A presença de matéria orgânica 

diminui a capacidade bactericida (DOMINGUES & LANGONI, 2001). Possui baixa 

toxicidade, embora altas concentrações possam levar a irritação dos tetos e 

lesões nas mãos do ordenhador (PANKEY et al., 1984). A eficácia do hipoclorito 

como anti-séptico recomendável na pós-ordenha foi descrita inicialmente por 

Neave et al. (1969), Kingwill et al. (1970) e Drechsler et al. (1990). Como anti-

séptico na pré-ordenha é utilizado entre as concentrações 0,8 a 1,2% e na pós-

ordenha a 4% (RIBEIRO, 1999). 

No Brasil, Domingues et al. (1996) ao estudarem a eficiência da higienização 

do óstio do teto de vacas leiteiras antes do início da ordenha utilizando o 

hipoclorito de sódio a 3%, verificaram redução de 74,1% do número de 

microrganismos imediatamente após a anti-sepsia. A recuperação clínica de 

glândulas mamárias afetadas por abscessos utilizando o hipoclorito a 1% no 

tratamento pós-operatório, mostrou elevado percentual de cura (84,3%) das 

lesões nos animais (SILVA et al. 2002). 

Sintetizado em 1950, o clorexidine é um produto químico que apresenta 

amplo espectro de ação microbicida e baixa toxicidade (DENTON, 1991). Possui 

atividade bactericida, não apresenta coloração e odor (PANKEY et al., 1984; 



 47

DENTON, 1991) apresentando alta persistência na pele do teto (PANKEY et al., 

1984). Mantém atividade entre pH 5,5 a 7,0 e seu armazenamento deve ser em 

recipiente de vidro (polietileno ou polipropileno), uma vez que outros materiais 

poderão interagir com o anti-séptico. Quando diluído pode ser estocado a 

temperatura ambiente (DENTON, 1991). Na mastite bovina, Boddie et al. (1993) 

observaram redução do número de novos casos por microrganismos contagiosos 

ao utilizarem clorexidine a 0,5% ou iodo a 1% como anti-sépticos na pós-ordenha. 

Melville et al. (2002) descreveram a ação “in vitro” do clorexidine a 0,01%, do 

sulfato de cobre a 0,1% e do nitrato de prata a 0,3%, em estirpes de P. zopfii 

isoladas de mastite no Brasil. O estudo revelou o efeito algicida destes produtos, 

que foi justificado por alterações na estrutura celular do microrganismo, sugerindo, 

portanto, a utilização destes compostos como alternativas profiláticas e 

eventualmente terapêuticas na prototecose mamária. 

 Os compostos quaternários de amônio (cloretos aquil e dimetil benzil 

amônio) são bactericidas atuando principalmente em bactérias Gram-negativas. 

Em baixas concentrações, soluções formuladas para a imersão de tetos não são 

tóxicas e/ou irritativas. Porém, soluções de quaternário de amônio a 10% ou 

concentrações superiores são tóxicas, podendo levar até o óbito se ingeridas. Os 

compostos a base de quaternários de amônio não volatizam rapidamente e 

apresentam boa atividade na presença de matéria orgânica (PANKEY et al., 1984; 

MERIANOS et al., 1991). Não está bem esclarecido o modo de ação destes 

compostos, porém, assume-se que a ação do produto decorre de alterações na 

estrutura da membrana citoplasmática dos microrganismos. Merianos (1991) 

referiu que alterações na permeabilidade da membrana promovem a saída de 

metabólitos e co-enzimas, gerando distúrbios na osmolaridade celular que 

culminam com a morte dos microrganismos.  

Pedrini & Margatho (2003) ao avaliarem a sensibilidade “in vitro” de 

diferentes anti-sépticos sobre microrganismos causadores de mastite ambiental e 

contagiosa em bovinos, verificaram que soluções de iodo entre 1 e 2% 

apresentaram melhor desempenho frente a todos os isolados. No mesmo estudo, 

o hipoclorito de sódio a 0,5% não foi efetivo contra os agentes. O cloreto de 
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benzalcônio a 1% apresentou efetividade restrita para bactérias Gram-positivas, 

enquanto o clorexidine a 0,5% monstrou-se efetivo contra os isolados. 

A anti-sepsia dos tetos na pré e pós-ordenha é considerada um dos métodos 

mais recomendados para prevenir a infecção mamária no período de lactação, por 

ser uma medida eficaz, prática e de baixo custo. Pode prevenir mais de 50% de 

novas infecções. Porém, isoladamente, não substitui boas condições de manejo 

de ordenha, havendo a necessidade de associar outras medidas profiláticas para 

o controle efetivo da mastite no rebanho leiteiro (PHILPOT & PANKEY, 1978). 

 

2.2.2 Prototecose em Animais de Companhia  

 

Em animais de companhia as principais manifestações clínicas da 

prototecose são representadas por distúrbios entéricos (VAN KRUININGEN, 1970; 

MIGAKI et al., 1982), tegumentares (VAN KRUININGEN, 1970; TYLER et al., 

1980; GINEI et al., 1997), oculares e neurológicos (GAUNT et al., 1984).  

P. zopfii destaca como a espécie mais comumente isolada de casos 

disseminados em cães e gatos, enquanto P. wickerhamii geralmente é isolada de 

casos cutâneos (GREENE, 2006). 

Em cães, a via oral parece representar a principal forma de infecção, visto 

que a colite hemorrágica é a manifestação clínica mais evidente nesta espécie 

animal. A prototecose cutânea é relativamente incomum e decorre provavelmente 

de inoculação traumática (DILLBERGER et al., 1988; SIQUEIRA et al., 2007). A 

prototecose canina apresenta-se usualmente como doença disseminada, devido a 

grande variedade de tecidos acometidos (HOLLINGSWORTH, 2000; GREENE, 

2006). 

Em felinos há referências de prototecose exclusivamente cutânea causada 

por P. wickerhamii, sugerindo inoculação da alga por processos traumáticos, de 

maneira similar aos cães (FINNIE & COLOE, 1981; GREENE, 2006). 

À semelhança da prototecose em seres humanos, em animais, a doença 

também pode estar relacionada a estados imunossupressivos, ou co-infecção com 

doenças de base imunossupressoras (CHAO et al., 2002; GREENE, 2006). 
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No Brasil, o primeiro relato de prototecose em animal de companhia foi 

descrito em cão apresentando colite hemorrágica crônica. O agente foi isolado a 

partir de biópsia intestinal. Com base em testes de assimilação de substratos, o 

microrganismo foi diagnosticado como P. zopfii. Exames citológicos e de 

microscopia eletrônica auxiliaram na confirmação diagnóstica. O animal possuía 

acesso a ambiente de criação de vacas leiteiras, aventando-se que a infecção do 

animal tenha ocorrido pela ingestão de água e/ou alimentos contaminados pela 

alga, proveniente do ambiente (FARIAS, et al., 2006). Subseqüentemente, a 

linhagem de P. zopfii foi submetida a caracterização molecular, caracterizada 

como pertencente ao genótipo 2 (Ribeiro, 2007)∗. 

 

2.2.3 Prototecose no Homem e Aspectos de Saúde Pública 

 

Clinicamente, a prototecose em seres humanos tem sido descrita 

principalmente sob a forma de lesões cutâneas (DAVIES et al., 1964; 

IACOVIELLO et al. 1992; ZHAO et al. 2004) e, secundariamente, em casos de 

bursite (NOSANCHUK & GREENBERG, 1973; ABHEL et al., 1980; NARYSHKIN 

et al., 1987), peritonite (GIBB et al., 1991; SANDS et al., 1991; MELÓN et al., 

2007) e gastroenterite (SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995; RAZ et al., 1998).  

A alga tem sido isolada a partir de secreções, excreções e de diferentes 

órgãos de pacientes (PORE et al., 1983). O microrganismo foi isolado das fezes 

(SUDMAN, 1974; COSTA et al., 1995; RAZ et al., 1998), sangue, conteúdo de 

abscesso peritoneal (HENEY et al., 1991; KUNOVA et al., 1996; MOHABEER et 

al., 1997), fígado (CHAN et al., 1990), articulações (NOSAUNCHUNK & 

GREENBERG, 1973), encéfalo e líquor de pacientes com prototecose clínica 

(KAMINSKY et al., 1992; ZHANG et al., 2007). 

As manifestações tegumentares caracterizam-se pelo desenvolvimento de 

lesões decorrentes geralmente de inoculação transcutânea do microrganismo, 

secundárias aos processos traumáticos ou cirúrgicos (DAVIES et al., 1964; CHAO 

                                                 
∗ Ribeiro, M.G. (Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP – Campus de Botucatu). 
Comunicação pessoal, 2007. 
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et al., 2002). As lesões surgem comumente sob a forma de áreas nodulares, 

eritematosas, úlcerações e com menor freqüência em erupções granulomatosas 

extensas (KAPLAN, 1977; CHAO et al., 2002).  

Entre as espécies do gênero, P. wickerhamii é a mais freqüentemente isolada 

de pacientes com manifestações cutâneas (ZAITZ et al., 2006a), enquanto que em 

casos sistêmicos há predominância de P. zopfii (VAN BEZOOIJEN & NEWLING, 

2002). Em contraste, Zhao et al. (2004) descreveram prototecose exclusivamente 

cutânea por P. zopfii com lesões na região da face e pescoço em paciente 

imunocompetente.  

Até o final da década de 80, os casos de prototecose no homem foram 

descritos principalmente em pessoas sem doenças intercorrentes, nas quais o 

microrganismo parece apresentar baixa virulência. Porém, a partir da década de 

90, o número de casos aumentou significativamente assumindo maior ocorrência 

devido à associação da prototecose com pacientes imunossuprimidos, acometidos 

por neoplasias, diabéticos (AHMAD et al., 2006), transplantados, submetidos à 

terapia imunossupressiva prolongada (CHAO et al., 2002; THIELE & BERGMANN, 

2002; LASS-FLÖRL & MAYR, 2007) e, em especial, portadores da síndrome da 

imunodeficiência adquirida - aids (COX et al., 1974; TYRING et al., 1989; 

KAMINSKI et al., 1992; PIYOPHIRAPONG et al., 2002). 

No Brasil, o primeiro caso de prototecose humana foi relatado em 1983, no 

Estado do Rio Grande do Sul, em paciente com lesão nodular no cotovelo 

(AGOSTINI, 1983).  

Raríssimos estudos têm se preocupado com o impacto do ambiente na 

transmissão do microrganismo, como o manuseio do solo, atividades de 

jardinagem ou o contato estreito com animais domésticos e o ambiente dos 

criatórios. Marcano & Feo (1981) descreveram prototecose por P. zopfii nas unhas 

da mão de mulher hígida. De maneira similar, Zaitz et al. (2006b) relataram o 

primeiro caso brasileiro de onicoprototecose por P. wickerhamii nas mãos de 

paciente saudável. 

