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INTRODUCAO

Prototecose € uma doenca incomum de animais e humanos causada por
microrganismos do género Prototheca, que sdo algas aclorofiladas, unicelulares, de
distribuicdo cosmopolita. Ocorre, especialmente, em zonas umidas onde se concentra
matéria orgdnica, apresenta um elevado grau de resisténcia a diferentes condicdes
ambientais, agentes quimicos e fisicos (Pore et al. 1983).

O género € composto por cinco espécies, Prototheca zopfii, P. moriformis, P.
wickerhamii, P. ulmea e P. stagnora (Pore 1998). As espécies patogénicas, P. zopfii e P.
wickerhamii, afetam principalmente hospedeiros com algum comprometimento do sistema
imunolégico. Em bovinos, mastite € o principal quadro apresentado (Costa et al. 1997). Em
caes e gatos, a doenca apresenta-se nas formas cutanea, ocular e entérica (Siqueira et al.
2008). Em humanos, a doenca pode se apresentar como infeccdo cutinea e/ou subcutanea,
bursites e infeccdo sistémica (Lass-Florl & Mayr 2007). Em caprinos, um tnico relato
ocorreu no Estado da Paraiba, o animal apresentava dermatite com nddulos proeminentes
na jun¢do muco-cutanea do focinho (Macedo et al. 2008).

Esta dissertac@o € constituida por dois trabalhos. O primeiro refere-se a uma revisao
de literatura intitulada por Prototecose uma doenga emergente em animais e humanos e
serd submetida a Revista Pesquisa Veterindria Brasileira. O segundo trabalho,
Protothecosis by Prototheca wickerhamii in goat (Prototecose por Prototheca wickerhamii
em caprino), serd enviado a revista Mycosis, descreve um caso espontaneo de infec¢do por
Prototheca wickerhamii em caprino, causando lesdes nodulares ulcerativas na juncgdo
mucocutanea da narina e por¢ao inicial do vestibulo nasal em animal proveniente da cidade

de Catingueira no Estado da Paraiba, Brasil.
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CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

Prototecose: uma doenca emergente em animais domésticos e no homem

O presente trabalho foi formatado segundo as normas da Revista
Pesquisa Veterinaria Brasileira, de acordo com o que estabelece a
Norma n° 01/2007 de 09 de Abril de 2007, do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Campina Grande, Centro de Sadde e Tecnologia Rural — Campus de

Patos - PB.



Prototecose: uma doenca emergente em animais domésticos e no homem"

Expedito K.A. Camboimz, Patricia B. Nevesz, Felicio Garino Jl’mior3, Josemar M.
Medeiros® e Franklin Riet-Correa®”
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ABSTRACT.- Camboim E.K.A., Neves P.B., Garino Jr F., Medeiros J.M. & Riet-Correa
F. 2009. [Protothecosis: an emergent disease in domestic animals and human]
Prototecose: uma doenca emergente em animais domésticos € no homem. Pesquisa
Veterindria Brasileira......Hospital Veterindrio, CSTR, Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos, 58700-970 Patos, Paraiba, Brasil. E-mail:
franklin.riet @pq.cnpq.br

Protothecosis, caused by Prototheca zopfii or P. wickerhamii is an emergent disease of
human and animals. In cattle, P. zopfii is an important cause of environmental mastitis. In
dogs and cats protothecosis is caused mainly by P. zopfii, causing cutaneous infections or a
systemic form affecting many organs in dogs, and cutaneous infection affecting mainly the
skin of the face and nose in cats. In humans, protothecosis, caused mainly by P.
wickerhamii, occurs in three forms: cutaneous; olecran bursitis; and disseminated. The
lesion is usually localized in the site of inoculation in immunocompetent individuals;
however, in immunocompromised patients, it can become widespread. Protothecosis
caused by P. wickerhamii was recently reported in goats causing rhinitis and dermatitis of
the face and pinna. This paper reviews Prototheca etiology, epidemiology, clinical signs,
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Campina Grande (UFCG), Patos, PB 58700-000, Brasil. E-mail: expeditok @hotmail.com
3 Hospital Veterinario, CSTR, UFCG, Patos, PB 58700-000. *Autor para correspondéncia:
franklin.riet@pq.cnpq.br



pathology, diagnosis, susceptibility to antimicrobials, treatment, control and prevention of
the disease.

INDEX TERMS: Prototheca, protothecosis, mastitis, bovines, dogs, cats, goats, human.

RESUMO.-Prototecose, causada por Prototheca zopfii ou P. wickerhamii, ¢ uma doenca
emergente em animais € humanos. Em bovinos, P. zopfii é uma importante causa de
mastite ambiental. Em cdes e gatos, a prototecose é causada principalmente por P. zopfii.
Em cées causa infec¢do cutanea ou uma forma sist€mica envolvendo diversos 6rgdos. Em
gatos, predominam as lesdes tegumentares na regido da face e plano nasal. No homem, a
prototecose, causada principalmente por P. wickerhamii, manifesta-se sob trés formas:
cutinea, articular com bursite do olécrano e sistémica. Pode ocorrer em individuos
imunocompetentes, os quais podem apresentar bursite e/ou infecgdes cutaneas localizadas,
ou em individuos imunossuprimidos, nos quais a enfermidade pode ser disseminada e/ou
com envolvimento visceral. A prototecose causada por P. wickerhamii foi descrita
recentemente em caprinos como causa de rinite afetando o vestibulo nasal, unido
mucocutanea, pele da face e orelha. Nesta revisdo sdo abordadas etiologia, epidemiologia,
sinais clinicos, patologia, diagndstico, susceptibilidade a antimicrobianos, tratamento,
controle e prevengao da prototecose em animais domésticos € no homem.

TERMOS DE INDEXACAO: Prototheca, prototecose, bovinos, mastite, cdes, gatos,

caprinos, humanos.

INTRODUCAO
O género Prototheca foi inicialmente descrito por Wilhelm Krueger, em 1894, como um
grupo de microrganismos isolados da seiva de algumas arvores. De acordo com suas
caracteristicas estruturais, histolégicas e reprodutivas, esses agentes foram classificados
como algas aclorofiladas com afinidades filogenéticas a Chlorella spp (Pore et al. 1983).
As algas do género Prototheca perderam o pigmento clorofila e a capacidade de realizar a
fotossintese, havendo necessidade de fonte heterotréfica de nutrientes, o que pode ter
conferido potencial patogénico a esse microrganismo (Costa et al. 1998). O género esta
presente na natureza, principalmente em habitats ricos em matéria organica (Pore et al.
1983). A prototecose € uma doenca emergente em animais € humanos (Costa et al. 1999,

Lass-Florl & Mayr 2007).



Objetivou-se com esse trabalho revisar as caracteristicas microbioldgicas,
epidemiologia, sinais clinicos, patologia, diagndstico, tratamento e controle da prototecose

em animais domésticos € no homem.

ETIOLOGIA
Os microrganismos do género Prototheca sdo algas unicelulares e imdveis de distribui¢ao
mundial. Foram isolados a partir de d4gua do mar, de lagos e rios, da seiva de arvores, de
lama, de espécies animais, como porcos, ratos, caes, gatos, bovinos e de leite e fezes (Pore
et al. 1983). Utilizam glicose como fonte de carbono, sais de amodnio e proteinas como
fonte de nitrogénio, além de necessitarem de oxigénio e tiamina para o crescimento (Pore
1985, 1998).

O género é composto por cinco espécies, P. zopfii, P. moriformis, P. wickerhamii,
P. stagnora e P. ulmea (Pore 1998). P. zopfii e P. wickerhamii sdo patogénicas e tém sido
associadas a infecgdes no homem e em animais na Europa, Asia, Africa, Australia e
Américas (Costa et al. 1997, Hollingsworth 2000, Corbellini et al. 2001, Bexiga et al.
2003, Buzzini et al. 2004, Hosaka & Hosaka 2004, Lass-Florl & Mayr 2007, Macedo et al.
2008, Salvadori et al. 2008).

