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RESUMO

Descrevem-se nessa tese trés artigos cientificos relacionados a doengas flingicas em bovinos e
pitiose em bovinos e asinino no Nordeste Brasileiro. No primeiro capitulo descrevem-se as
doengas fiingicas diagnosticadas em bovinos no sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil,
enfatizando os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e patolégicos. Para isso, foi
realizado um estudo retrospectivo das necropsias de bovinos realizadas no periodo de janeiro
de 2003 a dezembro de 2015, selecionando os casos suspeitos ou confirmados de doencas
fingicas. Desses protocolos foram colhidas informacdes de raca, sexo, idade, tempo de
evolucdo da doenca, sinais clinicos, localizacdes das lesdes e alteragdes macroscépicas e
microscopicas. O diagndstico foi estabelecido com base nas caracteristicas morfotintoriais do
agente utilizando-se as coloracdes de hematoxilina e eosina (HE), impregnacdo pela
metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS), 4dcido periddico de Schiff e Azul Alciano, além
da realizacdo de imuno-histoquimica (IHQ) para confirmacdo do agente em alguns casos. De
817 necropsias de bovinos, em 11 foram diagnosticados doengas flingicas, representando 1,34%
das doencas que acometem bovinos. As infec¢des flngicas diagnosticadas em ordem de
frequéncia foram zigomicoses (6 casos), aspergilose (3 casos), candidiase (1 caso) e
criptococose (1 caso). Dos seis casos de infecgdes por zigomicetos, cinco foram classificados
como Mucorales e um Entomophothorales. Dos cinco casos de Mucorales, dois apresentaram
lesdes em varios 6rgdos, incluindo nos pré-estdbmagos, abomaso, rins, coracdo, além do
diafragma e do encéfalo. Um caso as lesOes estavam restritas ao rimen, reticulo e abomaso e
nos outros dois, havia lesdes no encéfalo e na pele. No bovino 3, observou-se imunomarcacao
positiva para Rhizopus arrhizus € no bovino 6 para Conidiobolus lamprageus. Dos trés casos
de aspergiloses, um afetava o trato respiratério superior, outro abomaso ¢ um o encéfalo,
respectivamente. Em dois casos, a infeccdo fungica ocorreu secundariamente a doencas virais
primdrias como febre catarral maligna e diarreia viral bovina. Um caso de infecc¢ao por Candida
albicans foi diagnosticado em um bezerro de 20 dias de idade, afetando os pré-estdomagos, com
quadro de imunossupressao provavelmente por utilizacdo de antibioticoterapia e corticoides.
Também foi diagnosticado um caso de Cryptococcus neoformans var. grubii. em um bovino
com lesdes restritas ao encéfalo. No segundo capitulo descrevem-se os aspectos
epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos de trés casos de pitiose cutinea em bovinos
diagnosticados no semidrido dos estados da Paraiba e Ceara e no litoral de Sergipe, Nordeste
do Brasil. Os dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos durante visitas as fazendas com
casos suspeitos da doenca. Foi realizada bidpsia das lesdes de cada animal. A doenga ocorreu
em bovinos adultos e jovens que tinham contato com dgua acumulada em acudes ou canais de
irrigacao. Clinicamente foram observadas lesdes principalmente na pele dos membros toracicos
e/ou pélvicos, caracterizadas por areas ulceradas planas e irregulares ou nédulos de tamanhos
variados, alguns com tratos fistulados, que ao corte se aprofundavam no tecido subcutaneo. Em
um caso havia envolvimento de linfonodos superficiais. Histologicamente verificou-se
inflamacdo piogranulomatosa associada a hifas ndo coradas pela HE, que foram impregnadas
pela GMS. O diagnéstico de Pythium insidiosum foi confirmado pela IHQ. No terceiro capitulo
descrevem-se os aspectos epidemioldgicos, clinico-patoldgicos, imuno-histoquimico e
molecular de um caso de pitiose cutdnea em asinino no Brasil. Tratava-se de um asinino, fémea,
adulto, sem raca definida, prenhe que apresentava lesdes cutaneas nodulares, multifocais e
disseminadas, com 30 dias de evolugdo. Esse animal era criado em uma 4rea de pasto nativo
(caatinga), mas pastejava em drea de vegetacdo verde abundante ao redor de um acude.
Macroscopicamente observou-se que os nddulos variavam de 1-11 cm de didmetro, alguns com
superficie ulcerada irregular drenando secrecdo sanguinolenta e outros recobertos por pele,
ambos distribuidos principalmente na pele dos membros, regido ventral do peito e glandula
mamadria. Na superficie de corte, havia discretos nddulos amarelados, multifocais a coalescentes



e ocasionalmente pequenas cavitacoes com kunkers discretos. Microscopicamente havia
dermatite e foliculite nodular piogranulomatosa e ulcerativa associada a miriades de imagens
negativas de hifas, impregnadas em preto pelo GMS. Através da imuno-histoquimica obteve-
se forte imunomarcacdo das hifas em marrom e do material em parafina foi extraido o DNA de
Pythium insidiosum. Ap6s a confirmacdo do diagndstico, foi realizada excisdo apenas das
lesdes cutianeas grandes, tratadas como feridas de segunda intencdo, que estavam
completamente cicatrizadas no trigésimo dia pds-operatério. As lesdes cutdneas pequenas
regrediram espontaneamente em aproximadamente 60 dias. As infec¢Oes fungicas ocorrem
esporadicamente em bovinos com apresentacdes clinicas e patoldgicas variadas, e sua
ocorréncia pode ser influenciada por doengas primadrias virais, metabdlicas e/ou iatrogénicas. A
pitiose cutinea ocorre em bovinos e asinino na regido Nordeste, podendo ocorrer cura
espontanea dos casos e deve ser incluida no diagnéstico diferencial das dermatopatias nessas
espécies.

Palavras-chaves: Micoses, Pythium insidiosum, bovino, asinino.