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

descreveram a prototecose cutânea em fazendeiras e laboratorista. A ingestão de 
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leite e derivados contaminados com a alga também tem sido apontada como 

relevante dentre as possibilidades de infecção para o homem (COSTA et al., 

1995).  

O elevado valor nutricional do leite e derivados lácteos inclui estes produtos 

de origem animal entre as principais fontes nutritivas para o homem, notadamente 

pelo alto teor de proteínas, vitaminas e minerais essenciais para o 

desenvolvimento e manutenção da saúde (RUSSOF, 1970; LANGONI, 1999). A 

presença de microrganismos no leite e derivados, principalmente àqueles de 

potencial zoonótico - incluindo o gênero Prototheca -, compromete a qualidade e 

torna o produto de risco para a transmissão do patógeno para o homem (COSTA 

et al., 1995). 

No Brasil, ainda permanece o hábito do consumo de leite e derivados lácteos 

crus, submetidos ou não ao tratamento térmico adequado (MELVILLE et al., 

1995).  Neste contexto, faz-se importante salientar para o risco do consumo de 

leite e derivados na transmissão de patógenos e suas toxinas. Ao estudar 40 

estirpes de P. zopfii, Melville (1995) demonstrou a termo-resistência de 34 estirpes 

frente às condições de temperatura adotadas nos processos usuais de 

pasteurização lenta e rápida, denotando preocupação com a veiculação da alga 

para o homem pela ingestão do leite e derivados.  

Costa et al. (1995) descreveram a ocorrência de distúrbio gastrintestinal em 

homem voluntário que consumiu queijo fresco fabricado com leite sabidamente 

contaminado por P. zopfii. O isolamento da alga foi obtido a partir das fezes do 

indivíduo reforçando o potencial zoonótico do microrganismo como doença de 

veiculação alimentar. 

A alta capacidade de disseminação de P. zopfii em rebanhos leiteiros, o 

incremento da freqüência da prototecose mamária no Brasil, a multi-resistência do 

microrganismo aos antimicrobianos e anti-sépticos convencionais e o potencial 

zoonótico da alga, são peculiaridades da prototecose que reforçam a sua 

importância como enfermidade da glândula mamária em bovinos. Adicionalmente, 

os estudos recentes sobre a genotipagem de P. zopfii isoladas de casos de 

mastite bovina na Europa, acenam com perspectivas de melhor entendimento da 



 52

virulência e da epidemiologia da prototecose mamária bovina, especialmente no 

tocante aos mecanismos de transmissão, com vistas a contribuir na adoção de 

ações de profilaxia e controle. Com base nestas considerações, o presente estudo 

teve por objetivo avaliar a sensibilidade “in vitro” de linhagens de P. zopfii isoladas 

do leite de vacas no Brasil frente a antimicrobianos e anti-sépticos, e caracterizar o 

perfil genotípico dos isolados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS 

 

  

3.1 GERAIS 
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•  Avaliar a sensibilidade microbiana “in vitro” de linhagens de P. zopfii 

isoladas do leite de vacas no Brasil frente a antimicrobianos e anti-sépticos e 

caracterizar o perfil genotípico dos isolados.  

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

•  Determinar o perfil de sensibilidade microbiana de linhagens de P. zopfii 

isoladas do leite de vacas frente a diferentes princípios ativos de antimicrobianos, 

disponíveis comercialmente no Brasil para a terapia da mastite bovina; 

•  Avaliar a multi-resistência dos isolados frente aos antimicrobianos; 

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

tintura de iodo frente aos isolados;  

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

vacas e seus reflexos na epidemiologia da prototecose mamária; 

•  Comparar o perfil genotípico com a sensibilidade microbiana das linhagens 

frente aos antimicrobianos e anti-sépticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
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Foram estudados o perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” e a 

caracterização genotípica de 27 linhagens de P. zopfii isoladas no Brasil, de casos 

de mastite bovina clínica, subclínica e de tanque de expansão, frente a diferentes 

antimicrobianos, disponíveis comercialmente para terapia de mastite e aos anti-

sépticos hipoclorito de sódio e tintura de iodo. 

 

 

4.2 OBTENÇÃO DAS ESTIRPES DE P. zopfii 

 

Foram utilizadas no estudo, 27 estirpes de P. zopfii provenientes de 10 

propriedades leiteiras dos Estados de São Paulo, Minas Gerais, Goiás e Paraná, 

isoladas do leite de vacas com mastite clínica, subclínica e de tanque de expansão 

(Anexo A). Destas, 12 foram cedidas pelo Prof. Ass. Dr. Márcio Garcia Ribeiro, do 

Departamento de Higiene Veterinária e Saúde Pública (DHVSP) da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia – FMVZ – UNESP/Botucatu, SP; 08 foram 

cedidas pela Profa. Titular Elizabeth Oliveira da Costa, do Núcleo de Apoio à 

Pesquisa em Glândula Mamária e Produção Leiteira – NAPGAMA, do 

Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Animal da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo – FMVZ – 

USP; 04 pelo Prof. Ass. Dr. Válter Ferreira Félix Bueno do Centro de Pesquisa em 

Alimentos, do Departamento de Medicina Veterinária da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Goiás (UFG), e 03 pela Profa. Ass. Dra. Aline Artioli 

Machado Yamamura, do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da 

Universidade Estadual de Londrina – UEL, PR.  

Como controle-positivo foram utilizadas cepas de P. zopfii genótipo 1 (SAG 

2063T), P. zopfii genótipo 2 (SAG 2021T) e P. blaschkeae (SAG 2064T), 

depositadas, respectivamente, no Genebank números AY973040, AY940456 e 

AY973041, cedidas gentilmente para o estudo pelo Prof. Dr. Uwe Roesler, do 

Instituto de Saúde Pública Veterinária e Higiene Animal da Universidade de 

Leipzig, Alemanha. 



 55

 

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO E MANUTENÇÃO DAS ESTIRPES DE P. zopfii 

 

As estirpes provenientes de outros laboratórios foram encaminhadas ao 

Serviço de Diagnóstico Microbiológico de Enfermidades Infecciosas dos Animais 

do DHVSP – FMVZ – UNESP/Botucatu, SP, em ágar estoque (DifcoTM), em 

temperatura de refrigeração (4-8oC). 

Todas as estirpes foram re-isoladas no meio de ágar-sangue (OxoidTM) 

bovino desfibrinado (5%) e mantidas em condições de aerobiose, a 37oC, por 72 

horas, observadas a cada 24 horas de incubação, para avaliação da pureza dos 

estoques. As linhagens de P. zopfii foram re-classificadas com base nas 

características morfo-tintoriais e de cultivo, aliado ao teste de assimilação de 

carboidratos utilizando trealose, glicose, sacarose e do n-propanol (CAMARGO & 

FISCHMAN, 1979; PORE, 1985). Para a assimilação dos substratos foram 

utilizadas placas (90x150mm) contendo o meio “yeast nitrogen base” (DifcoTM), 

acrescido de ágar bacteriológico (OxoidTM), inoculados com suspensão de 1mL de 

cada estirpe em solução salina. Após a solidificação do meio, foram adicionados 

aproximadamente 0,0037g de glicose e trealose, 0,0200g de sacarose e 10µL do 

n-propanol, em pontos eqüidistantes da placa.  Todas as placas foram incubadas 

em condições de aerobiose, a 37oC, realizando-se leituras diárias até o 14o dia, 

considerando positivas para a assimilação dos açúcares e do álcool as linhagens 

que apresentaram a formação de halo ao redor do ponto de inoculação dos 

substratos. 

Todas as estirpes utilizadas foram estocadas em duplicata, no meio de 

Lignières, mantidas a temperatura ambiente (25-30oC), no laboratório de Serviço 

de Diagnóstico Microbiológico de Enfermidades Infecciosas dos Animais do 

DHVSP da FMVZ – UNESP/ Botucatu, SP, até o momento do processamento 

pelas diferentes técnicas. 
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4.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE “IN VITRO” AOS ANTIMICROBIANOS E 

EFEITO ALGICIDA DOS ANTI-SÉPTICOS 

 

A avaliação da sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii frente aos 

antimicrobianos e o efeito algicida dos anti-sépticos foram realizados, 

respectivamente, pelo método de difusão com discos e ensaios em tubos. 

O perfil de sensibilidade “in vitro” dos isolados aos antimicrobianos foi 

avaliado com base no princípio do teste de sensibilidade microbiana, utilizando o 

método clássico de difusão com discos (BAUER et al., 1966; CLSI/NCCLS, 2003). 

O efeito algicida dos anti-sépticos em tubos (“concentração algicida mínima”) 

foi realizado segundo uma adaptação no princípio da técnica de concentração 

bactericida mínima (TRABULSI et al., 2005). A “concentração algicida mínima” foi 

caracterizada como a menor diluição (concentração) da droga capaz de impedir a 

multiplicação da alga, após plaqueamento em meio de cultura. 

 

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

de P. zopfii  

 

Todas as linhagens de P. zopfii foram submetidas à contagem das unidades 

formadoras de colônias em superfície, utilizando o método de contagem de 

microrganismos em placas (SILVA et al., 1997), como base para a preparação dos 

inóculos para os testes “in vitro” em tubos, frente aos anti-sépticos.  

Inicialmente, todas as estirpes estocadas foram plaqueadas no meio de ágar 

sangue bovino (OxoidTM), em condições de aerobiose, a 37ºC, mantidas por 72 

horas, com objetivo de avaliar a pureza do estoque. Em seguida, duas a três 

colônias típicas foram resuspendidas em 4mL de água MiliQ esterilizada, 

dispostas em tubos, e ajustada a turvação da solução por densidade óptica, no 

tubo 1 da escala de Mac Farland (Bier, 1984). A partir desta suspensão, os tubos 

foram homogeneizados em agitador magnético e elaboradas diluições na escala 

decimal (1/10), a saber: 10-1, 10-2 e 10-3.  
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Alíquota de 0,1mL da diluição 10-3  foi colhida em duplicata para cultivo em 

ágar, visando a contagem padrão no “plate count agar” – PCA (DifcoTM), utilizando 

a técnica de “pour plate”, ou rotineiramente conhecida como “derramamento em 

placa”, com o auxílio de bastão de vidro em “L”, mantendo-as incubadas a 37 oC, 

em aerobiose, por até 96 horas. A contagem da UFC de cada linhagem foi 

realizada pela visualização macroscópica das colônias no meio de cultura.  