A reproducdo € assexuada por septacdo interna (endosporulacdo). Durante o
processo reprodutivo, a célula-mae, denominada esporangio, forma entre duas a dezesseis
células-filhas, denominadas enddsporos ou esporangidsporos. Os endosporos permanecem
dentro do esporangio, envoltos por uma capsula trilaminar de esporopolenina, que quando
se rompe os libera, quando entdo se desenvolvem e reiniciam o ciclo das células de origem
(Pore 1985, Janosi et al. 2001).

As algas do género Prototheca crescem em condi¢des de aerobiose. De acordo com

o meio de cultura empregado, o isolamento do microrganismo pode variar entre dois e sete



dias, em intervalos de temperatura de 25°C a 37°C. Em &gar sangue ovino a 5% formam
coldnias pequenas, branco-acinzentadas (fig. 1A) (Ribeiro et al. 1998, Vargas et al. 1998).
No dgar Sabouraud, formam colonias de tonalidade branca a dourada, entre 1 a 2 mm de
diametro (Pore 1985, Janosi et al. 2001). Apds 72 a 96 horas de incubacgdo, as coldnias
apresentam didmetro varidvel entre 3 ¢ 6 mm e bordas irregularmente onduladas com
elevacao central (Fig. 1B) (Brito & Veiga 1997, Bexiga et al. 2003, Carneiro et al. 2007).

A morfologia da alga pode ser avaliada mediante coloracdes de Gram (Fig. 1D)
(Vargas et al. 1998), Giemsa, Pandtico (Ribeiro et al. 1998), além de outras coloracdes
especificas para fungos, como o azul de algoddo, em que se observam os esporangidsporos
dentro de um esporangio. No caso da P. wickerhamii esporangiésporos se distribuem ao
redor de um esporangiésporo central dando a célula um aspecto de morula, flor de
margarida ou framboesa (Fig. 1C) (Vargas et al. 1998, Dipersio 2001). Por outro lado,
quando corados com azul de metileno ou cristal violeta, visualizam-se apenas corpusculos
relativamente grandes, ovdides ou globosos, sem delimitacdo dos esporangidésporos (Brito
& Veiga 1997, Filippsen et al. 1999). As células de P. wickerhamii sdo esféricas e medem
de 2,5 a 13 um de didmetro, enquanto as células de P. zopfii podem ser esféricas ou ovais,
com tamanho variando de 4,5 a 25 um de diametro (Pore 1985).

As espécies sdo diferenciadas com base nas caracteristicas morfo-tintoriais e em
testes de assimilacdo de carboidratos e dlcoois (Quadro 1). Nas provas de fermentacao, P.
zopfii € positiva para glicose, frutose, 2-propanol, acetato (pH 5,0), glicerol e negativa para
lactose, sacarose, trealose, xilose e manose. P. wickerhamii assimila glicose, galactose,
trealose e levulose, mas ndo assimila maltose, sacarose, lactose, xilose, dulcitol, rafinose,

inositol, melibiose, adonitol, eritritol, propanol, salisina e amido (Pore 1998).



Fig. 1 Prototheca wickerhamii. (A) Coldnias de Prototheca wickerhamii em 4gar
sangue ovino 5% e (B) em agar Sabouraud dextrose. (C) Morfologia em azul de
algoddo, observam-se esporangiésporos dentro de um esporingio, que dd o aspecto
de moérula e, (D) em coloracao de Gram.

Quadro 1. Testes de assimilagdo de carboidratos e dlcool para a diferenciagdo de espécies
do género Prototheca.

Espécies Assimilag¢do
Frutose Galactose 1-Propanol Trealose
Prototheca moriformis + - +/v -
P. stagnora + + +/v -
P. ulmea - - - -
P. wickerhamii + + - +
P. zopfii + - + -

V = variavel
Prototheca spp resiste ao tratamento com cloro, tratamento de esgoto e a digestdao
intestinal, isso contribui para sua persisténcia em esgotos, permanéncia no ambiente e

disseminac¢d@o para susceptiveis (Pore 1983). Também ¢é resistente a pasteurizagdo do leite,



tanto lenta quanto rdpida, representando um problema para o consumo de leite e de seus
produtos derivados, aumentando o potencial zoonético (Melville et al. 1999). A resisténcia
apresentada por estes microrganismos € explicada pela presenca da esporopolenina, um
componente da parede celular que confere resisténcia a varios agentes fisicos e quimicos
(Atkinson et al. 1972). A esporopolenina é um polimero resistente a acetdlise, responsavel
pela resisténcia da parede celular, encontrada no grao de pdlen de angiospermas e
gimnospermas, € também nos esporos de pteridéfitas, fungos e algas (Gunnison &

Alexander 1975, Dickinson 1976).

EPIDEMIOLOGIA

Algas do género Prototheca estdo distribuidas no ambiente, principalmente em locais
umidos e ricos em matéria organica, os quais permitem a perpetuacdo e disseminagdo do
agente. Em ecossistemas aqudticos, como rios e bebedouros, com baixa concentra¢do de
nutrientes, as espécies sobrevivem sem crescimento populacional. A partir desses locais, a
alga pode ser ingerida por animais e ser disseminada no ambiente pela eliminacdo através
das fezes de vacas, bezerros e de animais silvestres (Pore et al. 1983, Costa et al. 1997,
Costa et al. 2001). Pore et al. (1983) e Costa et al. (2000) verificaram que as principais
fontes de disseminacdo para P. zopfii nas propriedades leiteiras sdo bezerros, vacas em
lactacdo, suinos, roedores, caes e gatos.

A presenca de Prototheca spp nas fezes de animais foi relatada apds consumo de
alimentos contaminados, pois 0s esporangios passam livremente através do trato digestivo
(Pore & Shashan 1988). Este fato foi constatado por Costa et al. (2000) e Yamamura et al.
(2008) onde bezerros alimentados com leite de vacas com mastite por Prototheca spp

liberam o agente através das fezes.



Do género Prototheca, somente P. zopfii e P. wickerhamii sao relatadas como causa
de infeccdo em humanos e animais (Costa et al. 1997, Thiele & Bergmann 2002, Van
Bezooijen & Newling 2002, Stenner et al. 2007, Salvadori et al. 2008).

Em um surto de mastite bovina, Costa et al. (1997) isolaram P. zopfii de amostras
de fezes de bezerros e de vacas em lactacdo, teteiras, amostras de dgua de bebedouro,
esgoto e do solo da pastagem, evidenciando o cardter ambiental da infeccdo. A descarga
fecal aumenta a contamina¢@o ambiental, favorecendo a transmissdao do agente para outros
hospedeiros. Pore & Shahan (1988) isolaram Prototheca spp de fezes de suinos e ratos;
estes ultimos podem servir de vetores contaminando a alimentagdo dos animais. Costa et
al. (1998) descreveram o isolamento de P. zopfii das fezes de um proprietdrio rural, apds
consumo de queijo fresco produzido com leite de vacas com mastite por P. zopfii. O
paciente apresentou distirbio gastrintestinal, sugerindo que o microrganismo pode causar
infec¢do em individuos sauddveis que consumam alimentos contaminados.