ABSTRACT

This thesis, presented to the Graduate Program of Veterinary Medicine of the Federal
University of Campina Grande, is divided into three chapters, each chapter being represented
by one scientific article. In the first chapter we describe the fungal diseases in cattle diagnosed
in the Sertdo of Paraiba, Northeast Brazil, emphasizing the epidemiological, clinical and
pathological aspects. For that, a retrospective study of bovine necropsies performed from
January 2003 to December 2015 was carried out, selecting suspected or confirmed cases of
fungal diseases. From these protocols was collected information on breed, sex, age, time of
disease evolution, clinical signs, and lesion of locations, macroscopic and microscopic changes.
The diagnosis was established based on the morphotinorial characteristics of the agent,
hematoxylin and eosin staining, impregnation by Grocott's methenamine silver nitrate, periodic
acid of Schiff and Alcian Blue, as well as Immunohistochemistry to confirmation the agent in
some cases. Of 817 bovine necropsies, 11 were diagnosed fungal diseases, representing 1.34%.
The fungal infections diagnosed in order of frequency were zygomycosis (6 cases), aspergillosis
(3 cases), candidiasis (1 case) and cryptococcosis (1 case). Of the six cases of zygomycetes
infections, five were classified as Mucorales and one Entomophothorales. Of the five cases of
Mucorales, two presented lesions in several organs, including the pre-stomach, abomasum,
kidneys, heart, besides the diaphragm and the encephalon. In one case the lesions were
restricted to the rumen, reticulum and abomasum and in the other two, there were lesions in the
brain and in the skin. In bovine 3, positive immunostaining was observed for Rhizopus arrhizus
and in bovine 6 for Conidiobolus lamprageus. Of the three cases of aspergillosis, one affected
the upper respiratory tract, another abomasum and one the brain, respectively. In two cases,
fungal infection occurred secondary to primary viral disease such as malignant catarrhal fever
and bovine viral diarrhea. A case of Candida albicans infection was diagnosed in a 20-day-old
calf, affecting the pre-stomachs, after the use of antibiotic therapy and corticosteroids.
Additionally, a case of Cryptococcus neoformans var. Grubii In a bovine with lesions restricted
to the encephalon. In the second chapter we describe the epidemiological, clinical and
pathological aspects of three cases of cutaneous pythiosis in cattle diagnosed in the semi-arid
state of Paraiba and Ceara States and along the coast of Sergipe, Northeast Brazil.
Epidemiological and clinical data were obtained during visits to farms with suspected cases of
the disease. A biopsy of the lesions of each animal was performed. The disease occurred in
adult and calves that had contact with water accumulated in dams or irrigation channels.
Clinically, lesions were observed mainly on the skin of the thoracic and/or pelvic limbs,
characterized by flat and irregular ulcerated areas or nodules of varying sizes, some with
fistulated tracts, which cut deep into the subcutaneous tissue. In one case there was involvement
of superficial lymph nodes. Histologically, pyogranulomatous inflammation was associated
with hyphae not stained by H.E, which were impregnated by GMS. The diagnosis of Pythium
insidiosum was confirmed by IHC. In the third chapter we describe the epidemiological,
clinical-pathological, immunohistochemical and molecular aspects of a case of cutaneous
pythiosis in donkey in Brazil. It was a donkey, female, adult mixed breed, pregnant woman who
presented nodular skin lesions, multifocal and disseminated, with 30 days of evolution. This
animal was raised in an area of native pasture (caatinga), but grazed in an area of abundant
green vegetation around a pond. Macroscopically, nodules ranged from 1-11 cm in diameter,
some with irregular ulcerated surface draining bloody secretion and others covered by skin,
both distributed mainly on the skin of the limbs, ventral region of the chest and mammary gland.
On the cutting surface, there were discrete yellowish nodules, multifocal to coalescent and
occasionally small cavitations with discrete kunkers. Microscopically, there was ulcerative and
nodular dermatitis and pyogranulomatous nodular folliculitis associated with myriad negative



images of hyphae, impregnated by GMS. Immunohistochemistry obtained strong
immunostaining of the hyphae in brown and from the paraffin material the DNA of Pythium
insidiosum was extracted. After confirming the diagnosis, excision was performed only on large
skin lesions, treated as second intention wounds, which were completely healed 30 days after
surgery. Small cutaneous lesions regressed spontaneously in approximately 60 days. Fungal
infections occur sporadically in cattle with varied clinical and pathological presentations, and
their occurrence may be influenced by primary viral, metabolic and/or iatrogenic diseases.
Cutaneous pythiosis occurs in cattle and donkey in the Northeast region. In addition, it may
experience spontaneous healing and should be included in the differential diagnosis of skin
diseases in these species.

Key words: micosis, Pythium insidiosum, bovine, donkey.
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CAPITULO I

Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Doencas fingicas em bovinos no Nordeste do Brasil

Zigomicoses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Rumen.
Observa-se na superficie de corte, drea focal amarronzada com
espessamento da submucosa. B) Coragdo. Superficie de corte de
fragmento de miocédrdio demonstrando trombo aderido a valva
atrioventricular esquerda (asterisco). C) Rim. Observam-se areas
multifocais avermelhadas irregulares e nddulos multifocais
amarelados na superficie subcapsular. D) Rim. Superficie de corte.
Verifica-se infarto na cortical e medular. Orgdos fixados em

FOTINIOL. .ot e ettt e e s e e et eeaaareaeseseeens

Zigomicoses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Rumen.
Observa-se corte longitudinal de hifa levemente basofilica
circundada por neutréfilos na submucosa. HE. B) Rimen. Observa-
se na submucosa cortes longitudinais de hifas coradas em rosa
circundadas por neutréfilos e fibrina. PAS. C) Rim. Observam-se
multiplas hifas irregulares impregnadas em preto na luz de vasos.
GMS. D) Rimen. Imunomarcacgao positiva de hifas para Rhizopus-

arrhizus. THQ.......ooooiiieeeeeee e e e e

Aspergiloses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Cavidade nasal.
Corte sagital. Observa-se na mucosa das conchas e meatos nasais
exsudato amarelado, com material esbranquicado e acinzentado. B)
Traqueia e bronquios. Observa-se na mucosa da traqueia e
bronquios exsudato amarelado e material esbranquicado. C).
Encéfalo. Verifica-se assimetria do hemisfério cerebral direito e drea
focalmente extensa avermelhada e irregular nas leptomeninges do

cortex occipital direito. D) Encéfalo. Observam-se em cortes
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Figura 4