 

4.4.2 Teste de Sensibilidade Microbiana (Difusão com Discos)  

   

As 27 estirpes de P. zopfii e as três cepas controle foram submetidas ao teste 

de sensibilidade microbiana - método de difusão com discos - (BAUER et al., 

1966), utilizando-se antimicrobianos indicados para terapia intramamária e/ou 

sistêmica da mastite bovina, disponíveis comercialmente para o uso na rotina 

veterinária (RIBEIRO, 2007∗), a saber: ampicilina (10µg), cefoperazona (75µg), 

cloxacilina (1µg), enrofloxacina (5µg), estreptomicina (10µg), florfenicol (30µg), 

gentamicina (10µg), neomicina (30µg), nistatina (100 U.I.) e tetraciclina (30µg). A 

leitura dos halos de inibição e interpretação dos resultados foi realizada de acordo 

com manual “Clinical and Laboratory Standards Institute” – CLSI (CLSI/NCCLS, 

2003).  

Foram consideradas multi-resistentes as estirpes que mostraram resistência 

simultânea a três ou mais dos antimicrobianos utilizados. 

 

 

4.4.3 Avaliação da “Concentração Algicida Mínima” (CAM) 

 

4.4.3.1 Preparo dos Inóculos 

 

                                                 
∗ Ribeiro, M.G. (Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP – Campus de Botucatu). 
Comunicação pessoal, 2007. 
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À semelhança da técnica de UFC, todas as estirpes de P. zopfii foram 

plaqueadas no meio de ágar sangue bovino desfibrinado (5%), mantidas em 

condições de aerobiose, a 37oC, por 72 horas. Duas a três colônias de cada 

linhagem foram repicadas em tubos contendo 10mL de caldo infusão cérebro e 

coração – BHI (OxoidTM), e incubadas em aerobiose, a 37oC. A turvação dos tubos 

foi ajustada por densidade óptica equivalente ao tubo 1 da escala de MacFarland 

(Bier,1984).  

 

4.4.3.2 Anti-Sépticos  

 

Foram utilizados dois princípios ativos distintos de anti-sépticos disponíveis 

na forma líquida para avaliação da “concentração algicida mínima”, a saber: 

hipoclorito de sódio a 10% (Chemco®) e tintura de iodo a 10% (Dinâmica®). 

  

4.4.3.2.1 Determinação da “Concentração Algicida Mínima” do 

Hipoclorito de Sódio e da Tintura de Iodo Frente aos Isolados de P. zopfii 

 

Para cada estirpe de P. zopfii foram utilizados 10 tubos esterilizados. No 

primeiro tubo foi depositado 1mL do hipoclorito de sódio à 10%. Nos 9 tubos 

subseqüentes foram distribuídos 0,5mL de água Mili-Q esterilizada.  Em seguida, 

transferiu-se 0,5mL do hipoclorito de sódio a 10% do primeiro para o segundo tubo 

e realizou-se a homogeneização. Este mesmo processo foi realizado 

sucessivamente nos demais tubos com descarte de 0,5mL do tubo 10. Logo após, 

foi acrescido em cada tubo 0,5mL do inóculo de P. zopfii produzido de acordo com 

o item 4.4.3.1, perfazendo as seguintes diluições: 5%, 2,5%, 1,25%, 0,62%, 

0,31%, 0,15%, 0,07%, 0,03%, 0,01% e 0,009%. 

Os tubos foram incubados em condições de aerobiose, mantidos a 37oC, por 

aproximadamente 12. Em seguida, uma alíquota (10µL) de cada tubo foi semeada 

no meio de ágar sangue (OxoidTM) bovino desfibrinado (5%) e incubada em 

aerobiose, a 37oC, mantida por 7 dias, com leituras a cada 24 horas, visando a 

avaliação da “concentração algicida mínima” da droga testada.  
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O mesmo processo supracitado foi realizado utilizando a tintura de iodo a 

10%, para a determinação da “concentração algicida mínima”. 

Todas as estirpes de P. zopfii foram submetidas em duplicata para a 

determinação da CAM utilizando o iodo e o hipoclorito de sódio. 

Como solução controle, foram preparadas suspensões em tubos previamente 

esterilizados, contendo 0,5 mL de água Mili-Q esterilizada, acrescido de 0,5 mL do 

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

 

 

4.5 GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE P. zopfii 

 

Todas as linhagens de P. zopfii foram submetidas à caracterização 

genotípica utilizando a técnica de reação em cadeia pela polimerase (PCR), 

baseada na identificação de fragmentos 18S rDNA, utilizando pares de bases 

(“primers”) específicos (Anexo B). A PCR das linhagens de P. zopfii foi realizada 

em termociclador ajustado para a realização de 35 ciclos, com a seguinte 

especificação: denaturação a 94ºC/30 segundos, anelamento a 58ºC/30 segundos 

(63ºC para P. blaschkeae) e extensão a 72ºC/40 segundos.  

Os produtos amplificados de PCR foram analisados em gel de agarose (1%), 

corados por brometo de etídio (MÖLLER et al., 2006). O procedimento de 

genotipagem das linhagens foi realizado em colaboração com o Dr. Uwe Roesler, 

da Universidade de Leipzig, Alemanha.  

Como controle-positivo foram utilizadas as cepas P. zopfii genótipo 1 (SAG 

2063T), P. zopfii genótipo 2 (SAG 2021T) e P. blaschkeae (SAG 2064T).  

 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

4.6.1 Testes Estatísticos 
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A associação entre o perfil de sensibilidade microbiana dos isolados, a 

“concentração algicida mínima” do hipoclorito de sódio e do iodo e a genotipagem 

das 27 linhagens isoladas do leite de vacas foram comparadas entre si utilizando o 

teste de χ2, contrastando as freqüências utilizando o intervalo de confiança de 

95%. Os valores mínimos e máximos, para a concentração algicida mínima (CAM) 

do hipoclorito de sódio e do iodo foram realizados pelo teste Mann-Whitney. Todos 

os cálculos foram realizados utilizando-se o programa EpiInfo 6.0 (Centers for 

Disease Control, Atlanta), considerando nível de significância α=0,05 (TRIOLA, 

1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 

 

 

5.1 UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIAS DE P. zopfii 
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Os valores das UFC/mL das 27 linhagens de P. zopfii utilizadas como base 

para preparar os inóculos para a realização dos testes “in vitro” de “concentração 

algicida mínima” apresentaram variação entre 4,1x105 a 6,8x105. Para as cepas 

controle foram encontrados valores de 5,2 x105 a 6,2 x105 UFC/mL (Anexo C). 

 

 

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE MICROBIANA (DIFUSÃO COM DISCOS) 

 

Os maiores índices de sensibilidade microbiana das 27 linhagens de P. zopfii 

foram observadas frente à nistatina (100,0%) e gentamicina (66,7%). Em 

contraste, a totalidade das estirpes revelou resistência para ampicilina, 

cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina. A 

estreptomicina mostrou reduzida eficiência com 7,4% de sensibilidade parcial 

(intermediária) e 92,6% de resistência. 

Para as três cepas controle foram encontrados resultados similarares às 27 

linhagens estudadas, visto que nestas cepas de referência, a nistatina (100,0%) e 

gentamicina (66,7%) mostraram os maiores índices de eficiência. A estreptomicina 

(33,3%) e tetraciclina (33,3%) mostraram reduzida efetividade. A neomicina 

revelou sensibilidade parcial (33,3%), enquanto as demais (ampicilina, 

cefoperazona, cloxacilina, enrofloxacina e florfenicol) apresentaram ausência de 

efetividade (Tabela 1). 

A multi-resistência das estirpes a três ou mais dos antimicrobianos utilizados 

foi observada em 100,0% dos isolados. 

 

 

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

Antimicrobiano 

P. zopfii 

genótipo 1 

P. zopfii 

genótipo 2 

P. blaschkeae Total 

no  de linhagens (%) 
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 S PS R 

Ampicilina R R R 0 (-) 0 (-) 3 (100) 

Cefoperazona R R R 0 (-) 0 (-) 3 (100) 

Cloxacilina R R R 0 (-) 0 (-) 3 (100) 

Enrofloxacina R R R 0 (-) 0 (-) 3 (100) 

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

Florfenicol R R R 0 (-) 0 (-) 3 (100) 

Gentamicina S PS S 2 (66,7) 1 (33,3) 0 (-) 

Neomicina R R PS 0 (-) 1 (33,3) 2 (66,7) 

Nistatina S S S 3 (100) 0 (-) 0 (-) 

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

* no: número 
%: porcentagem 
S: sensível 
PS: parcialmente sensível 
R: resistente 

 

 

A nistatina e gentamicina foram estatisticamente significantes (p<0,05) 

quando comparadas aos demais antimicrobianos frente às linhagens de P. zopfii. 

Houve também diferença estatística significante (p<0,05) da nistatina quando 

comparada com a gentamicina (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 – Perfil de sensibilidade microbiana em 27 linhagens de P. zopfii isoladas 
de casos de mastite bovina clínica e subclínica e de tanque de expansão. 
Botucatu, 2007. 

Antimicrobianos 

Senibilidade 

Sensível Parcialmente sensível Resistente 

No linhagens (%; IC95%)* 
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Ampicilina 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Cefoperazona 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Cloxacilina 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Enrofloxacina 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Estreptomicina 0 (0,00; 0,09-12,34) 2 (7,40; 2,27-23,50) 25 (92,52; 76,50-97,73) 

Florfenicol 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Gentamicina 18 (66,66; 47,65-81,36) 8 (29,62; 15,88-48,67) 1 (3,70; 0,88-18,35) 

Neomicina 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

Nistatina 27 (100; 87,66-99,91) 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 

Tetraciclina 0 (0,00; 0,09-12,34) 0 (0,00; 0,09-12,34) 27 (100; 87,66-99,91) 

*Intervalos de confiança que não se sobrepõem demonstram diferenças significativas entre as 
proporções. 

IC95%=Intervalo de confiança de 95%. 

 

 

 
 

 

5.2 “CONCENTRAÇÃO ALGICIDA MÍNIMA” (CAM) PARA O 

HIPOCLORITO DE SÓDIO E TINTURA DE IODO 

 

Os testes realizados utilizando hipoclorito de sódio revelaram que a 

totalidade das estirpes estudadas apresentou CAM variando entre 0,03% a 0,15%.  
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Destas, 19 (70,4%) linhagens mostraram CAM a 0,07% frente ao anti-séptico, 

enquanto 07 (25,9%) e 01 (3,7%) estirpes apresentaram CAM, respectivamente, a 

0,03% e 0,15%. P. zopfii genótipo 1, P. zopfii genótipo 2 e P. blaschkeae 

revelaram CAM a 0,03%, 0,15% e 0,07%, respectivamente, para o hipoclorito de 

sodio.  

Para a tintura de iodo foi verificado que todas as estirpes utilizadas, 

apresenataram CAM entre 0,15% à 0,62%. Destas, 22 (81,5%) linhagens 

apresentaram CAM a 0,31%, enquanto 03 (11,1%) e 02 (7,4%) estirpes revelaram 

CAM, respectivamente, a 0,62% e 0,15% (Anexo D). 