O isolamento destes microrganismos de amostras de esgoto demonstra a adaptacao
a ambientes modificados pelo homem, que contém nutrientes necessirios para o
desenvolvimento e multiplicagdo (Costa et al. 1997). Prototheca spp possivelmente ndo se
multiplica no trato digestivo dos animais, a sua multiplicagdo ocorre no meio ambiente rico
em matéria organica e Umido. A alga também foi encontrada em alimentos dUmidos
deteriorados, podendo constituir-se em fonte de infec¢do para as diversas espécies animais
que venham a consumi-los (Pore & Shahan 1988).

Prototecose foi descrita em algumas espécies animais assumindo varios aspectos
clinicos, sendo a mastite bovina a que ocorre com maior frequéncia (Costa et al. 1996),
seguida pela infeccdo em caes (Jagielski & Lagneau 2007). No Brasil, a apresentagdo
clinica mais estudada € a mastite bovina, devido aos prejuizos causados e a ausé€ncia de

terapia efetiva (Costa et al. 1996, 1997).



P. zopfii foi diagnosticada em rebanhos leiteiros onde ocorreram surtos de mastite.
O isolamento de Prototheca de teteiras indica que a deficiéncia na higiene e manutenc¢do
do equipamento de ordenha pode ser responsdvel pela transmissdo do microrganismo,
mesmo apds a imersdo das mesmas em solugdo clorada (Costa et al. 1997).

H4 relatos de introducdo da enfermidade através da aquisi¢do de animais infectados
em rebanhos sem histérico de mastite por Prototheca spp (Brito & Veiga 1997).

Até o momento, a doenga parece ndo apresentar importancia epidemioldgica em
outros ruminantes domésticos (bufalos, ovinos e caprinos) e em equinos. A alga pode ser
isolada de fezes de suinos, embora pareca ndo apresentar patogenicidade para a espécie
(Siqueira et al. 2008).

Entre os relatos de prototecose em cides e gatos, observa-se que os autores nao
aprofundaram os estudos sobre os dados epidemioldgicos, principalmente, no tocante a
origem dos animais e ao ambiente em que vivem (Siqueira et al. 2008).

Infeccao da pele por Prototheca spp no homem e em cdes e gatos é comumente o
resultado da contaminacao de ferimentos ou areas traumatizadas (Dipersio 2001, Thiele &
Bergmann 2002, Jagielski & Lagneau 2007), mas a possibilidade de mecanismo de
transmissao por insetos ndo pode ser descartada (Pore et al. 1983, Pore & Shashan 1988).

O periodo de incubacdo geralmente ndo € conhecido, mas em situacdes onde a lesdo
primdria € relatada, acredita-se que seja de aproximadamente duas semanas (Dipersio
2001).

A prototecose humana € rara, mas observa-se o aumento da incidéncia em pacientes
imunocomprometidos. Até 2007, 117 casos foram relatados em todo o mundo, dos quais
66%, 19% e 15% foram associados a infec¢do cutinea, sistémica e bursites,
respectivamente. Entre os individuos com infec¢cdo disseminada, 59% obtiveram cura

(Lass-Florl & Mayr 2007). O risco de contrair a doenga esta associado a atividade rural e



de jardinagem, comprovando a importincia do ambiente para a infec¢do (Siqueira et al.

2008).

ASPECTOS CLINICOS
Bovinos

Microrganismos do género Prototheca spp tém sido considerados como causa
emergente de mastite em bovinos. A distribuicdo ubiqua do agente favorece a infecc¢do
ascendente da glandula mamadria, caracterizando uma mastite ambiental (Bexiga et al.
2003, Buzzini et al. 2004, Vaz et al. 2005).

Os animais infectados podem apresentar mastite subclinica ou clinica (aguda ou
cronica), sendo o quadro crénico a forma predominante, e a principal espécie envolvida é
P. zopfii (Costa et al. 1997, Filippsen et al. 1999, Corbellini et al. 2001, Bexiga et al. 2003,
Vaz et al. 2005, Bueno et al. 2006a, Yamamura et al. 2007).

Casos esporadicos de mastite por Prototheca spp podem ocorrer mesmo em
rebanhos com bom manejo; jid a forma endémica estd relacionada com condig¢des
inadequadas de higiene e alta contamina¢@o ambiental (Costa et al. 1997, Yamamura et al.
2007).

Em animais infectados, a mastite pode persistir no periodo seco ou ocorrerem novas
infeccoes que ndo permitem a regeneracdo adequada da glandula mamaria,
comprometendo a proxima lactacdo (Corbellini et al. 2001). A eliminagdo do agente no
leite ocorre de forma intermitente, tornando dificil a deteccdo de todos os animais
infectados (Costa et al. 1996, 1997).

O quadro subclinico se caracteriza pela baixa producdo de leite e elevada contagem
de células somaticas (CCS) (Bexiga et al. 2003, Buzzini et al. 2004). No entanto, podem

ocorrer mastites com baixa CCS (Bueno et al. 2006a). Os animais com infecgdes



subclinicas podem apresentar alteracdes na composi¢cdo do leite, podendo haver
diminui¢des nos teores de gordura, lactose e sélidos totais, este decréscimo pode ser
devido a degradacdo do glicerol e da glicose e por causa do dano no tecido glandular
(Bueno et al. 2006b).

O quadro clinico agudo ocorre principalmente em surtos da enfermidade e se
caracteriza pela acentuada reducio da producgdo de leite, podendo ocorrer intenso processo
inflamatério do udbere, com secrecdo glandular apresentando grumos e aspecto sero-
purulento ou aquoso (Brito & Veiga 1997, Bexiga et al. 2003, Bueno et al. 2006a,
Yamamura et al. 2007). As alteracdes cronicas consistem no aumento da consisténcia do
tecido glandular e alteracdes do leite (Langoni et al. 1995, Vaz et al. 2005, Bueno et al.
2006a).

Um caso de prototecose disseminada causada por P. Zopfii foi descrito em uma
vaca. A disseminagdo ocorreu, provavelmente, pela imunossupressao causada pelo uso
prolongado de corticdides e antibidticos para tratamento de retencdo de placenta e mastite
concomitantes. Do foco primério de infec¢dao na glandula mamadria houve disseminagao do
agente por via hematdgena para o coragdo, pulmdes, rins, lingua e diafragma (Taniyama et

al. 1994).

Caprinos

A enfermidade em caprinos foi relatada pela primeira vez na regido semi-drida do
estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, por Macedo et al. (2008). O animal apresentava
perda de peso progressiva, dispnéia inspiratoria, estertores e dermatite com nddulos
proeminentes na juncdo muco-cutdnea das narinas. Ndo apresentava evidéncia de doenga
preexistente ou imunossupressdo. As lesdes se estendiam até o vestibulo nasal, obstruindo

a passagem nasal e resultando em severos sinais respiratorios. O animal apresentou



noédulos amarelados, com cerca de 3 cm de didmetro no tecido subcutineo acima do 0sso
nasal. A mucosa do vestibulo nasal apresentava-se ulcerada com superficie
fibrinonecrética, que se estendia desde a extremidade as narinas até as conchas nasais. O
agente foi identificado histologicamente como P. wickerhamii.

Recentemente, um novo caso de prototecose por P. wickerhamii, com
caracteristicas muito semelhantes ao anterior, foi observado no semi-arido da Paraiba,
sugerindo que, em caprinos, a prototecose apresenta uma forma nasal caracteristica. Sao
desconhecidas as condi¢des epidemiolégicas nas quais ocorre a doenca, mas é provavel
que os animais se infectem em acudes com pouca 4dgua e muita matéria organica

(Camboim 2009).