Figura 5

CAPITULO 11

Figura 1

seriados fixado em formol, com assimetria do telencéfalo direito e
dreas acinzentadas com cavitagdes nas substancias branca e cinzenta
estendendo-se do cértex occipital ao cortex temporal e compressao

da por¢ao do tdlamo € COliCUlO.......cccuvieeeriiiiiiiiiieeeeeeee e

Aspergiloses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Traqueia.
Observam-se mirfades de hifas basilicas associada a neutréfilos
degenerados na superficie da mucosa. HE. B) Encéfalo. Cortex
occipital. Observam-se nos vasculite e trombos nas leptomeninges e
no neurdpilo adjacente. HE. C) Traqueia. No limen da traqueia
(asterisco) observam-se conidi6foros impregnados em preto. GMS.
D) Traqueia. Observam-se no limen da traqueia (asterisco) hifas e
conidi6foros (setas) corados em rosa associada a restos necroticos.
PAS. E) Verificam-se hifas fortemente coradas em rosa. PAS. F)
Pulm@o. Imunomarcacdo positiva das hifas em marron para

Aspergillus spp. THQ........oooiiiiiiiiieeeececeec e

Candidiase em bovino no Nordeste do Brasil. A) Pré-estomagos.
Observa-se material esbranquigado, recobrindo a mucosa do rimen,
reticulo e omaso. B) Riumen. Observam-se areas multifocais de
ulceracdes na mucosa e material esbranquicado, grumoso adjacente.
C) Rumen. Observam-se hifas fracamente basofilicas (setas) em
meio a neutrdfilos e fibrina na superficie da mucosa. HE. D)
Rumen. Observa-se imunomarcagdo das hifas em marron para

Candida albicans. THQ............ccoooeuiiiieiiiieeeeee e

Pitiose em bovinos na regiao Nordeste do Brasil

Pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. Observam-se
bovinos pastejando em dreas de baixio préximo a canal de irrigacao.
Adjacente verifica-se vegetacdo litorinea e mata atlantica.

Japaratuba, SETZIPe.......cccueevveiriieiiiiniiieeeeeeee e
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Figura 2

Figura 3

Figura 4

Pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. Bovino 1. A)
Observam-se nddulos multifocais nas regides cervical, tibial,
metacarpiana e no gliteo. B) Verifica-se nédulo de superficie
ulcerada na regido glitea. C) Observam-se nddulos recobertos por
pele integra e tratos fistulosos deprimidos e alopécicos na regido da
tibia e metacarpo. D) Pele. Observa-se na superficie de corte, areas
amareladas e avermelhadas irregulares, delimitadas por tecido
esbranquicado, liso e brilhante se estendendo ao tecido subcutaneo.
E) Linfonodo. Superficie de corte de linfonodo cervical superficial.
Observa-se areas nodulares amareladas multifocais a coalescentes

entremeadas por dreas avermelhadas discretas nas regides cortical e

Pitiose em bovinos na regidao Nordeste do Brasil. Bovino 3. A) Pele.
Observa-se na regido do tuUmero drea ulcerada de superficie
avermelhada ressequida e bordas delimitadas por halo escuro. B)
Pele. Observa-se na superficie de corte, tecido esbranquicado, liso e
brilhante, com areas multifocais discretamente

AMATELAAAS ..ottt e e e e e e e e enans

Pitiose em bovinos na regidao Nordeste do Brasil. A) Bovino 1. Pele.
Observa-se piogranulomas com mdaltiplas células gigantes
multinucledas, algumas com imagens negativas de hifas no
citoplasma (setas). HE. B) Bovino 1. Observam-se piogranulomas
infiltrando tecido muscular. C) Bovino 1. Linfonodo. Verificam-se
piogranulomas na regido cortical do linfonodo. HE. D) Bovino 2.
Imagem negativa de hifa (seta) circundada por Splendori-Hoepli no
centro de piogranuloma. HE. E) Hifa impregnada em preto,
formando angulo reto. GMS. F) Observam-se hifas no citoplasma
de células gigantes imunomarcadas em vermelho para Pythium
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CAPITULO III

Figura 1

Pitiose cutanea em asinino (Equus asinus) no Brasil

Pitiose em asinino no Brasil. A) Observam-se lesdes cutineas
nodulares e ulcerativas drenando secre¢@o serosanguinolenta na
regido do peito. B) Pele. Superficie de corte contendo multiplos
kunkers e algumas cavitagdes ou galerias com secre¢io
serosanguinolenta, circundadas por tecido esbranquicado, liso e
brilhante. C) Verifica-se necrose eosinofilica (asterisco) na luz de
foliculo piloso (cabeca de seta), além de ruptura da parede
folicular (seta). HE. D) Verificam-se multiplas hifas de P.
insidiosum fortemente marcadas em marron (setas) pelo método

de Estreptavidina-biotina peroxidase. ................cooviivinieennnnen.
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INTRODUCAO

Doencas filingicas e pitiose vém ocorrendo em ruminantes e equideos no Brasil.
Entretanto na literatura brasileira, existem poucos trabalhos caracterizando as doencas flingicas
em animais de producdo. Recentemente, no Rio Grande do Sul, candidiase, aspergilose,
zigomicose, criptococose foram relatadas como as principais doengas flingicas que acometem
animais na regido (Galiza et al., 2014). A ocorréncia dessas doencas tem sido associada a
imunossupressdo, em decorréncia as caracteristicas oportunistas desses fungos (Garcia &
Blanco 2000). Na regido Nordeste, acredita-se que a ocorréncia de doengas fiingicas primdrias
e principalmente secunddrias estejam associadas principalmente a doencas virais.

A maioria dos casos de pitiose tem sido descritos em equinos, mas a doenga também foi
diagnosticada em bovinos, ovinos, caes, gatos (Galiza et al., 2014; Martins et al., 2011) e em
um caprino (Carmo, 2015). Descri¢do da doenca em asinino ndo foi observada na literatura
nacional. Pitiose em asinino foi relatado apenas na Colombia afetando nove animais, que
apresentaram caracteristicas semelhantes aos equinos (Alvarez et al., 2013).