Todas as cepas controle (P. zopfii genótipo 1, P. zopfii genótipo 2 e P. 

blasckeae) mostraram CAM a 0,31% para a tintura de iodo. 

Apesar da totalidade das linhagens de P. zopfii revelarem sensibilidade para 

tintura de iodo e hipoclorito de sódio nas concentrações “in vitro” utilizadas, o 

hipoclorito de sódio apresentou, comparativamente ao iodo, boa efetividade em 

menores concentraçõs (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Média ± desvio-padrão e valores mínimo e máximo para a 

concentração inibitória mínima (CIM) do hipoclorito de sódio (%) e iodo (%) em 

estirpes de Prototheca zopfii isoladas de casos de mastite clínica (n=24), 

subclínica (n=2) e tanque de expansão (n=1) em quatro Estados brasileiros. 

Botucatu, 2007.  

 

 

Foi observada diferença estatisticamente significante (p<0,05) do efeito 

algicida do hipoclorito de sódio frente aos isolados, quando comparado à tintura de 

iodo (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Média, valores mínimos e máximos para a concentração algicida 

mínima (CAM) do hipoclorito de sódio (%) e iodo (%), em estirpes de Prototheca 

zopfii isoladas de casos de mastite clínica (n=24), subclínica (n=2) e tanque de 

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

Estatística* CAM – Hipoclorito de sódio CAM - Iodo 

Média 0,07a 0,31b 

Valor mínimo 0,03 0,15 

Valor máximo 0,15 0,62 
* Valores da média seguidos de letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas na 

CAM do hipoclorito de sódio e iodo (p<0,0001), pelo teste de Mann-Whitney, com α=0,05.  

 

 

5.3 GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE P. zopfii 

 

A totalidade das linhagens de P. zopfii estudadas, submetidas à 

caracterização genotípica pela técnica de PCR, revelaram amplificação de 165 

pares de bases, similar a cepa controle de P. zopfii SAG 2021T, caracterizando os 

27 isolados como pertencentes ao genótipo 2. 

Não houve associação estatística (p>0,05) entre a caracterização genotípica 

das linhagens, o perfil de sensibilidade microbiana dos isolados e o efeito algicida 

dos anti-sépticos, hipoclorito de sódio e iodo. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A ocorrência de mastite bovina por Prototheca spp têm aumentado 

significativamente em diversos países (CHEVILLE et al., 1984; PORE et al., 1987; 

TANIYAMA et al., 1994). No Brasil, a prototecose bovina tem figurado nos últimos 

anos como uma das causas mais preocupantes de mastite de origem ambiental 

(LANGONI, 1992, RIBEIRO et al., 1998; COSTA et al., 2004). A distribuição 

ubíqua do microrganismo dificulta a preconização de medidas específicas de 

controle e profilaxia, ocasionando prejuízos ao produtor, decorrentes da queda 

abrupta na produção leiteira, perda da função da glândula mamária acometida ou 

descarte precoce de fêmeas (COSTA et al., 1996a). As dificuldades no controle da 

doença, o sub-diagnóstico e a refratariedade das algas do gênero Prototheca às 

medidas terapêuticas convencionais tendem a gerar graves processos 

inflamatórios na prototecose mamária em vacas (RIBEIRO et al., 1999; JÁNOSI et 

al., 2001).  

Infecções mamárias por Prototheca spp manifestam-se predominantemente 

sob a forma clínica, podendo ser observado na grande maioria dos casos, redução 

abrupta na produção láctea, endurecimento e aumento da sensibilidade à 

palpação mamária e presença de grumos no leite (SPALTON, 1985; TANIYAMA et 

al., 1994; MELVILLE, 1995; LANGONI, 2003). Dentre os 27 isolados de P. zopfii, 

24 (88,8%) foram obtidos de animais com mastite clínica. Este achado está em 

consonância com diversos autores (MELVILLE, 1995; GOMES et al., 1999; 

COSTA et al., 2000b) que também descreveram maior ocorrência de casos de 

mastite clínica por P. zopfii na espécie bovina. A predominância da manifestação 

clínica em vacas infectadas por microrganismos de origem ambiental, tem sido 

atribuída a pouca adaptabilidade deste grupo de agentes à mucosa e ao epitélio 

glandular. Diferentemente, os microrganismos causadores de mastite contagiosa 

são encontrados na microbiota de pele, mucosas e conjuntivas, considerados mais 

adaptados ao epitélio e mucosas estando, portanto, frequentemente associados à 

mastite subclínica. Em contraste, os ambientais - incluindo P. zopfii -, ao serem 

introduzidos na glândula mamária, comumente desencadeiam severos processos 
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inflamatórios, que geralmente se exteriorizam como manifestações clínicas de 

mastite, sejam alterando as características macroscópicas do leite, ou mesmo 

desencadeando manifestações na glândula mamária e/ou sistêmicas nos animais 

(MELVILLE 1995; RADOSTITIS, 2007). 

Propriedades rurais de exploração leiteira com histórico de mastite bovina 

predominantemente clínica, recidivantes, com altas contagens de células 

somáticas, bem como apresentando problemas no manejo higiênico-sanitário na 

ordenha e entre-ordenhas, deficiências no procedimento de terapia intramamária, 

na remoção de dejetos e nos cuidados na introdução de novos animais no plantel, 

são achados clínico-epidemiológicos que sugerem a ocorrência de mastite 

ambiental, com fortes indícios para prototecose. 

 O diagnóstico microbiológico da mastite bovina pelo gênero Prototheca é 

considerado relativamente simples, tendo em vista que a alga é isolada em meios 

de cultura convencionais ou de rotina, como o ágar sangue bovino ou ovino e o 

ágar Sabouraud. Ademais, o microrganismo pode ser identificado à microscopia 

por vários métodos tintoriais como Gram, Giemsa, Shör, HE, panótico, mostrando 

estruturas globosas ou ovais, com cápsula densa, contendo estruturas internas 

(endosporos), sugestivos do gênero Prototheca. Entretanto, o diagnóstico 

definitivo deve ser firmado após submeter às linhagens aos testes bioquímicos e 

de assimilação de diferentes substratos como açúcares e álcoois. Releva-se notar 

também, que o primo-isolamento da alga do leite de vacas infectadas e a 

formação de colônias características ocorrem a partir de 48-72 horas. No entanto, 

a grande maioria dos agentes de mastite bovina são isolados em 24 horas, o que 

representa risco do descarte precoce de placas com 24 horas de incubação e o 

conseqüente não isolamento da alga, acarretando sub-diagnóstico notadamente 

em laboratórios pouco preparados para a recepção de material desta natureza. 

Assim, recomenda-se que o leite de vacas com mastite seja encaminhado para 

laboratórios veterinários de apoio diagnóstico, no intuito de maximizar o 

isolamento e identificação de patógenos de importância em animais, 

especialmente do gênero Prototheca. 
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A doença em cães e gatos é considerada rara ou esporádica (SIQUEIRA et 

al., 2007).  Com exceção da prototecose mamária em bovinos, as infecções pelo 

gênero Prototheca parecem não apresentar importância epidemiológica para 

outros animais de produção como ovinos, caprinos, bubalinos e eqüinos e, apesar 

de isolada das fezes de suínos, não aparenta patogenicidade para esta espécie. 

Desta forma, a prototecose assume destaque no contexto econômico e de saúde 

animal principalmente para a espécie bovina, notadamente nas infecções 

mamárias. 

Em bovinos, animais de companhia e nos seres humanos, a busca por 

protocolos terapêuticos efetivos na prototecose tem sido motivo de estudos em 

vários países. Neste contexto, diferentes estudos “in vitro” têm investigado o perfil 

de sensibilidade de linhagens de Prototheca spp isoladas de mastite bovina, com 

o intuito de identificarem antimicrobianos ou outras drogas que apresentem 

efetividade contra o microrganismo e possam ser aventadas para a terapia “in 

vivo”. No entanto, os resultados destes ensaios têm-se mostrado pouco efetivos 

ou, no mínimo, controversos. E por vezes, têm reforçado a ineficácia do gênero 

Prototheca a vários grupos de antibióticos, quimioterápicos, anti-fúngicos, 

algicidas, desinfetantes, entre outros grupamentos químicos. Ademais, na grande 

maioria dos antimicrobianos, anti-fúngicos e anti-sépticos que mostram certa 

eficácia “in vitro”, os resultados de ensaios experimentais ”in vivo” são pouco 

efetivos, ou seja, não promovem a resolução do processo infeccioso ou, levam a 

cura clínica do processo sem determinar a cura microbiológica. 

Frank et al. (1969) utilizando o método de difusão com discos, observaram 

que linhagens de P. zopfii isoladas de mastite bovina apresentaram sensibilidade 

à estreptomicina, neomicina e tetraciclina. Bodennhoff & Madsen (1978) 

verificaram moderada sensibilidade de linhagens da alga isoladas do leite de 

vacas frente à estreptomicina e gentamicina. Camargo (1978) e Casal & Gutierrez 

(1981) demonstraram sensibilidade “in vitro” de isolados do gênero Prototheca 

com o uso dos aminoglicosídeos neomicina e gentamicina quando ensaiados em 

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

isolados apresentavam sensibilidade à gentamicina.  

No Brasil, Costa et al. (1997) ao avaliarem estirpes de P. zopfii isoladas de 

dois surtos de mastite observaram 100,0% de efetividade “in vitro” da gentamicina, 

enquanto Melville (2000) encontrou 100,0% de sensibilidade parcial em linhagens 

de P. zopfii isoladas de mastite, frente ao mesmo antimicrobiano. Estes achados 

são similares ao presente estudo que observou boa efetividade “in vitro” da 

gentamicina (66,7%) frente às 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas.  

A gentamicina é um antimicrobiano extraído de culturas de fungos do gênero 

Micromonospora (M. purpurea) pertencente ao grupo dos aminoglicosídeos, com 

ação primária para bactérias Gram-negativas e certa efetividade para bactérias 

Gram-positivas. Seu mecanismo de ação fundamenta-se na interferência da 

síntese protéica dos microrganismos, promovendo alterações nas proteínas 

formadas pelas células, com conseqüente morte celular possuindo, portanto, efeito 

bactericida (TAVARES, 2002). A efetividade “in vitro” da gentamicina observada 

nos 27 isolados de P. zopfii no presente estudo, também relatada em ensaios 

similares com a alga (CAMARGO, 1978; CASAL & GUTIERREZ, 1981; COSTA et 

al., 1997), decorre provavelmente da ação da droga na síntese protéica destes 

microrganismos. 