Animais de Companhia

A prototecose em caes e gatos apresenta-se sob diferentes manifestagdes clinicas
(cutanea, ocular e entérica). Em caes é causada, principalmente, por P. zopfii, sendo a
colite hemorragica a manifestacdo clinica mais freqiiente, sugerindo que a via oral
representa a principal porta de entrada do agente nesta espécie (Cook Jr et al. 1984,
Hollingsworth 2000, Hosaka & Hosaka 2004, Stenner et al. 2007, Salvadori et al. 2008,
Siqueira et al. 2008). Em gatos, P. wickerhamii estd mais envolvida como agente
etiolégico da doenca, na qual, predominam as lesdes tegumentares na regido da face e
plano nasal. As lesdes se caracterizam por nddulos, ulceras, crostas exsudativas e rinite
(Dillberger et al. 1988, Ginel et al. 1997, Pérez et al. 1997, Siqueira et al. 2008).

Infec¢do sistémica, apds uso de terapia imunossupressiva, € relatada em cdes com
sinais clinicos sugestivos de comprometimento de diversos 6rgdaos como pulmdes, bago,
figado, trato digestorio, olhos, lingua e linfonodos (Pressler et al. 2005, Tsuji et al. 2006),

causando diarréia (Hosaka & Hosaka 2004, Stenner et al. 2007, Salvadori et al. 2008,



Sapierzynski & Jaworska 2008), sinais nervosos (Hollingsworth 2000, Stenner et al. 2007,
Salvadori et al. 2008), cardiovasculares ou renais (Pressler et al. 2005). Tsuji et al. (2006)

diagnosticaram infec¢do sistémica em cao causada por P. wickerhamii.

Humanos

No homem, a prototecose é causada principalmente por P. wickerhamii e se
manifesta de trés formas: cutdnea, articular e sist€émica com curso agudo ou crénico. A
infec¢do pode ocorrer em individuos imunocompetentes, os quais podem apresentar bursite
e/ou infec¢des cutineas localizadas, ou em individuos imunossuprimidos, nos quais a
enfermidade pode ser disseminada (Thiele & Bergmann 2002, Lass-Florl & Mayr 2007).

A forma cutanea € a mais observada e a porta de entrada € a pele traumatizada e
feridas infectadas por outros agentes (Thiele & Bergmann 2002, Lass-Florl & Mayr 2007).
As lesoes tém desenvolvimento lento e ndo curam espontaneamente; acometem a pele e
tecido subcutaneo, principalmente de locais expostos do corpo como cabega, pescogo e
extremidades. A aparéncia € varidvel e inclui placas eritematosas, pdpulas, crostas,
nddulos, ulceras, granulomas cutineos e erupgdes eczematosas (Dipersio 2001, Follador et
al. 2001, Thiele & Bergmann 2002). A infeccdo, geralmente, permanece em 4reas
localizadas, contudo, a disseminacdo pode ser observada em individuos debilitados e
imunocomprometidos (Jagielski & Lagneau 2007).

A forma articular apresenta-se principalmente como quadro de bursite do olecrano,
que se manifesta por leve sensibilidade, moderado eritema e, ocasionalmente, drenagem.
Esta forma da infec¢c@o ocorre, geralmente, associada a trauma (Dipersio 2001).

A forma sistémica € tipicamente oportunista. Ocorre em pacientes com
imunossupressdo ou doenga cronica. Os principais sitios de infeccdo incluem pele, tecido

subcutaneo, intestino, sangue € baco (Lass-Florl & Mayr 2007). Menos frequentemente



pode ocorrer meningite (Zhang et al. 2007) ou infec¢do do trato urindrio (Van Bezooijen &
Newling 2002). Em paciente leucémico apds transplante de células tronco, observou-se
envolvimento de pulmdes, rins, coragdo e figado (Lass-Florl et al. 2004). Em muitos desses
relatos sdo descritos fatores predisponentes como: AIDS, neoplasias, transplante, uso de
esterdides, cateterizac@o e intubacdo endotraqueal prolongada (Long et al. 1990, Dipersio

2001, Thiele & Bergmann 2002, Lass-Florl et al. 2004, Lass-Florl & Mayr 2007).

HISTOPATOLOGIA
No exame histoldgico, hd exsudato inflamatério granulomatoso, com infiltrado de células
linféides, macréfagos, células gigantes e neutréfilos. Ao redor da lesdo, ha proliferacio de
tecido fibroso. O mais caracteristico da lesdo, principalmente nas coloracdes especiais para
fungos, como dcido periddico Schiff (PAS) e Grocott metanamina de prata (GMS), é a
presenca de miriades de esporangios, contendo esporangidsporos internamente. Estas
estruturas podem estar dentro de macréfagos ou livres entre o exudato. Os esporangios
aparecem como estruturas ovais ou esféricas, sem brotamentos e rodeados por uma capsula
ou parede medindo 7-30 um. Tanto P. zopfii quanto P. wickerhamii se reproduzem por
septacdo interna resultando em esporangidsporos infectantes. P. zopfii tende a ser maior (7-
30 um) que P. wickerhamii (3-15 pm). E caracteristico de P. wickerhamii a presenca de
esporangiésporos com um enddsporo central arredondado, rodeado por uma coroa de
enddsporos, descrito como semelhantes a morula, flor de margarida ou framboesa (Fig. 2A
e B) (Lee et al. 1975, Cook Jr et al. 1984, Ginel et al. 1997; Pérez et al. 1997, Dipersio
2001, Bexiga et al. 2003, Pfaller & Diekema 2005, Bueno et al. 2006b, Tsuji et al. 2006,

Carneiro et al. 2007, Jagielski & Lagneau 2007, Macedo et al. 2008).



Fig. 2 Prototheca wickerhamii. (A) Lesao histoldgica contendo esporangios medindo
de 3 a 15um de didmetro, algumas com vérios esporangiésporos, formando estruturas
semelhantes a mérula (setas) ou flor de margarida (“daisy-like”), coradas pelo PAS e,
(B) hematoxilina-eosina. Obj 40.

DIAGNOSTICO
Prototecose € uma doenca raramente diagnosticada, provavelmente por ser pouco
conhecida. Pode ser confundida com outras enfermidades, principalmente, com infecgdes
fungicas (Carneiro et al. 2007). Nos tecidos, alguns tipos de fungos podem apresentar
aspectos morfoldgicos semelhantes aos da Prototheca spp e, macroscopicamente, as
colonias brancas cremosas podem ser facilmente confundidas com leveduras (Thiele &
Bergmann 2002).

S@o importantes para auxiliar no diagndstico da prototecose informacdes sobre
dados epidemiol6gicos, forma de apresentacio da doenca e histérico de falhas no
tratamento. Entretanto, o diagnodstico definitivo s € possivel com a utilizagdo de recursos
laboratoriais especificos.

No diagndstico laboratorial, métodos convencionais de cultivo e identificacdo e
histopatologia sdo as formas mais acuradas (Thiele & Bergmann 2002). A identificacio €
feita com base nas caracteristicas morfolégicas da colonia e microscopicas, mediante

coloracdo de esfregacos com tinta nanquim, Gram, azul de metileno e azul de algodao,

além das coloragdes especiais para fungos (Carneiro et al. 2007, Costa et al. 1999). A
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determinacdo da espécie € realizada utilizando testes bioquimicos de assimilacdo de
carboidratos e alcodis, utilizando-se a assimilag¢do de trealose para a diferenciacio entre P.
wickerhamii e P. zopfii (Pore 1998). Alternativamente, a diferenciacdo entre espécies pode
ser realizada pelo sistema API 20C ou API 50C (Padhye et al. 1979).

Técnicas imunoldgicas, como a imunofluorescéncia direta, utilizando anticorpos
especificos, sdo indicadas no diagndstico (Sudman & Kaplan 1973). O teste
imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) também pode ser
utilizado na detec¢do de imunoglobulinas especificas (IgA e IgG1), no soro de vacas com
mastite, mostrando alta sensibilidade e especificidade (Roesler et al. 2001). O diagndstico
molecular, através da PCR e o sequenciamento de DNA, pode também ser empregado na
identificacdo da prototecose bovina e canina, visando a caracterizacdo e diferenciacdo de
espécies e bidtipos de Prototheca spp (Tsuji et al. 2006, Moller et al. 2007, Osumi et al.