Pitiose em bovinos ocorre na maioria das vezes de forma esporadica (Santurio et al.,
1998), porém, surtos da forma cutdnea em bovinos foram descritos no Rio Grande do Sul
(Grecco et al., 2009) e no Pantanal Mato-Grossense (Santos et al., 2011). A baixa ocorréncia
da doenca nessa espécie tem sido atribuida principalmente ao fendmeno de cura espontanea
(Santurio et al., 1998; Grecco et al., 2009). No sertdo da Paraiba, em estudos realizados sobre
as doencas de pele em equinos, pitiose representou 24,38% dos casos diagnosticados (Pessoa
et al., 2014). Adicionalmente, nessa regido variadas formas de infec¢do da doenca incluindo
cutanea (Tabosa et al., 2004), nasal (Portela et al., 2010) e gastrointestinal (Pessoa et al., 2012)
foram diagnosticadas em ovinos, além de um caso em caprino que apresentava lesdes cutineas
(Carmo, 2015). No entanto, ndo ha relatos da doenca afetando bovinos nessa regido.

Com o aumento da ocorréncia dessas doengas na regido, cresce também a necessidade
de se conhecer detalhadamente seus aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos, além da
necessidade de se buscar técnicas laboratoriais eficientes para o diagndstico etioldgico.

A tese esta dividida em trés capitulos com artigos cientificos elaborados de acordo com
as normas de periddicos a que foram submetidos a publicacdo, conforme o que estabelece a
NORMA N° 01/2013 de 09 de julho de 2013 do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Doutora em Medicina Veterindria. O primeiro capitulo descrevem-

se as doencgas fungicas diagnosticadas em bovinos no sertdo da Paraiba, Nordeste do Brasil,
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enfatizando os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e patolégicos e foi submetido a
Pesquisa Veterindria Brasileira. O segundo capitulo também foi submetido a Pesquisa
Veterindria Brasileira e descreve os achados epidemioldgicos, clinicos e patolégicos da pitiose
em bovinos na regiao Nordeste do Brasil. O terceiro capitulo relata um caso de pitiose cutinea
em asinino na regido semidrida do Brasil, caracterizando os aspectos epidemioldgicos, clinicos,

patolégicos, imuno-histoquimicos e moleculares.
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CAPITULO I

DOENCAS FUNGICAS EM BOVINOS NO SEMIARIDO DO NORDESTE DO
BRASIL

O presente trabalho foi formatado segundo as normas da revista Pesquisa Veterinaria

Brasileira (anexo 1).
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Doencas fiingicas de bovinos no semiarido do Nordeste do Brasil'
Lisanka A. Maia®*, Maria J. Rodlrigues3 , Jefferson S. Ferreira®, Glaucia D. Kommers *,

Glauco J. N. Galiza’, Sara V.D.Simdes?, Franklin Riet-Correa’, Antdnio F. M. Dantas’

ABSTRACT.- Maia L.A., Rodrigues M.J., Ferreira J.S., Kommers G.D., Galiza G.J.N., Simdes
S.V.D., Riet-Correa F. & Dantas A.F.M. 2016. [Fungal diseases in cattle in Northeastern of
Brazil] Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Hospital Veterindrio, Laboratério de
Patologia Animal, CSTR, Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos, Av.
Universitaria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB 58708-110, Brazil. E-mail:
lisankavet@hotmail.com.br

The fungal diseases diagnosed in cattle in the backlands of Paraiba, Northeastern Brazil,
are described, emphasizing the main epidemiological, clinical and pathological aspects. A
retrospective study of bovine necropsies performed from January 2003 to December 2015 was
carried out at the Animal Pathology Laboratory of the Federal University of Campina Grande
and selected suspected or confirmed cases of fungal diseases. From these protocols, information
regarding animal identification, clinical signs, clinical course, location of lesions and
macroscopic and microscopic changes were collected. The diagnosis was established based on
the morphotintorial characteristics of the agent and in some cases by immunohistochemistry.
Out of 817 bovine necropsies, 11 cases of fungal diseases were diagnosed, representing 1.34%.
The fungal infections diagnosed in order of frequency were zygomycosis (6 cases), aspergillosis
(3 cases), candidiasis (1 case) and cryptococcosis (1 case). The agents of the six cases of
zygomycosis infections, five were classified as Mucorales (bovine 1-5) and one
Entomophothorales (bovine 6). Out of the five cases of Mucorales, two presented systemic
infection with lesions in several organs, including the tore-stomachs, abomasum, kidneys, heart,

besides the diaphragm (bovine 1) and the brain (bovine 2). In one case the lesions were

* Recebido em

Aceito para publicacdo em

2 Discente do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), Av. Universitaria, S/N, Bairro Santa Cecilia,
58708-110, Patos, PB. *Autor para correspondéncia:lisankavet@hotmail.com
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restricted to the rumen, reticulum and abomasum (bovine 3) and in the other two, there were
lesions in the brain (bovine 4) and in the skin (bovine 5). Antibiotic therapy (bovine 2), ruminal
acidosis (bovine 3) and photodermatitis due by Enterolobium contortisiliqguum (bovine 5)
facilitated the fungal infection of some cases. In bovine 3, positive immunostaining was
observed for Rhizopus arrhizus and in bovine 6 for Conidiobolus lamprageus. Of the three
cases of aspergillosis (bovines 7-9), one affected the upper respiratory tract, another abomasum
and one the brain, respectively. In two cases, fungal infection occurred secondary to primary
viral diseases such as malignant catarrhal fever (bovine 7) and bovine viral diarrhea (bovine 9).
A case of Candida albicans infection was diagnosed in a 20-day old calf (bovine 10), affecting
the tore-stomachs, after the use of antibiotic therapy and corticosteroids. A case of
Cryptococcus neoformans var. grubii. in a bovine with lesions restricted to the encephalon
(bovine 11). Cases of zygomycosis, aspergillosis, candidiasis and cryptococcosis are diagnosed
in cattle in the semiarid region of Northeastern Brazil, associated or not with previous diseases,
with clinical manifestations varying according to the location of the infection and the agent

involved.

INDEX TERMS: Fungal infections, diseases of cattle, zygomycosis, aspergillosis.