A dificuldade de opções de antimicrobianos efetivos para a infusão 

intramamária tem sido reconhecida como grave problema na condução da terapia 

na prototecose bovina. Atkinson et al. (1972) e Cheville et al. (1984) assinalaram 

que a resistência do gênero Prototheca à grande maioria dos antimicrobianos 

pode encontrar justificativa na rígida estrutura da parede celular da alga, somada a 

indução de reação do tipo piogranulomatosa, que limitam a atuação efetiva dos 

antibióticos e quimioterápicos convencionais nos focos de infecção. Neste 

contexto, diferentes autores têm alertado para a multi-resistência de linhagens de 

P. zopfii isoladas de mastite bovina em testes de sensibilidade microbiana. 

McDonald et al. (1984b), nos Estados Unidos, avaliaram o perfil de 

sensibilidade de linhagens de P. zopfii e verificaram resistência múltipla do 

microrganismo para diversos antimicrobianos, incluindo cloxacilina, neomicina, 
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estreptomicina, ampicilina e tetraciclina. No Brasil, Langoni et al. (1992) também 

constataram multi-resistência de estirpes de P. zopfii isoladas de mastite bovina 

no Estado de São Paulo, especialmente frente à tetraciclina, gentamicina e 

neomicina. Ao investigarem a sensibilidade microbiana de linhagens de P. zopfii 

isoladas de rebanho leiteiro no Rio Grande do Sul, Gomes (1999) observou 

resistência múltipla das linhagens para a amicacina, ceftiofur, eritromicina, 

estreptomicina, florfenicol, neomicina, norfloxacina, novobiocina, tetraciclina e 

vancomicina. Melville (2000), no Estado de São Paulo, ao estudar o perfil de 

sensibilidade de estirpes de P. zopfii isoladas de mastite clínica, subclínica e de 

tanque de expansão, também verificou elevada multi-resistência dos isolados à 

maioria dos antimicrobianos utilizados na prática clínica de terapia intramamária.  

A ocorrência de multi-resistência em linhagens de P. zopfii isoladas de 

mastite bovina constatada por vários autores (MCDONALD et al., 1984b; 

LANGONI et al., 1992; GOMES, 1999; MELVILLE, 2000), está em consonância 

com os achados do presente estudo, tendo em vista que dos 27 isolados de P. 

zopfii, 92,6% mostraram resistência múltipla à ampicilina, cefoperazona, 

cloxacilina, enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina. Interessantemente, 

estes antimicrobianos ineficazes frente às linhagens da alga compõem a grande 

maioria dos princípios ativos dos anti-mastíticos disponíveis comercialmente no 

Brasil para infusão intramamária em bovinos (RIBEIRO , 2007), impossibilitando a 

indicação destas drogas na terapia da prototecose mamária. 

Determinadas drogas de ação anti-fúngica também tem sido testadas “in 

vitro” frente às algas do gênero Prototheca. A nistatina é a droga que têm 

mostrado melhor efetividade “in vitro” (FRANK et al., 1969; CASAL & AROCA, 

1983; MCDONALD et al 1984b; MARQUES et al., 2006). Camargo (1978) verificou 

que a concentração algicida mínima “in vitro” da nistatina para estirpes de P. zopfii 

seria 50µg/mL. Malinowsky et al. (2002) encontrou somente 21,4% de 

sensibilidade em 28 estirpes de P. zopfii isoladas de mastite frente à nistatina. 

Diferentemente, nas 27 linhagens utilizadas, foi observada sensibilidade “in vitro” 

de todos os isolados à nistatina. A despeito da sensibilidade “in vitro”, o uso da 

nistatina “in vivo” tem mostrado resultados pouco satisfatórios. No Brasil, Costa et 
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al. (1996b) avaliaram o uso intramamário da nistatina em cinco quartos mamários 

de vacas infectadas por Prototheca spp, dos quais apenas um apresentou cura 

clínica e microbiológica. 

A nistatina ou fungicidina é um antimicrobiano pertencente ao grupo dos 

poliênicos, extraída de culturas do Streptomyces noursei. Os poliênicos possuem 

elevada ação contra fungos, protozoários e algas, não demonstrando ação notória 

frente a bactérias. Possuem ação tóxica sobre as células de algas, fungos e 

protozoários, por ligarem-se às membranas citoplasmáticas destes 

microrganismos, alterando a permeabilidade seletiva da membrana provocando 

sua desorganização funcional, com deterioração metabólica e morte celular 

(TAVARES, 2002). A sensibilidade da nistatina frente aos 27 isolados do presente 

estudo pode ser creditada à ação da droga na parede celular da alga, alterando a 

permeabilidade da membrana, culminando com a morte celular. 

A nistatina e a gentamicina foram as drogas que mostraram efetividade 

satisfatória frente às 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas. Estas 

drogas estão disponíveis comercialmente para a infusão intramamária, 

representando alternativas terapêuticas para animais de elevado valor zootécnico 

acometidos por prototecose mamária. No entanto, ensaios terapêuticos “in vivo” 

conduzidos por outros autores têm mostrado baixa resposta terapêutica na 

prototecose, mesmo infundindo antimicrobianos via intramamária respaldados por 

boa efetividade “in vitro”. Assume-se que a refratariedade do gênero Prototheca à 

terapia convencional com antimicrobianos pode ser justificada pela indução de 

reação piogranulomatosa, que restringe a capacidade do antimicrobiano em 

alcançar concentrações terapêuticas no foco de infecção. Os achados do presente 

trabalho sugerem que poderiam ser conduzidos estudos avaliando a associação 

sinérgica de antimicrobianos e/ou antifúngicos que apresentem efetividade “in 

vitro” contra linhagens de P. zopfii, ou mesmo a associação destas drogas efetivas 

com produtos permeantes de membranas biológicas, como o dimetilsulfóxido, ou 

imuno-estimulantes, como o Propionibacterium acnes, que favoreçam, 

respectivamente, a ação das drogas no foco infeccioso ou a resposta imune local.  
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Tendo em vista os insucessos terapêuticos utilizando antimicrobianos 

convencionais, diversos anti-sépticos têm sido empregados alternativamente “in 

vitro” ou “in vivo” com objetivo de tratamento da prototecose mamária (LANGONI 

et al. 1995; COSTA et al., 1996 b,c). Partindo deste pressuposto, obetivou-se 

investigar a “concentração algicida mínima” das linhagens de P. zopfii isoladas de 

mastite bovina frente a diferentes concentrações de iodo e hipoclorito de sódio, 

considerados produtos de boa ação microbicida e de baixo custo, com vistas a 

utilizar estes anti-sépticos na higienização dos tetos e utensílios de ordenha, no 

pré e pós-dipping e/ou na ablação química de quartos acometidos.  

O hipoclorito de sódio pertence ao grupo dos halogênios. Têm excelente 

espectro de ação sobre diversos microrganismos, atuando em seu sistema 

enzimático provocando alterações estruturais na parede celular (HOFFMANN et 

al., 1995). No Brasil, devido ao baixo custo, fácil aquisição e elevado poder 

microbicida, o hipoclorito de sódio (1% a 15 % de cloro ativo) é amplamente 

utilizado em laticínios e propriedades rurais na desinfecção de pisos, paredes, 

utensílios e equipamentos, bem como para a higienização de água e anti-sepsia 

da glândula mamária bovina no pré e pós-dipping (DOMINGUES & LANGONI, 

2001). Ribeiro (1999) assinala que este anti-séptico é recomendado no pré-dipping 

de vacas entre as concentrações 0,8% a 1,2% e, no pós-dipping, a 4%. 

Domingues et al. (1996) observaram redução de 74,1% do número de 

microrganismos após a higienização dos tetos de vacas com soluções de 

hipoclorito de sódio a 3%. Silva et al. (2002) observaram elevada cura clínica de 

glândulas mamárias bovinas afetadas por abscessos, quando lavadas no pós-

operatório com soluções de hipoclorito de sódido produto a 1%. 

Ribeiro (1996) não obteve êxito em testes “in vitro” empregando o hipoclorito 

de sódio a 0,5%, entre 30 segundos a 1 minuto de contato, frente a 11 estirpes de 

P. zopfii isoladas de mastite no Brasil. Pedrini & Margatho (2003) observaram bom 

desempenho “in vitro” do anti-séptico a 2% frente a diversos microrganismos 

causadores de mastite ambiental e contagiosa, embora não tenham observado 

efeito microbicida em concentrações iguais ou inferiores a 0,5%. Diferentemente 

dos achados de Ribeiro (1996) e Pedrini & Margatho (2003), no presente estudo 
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foi encontrado efeito algicida satisfatório para o hipoclorito de sódio, para os 27 

isolados, em baixas concentrações (0,03% a 0,15%). A discrepância observada 

entre os diferentes autores quanto ao limite de efetividade da concentração do 

hipoclorito de sódio, pode ser creditada ao método “in vitro” utilizado e ao tempo 

de exposição do produto às linhagens, cuja efetividade tende a aumentar quando 

o período de contato da droga com os microrganismos é prolongado. 

À semelhança do hipoclorito, o iodo também é reconhecido como um efetivo 

anti-séptico pertence ao grupo dos halogênios. Possui alto poder de penetração 

celular levando a desnaturação, precipitação de proteínas e oxidação de enzimas 

essenciais, interferindo nas reações metabólicas vitais do microrganismo 

(SPINOSA et al., 1999). Em propriedades leiteiras o iodo é indicado na rotina de 

ordenha para pré e pós-dipping com vistas à prevenção e controle de mastite em 

rebanhos. No pré-dipping usualmente é recomendado na concentração de 0,1% e 

no pós-dipping entre 0,5% a 1% (RIBEIRO, 1999). Boddie et al. (1993) afirmaram 

que a utilização de iodo a 1% no pós-dipping resultou em queda no número de 

novos casos de mastite em vacas por microrganismos de origem contagiosa. 

Pedrini & Margatho (2003) ao investigarem a efetividade “in vitro” de solução de 

iodo a 1% e 2% observaram ótima ação microbicida para vários patógenos de 

mastite. 

No presente estudo, a tintura de iodo mostrou efeito algicida para as 27 

linhagens de P. zopfii em concentrações que variaram de 0,15% a 0,62%. Em 

contraste, Ribeiro (1996) não obteve sucesso com a utilização de iodo a 0,5% em 

testes “in vitro”, frente às linhagens de P. zopfii isoladas de vacas com mastite.   

A despeito da boa efetividade “in vitro” do hipoclorito de sódio e tintura de 

iodo nas 27 linhagens de P. zopfii, o hipoclorito apresentou diferença 

estatisticamente significante (p<0,05) em relação ao iodo. Este achado indica que 

o hipoclorito possui bom efeito algicida frente a P. zopfii, mesmo em baixas 

concentrações.  