2008).

SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E TRATAMENTO
Os testes de susceptibilidade in vitro aos antibacterianos estdo entre as principais
ferramentas para um tratamento efetivo de doencas infecciosas. Vdrios estudos tém
avaliado o perfil de suscetibilidade de Prototheca spp frente a antimicrobianos.

Nos testes de susceptibilidade in vitro aos antimicrobianos, tanto P. zopfii quanto P.
wickerhamii t€m demonstrado alta resisténcia a maioria dos antibidticos (Lee et al. 1975,
McDonald et al. 1984, Langoni et al. 1995, Vargas et al. 1998, Filippsen et al. 1999,
Bexiga et al. 2003, Buzzini et al. 2004).

Nos testes de sensibilidade a antifingicos, os resultados sdo bastante controversos,

mas na maioria das pesquisas Prototheca spp tém demonstrado sensibilidade moderada



(Segal et al. 1976, McDonald et al. 1984, Bexiga et al. 2003, Buzzini et al. 2004, Lass-Forl
et al. 2004, Tortorano et al. 2008).

Em relacdo ao tratamento de prototecose humana, antiftingicos como cetoconazol,
itraconazol, fluconazol e anfotericina B, sdo as drogas mais comumente usadas, sendo esta
ultima a que apresenta os melhores resultados (Lass-Florl & Mayr 2007). Geralmente,
administracdo de antifingicos e excisdo cirdrgica em casos de lesdes superficiais tem
sucesso terapéutico, embora falhas no tratamento ndo sejam incomuns (Follador et al.
2001, Thiele & Bergmann 2002, Lass-Florl et al. 2004, Carneiro et al. 2007, Jagielski &
Lagneau 2007, Lass-Florl & Mayr 2007, Zhang et al. 2007).

Em animais, ndo existe, até o0 momento, qualquer agente terapéutico eficaz (Bexiga
et al. 2003). A resposta a terapia € insatisfatoria e pela possibilidade de transmissdo para
outros animais € o0 homem nao se recomenda o tratamento de animais doentes (Costa et al.
1997, Ginel et al. 1997, Pérez et al. 1997, Vargas et al. 1998, Melville et al. 1999, Bexiga

et al. 2003, Stenner et al. 2007).

CONTROLE E PREVENCAO
A acdo limitada das drogas, a inexisténcia de medicamentos efetivos e as caracteristicas
biol6gicas de Prototheca spp dificultam a preconizacdo de medidas especificas de controle
e reforcam a importincia da educagdo sanitdria para reduzir a exposicdo ao agente
infeccioso, o risco zoondtico e a disseminacdo do agente por individuos infectados.

O consumo de leite cru, e de seus derivados contaminados, deve ser evitado,
principalmente por individuos imunocomprometidos ou subnutridos, que sdo mais
suscetiveis a infeccao (Costa et al. 1998).

Separar animais doentes, manter o ambiente seco, limpo e exposto a luz solar, usar

luvas no manuseio de animais doentes, além de remover materiais organicos, sao medidas



higi€nico-sanitdrias simples e adequadas que podem diminuir as infec¢des por
microrganismos ambientais (Corbellini et al. 2001, Siqueira et al. 2008). Considerando que
o agente pode sobreviver na dgua, a qualidade desta deve ser sempre observada (Pore et al.
1983, Costa et al. 1998, Corbellini et al. 2001

O controle de mastite por Prototheca spp em rebanhos é altamente dificil e o
descarte dos animais infectados € indicado uma vez que se tornam portadores; a eficiéncia
terapéutica € baixa, as lesdes na glandula mamadria sdo irreversiveis e hd risco potencial a
saide humana (Costa et al. 1997). Melville et al. (2002) citam que o nitrato de prata, a
clorexidina e o sulfato de cobre apresentam propriedades efetivas contra o microrganismo,
podendo ser realizado pre-dipping com clorexidina na profilaxia da mastite.

Deve-se manter monitoramento continuo do rebanho e seguir as recomendacdes
para controle de mastite, com énfase na correta rotina de ordenha e higiene ambiental
(Costa et al. 1999, Corbellini et al. 2001), cuidados relativos a aquisicdo de animais e
encaminhamento de material suspeito para cultura microbiolégica, método mais fidedigno

de diagnoéstico da prototecose (Brito & Veiga 1997, Costa et al. 2004, Bueno et al. 2006a).
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Resumo. O objetivo deste trabalho € descrever um caso de prototecose por P.
wickerhamii em caprino, caracterizar a prototecose como uma doenga de caprinos e estudar
os aspectos epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e microbiolégicos da doenga nesta
espécie. O animal apresentava acentuada dificuldade respiratéria e lesdes proliferativas
nodulares na jun¢do muco-cutinea e no interior da cavidade nasal. Na avaliacio da
susceptibilidade “in vitro” foi observada alta resisténcia aos antimicrobianos testados. O
animal n3o apresentou cura apds o tratamento com fluconazol. As lesdes histologicas
foram dermatite piogranulomatosa necrosante, rinite e osteomielite com mirfades de
esporangios, caracteristico de P. wickerhamii e confirmado pelo exame microbiolégico. A
doenca pode ser caracterizada como uma infeccdo cronica, rara, lentamente progressiva,
que afeta caprinos imunologicamente competentes, causando lesdes multifocais nodulares,
ulcerativas, piogranulomatosas e necrosantes da mucosa do vestibulo nasal e unido muco-
cutanea das narinas, que pode se estender aos tecidos circundantes, pele, mucosa € 0sso

nasal.
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Introducao

Prototecose € uma doenca incomum de animais e humanos causada por
microrganismos do género Prototheca, que sdo algas aclorofiladas, unicelulares e de
distribuicdo cosmopolita. J4 foram isolados em amostras de ambiente, de vérias espécies
animais, bem como de suas excrecdes e secrecdes (leite e fezes). Ocorre, especialmente,
em zonas Umidas onde se concentra matéria organica e apresenta um elevado grau de
resisténcia a diferentes condicdes ambientais, agentes quimicos e fisicos.'”

O género é composto por cinco espécies, P. zopfii, P. moriformis, P. wickerhamii,
P. ulmea e P. stagnora." As espécies patogénicas, P. zopfii e P. wickerhamii, afetam
principalmente hospedeiros com algum comprometimento do sistema imunolégico. A
maioria dos casos, em humanos, é causada pela P. wickerhamii’® e a P. zopfii afeta,
principalmente, animais.”® A prototecose é uma doenca emergente de animais e
humanos.®’

Em bovinos, P. zopfii € responsavel por causar mastite, subclinica ou clinica,

Zo. -11
refrataria ao tratament0.7’9

Embora um caso disseminado com envolvimento da glandula
mamdria, coracdo, pulmdes, rins, lingua e diafragma tenha sido descrito.'* Em cdes e gatos,
a enfermidade apresenta-se sob diferentes manifestacoes clinicas (cutanea, ocular e
entérica) e € causada principalmente por P. zopfii. Infec¢des disseminadas apresentam-se
envolvendo diversos 6rgios.>'*?