RESUMO.- Descrevem-se as doencas flingicas diagnosticadas em bovinos no sertio da
Paraiba, Nordeste do Brasil, enfatizando os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patolégicos. Para isso, foi realizado um estudo retrospectivo das necropsias de bovinos
realizadas no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2015, no Laboratério de Patologia
Animal da Universidade Federal de Campina Grande e selecionado os casos suspeitos ou
confirmados de doencas fungicas. Desses protocolos foram colhidas informagdes referentes a
identificacdo do animal, sinais clinicos, evolucdo clinica, localiza¢do das lesdes e alteracdes
macroscépicas e microscopicas. O diagnéstico foi estabelecido com base nas caracteristicas
morfotintoriais do agente e em alguns casos pela imuno-histoquimica. De 817 necropsias de
bovinos, foram diagnosticados 11 casos de doencas fungicas, representando 1,34%. As
infeccOes flngicas diagnosticadas em ordem de frequéncia foram zigomicoses (6 casos),
aspergilose (3 casos), candidiase (1 caso) e criptococose (1 caso). Dos seis casos de infec¢des
por zigomicetos, cinco foram classificados como Mucorales (bovinos 1, 2, 3, 4 e 5) e um
Entomophothorales (bovino 6). Dos cinco casos de Mucorales, dois apresentaram infec¢do
sist€émica com lesdes em vdrios 6rgaos, incluindo nos pré-estdmagos, abomaso, rins, coracao,

além do diafragma (bovino 1) e do encéfalo (bovino 2). Um caso as lesdes estavam restritas ao
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rimen, reticulo e abomaso (bovino 3) e nos outros dois, havia lesdes no encéfalo (bovino 4) e
na pele (bovino 5). Antibioticoterapia (bovino 2), acidose ruminal (bovino 3) e fotodermatite
por Enterolobium contortisiliquum (bovino 5) favoreceram a infec¢do fingica de alguns casos.
No bovino 3, observou-se imunomarcagao positiva para Rhizopus arrhizus € no bovino 6 para
Conidiobolus lamprageus. Dos trés casos de aspergiloses (bovinos 7, 8 € 9), um afetava o trato
respiratério superior, outro abomaso € um o encéfalo, respectivamente. Em dois casos, a
infecc@o fungica ocorreu secundariamente a doencas virais primdrias como febre catarral
maligna (bovino 7) e diarreia viral bovina (bovino 9). Um caso de infec¢do por Candida
albicans foi diagnosticado em um bezerro de 20 dias de idade (bovino 10), afetando os pré-
estdmagos, ap0s a utilizacao de antibioticoterapia e corticoides. Também foi diagnosticado um
caso de Cryptococcus neoformans var. grubii. em um bovino com lesdes restritas ao encéfalo
(bovino 11). Casos de zigomicoses, aspergiloses, candidiase e criptococose foram
diagnosticados em bovinos no semidrido do Nordeste do Brasil, associadas ou ndao a doencas
prévias, com manifestacdes clinicas variadas de acordo com a localiza¢do da infec¢cdo e o agente

envolvido.

TERMOS DE INDEXACAO: Infeccdes fiingicas, doencas de bovinos, zigomicoses,

aspergilose.

INTRODUCAO

Diversos agentes fungicos t€m sido descritos como responsaveis por causar doencas em animais
e no homem (Connole 1967, Armstrong 1989, Garcia & Blanco 2000, Dial 2007). Dentre as
doencas causadas por fungos que acometem animais domésticos destacam-se aspergilose,
zigomicoses, candidiase, criptococose, dermatofitose e esporotricose (Galiza et al. 2014).
Animais debilitados ou imunocomprometidos e os submetidos a antibioticopterapia prolongada
sao considerados sob risco particular, devido a caracteristica oportunista da maioria dos agentes
fangicos (Garcia & Blanco 2000).

Em bovinos, infec¢des flngicas tém sido relatadas principalmente como causas de
mastites (Santos & Marin 2005, Sukumar et al. 2012), placentites e abortos (Hillman 1969,
Corbellini et al. 2003), mas também afetando o trato alimentar (Ohshima et al. 1976, Jensen et
al. 1989, Quevedo et al. 2015) e menos frequentemente causando altera¢des disseminadas
(Chihaya et al. 1992ab, Jensen et al. 1994). As principais etiologias fungicas citadas sdo
Candida spp., Aspergilus spp e zigomicetos da ordem Mucorales (Garcia et al. 2000).

22



© 00 N o u b~ W N

w W W W W N N N NN N N N N NN PR R RR, R, R, R, R, R R
A W N B O O 0O N O U B W N P O O 0O N OO U B W N +—» O

No Brasil, ha poucos estudos sobre a ocorréncia de infec¢des flingicas, estando a maioria
voltada a relatos de casos especificos (Silva et al. 2007, Carmo et al. 2014). No entanto, no Rio
Grande do Sul, em um estudo retrospectivo verificou-se, que as doencas flingicas foram mais
frequentes em animais de companhia, seguida de aves, equinos e ruminantes. As principais
doencas diagnosticadas foram candidiase, aspergilose, zigomicose, dermatofitose,
malasseziose, criptococose, megabacteriose e esporotricose (Galiza et al. 2014).

Na regido Nordeste, doencas flingicas tem sido descritas principalmente em pequenos
ruminantes, como casos isolados ou na forma de surtos (Silva et al. 2010, Carmo et al. 2014).
Ha relatos de surtos de conidiobolomicose na Paraiba (Riet-Correa et al. 2008, Portela et al.
2010), Piaui (Silva et al. 2007), Rio Grande do Norte (Camara et al. 2011) e Pernambuco
(Mendonga et al. 2012). Na regido Norte do Piaui a doenga € considerada endémica com
prevaléncia média anual de 2,8% (Silva et al. 2007). Também j4a foi relatado caso de
criptococose nasal em ovino no Estado do Pernambuco (Silva et al. 2010) e de aspergilose nasal
e cutanea no Estado da Paraiba (Carmo et al. 2014). No entanto, na espécie bovina os relatos
de doencas fungicas no Brasil sdo escassos (Riet-Correa et al. 2011). Desta forma, objetivou-
se descrever as doengas fungicas diagnosticadas em bovinos no sertdo da Paraiba, Nordeste do

Brasil, enfatizando os principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Foram revisados os protocolos de necropsias de bovinos arquivados no Laboratério de
Patologia Animal (LPA) da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos,
Paraiba entre janeiro de 2003 a dezembro de 2015. Os casos de doengas flngicas foram
selecionados. Desses protocolos foram colhidas informacdes de raga, sexo, idade, tempo de
evolucdo da doenca, sinais clinicos, localizagdes das lesdes e alteragdes macroscopicas e
microscopicas. Para mais detalhamento dos dados epidemioldgicos e clinicos foram revisadas
as fichas de atendimento referentes a esses animais nos arquivos da Clinica Médica de Grandes
Animais.