O pré-dipping é reconhecido como importante procedimento de profilaxia e 

controle da mastite bovina, notadamente para microrganismos ambientais, como 

P. zopfii e, comumente, é recomendado em menores concentrações 
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comparativamente ao pós-dipping, com intuito de evitar irritações no teto, 

desgaste ou corrosões do equipamento de ordenha. Os achados do presente 

estudo mostraram sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii a partir de 

0,03%, sugerindo que o hipoclorito de sódio poderia ser utilizado como alternativa 

de solução anti-séptica para o pré-dipping em rebanhos leiteiros acometidos por 

prototecose mamária. Entretanto, deve-se considerar que diferentes fatores 

podem concorrer para a diminuição da efetividade do produto no pré-dipping, 

incluindo a presença de matéria orgânica e baixo tempo de exposição do teto ao 

produto, necessitando, provavelmente, de estudos de eficácia “in vivo” ou de 

elevação na concentração para que mantenha a eficiência na rotina de ordenha. 

Adicionalmente, a sensibilidade “in vitro” das linhagens de P. zopfii estudadas ao 

hipoclorito de sódio sugere também que este produto poderia ser indicado na 

higienização de ambientes e utensílios de ordenha em propriedades com histórico 

de prototecose, ou mesmo em concentrações mais elevadas, na ablação química 

de tetos infectados por P. zopfii.  

De maneira similar, o iodo revelou efeito algicida “in vitro” frente aos isolados 

de P. zopfii. Este anti-séptico tem sido preferencialmente utilizado no pós-dipping, 

com ótima ação profilática e de controle para microrganismos contagiosos de 

mastite bovina, indicado geralmente, em concentrações mais elevadas que no pré-

dipping. Com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que o iodo 

possa ser recomendado como anti-séptico no pós-dipping para rebanhos leiteiros 

infectados por P. zopfii, bem como na ablação química de quartos mamários 

infectados. 

A dificuldade em estabelecer protocolos terapêuticos efetivos na prototecose 

mamária bovina, com custo acessível ao produtor, com reprodutibilidade de 

resultados, baixa agressão ao epitélio mamário e/ou com produto/droga que não 

propicie a presença de resíduos por período prolongado no leite, tem se 

constituído em um desafio para os pesquisadores ligados ao estudo de mastite e 

qualidade do leite. Com efeito, este entrave na conduta terapêutica dos casos e 

surtos tem calcado a profilaxia e o controle da prototecose em bovinos, em 

medidas específicas como descarte das fêmeas infectadas ou ablação química de 
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tetos acometidos. Adicionalmente, têm-se recomendado medidas gerais como o 

controle da saúde da glândula mamária em fêmeas recém-adquiridas, adoção de 

medidas rotineiras de diagnóstico de mastite (incluindo caneca telada, CMT, 

contagem de células somáticas), o envio de leite para laboratórios de apoio 

diagnóstico veterinário, higienização periódica de instalações na prática da 

ordenha e correta anti-sepsia em tratamentos intramamários. 

A infecção pelo gênero Prototheca no homem é considerada incomum. A 

principal manifestação clínica da prototecose em seres humanos é a forma 

cutânea e, secundariamente representada por distúrbios entéricos, articulares e 

em formas generalizadas. Em indivíduos imuno-competentes o microrganismo 

possui baixa virulência, porém, assume importância em pacientes 

imunossuprimidos, notadamente acometidos pelo vírus da aids (RANJAN et al., 

2006). Em que pese à predominância de manifestações clínicas na prototecose 

mamária, a alga também tem sido isolada de vacas com mastite subclínica 

(RIBEIRO et al., 1999; COSTA et al. 1999), de maneira similar aos achados do 

presente estudo. Melville et al. (1999) assinalaram experimentalmente no Brasil, a 

termo-resistência do gênero Prototheca, submetendo a alga às condições usuais 

de tempo e temperatura empregadas nos processos de pasteurização lenta e 

rápida. Costa et al. (1995) reportaram distúrbio entérico em homem voluntário que 

consumiu leite contaminado por P. zopfii. Considerando que grande parcela do 

leite nacional ainda é comercializado sem inspeção sanitária, o hábito do consumo 

do leite e derivados sem tratamento térmico, a possibilidade do encaminhamento 

para laticínios e o consumo de leite de vacas com mastite subclínica e a relativa 

termo-resistência da alga, deve-se alertar para os riscos em saúde pública 

representados pela manutenção nos rebanhos de vacas com prototecose mamária 

e conseqüente consumo de leite contaminado por P. zopfii. 

Em 2001, um grupo de pesquisadores alemães da Universidade de Leipzig 

investigou pioneiramente as características moleculares de P. zopfii e as 

propriedades de assimilação de substratos, propondo a classificação da espécie 

em três biotipos denominados I, II e III (ROESLER et al., 2001). O detalhamento 

destes estudos, com base em biologia molecular, possibilitou subseqüentemente, 
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a re-classificação dos biotipos I e II em genótipos 1 e 2. Na oportunidade, o biotipo 

III foi sugerido como nova espécie denominada P. blaschkeae, em virtude de sua 

diversidade ou baixa homologia com os genótipos 1 e 2 (ROESLER et al., 2006). 

Investigações na Europa quanto ao perfil genotípico de linhagens de P. zopfii 

isoladas de vacas com mastite, tem caracterizado o genótipo 2. No presente 

estudo, as 27 linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas também foram 

caracterizadas como pertencentes ao genótipo 2. Dentre a literatura consultada, 

não foi possível identificar estudos no Brasil, tampouco nas Américas, conduzidos 

na caracterização genotípica de linhagens de P. zopfii isoladas do leite de bovinos, 

que permitissem a comparação do perfil genotípico dos 27 isolados. Assim, os 

achados do presente estudo descrevem pela primeira vez no Brasil, a 

caracterização genotípica de 27 linhagens de P. zopfii isoladas de vacas com 

mastite clínica ou subclínica e uma estirpe oriunda de tanque de expansão. 

Interessantemente, Farias et al. (2006) descreveram recentemente o primeiro 

caso de prototecose em animal de companhia no Brasil, em cão com sinais de 

enterocolite hemorrágica, que possuía acesso ao ambiente rural de criação de 

vacas de leite. Subseqüentente, esta linhagem de P. zopfii isolada do cão foi 

submetida à caracterização genotípica, revelando pertencer também ao genótipo 

2, aventando-se que o estreito contato com bovinos e seu ambiente de criação 

poderiam ter contribuído na veiculação da alga do ambiente para o cão, mediante 

a ingestão de água e/ou alimentos contaminados. 

Estudos da epidemiologia molecular de enfermidades infecciosas têm 

permitido avanços significativos no entendimento da virulência e dos mecanismos 

de transmissão de patógenos. A caracterização genotípica de linhagens de P. 

zopfii isoladas de animais, certamente amplia as perspectivas para o 

esclarecimento da epidemiologia da prototecose que, conseqüentemente, possa 

subsidiar conhecimentos para ações de controle e profilaxia, que contribuam na 

redução do impacto econômico da doença e nos riscos em saúde pública. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os resulatdos do presente estudo permitiram inferir que:  

•  O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” revelou que a nistatina 

(100,0%) e a gentamicina (66,7%) foram os antimicrobianos mais efetivos frente 

aos isolados. No entanto, estudos “in vivo” devem ser conduzidos, com o intuito de 

avaliar a associação sinérgica de antimicrobianos que apresentem efeito algicida 

“in vitro”, ou mesmo a associação destas drogas com produtos permeantes de 

membranas biológicas, que favoreçam a ação da droga no foco infeccioso, tendo 

em vista a cura da prototecose mamária em bovinos. 

• A alta freqüência de resistência múltipla aos antimicrobianos foi observada 

na maioria dos isolados, especialmente para ampicilina, cefoperazona, cloxacilina, 

enrofloxacina, florfenicol, neomicina e tetraciclina, reforçando a característica de 

multi-resistência de linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas, frente aos 

antimicrobianos convencionais disponíveis para terapia intramamária em bovinos, 

dificultando sobremaneira a adoção de protocolos terapêuticos na prototecose 

mamária; 

•  O hipoclorito de sódio e o iodo mostraram efeito algicida “in vitro” frente a 

todos os isolados, em baixas concentrações, possibilitando o uso destes anti-

sépticos na higienização de ambiente e utensílios de ordenha, no pré e pós-

dipping em propriedades com prototecose mamária, assim como na ablação 

química de quartos mamários acometidos por P. zopfii; 

•  Todas as linhagens de P. zopfii foram caracterizadas como pertencentes 

ao genótipo 2 – de maneira similar ao perfil genotípico de isolados da alga 

encontrados em mastite bovina na Europa –, indicando que este genótipo 

provavelmente é predominante em estirpes isoladas do leite de vacas infectadas, 

assumindo grande importância para os estudos da prototecose mamária no 

contexto de saúde animal e de saúde pública. 
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Quadro A - Linhagens de P. zopfii isoladas do leite de vacas de dez 
propriedades dos Estados de São Paulo, Minas Gerais, Paraná e 
Goiás.  

Linhagens Propriedade leiteira Mastite/Tanque Estado 

1 A Clínica SP 

2 A Clínica SP 

3 A Clínica SP 

4 A Clínica SP 

5 A Clínica SP 

6 A Clínica SP 

7 A Clínica SP 

8 A Clínica SP 

9 A Clínica SP 

10 A Clínica SP 

11 A Clínica SP 

12 A Clínica SP 

13 B Clínica MG 

14 B Subclínica MG 

15 C Clínica SP 

16 E Clínica SP 

17 E Clínica SP 

18 E Clínica SP 

19 E Clínica SP 

20 E Clínica SP 

21 F Clínica PR 

22 G Clínica PR 

23 H Subclínica PR 

24 I Clínica GO 

25 I Clínica GO 

26 J Clínica GO 

27 L Tanque expansão GO 
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Quadro B - Seqüência de oligonucleotídios específicos para a caracterização 
genotípica de linhagens de P. zopfii genótipos 1 e 2 e P. blaschkeae.  

Linhagens de Prototheca Seqüência de oligonucleotídios 

(5’ – 3’) 

P. zopfii genótipo 1  

(SAG 2063T) 

Proto 18-4f: GAC ATG GCG AGG ATT GAC AGA 

PZ GT 1/r: GCC AAG GCC CCC CGA AG 

P. zopfii genótipo 2  

(SAG 2021T) 

Proto 18-4f: GAC ATG GCG AGG ATT GAC AGA 

PZ GT 2/r: GTC GGC GGG GCA AAA GC 

P. blaschkeae  

(SAG 2064 T) 

PZGT 3-IK/f: CAG GGT TCG ATT CCG GAG AG 

PZ GT 3/r: GTT GGC CCG GCA TCG CT 

Fonte: Möller et al. (2006). 
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Quadro C - Valores das unidades formadoras de 
colônias – UFC em linhagens de P. zopfii isoladas do 
leite de vacas e das cepas-controle. Botucatu, 2007. 