Nos humanos, a doenca pode se apresentar como infeccao cutanea e/ou subcutanea,
bursites e infec¢ao sistémica. A infec¢do pode ocorrer em individuos imunocompetentes
causando bursite e/ou infec¢des cutaneas localizadas, ou individuos imunossuprimidos, nos
quais a enfermidade pode ser disseminada.”®'®

Em caprinos, o unico relato clinico ocorreu no Estado da Paraiba, nordeste do
Brasil. O animal apresentava dispnéia inspiratdria, estertores e dermatites com nddulos
proeminentes na jun¢do muco-cutinea do focinho. As lesdes histopatoldgicas foram
dermatite piogranulomatosa necrotizante e rinite com grande quantidade de esporos,
caracteristicos de P. wickerhamii."

Objetivou-se com esse trabalho descrever um novo caso de prototecose causada por
P. wickerhamii em caprinos e caracterizar a prototecose como uma doenga de caprinos
analisando os aspectos epidemiologicos, clinicos, patolégicos e microbioldgicos da doenga

nesta espécie.



Material e Métodos

Descricao do caso clinico

O animal em estudo era um caprino com trés anos de idade, sem raca definida,
proveniente de uma propriedade do municipio de Catingueira no Estado da Paraiba, Brasil
e foi atendido no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande em
novembro de 2007, com histérico de dificuldade respiratoria ha aproximadamente 3 meses
e apresentado lesdes proliferativas nodulares na juncdo muco-cutdnea e no interior da
cavidade nasal.

Os exames complementares realizados foram: hemograma, bioquimica sérica,
histopatoldgico e cultura microbioldgica de secrecdes, lesdes e tecidos.

Foram coletadas duas amostras de sangue, com intervalo de nove meses, para
contagem do nimero de hemdcias, leucécitos, determinacdo do volume globular e
determinacdo do teor de hemoglobina. Os niveis séricos de proteinas plasmaticas totais,
uréia, creatinina e atividades séricas de gama glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina
(FA) e aspartato amino transferase (AST) foram avaliadas utilizando analisador
bioquimico automdtico (BIOPLUS® 2000)."®

O perfil eletroforético de proteinas séricas foi realizado no Laboratério de Anélises
Clinicas Hermes Pardini, em Belo Horizonte — MG.

Foram coletadas amostras em swabs da cavidade nasal, do reto e secre¢do da
glandula mamadria e lesdes para realizacdo de cultivos microbioldgicos. Estas amostras
foram semeadas em 4gar sangue ovino 5% (Blood Agar base — HiMedia, Mumbai, India),
dgar Sabouraud dextrose (Sabouraud dextrose agar — HiMedia, Mumbai, India), 4dgar
Sabouraud cloranfenicol (Sabouraud chloramphenicol agar — HiMedia, Mumbai, India),
incubados a 30°C por 24-96 horas. Para isolamento e identificacdo de Prototheca spp.
foram seguidas recomendacdes de Pore.*

Avaliou-se a eficicia do tratamento com antifingico (fluconazol®; Claris
Lifesciences Limited, Ahmedabad, India), na dose de 10 mg/kg/dia, utilizando-se
inicialmente a via oral (60 dias) e, posteriormente, a via endovenosa (40 dias).

Em Setembro de 2008, o animal foi eutanasiado, em seguida, realizou-se a
necropsia. Fragmentos das lesdes observadas nas narinas e de diferentes tecidos (pulmao,
coracdo, figado, rim, baco, intestino, glandula mamaria, linfonodos, sistema nervoso

central, osso nasal, musculo e pele) foram coletados e acondicionados em recipientes



contendo formol tamponado a 10%, corados com hematoxilina-eosina, além de coloracdes
especiais, como Metenamina Nitrato de Prata (GMS) e Acido Periédico de Schiff (PAS).

Simultaneamente, fragmentos das lesdes e de outros tecidos (pulmao, figado, rim,
baco, coracdo, glandula mamadria, intestino e linfonodos) foram triturados e semeados nos
mesmos meios de cultura citados para as amostras de swabs e secrecdo da glandula
mamadria.

Com o microrganismo isolado, foram realizados antibiogramas em meio Miieller
Hinton (Mueller Hinton Agar — Difco, Detroit, USA), pelo método de difusdao Kirby e
Bauer conforme as Normas do CSLL' Foram utilizados os seguintes antimicrobianos
(SENSIBIODISC - CECON, Sao Paulo, Brazil): tetraciclina (30mcg), cloranfenicol
(30mcg), cefalotina (30mcg), cefoxitina (30mcg), ampicilina (10mcg), cefalexina (30mcg),
gentamicina (10mcg), neomicina (10mcg), penicilina (10 UI), oxacilina (I mcg),
aztreonam (30mcg), amicacina (30mcg), norfloxacina (10mcg), cefotaxima (30mcg) e
bacitracina (10 UI).

Foi realizado teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) com 4 antifiingicos
(PHARMA NOSTRA- Sao Paulo, Brazil): fluconazol (0.25 - 128 mg/L), anfotericina B
(0.03 - 16 mg/L), itraconazol (0.03 - 16 mg/L) e nistatina (10 - 5000 UI/ ml) conforme as
Normas do CSLL' Os antifingicos foram diluidos em tubos de ensaio contendo BHI
(Brain Heart Infusion — HiMedia, Mumbai, India). Foram inoculados em cada tubo 0,1 ml
de solugdo de P. wickerhamii, na concentracdo 0,5 da escala de turvacdo de MacFarland.
Os tubos foram incubados a 30°C por 48h. Apds o periodo de incubagdo, as diluicdes

foram semeadas em dgar Sabouraud dextrose para verificagdo da inibicdo do crescimento.

Pesquisa de Prototheca spp. no ambiente, em bovinos e caprinos da propriedade de

origem do animal

Na propriedade de origem do animal, avaliou-se a alimenta¢do, o regime de criagdo
e foi pesquisada a presenca do agente nos demais animais € no ambiente. Foram realizadas
trés visitas com intervalos médios de 60 dias, sendo em cada visita, coletadas amostras de
fezes, swabs nasais e leite dos animais da propriedade, assim como agua e solo para
realizagdo de exames microbioldgicos.

Foram coletadas amostras de leite de todas as vacas (10) e cabras (8) em lactacdo.
Antes da coleta das amostras, os tetos foram lavados, secos e desinfectados com alcool

70%, coletando-se posteriormente 10 ml de leite de cada teto em tubos de ensaio



esterilizados e cultivados em &4gar sangue ovino 5%, dgar Sabouraud dextrose e &agar
Sabouraud cloranfenicol, incubadas a 30°C, por 24-96 horas.

Amostras em swabs da cavidade nasal e do reto das cabras foram armazenadas em
tubos de ensaio esterilizados. As amostras em swabs foram inoculadas em BHI, incubados
a 30°C por 24 horas e, posteriormente, cultivados de acordo como descrito para o cultivo e
identificacdo de microrganismos nos tecidos.

Foram coletados 300 ml de amostras de dgua de acude e dos bebedouros dos
animais, da qual, aliquotas de 50 ml foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e
o sedimento foi semeado em BHI e incubado por 24 horas a 30° C. Amostras de solo dos
currais e areas préximas ao agude foram coletadas em 5 pontos, para verificacdo da
presenca de Prototheca spp. no ambiente. As amostras foram diluidas em solu¢do salina
0,9 %, homogeneizadas e cultivadas em BHI por 24 horas a 30° C. Apds o enriquecimento,
as amostras de dgua e solo foram cultivadas seguindo a técnica utilizada para amostras de

leite e tecidos.

Resultados

Os sinais clinicos observados no exame inicial do animal com prototecose foram
perda da condic¢do corporal, respiragdao ruidosa, fluxo de ar expirado reduzido, insuflacdao
das bochechas na expiragao, secre¢do nasal muco-purulenta, lesdes proliferativas nodulares
de 0,3 a 0,5 cm de didmetro na jun¢do muco-cutdnea e no interior da cavidade nasal (Fig.
1C e E). Durante o periodo de internamento do animal no HV, observou-se o agravamento
dos sinais clinicos (Fig. 1D e F), apresentados inicialmente e, dez meses apds, observou-se
que o animal passou a apresentar marcante esfor¢o inspiratério e expiratorio, evidenciado
por afundamento dos espagos intercostais durante a inspiracao e contracdo da musculatura
abdominal na expiracdo. Mesmo apresentando severos sinais respiratorios, o animal
melhorou sua condi¢cdo corporal (Fig. 1A e B).