As laminas histoldgicas dos casos de doencas fungicas foram separadas. Em alguns
casos, quando ndo existiam mais laminas foi realizada a busca do material em formol
tamponado a 10% e/ou material em blocos de parafina arquivados no LPA para confeccdo de
novas laminas para descri¢do histopatoldgica.

A identificacdo do agente foi realizada com base nas suas caracteristicas
histomorfoldgicas, propriedades tintoriais e/ou por imuno-histoquimica (IHQ) ou combinagdes

desses métodos. Para caracterizacdo morfotintorial de cada agente utilizaram-se as colorag¢des
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hematoxilina e eosina (HE), impregnacio pela metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS),
acido periddico de Schiff (PAS) e Azul Alciano (AA). O didmetro da hifa foi obtido através de
microscopio Axio Scope.Al camera digital Axio Cam MRcS5, controlada pelo programa Zen
2012.

Imuno-histoquimica foi realizada nos casos previamente diagnosticados pela
histopatologia utilizando anticorpos fungo-especificos. Para deteccdao de Rhizopus arrhizus ou
outros zigomicetos membros da familia Mucoraceae, como Absidia corymbifera e Rhizomucor
pusillus, e Aspergillus spp. foram utilizados anticorpos monoclonais anti-Rhizopus arrhizus
(Clone WSSA-RA-1, AbD Serotec) e anti-Aspergilus spp. (Clone WF-AF-1, AbD Serotec),
respectivamente. Para a confirmacao das zigomicoses por Conidiobolus foi utilizado anticorpo
policlonal ndo comercial anti-Conidiobolus lamprauges. Na suspeita de Candida spp. utilizou-
se o anticorpo policlonal anti-Candida albicans (ab53891). O resumo dos protocolos utilizados
para cada anticorpo estdo descritos no Quadro 1. Em todos os protocolos o bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com peréxido de hidrogénio a 3% (2 vezes de 10 minutos).
Para diminuicdo das ligacdes inespecificas, as sec¢des histoldgicas foram tratados com caseina
(leite em p6 desnatado) a 5% por 30 minutos em temperatura ambiente. Como controle positivo
foram utilizados sec¢des histolégicas de casos confirmados de zigomicose, aspergilose e
candidiase. Como controle negativo, uma das sec¢des histolégicas de cada caso suspeito, foram
incubados apenas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,5% de Tween
20 (PBST).

Um caso de criptococose cerebral deste levantamento ja foi publicado por Riet-Correa

et al. (2011).

RESULTADOS
Foram revisados 817 protocolos de necropsias de bovino no periodo estudado e diagnosticados
11 casos de infec¢des fungicas, representando 1,34%. As infec¢des diagnosticadas em ordem
de frequéncia foram zigomicoses (6 casos), aspergilose (3 casos), candidiase (1 caso) e
criptococose (1 caso).
Em cinco dos 11 casos os diagndsticos foram realizados com base nas caracteristicas
morfotintoriais dos agentes e nos outros seis, além dessas caracteristicas, a etiologia foi

confirmada por IHQ.

Zigomicoses
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Foram diagnosticados seis casos de infec¢des por zigomicetos, sendo cinco
classificados como Mucorales (bovinos 1, 2, 3, 4 e 5) e um Entomophothorales (bovino 6). As
alteracOes variaram de digestivas, encefdlica, cutineas e infeccdes sistémicas.

Os Bovinos 1 e 2 tiveram infec¢des sist€micas, apresentando lesdes principalmente no
rdmen, reticulo, abomaso, cora¢do e rins. No bovino 1, também foram observadas lesdes no
diafragma e no Bovino 2, o encéfalo também foi afetado. As manifestacdes clinicas foram
variadas e no Bovino 1 caracterizaram-se por relutdncia ao movimento e sopro a ausculta
cardiaca, com evolugdo de 15 dias. Devido a suspeita de clinica de reticulite traumatica foi
realizada a laparotomia exploratéria sendo observada aderéncia do reticulo ao diafragma e o
corpo estranho ndo foi observado. No Bovino 2, os sinais clinicos tiveram duracdo de 21 dias e
inicialmente foi observado debilidade, apatia, febre, atonia ruminal, taquipnéia, presenca de
secrecdo serosa nasal bilateral, hiperfonese cardiaca, opacidade de cornea e cegueira. Em ambos
os bovinos, foi relatado a utiliza¢do de antibioticoterapia, no entanto, o tempo de administragao
ndo foi informado. As lesdes macroscOpicas nesses dois bovinos foram semelhantes e nos pré-
estdmagos caracterizaram-se por areas multifocais ulceradas, medindo de 0,5-1,5 cm de
diametro, as vezes com centro deprimido e amarronzada, circundadas por bordos elevados e
irregulares, algumas recobertas por conteido amarronzado e espessamento discreto da
submucosa (Fig. 1A). Além das lesdes digestivas, observou-se no coragdo, trombos amarelados,
firmes e com superficie irregular avermelhada, aderidos a valva atrioventricular esquerda (Fig.
1B) e no miocardio areas multifocais pdalidas circunscritas por halo avermelhado. Lesao
semelhante ao miocardio foi observada no diafragma do Bovino 1. Na superficie subcapsular
dos rins verificaram-se dreas multifocais com centro pélido circundadas por halo avermelhado
e areas multifocais avermelhadas que se aprofundavam ao parénquima na regido cortical, de
aspecto triangular, estendendo-se para a medular, caracterizando infarto. No Bovino 2, essas
lesOes renais foram mais acentuadas e adicionalmente observaram-se nddulos amarelados
elevados da superficie capsular, que se aprofundavam ao parénquima (Fig. 1C e D).