Linhagens de P. zopfii e Cepas-controle UFC/mL* 

1 5,7x105 

2 6,7 x105 

3 6,8 x105 

4 6,3 x105 

5 5,7 x105 

6 6,0 x105 

7 4,5 x105 

8 4,1 x105 

9 5,9 x105 

10 4,1 x105 

11 3,9 x105 

12 4,9 x105 

13 4,0 x105 

14 6,3 x105 

15 4,5 x105 

16 5,1 x105 

17 4,9 x105 

18 4,4 x105 

19 5,8 x105 

20 4,6 x105 

21 5,3 x105 

22 4,5 x105 

23 4,9 x105 

24 4,3 x105 

25 4,4 x105 

26 6,7 x105 

27 6,1 x105 

P. zopfii genótipo 1 6,2 x105 

P. zopfii genótipo 2  5,2 x105 

P. blaschkeae 5,2 x105 
*UFC/mL: Unidade formadora de colônia/mililitro. 
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Quadro D - Valores da “concentração algicida mínima” 
(CAM) para hipoclorito de sódio (%) e iodo (%), em 
estirpes de P. zopfii isoladas do leite de vacas. Botucatu, 
2007. 

Linhagens 
CAM 

Hipoclorito de Sódio(%) 

CAM 

Iodo (%) 

1 0,07 0,31 

2 0,03 0,62 

3 0,03 0,62 

4 0,03 0,31 

5 0,07 0,15 

6 0,07 0,15 

7 0,07 0,62 

8 0,15 0,31 

9 0,07 0,31 

10 0,07 0,31 

11 0,07 0,31 

12 0,07 0,31 

13 0,07 0,31 

14 0,07 0,31 

15 0,03 0,31 

16 0,03 0,31 

17 0,03 0,31 

18 0,03 0,31 

19 0,07 0,31 

20 0,07 0,31 

21 0,07 0,31 

22 0,07 0,31 

23 0,07 0,31 

24 0,07 0,31 

25 0,07 0,31 

26 0,07 0,31 

27 0,07 0,31 
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Abstract 

In the last years, Prototheca zopfii has been considered one of the most important 

causes of mastitis from environmental origin. It is refractory to conventional therapies 

and causes great damage on the mammary gland.  The present study evaluated, "in 

vitro", the antimicrobial susceptibility of 27 strains of P. zopfii isolated from bovine 

milk raised in Brazil to different antimicrobials and to sodium hypochlorite and iodine 

anti-septics. Nystatin (100.0%) and gentamicin (66.7%) were the most effective drugs 

for all studied strains. Multiple drug resistance for three or more antimicrobials was 

observed in 100.0% of strains predominantly to ampicilin, cefoperazone, cloxacillin, 

enrofloxacin, florfenicol, neomycin and tetracycline. Sodium hypochlorite (0.03-0.15%) 
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and iodine (0.15-0.62%) revealed "in vitro" effectiveness for the isolated in low 

concentrations. These results allow to infer that nystatin and gentamicin have higher 

effectiveness against the isolates. However, the multiresistance observed to available 

conventional antimicrobials for bovine intramammary therapy makes difficult the 

adoption of therapeutic protocols in the mammary protothecosis. Sodium hypochlorite 

and iodine showed "in vitro" algicide effect to all strains, making possible the use of 

these anti-septic on hygiene procedures and also, for pre and post-dipping, specially in 

farms with mammary prototecosis, as well as in the cauterization of mammary glands 

infected by P. zopfii. 

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

zopfii; Protothecosis.  

 

 

Introduction 

In different countries it is outstanding the significant increase in the frequency of 

bovine mastitis caused by Prototheca genus algae, especially Prototheca zopfii (P. 

zopfii) [1, 2]. The organism was firstly described by Wilhelm Krüeger, in 1894, 

identified in the trees sap [3] and it was further classified as an algae in 1913 [4]. 

Lerche, in 1952 at Germany, was the first one to report bovine mastitis caused by P. 

zopfii [5]. 

 Prototheca spp are unicellular microorganisms, achlorophyllous, ubiquitous, 

without photosinthetic capacity. Several authors postulate that Prototheca genus would 

be a green algae mutation of Chlorella genus [6, 7], once the species are 

morphologically similar [7, 8]. Actually, the Prototheca genus is classified as belonging 

to Plantae kingdom, Chlorellaceae family [9] containing five species: P. zopfii, P. 

wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora and P. ulmea [10]. Among these species, only 
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P. zopfii and P. wickerhamii had been associated to humans and bovine infections [11]. 

The mammary prototecosis is recognized as the main clinical manifestation in bovine 

[12]. Except for the bovine, there is no description, until the moment, of mammary 

infections in other livestock species like ovine, caprine, equine, swine and bubaline. 

  In Brazil, the first report of mammary prototecosis happened in 1989, diagnosed in 

cows with mastitis in Mato Grosso do Sul State [13]. Prototheca spp in the last years is 

pointed, as one of the most concerning causal agents of environmental origin mastitis, 

described practically in all country States with importance in the bovine milk 

exploration, under sporadic cases form or outbreaks [14-18]. The bovine mammary 

infection by P. zopfii unchains clinical and subclinical mastitis, with evolution to 

pyogranulomatous processes of difficult tissue resolution [1], leaving to mammary 

glandular tissue alterations and partial or total destruction of glandular parenchyma [19].  

 Considering the current damages of the mammary prototecosis in bovine, the 

growing occurrence and spread of P. zopfii in dairy herd in Brazil and its resistance to 

several therapeutic protocols, the present study was carried out to evaluate the “in vitro” 

susceptibility of P. zopfii strains against different antimicrobials and to sodium 

hipochlorite  and iodine anti-septics. 

 

Material and methods 

Obtaining, identification and strains maintenance  

It was studied the “in vitro” susceptibility profile of 27 strains of P. zopfii isolated 

in Brazil from clinical or subclinical bovine mastitis and also, from bulk milk tank, to 

different antimicrobials and sodium hipochlrorite and iodine tincture anti-septics.  

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

2 (SAG 2021T) and P. blaschkeae (SAG 2064T), respectively deposited in the 
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Genebank under numbers AY973040, AY940456 and AY973041, given in for the study 

by Prof. Dr. Uwe Roesler, of the Institute for Animal Hygiene and Veterinary Public 

Health, University Leipzig, Germany. 

The 27 strains were supplied by the Laboratory of Animal Infectious Diseases of 

the Animals – DHVSP, FMVZ-UNESP / Botucatu, SP; by the Research in Mammary 

Gland and Milk Production – NAPGAMA, FMVZ-USP / São Paulo, SP; by the Center 

for Food Research of Veterinary School, UFG / Goiás, GO and by the Department of 

Preventive Veterinary Medicine, UEL / Londrina, PR. All P. zopfii strains were 

classified based in morphology, staining and cultive characteristics, allied to the 

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

 

Microbial Susceptibility Test (disks diffusion) 

The “in vitro" susceptibility evaluation of P. zopfii strains to antimicrobials was 

accomplished based in the classic method of disks diffusion, using intramamarian 

and/or systemic suitable antimicrobials to mastitis therapy, commercially available for 

veterinary routine use in Brazil, as ampicilin (10µg), cefoperazone (75µg), cloxacillin 

(1µg), enrofloxacin (5µg), estreptomicin (10µg), florfenicol (30µg), gentamicin (10µg), 

neomycin (30µg), nystatin (100 U.I.) and tetracycline (30µg). The reading of growth 

inhibition halos and the results interpretation was accomplished in agreement with the 

"Clinical and Laboratory Standards Institute" manual [21]. Strains with simultaneous 

resistance to three or more tested antimicrobials were considered multi-resistant. 
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Algicide effect of sodium hipochlrorite and iodine tincture  

The anti-septic algicide test was realized in tubes of minimal algicide 

concentration (MAC) wich is based in the minimal bactericidal concentration technique 

(MBC) [22]. MAC was characterized as the smallest drug concentration capable to 

prevent the algae multiplication, after plating. 

For innocullum preparation, all P. zopfii strains were cultivated in sheep blood 

agar (5%), incubated at 37oC, for 72 hours. Two to three colonies of each strain were 

picked to tubes containing 10 mL of brain-heart infusion broth (BHI) and incubated at 

the same conditions. The tubes turbidity was adjusted using the MacFarland scale with 

optical density equivalent to tube one [23].  

Two anti-septic solutions, sodium hypochlorite and iodine tincture, both at 10%, 

were used to evaluate the MAC. For each P. zopfii strain were used 10 sterilized tubes. 

In the first tube was deposited 1mL of sodium hypochlorite at 10%. In the 9 subsequent 

tubes were distributed 0.5mL of sterilized Mili-Q water.  Following, 0.5mL of sodium 

hypochlorite was transferred from the first to the second tube and were homogenized. 

This same process was accomplished successively in the other tubes discarting 0.5mL 

of tube 10. Therefore, it was added in each tube 0,5mL of P. zopfii innocullum 

obtaining the concentrations: 5%, 2.5%, 1.25%, 0.62%, 0.31%, 0.15%, 0.07%, 0.03%, 

0.01% and 0.009%. 

The tubes were incubated at 37oC, for approximately 12 hours. Following, 10µL 

of each tube was sowed in the sheep blood agar (5%) and incubated at 37oC, maintained 

by 7 days, with readings on every 24 hours, seeking the evaluation of the tested drug 

minimal algicide concentration (MAC). The same procedure was accomplished using 

the iodine tincture at 10%. All P. zopfii strains were submitted in duplicate to determine 

the MAC using the iodine and the sodium hipochlrorite. As control-solution, 
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suspensions were prepared in previously sterilized tubes, containing 0.5 mL of sterilized 

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

 

Statistical analysis 

The “in vitro” susceptibility profile to antimicrobials and anti-septic effects on the 

analysed strains was compared using the χ2 test, contrasting the frequencies among the 

strains using a 95% trust interval. The minimal and maximum values to MAC of sodium 

hipochlrorite and iodine were accomplished by the Mann-Whitney test. All calculations 

were processed by the EpiInfo 6 (Center for Disease Control, Atlanta) program, 

considering α= 0,05 [24]. 

 

Results and Discussion 

The occurrence of bovine mastitis caused by Prototheca spp has been increasing 

significantly at several countries [2]. In Brazil, the bovine prototecosis had been 

considered, in the last years, one of the most concerning causes of mastitis of 

environmental origin [14 - 16]. The ubiquitous distribution of this microorganism 

dificults the realization of specific control and prevention measures, and causes great 

losses to farmers due to the abrupt decrease in milk production, loss of infected 

mammary gland function or precocious discard of females [25].  