Os resultados do estudo hematoldgico e de bioquimica sérica estdo apresentados
nas tabelas 1 e 2. Os resultados do perfil eletroforético de proteinas séricas estao

apresentados na tabela 3.
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Fig. 1 — Condi¢do corporal da cabra (A) no momento que chegou ao Hospital
Veterindrio e (B) dez meses apds apresentando melhor condi¢do corporal, (C e E) lesdes
observadas ao exame inicial, apresentado nédulos na jun¢do muco-cutdnea, mucosa
nasal e l14bio, (D e F) lesdes observadas dez meses apds, com presenca de varios nddulos
ulcerados no vestibulo nasal, jun¢cdo muco-cutdnea e ldbio, e um ndédulo maior,
ulcerado, na pele acima do osso nasal.



Tabela 1 Resultado do estudo hematolégico em caprino com prototecose realizado em

diferentes periodos

Etapa
Parametros 1* avaliagdo 2* avaliacdo *
Hemicias (x 10° mm’) 11,5 9,8
Hemoglobina (g/dl) 6,6 7,6
Hematdcrito (%) 23 23
VCM (1) 20,2 23,8
CHCM (%) 28,7 33,1
Leucécitos (n/ml) 15.400 13.400
Neutréfilos (n/ml) 8.470 4.020
Eosinéfilos (n/ml) 2.002 670
Linfécitos (n/ml) 4.774 8.710
Monocitos (n/ml) 154 0
PPT g/dl 8,4 10,0

*Intervalo de nove meses entre a realizagdo dos exames, VCM = volume corpuscular
médio, CHCM = concentracdao de hemoglobina corpuscular média.

Tabela 2 Resultado do estudo de bioquimica sérica em caprino com prototecose realizado

em diferentes periodos

Etapa
Parametros 1* avaliacdo 2* avaliacdo *
Uréia (mg/dl) 18 35
Creatinina (mg/dl) 1,1 0,7
Proteinas Totais (g/dl) 7.4 8,2
Gama glutamil transferase (U/]) 44 50
Aspartato amino transferase (U/1) 124 119
Fosfatase Alcalina (U/I) 136 132

*Intervalo de nove meses entre a realizagdo dos exames



Tabela 3 Resultado da concentracdo de proteinas totais, albumina, al, a2, B1, B2 e
vy globulinas, relacdo entre albumina e globulinas (relacdo a/g) de caprino com prototecose

realizado em diferentes periodos

Etapa
Parametros 1* avaliagdo 2* avaliacdo *
Albumina (g/dl) 2,25 2,95
Alfa 1 (g/dl) 0,14 0,06
Alfa 2 (g/dl) 0,64 1,07
Beta 1 (g/dl) 0,69 0,81
Beta 2 (g/dl) 0,60 0,60
Gama (g/dl) 3,78 3,82
Relacdo A/G 0,39 0,46
Proteinas Totais (g/dl) 8,10 9,30

*Intervalo de nove meses entre a realizacdo dos exames

Nao foi observada cura clinica, e nem microbiol6gica, apds o tratamento, visto que,
ndo houve melhora do quadro clinico e também o agente permanecia vidvel no animal.

No cultivo microbiolégico das amostras das lesdes coletadas no animal vivo e dos
fragmentos das lesdes na necropsia, foi isolada P. wickerhamii. No meio Sabouraud
dextrose, foram observadas colonias com pigmento amarelo claro, bordas irregularmente
onduladas com elevagdo central, com cerca de 2 a 5 mm de didmetro (Fig. 2A). A
observacdo microscopica na coloracdo azul de algodao revelou a presenca de células
esféricas, com 2,5 a 13um de didmetro, multiplos esporangiésporos no seu interior, com
aspecto de morula, caracteristico de P. wickerhamii (Fig. 2B). Nas provas de assimila¢do
de carboidratos e alcodis (auxonograma), obteve-se resultado negativo para propanol e
positivos para frutose, galactose e trealose. Desta forma, o isolado foi classificado como P.
wickerhamii. O agente ndo foi isolado em pulmao, figado, rim, baco, coracdo, glandula

mamaria, intestino e linfonodos.



Fig. 2 - (A) Colonias de P. wickerhamii em meio agar Sabouraud dextrose, apés 48
horas de incubacdo, medindo 2-5 mm de didmetro, com pigmento amarelo claro,
bordas irregularmente onduladas com elevacao central, (B) coloragdo azul de algodao,
presenca de células esféricas, com 2,5 a 13um de didmetro, miltiplos
esporangidsporos, com aspecto de moérula, caracteristico de P. wickerhamii.

A susceptibilidade in vitro da amostra de P. wickerhamii demonstrou resisténcia
aos antimicrobianos testados. Em relacdo aos testes de concentracdo minima inibitoria
frente aos antifingicos ndo foi observada efetividade a nenhuma das drogas testadas.

Na necropsia, foram observadas dreas ulceradas nodulares, amarelo-acinzentadas,
multifocais a coalescentes, medindo de 0,3 a 1,0 cm de didmetro, com superficie granular,
bordos elevados e irregulares na pele da regido muco-cutinea ao redor dos orificios nasais
(Fig. 1C-F). Observou-se também nddulo ulcerado medindo 1,5 x 2,0 x 1,0 cm de
extensdo, com superficie crostosa, bordos irregulares e centralmente avermelhada na
por¢do medial da pele e tecido subcutineo sobre o osso nasal (Fig. 1D), atingindo a
superficie do peridsteo e penetrando no osso nasal até a cavidade nasal. Havia também
outros nédulos, ndo ulcerados, de aspecto semelhante no tecido subcutdneo, variando de
0,3 a 2,0 cm de didmetro na mesma regido. Ao corte sagital da cabeca, havia no vestibulo
nasal miltiplas massas irregulares semelhantes, variando de 0,5 a 2,0 cm de didmetro, que
se estendiam do assoalho da mucosa nasal direita e esquerda, até a porcdo inicial dos

meatos (Fig. 3).



Fig. - 3 Corte sagital da cabeca, vestibulo nasal apresentando
multiplas massas irregulares, localizando-se do assoalho da
mucosa nasal até a por¢do inicial dos meatos.

As lesdes histoldgicas das biopsias e das amostras coletadas na necropsia eram
semelhantes. Nas amostras coletadas na necropsia, observou-se dermatite, rinite e
osteomielite piogranulomatosa e necrosante, caracterizada por dreas irregulares multifocais
a coalescentes com necrose central, contendo miriades de estruturas arredondadas medindo
de 3 a 15 um de didmetro, coradas fortemente basofilicas pela hematoxilina-eosina. Essas
estruturas tinham aspecto de moérula, com vérios esporangiésporos no seu interior,
formando estruturas semelhantes a flor de margarida (“daisy-like”), morfologia
caracteristica de P. wickerhamii (Fig. 4A e B), melhor evidenciada pelo GMS e PAS.
Circundando as 4areas de necrose, observou-se acentuado infiltrado inflamatdrio
predominantemente mononuclear, constituido de macréfagos epitelidides e células
gigantes multinucleadas tipo Langerhans, muitas com atividade fagocitdria, contendo
esporangios de P. wickerhamii no citoplasma. Havia também muitos linfécitos,
plasmdcitos, neutréfilos e alguns eosindfilos limitados por feixes ou cdpsula de tecido

conjuntivo fibroso adjacente as dreas de necrose.