O Bovino 3 tinha diagnéstico de acidose ruminal. Os principais sinais clinicos
observados foram distensdo abdominal bilateral, atonia ruminal, diminui¢do do pH ruminal
(4,0) e decubito esternal, com evolucao de 4 dias. O inicio dos sinais clinicos foram associados
ao aumento no consumo de grdos (milho e soja). As lesdes macroscOpicas afetaram
principalmente o rimen e abomaso e apresentavam caracteristicas semelhantes aos dois bovinos
descritos anteriormente.

No Bovino 4, a infec¢do afetou principalmente o encéfalo. As manifestacdes clinicas

caracterizaram-se inicialmente por aumento de volume na base do pavilhdo auricular direito.
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Foi realizado o tratamento com penicilina e dexametasona, mas ndo se obteve sucesso. Apos
14 dias, os sinais clinicos evoluiram para ataxia, ptose labial, palpebral e de orelha direita,
protrusao do olho esquerdo, auséncia de reflexo de ameaca e de resposta aos testes de
sensibilidade do lado direito da face, nistagmo, andar em circulo, seguido de morte.
Macroscopicamente observou-se na regido adjacente ao osso temporal direito (no assoalho da
cavidade craniana), espessamento acentuado da leptomeninge por exsudato amarelado. Apds
abertura da caixa craniana, ao rebater a dura-mater, observou-se fragilidade dssea moderada
que se estendia ao longo da trajetdria auditiva direita. O espaco subaracnoide também estava
distendido por exsudato amarelado que se estendia a medula oblonga. Na seccao do coliculo
rostral verificou-se drea avermelhada medindo aproximadamente 2 cm de didmetro.

O quinto caso ocorreu em bovino que apresentava lesdes cutaneas de fotossensibilizacao
secundéria. Essas lesdes foram observadas na orelha e caracterizaram-se por erosoes,
ulceracdes e desprendimento da epiderme que drenavam secre¢io sanguinolenta, com evolucao
de 21 dias.

O Bovino 6 apresentou perda de peso e dificuldade para urinar e defecar, com evolucao
de 21 dias. Clinicamente observou-se a palpagdo retal aumento de volume na cavidade
abdominal, lateral a bexiga. As lesdes macroscopicas foram observadas principalmente nos
pulmdes e linfonodos traqueobronquicos e iliacos. Nos pulmdes foram observados discretos
nodulos multifocais de 2-4 cm de diametro, firmes, acinzentados, circundados por um halo
avermelhado. Os linfonodos estavam aumentados de volume, variando de 6 a 18 cm de
diametro, e ao corte exibiam superficie difusamente amarelo acinzentada, com perda da
arquitetura nodal.

As lesdes microscopicas nos Bovinos 1 - 5, foram semelhantes e caracterizaram-se por
inflamacdo fibrinosupurativa e necrosante associada a vasculite, trombos, infartos e hifas
intralesionais. Nos Bovinos 1, 2 e 3, observaram-se no rimen e abomaso areas multifocais de
necrose com perda da camada epitelial associada a debris celulares, neutréfilos e hemorragia
que por vezes estendiam-se para submucosa adjacente, associadas a hifas. No abomaso, essas
areas de necrose e inflamagdo também foram observadas ao redor de vasos da submucosa e
estavam associadas também a mirfades de hifas intralesionais. Necrose fibrinoide e vasculite
dos vasos da submucosa do rimen e abomaso e trombos associados a hifas também foram
observados. No Bovino 2, além do infiltrado foi observado fibrina e edema distendendo a
submucosa do rimen, causando espessamento dessa camada. Adicionalmente, no bovino 3 foi
verificado vacuolizagdo acentuada do citoplasma das células epiteliais do rimen com

formacdes de vesiculas que continham neutréfilos e hifas flingicas.
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No coracdo dos Bovinos 1 e 2, observou-se trombos extensos aderidos a superficie da
valva atrio ventricular esquerda contendo miriades de imagens negativas tubuliformes na regiao
central do trombo e na periferia observou-se hifas com paredes basofilicas. Adjacente ao trombo
na regido superficial da valva observou-se necrose fibrinossupurativa. No miocérdio adjacente
a superficie valvar havia dreas multifocais a coalescentes de necrose supurativa, mineralizacao
de algumas fibras cardiacas e hifas intralesionais associadas a necrose fibrinoide, vasculite e
trombose. Nos rins foram observadas dreas multifocais de necrose de coagulacdo na regido
cortical e medular, circundadas por infiltrado de neutrdfilos integros e degenerados. Adjacente
a essas dreas havia multiplos agregados de neutrdfilos associados a hifas intralesionais no
intersticio e as vezes no espaco glomerular e luz de tibulos, mais evidentes no Bovino 2.
Adicionalmente, no Bovino 1, foi observada proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso e
infiltrado discreto de macréfagos e linfdcitos no intersticio. Trombos associados as hifas foram
observados nos dois animais.

No encéfalo do Bovino 2, foi observado espessamento discreto das leptomeninges por
infiltrado inflamatorio constituido predominantemente por neutréfilos integros e degenerados
as vezes associado a vasculite, necrose fibrinoide, trombose e raras hifas. Nos cortices frontal,
parietal e occipital e coliculo rostral esse infiltrado estendia-se ao neurdpilo adjacente formando
agregados discretos de neutréfilos associados a hifas. No Bovino 4, as lesdes encefdlicas foram
mais acentuadas e estavam localizadas principalmente nos coliculos rostral e caudal e
caracterizaram-se por dreas multifocais a coalescente de malacia associada a agregados de
neutréfilos integros e degenerados e miriades de hifas intralesionais. Esses agregados foram
vistos principalmente ao redor de vasos. Adjacente as dreas de malacia observou-se macréfago
com citoplasma vacuolizado. No tdlamo, 6bex, cerebelo e medula cervical havia espessamento
multifocal discreto das leptomeninges por infiltrado mononuclear, que também foram
observados ao redor de vasos do neurdpilo. Adicionalmente, essas lesdes afetavam também as
estruturas 6sseas adjacentes.

Na pele do Bovino 4, verificou-se fotodermatite caracterizada por extensas areas de
necrose eosinofilica na epiderme com infiltrado de neutréfilos degenerados associados a
fibrina. No dpice das dreas de necrose observaram-se estruturas flingicas intralesionais e
agregados bacterianos secunddrios. Adicionalmente na derme observaram-se pustulas
subepidérmicas associadas a dreas de hemorragias, acentuada proliferacao vascular e infiltrado
inflamatodrio constituido por neutréfilos, eosinéfilos e macréfagos.