The control and prevention of mastitis caused by P. zopfii are sustained on 

measures like discarding cows or chemical cauterization of infected glands, besides 

general recommendations for mastitis control. So, the lack of specific measures, the 

drugs multi-resistance of P. zopfii strains allied to the difficulty on establishing effective 

therapeutic protocols with accessible costs to farmers, and with low mammary 
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epithelium damage, has constituted a great challenge for researchers of mastitis study 

and milk quality. In this context, different studies have been investigating the “in vitro” 

susceptibility profile of Prototheca spp strains isolated from bovine mastitis, all looking 

for finding antimicrobials or other drugs (anti-septic, algicides) that demonstrate 

effectiveness against this pathogen and their suitability for “in vivo” therapy. 

Frank et al. [26] using the disks diffusion method observed that P. zopfii strains 

isolated of bovine mastitis presented sensibility to estreptomycin, neomycin and 

tetracycline. Bodennhoff and Madsen [27] verified moderate sensibility of strains 

isolated from bovine milk to estreptomycin and gentamicin. Camargo [28] and Casal 

and Gutierrez [29] demonstrated “in vitro” sensibility of this microorganism using 

neomycin and gentamicin when accomplished in Sabouraud dextrose agar. McDonald et 

al. [30] verified that 37.5% of 48 studied strains presented sensibility to gentamicin.  

In Brazil, Costa et al. [31] evaluating P. zopfii strains isolated of two mastitis 

outbreaks observed 100.0% of effectiveness of gentamicin, while Melville [32] found 

100.00% of partial sensibility to gentamicin in 105 P. zopfii strains isolated from 

mastitis, when assayed in Sabouraud dextrose media. These results are similar to the 

present study, because we observed good “in vitro” effectiveness of gentamicin (66.7%) 

to the 27 P. zopfii strains isolated from bovine milk. The “in vitro” effectiveness of 

gentamicin observed in P. zopfii isolated, also described in similar studies [28, 29, 31], 

probably elapses of the drug action in the proteic synthesis of these microorganisms 

promoting alterations in the proteins formed by the cells, culminating with cell death 

[33]. 

The few options to antimicrobials for intra-mammary infusion have been 

recognized as serious problem in the mammary prototecosis therapy. The resistence of 

Prototheca genus to antimicrobials majority can be atribuited to its rigid cell wall 
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estructure, added to pyogranulomatous reaction indution that retricts the antimicrobials 

capacity on reaching terapeutical concentration in the infection focus [1, 2].  

It was observed, in the present study, resistance to three or more antimicrobials 

(multi-resistance) in 100.0% of the strains. So, such results agree with the ones from 

different authors that have been marking the multi-resistance of P. zopfii strains in 

microbial sensibility tests [14, 30, 32, 34]. The strains totality revealed multi-resistance 

to ampicilin, cefoperazone, cloxacillin, enrofloxacin, florfenicol, neomycin and 

tetracycline. Interestingly, these antimicrobials compose the majority of active 

principles present in intramammary antimicrobials commercialized in Brazil, disabling 

these drugs indication in therapy of mammary prototecosis. 

Some anti-fungic has been also tested "in vitro" to Prototheca genus algae. 

Nystatin is the drug that has been showing better effectiveness [26, 30, 35, 36]. 

Malinowski et al. [37] found only 21.4% of sensibility to nystatin in 28 P. zopfii strains 

isolated from bovine mastitis. Differently, in the 27 strains we had tested “in vitro”, it 

was observed sensibility to nystatin. However, its “in vivo” use has been showing little 

satisfactory results. Costa et al. [25] evaluated the nystatin intramammary use in five 

mammary quarters of Prototheca spp infected cows, of which just one presented clinical 

and microbiological cure. The algae strains sensibility to nystatin can be credited to 

drug action in the microorganism cell wall, altering the membrane permeability, and 

determining cell death [33]. In the present study, nystatin and gentamicin efficiency was 

statisticaly significant (p<0,05) when compared to other antimicrobials (Table 1). 

Due to therapeutic failures using conventional antimicrobials, several anti-septic 

have been alternatively used "in vitro" or “in vivo” with the mammary prototecosis 

treatment objective [25, 35, 38, 39]. Starting from this presupposition, we aimed to 

investigate the minimal algicide concentration (MAC) of P. zopfii strains isolated from 
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bovine mastitis to different iodine concentrations and sodium hypochlorite, thinking 

about the possibility to use these anti-septics in teats hygiene and milk utensils, in pre 

and post-dipping and/or to infected quarters chemical cauterization.  

The sodium hypochlorite, belonging to halogen group, have excellent action 

spectrum on several microorganisms, acting in the enzymatic system and causing 

alterations in the cell wall [40]. In Brazil, due the low cost, easy acquisition and high 

microbicide action, this anti-septic is widely used in dairy farms to disinfection of 

floors, walls, utensils and equipments, as well in water treatment and bovine mammary 

gland antisepsis on pre and post-dipping [41]. Ribeiro [42] marks that the sodium 

hypochlorite is recommended as anti-septic for pre-dipping between the concentrations 

0.8 and 1.2% and, in the post-dipping, at 4%. Domingues et al. [43] observed reduction 

of 74.1% on the microorganisms’ number after the cows’ teats hygiene with sodium 

hypochlorite solutions at 3%. Silva et al. [44] observed high rates of clinical cure of 

bovine mammary glands affected with abscesses, when washed in the post-operative 

with sodium hypochlorite at 1%. 

Ribeiro [43] didn't obtain success in “in vitro” tests using sodium hypochlorite at 

0.5%, from 30 seconds to 1 minute of contact, to 11 P. zopfii strains isolated from 

mastitis in Brazil. Pedrini and Margatho [45] observed good “in vitro” carry out sodium 

hypochlorite at 2% front several microorganisms that cause environmental and 

contagious mastitis, although they haven’t observed microbicide effect in concentrations 

equal or lower than 0.5%. Differently of Ribeiro [46] and Pedrini and Margatho [45] 

results, in this study it was found satisfactory sodium hypochlorite algicide effect, for 

the 27 strains, in low concentrations (0.03 to 0.15%). Of these, 19 (70.4%) strains 

showed MAC at 0.07% front the anti-septic, while 07 (25.9%) and 01 (3.7%) strains 

presented MAC at 0.03% and 0.15%, respectively. P. zopfii genotype 1, P. zopfii 
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genotype 2 and P. blaschkeae revealed MAC at 0.03%, 0.15% and 0.07%, respectively. 

The discrepancy observed among different authors for the effectiveness limit of sodium 

hypochlorite concentration, can be credited to the “in vitro” method used and the 

product exposition time to the strains, whose effectiveness tends to increase when the 

drug contact period with the microorganisms is prolonged. 

Like hypochlorite, the iodine is also recognized as an efficient anti-septic 

belonging to halogens group. It has a high cell penetration power leading to proteins 

precipitation and essential enzymes oxidation, and so, interfering in the microorganism 

vital metabolic reactions [47]. In dairy farms this anti-septic is generally indicated to pre 

and post-dipping use for preventing and controlling mastitis. In pre-dipping it is usually 

recommended at 0.1% concentration and in post-dipping from 0.5 to 1% [42]. Pedrini 

and Margatho [45] while investigating the “in vitro” iodine solution effectiveness at 1% 

and 2% observed great microbicide action for several mastitis patogens. In our study, 

the iodine tincture showed algicide effect for all studied 27 P. zopfii strains, in 

concentrations that varied from 0.15 to 0.62%. Of these, 22 (81.5%) strains presented 

MAC at 0.31%, while 03 (11.1%) and 02 (7.4%) strains presented MAC to 0.62% and 

0.15%, respectively. All control group showed MAC at 0.31% to this anti-septic. In 

contrast, Ribeiro [46] didn't obtain success with the iodine use at 0.5% on “in vitro” 

tests, to P. zopfii strains isolated of cows with mastitis.   

The sodium hypochlorite “in vitro” algicide effect to the 27 P.zopfii strains was 

significantly different (p<0.05) of the iodine, indicating that hypochlorite has a good P. 

zopfii algicide effect even in low concentration (Table 2). 

The results of the present study showed that sodium hypochlorite could be used as 

an alternative pre-dipping anti-septic solution in cattle heard affected by mammary 

prototecosis. However, should be considered that different factors can affect the 
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effectiveness of the product, including organic matter presence and short time of teats 

exhibition to the product. Additionally, the “in vitro” sensibility of P. zopfii strains to 

sodium hypochlorite suggests that this anti-septic can be indicated to the milking routine 

and cleaning of equipments in farms with prototecosis report, or even in higher 

concentrations, to chemical cauterization of P. zopfii infected glands.  

In similar way, the iodine revealed “in vitro” algicide effect to P. zopfii isolates. 

This anti-septic has been used mainly for post-dipping, with great profilatic and control 

action for contagious agents of bovine mastitis. On such situation, it’s usually indicated 

in higher concentrations than for pre-dipping. The present study results, suggests that 

iodine can be recommended as post-dipping anti-septic in milk heards infected by P. 

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

 

Conclusion 

Our results revealed that nystatin and gentamicin presented good “in vitro” 

effectiveness front isolated and that sodium hypochlorite and iodine are suitable anti-

septics to hygiene procedures and for pre and post-dipping, specially in farms with 

mammary prototecosis, as well as in the cauterization of infected mammary glands. 

Nevertheless, “in vivo” studies are necessary to verify their true effectiveness on the 

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

bovine mastitis and bulk milk tank. Botucatu, 2007. 

Antimicrobials 

Susceptibility 

Sensitive Partially sensitive Resistant 

strains number (%; TI 95%)* 

Ampicilin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Cefoperazone 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Cloxacillin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Enrofloxacin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Estreptomycin 0 (0.00; 0.09-12.34) 2 (7.40; 2.27-23.50) 25 (92.52; 76.50-97.73) 

Florfenicol 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Gentamicin 18 (66.66; 47.65-81.36) 8 (29.62; 15.88-48.67) 1 (3.70; 0.88-18.35) 

Neomycin 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

Nystatin 27 (100; 87.66-99.91) 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 

Tetracycline 0 (0.00; 0.09-12.34) 0 (0.00; 0.09-12.34) 27 (100; 87.66-99.91) 

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

TI 95% = Trust interval 95%. 
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Table 2 - Average. minimal and maximum values for sodium hypochlorite (%) and 

iodine (%) minimal algicide concentration (MAC), in P.zopfii strains isolated from 

clinical (n=24). subclinical (n=2) mastitis cases and bulk milk tank (n=1), in four 

Brazilian States. Botucatu, 2007. 

 

Statistic* MAC– Sodium hypochlorite MAC - Iodine 

Average 0.07a 0.31b 

Mininum Value 0.03 0.15 

Maximum Value 0.15 0.62 

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

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