Fig. 4 - (A) Estruturas arredondadas medindo de 3 a 15um de didmetro com vérios
esporangiosporos, aspecto de morula, caracteristica de P. wickerhamii, coradas por

hematoxilina - eosina-HE, (B) esporangio central rodeado por esporangiésporos corados
pelo 4cido periddico de Schiff-PAS.

Na propriedade de origem do animal, o rebanho era formado por 40 caprinos e 35
bovinos, sendo que 8 cabras e 10 vacas estavam em lactacdo e eram ordenhadas uma vez
ao dia. Os animais eram criados no mesmo ambiente, alimentavam-se de pastagem nativa e
bebiam 4gua de agude. Na primeira visita em Novembro de 2007 o agude estava com

pouca dgua e com grande quantidade de organismos aquéticos (Fig. 5).

—

Fig. 5 - Acude com pouca dgua, presenca de muita lama e severa proliferacdo
de organismos semelhantes a algas.



Em relacdo ao exame microbiologico das amostras de leite das vacas e cabras em
lactacdo, verificou-se que Prototheca spp. ndo estava envolvida como agente causador de
mastite, no entanto, identificou-se que trés vacas apresentaram mastite por Staphylococcus
spp e Corynebacterium spp. Nos caprinos, trés animais apresentaram mastite infecciosa
por Staphylococcus spp.. Nas amostras de swabs nasal e retal ndo houve crescimento de
Prototheca spp.

Nao foi isolada Prototheca spp. nas amostras de dgua e solo.

Discussao

No presente caso de prototecose causado por P. wickerhamii, os sinais clinicos, a
evolucdo da doenca e as lesdes macro e microscopicas encontradas sdo muito semelhantes,
e na mesma localizacdo, que as descritas por Macedo,'” que relataram a enfermidade em
caprinos pela primeira vez na regido semi-drida do estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
Isto caracteriza esta infeccio como uma doenca de caprinos, com caracteristicas diferentes
quanto a localizacdo da lesdo, em relagdo ao descrito em outras espécies e diferentemente
ao que ocorre em outras espécies de animais domésticos, nas quais a prototecose ¢ causada
predominantemente por P. zopfii, em caprinos, esta forma de prototecose nasal é causada
pela P. wickerhamii.

O animal atendido no Hospital Veterinario estava em deficiente estado nutricional,
que melhorou consideravelmente ao longo do tempo, mesmo com a progressao da doenga,
sugerindo que a infeccdo ndo comprometia o estado fisioldgico e o status imunolégico do
animal, comprovado mediante os exames laboratoriais que apresentaram resultados dentro
dos padrdes normais para a espécie (férmula leucocitdria e diferentes fracdes de globulinas
séricas n01rmais).20'22

O ndo isolamento de P. wickerhamii das amostras do ambiente da propriedade ndo
permite tirar conclusdes sobre a fonte de infec¢do, entretanto, € provavel que a infecgdo
tenha iniciado pela contaminagdo de feridas da regido das narinas com dgua contaminada.
O semi-arido brasileiro, onde a doencga foi descrita, caracteriza-se por apresentar clima
semi-darido tropical, altas temperaturas, baixa precipitacdo pluviométrica com longos
periodos de estiagem durante os quais hd uma reduzida oferta de dgua. Aguas de acudes
quase totalmente secos apresentam alta concentracdo de matéria organica, condi¢do
necessdria para o desenvolvimento e multiplicacdo do agente. Esta situacdo estava

ocorrendo no momento da observacdo deste caso.



A observagdo de dois casos de prototecose em caprinos sugere que a prototecose
nesta espécie € uma doenca esporddica, com baixa frequéncia. Os dois casos observados
representam 0,17% dos 1186 caprinos atendidos pelo HV no periodo 2000-2007. Além
disso, apresenta baixo potencial de disseminagdo evidenciado pelo aparecimento de apenas
um caso clinico em cada rebanho; havia 40 caprinos no rebanho em estudo e 200 no
descrito por Macedo'’ e pelo fato da cabra acometida, apesar de ser ordenhada junto com
os demais animais do rebanho, ser o tinico animal a apresentar a infec¢ao.

Nao se pode descartar a possibilidade de que a doenca ocorra em outras propriedades
com frequéncia maior do que a detectada até o momento, ja que casos isolados podem estar
ocorrendo em criatérios de caprinos do semi-arido, sem que chegue ao conhecimento dos
veterindrios.

A resisténcia a todos os antibidticos e antifingicos testados, sdo semelhantes aos

.. . -+ 11,232
encontrados por outros autores para P. zopfii e P. wickerhamii ''***’

€ a nao resposta a
administrac¢do de fluconazol, comprova as dificuldades para o tratamento da doenca. Neste
aspecto a unica recomendacdo que pode ser feita € a excisdo cirdrgica da lesdo, se for
detectada nos estdgios iniciais, ou o descarte do animal, evitando desta forma que o agente
esteja sendo disseminado no ambiente de criacdo dos animais e possa ser transmitido a
outros hospedeiros.

Em conclusdo, prototecose em caprinos é causada por P. wickerhamii € uma infec¢ao
cronica, lentamente progressiva, que afeta caprinos imunologicamente competentes,
causando lesdes multifocais nodulares, ulcerativas, piogranulomatosas e necrosantes da

mucosa do vestibulo nasal, unido muco-cutinea das narinas, tecidos circundantes e 0sso

nasal.
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CONCLUSOES

A elaboragdo do presente trabalho permite concluir que:

A prototecose em caprinos, causada por P. wickerhamii é uma doenca com
caracteristicas diferentes da prototecose em outras espécies;

Em caprinos, a prototecose é uma doencga cronica, nodular, ulcerativa da juncao
mucocutanea das narinas, por¢ado inicial do vestibulo nasal e pele da face;

A prototecose em caprinos apresenta baixa freqiiéncia e baixa capacidade de

disseminacdo para os demais animais do rebanho.
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50% reduction), and letters should be a minimum of 14 pt Times New Roman or an
equivalent size. Acceptable symbols for experimental points are j, r, 0, 7, p, ¢. The symbols
+ and x will not be accepted.

Legends should be typed on a separate sheet and consist of a short title together with a

brief explanatory paragraph. The legend must make the meaning of each figure



understandable without further reference to the text. Photomicrographs should state the
original magnification.

The position of all figures should be indicated in the text and should be referred to as Fig. 1
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carried out by the publisher.

Full details of submission of figures in electronic format are available at:

http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp

If submitted as hardcopy, figures should be submitted as glossy prints in duplicate and
preferably with a transparent overlay for protection. The overlay should be used to indicate
masking instructions, lettering or arrows. Each figure should bear the number, author's
name and an arrow to indicate the top in soft pencil on the reverse. If figures have more
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Units, Symbols and Abbreviations - A Guide for Biological and Medical Editors and
Authors 4th edn as published by the Royal Society of Medicine. Nomenclature of disease
should follow the International Classification of Disease, published by the World Health
Organization, as far as possible.

When first mentioned, cumbersome medical names should be abbreviated for later
reference in the text. Latin bi-nominals should abbreviate the genera to the initial letter
after the first mention unless it begins a sentence.

Doses of drugs should be given as unit weight per body weight, e.g. mmol kg™'. Rates
should be expressed with negative indices. Concentrations should be given in terms of
molarity, e.g. mmol 1", not mM.

Numerals are to be used from 10 upwards; and the 24-hour clock, e.g. 21.00 hours, should
be used.

MATERIALS
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country.
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remain accessible for later reference. Strains should be deposited in one of the major
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Nomenclature.
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