No Bovino 6, verificou-se pneumonia e linfadenite piogranulomatosa, necrosante,

associada a hifas fingicas, muitas vezes circundadas por reagdo tipo Splendori-Hoepli. Essas
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lesdes foram mais intensas nos linfonodos e as estruturas fingicas eram vistas como imagens
negativas ou contendo citoplasma ligeiramente baséfilo nos centros dos piogranulomas e no
interior de células gigantes. Essas hifas eram largas e mediam de 5,0 a 30 pm de didmetro, com
formato irregular, paredes finas, pobremente septadas e com dilata¢do balonosa na extremidade.
A THq confirmou tratar-se de Conidiobolus lamprageus.

Nas seccdes coradas pela HE observou-se principalmente hifas com paredes basofilicas
(Fig. 2A) e, as vezes, algumas dessas estruturas eram negativas. Pelo GMS nos fragmentos dos
bovinos 1-5, verificaram-se hifas fortemente impregnadas em preto e caracterizadas
morfologicamente por serem largas, com diametro variando de 4 - 35 um, raramente septadas,
com paredes tortuosas e ramificacdes irregulares (Fig. 2B). Havia forte marcacio em rosa pelo
PAS (Fig. 2C). No bovino 3, observou-se imunomarcacao positiva para Rhizopus arrhizus (Fig.

2D).

Aspergiloses

Foram diagnosticados 3 casos de aspergilose, um deles afetando o trato respiratdrio
superior (bovino 7), outro o abomaso (bovino 8) e um o encéfalo (bovino 9). Em dois casos, a
infeccdo flingica ocorreu secundariamente a febre catarral maligna e diarreia viral bovina.

No Bovino 7, a infecc@o por Aspergillus spp estava associada a febre catarral maligna e
os sinais clinicos observados foram caracteristicos da infecdo viral, com evolugdo de 3 dias. As
lesdes macroscopicas que caracterizaram a infec¢do fungica foram observadas na cavidade
nasal, traqueia e bronquios e consistiram de exsudato amarelado e material esbranquicado, as
vezes acinzentado de aspecto flocular que recobriam 4reas erosivas e ulcerativas nas conchas e
meatos nasais da cavidade nasal e superficie da traqueia e bronquios. Adjacentes a essas dreas
havia também hemorragias (Fig. 3A e B).

No Bovino 8, a infec¢do fungica era restrita ao abomaso. Clinicamente foi relatado
distocia fetal, com realizacdo de fetotomia e retirada de feto enfisematoso. Foi instituida
antibioticoterapia por 7 dias e apds o tratamento, ndo observou-se melhora clinica e o animal
foi eutanasiado. Macroscopicamente a mucosa do abomaso estava difusamente avermelhada e
apresentava areas irregulares multifocais ulceradas e de aspecto botonoso, caracterizadas por
bordos elevados e centro deprimido, algumas recobertas por exsudato esverdeado.

O Bovino 9 era proveniente de um rebanho com histérico de mortalidade de bovinos
com sinais clinicos respiratdrios e digestivos devido a infeccdo pelo pestivirus Hobi Like Virus-
Diarreia Viral Bovina tipo III (Weber et al. 2014). Clinicamente verificou-se apatia, febre,

torneio da cabeca para a direita com morte apds dois dias. Macroscopicamente, as lesdes
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estavam restritas ao encéfalo. Apds a abertura da caixa craniana observou-se drea focalmente
extensa avermelhada, amolecida nas leptomeninges no cértex occipital direito, além de
assimetria do hemisfério cerebral direito (Fig. 3C) e herniacdo cerebelar. Em secc¢des
transversais do encéfalo fixado, observou-se que essa area afetava toda substancia cinzenta e
branca, formando cavitacdes principalmente na substadncia branca do cdértex occipital,
estendendo-se também ao cortex temporal, provocando compressao da porcao direita do tdlamo
e coliculos (Fig. 3D).

As lesdes microscopicas dos casos de aspergiloses foram semelhantes quanto ao padrao
da resposta inflamatdria e variaram na localiza¢do e intensidade da lesdo. No bovino 7,
verificou-se rinite, traqueite e bronquite fibrinonecréticas moderadas associadas a hifas e
conididforos intralesionais. Na cavidade nasal, traqueia e bronquios foram observadas dreas
multifocais de necrose do epitélio respiratdrio associada a fibrina e infiltrado de neutrofilos
integros e degenerados contendo miriades de hifas intralesionais (Fig. 4A). Algumas hifas
observadas no limen da traqueia e bronquios demonstravam extremidade balonosa (vesicula),
recoberta por cadeias de conidios (esporos), caracteristicos de conidiéforos. Adicionalmente
verificaram-se lesoes de febre catarral maligna, caracterizadas por necrose fibrinoide e vasculite
na traqueia, lingua, abomaso, intestino, rins, leptomeninges e rete mirabile.

Histologicamente no Bovino 8, observou-se na mucosa do abomaso dreas multifocais
ulceradas associadas a debris celulares e infiltrado neutréfilico, que as vezes se estendiam a
submucosa adjacente. Adicionalmente verificou-se que a submucosa estava distendida por
necrose fibrinosupurativa e edema, associada a miriades de hifas transversais e longitudinais
intralesionais, além de alguns piogranulomas multifocais e discretos. Alguns vasos da
submucosa apresentam também necrose fibrinoide, além de trombos discretos e estruturas
fungicas.

No Bovino 9, as lesdes encefélicas caracterizaram-se por espessamento acentuado das
leptomeninges por infiltrado inflamatério constituido por neutréfilos, macréfagos e linfécitos
associado a fibrina. Esse infiltrado estava distribuido principalmente ao redor de vasos e
entendiam-se a substincia cinzenta adjacente. Verificou-se vasculite, necrose fibrinoide e
trombos nos vasos das leptomeninges e menos frequente no neurdpilo (Figura 4B).
Adicionalmente havia 4rea focalmente extensa de maldcia caracterizada por multiplas
cavitacdes associadas a hemorragia, edema, macréfagos com citoplasma vacuolizado (células
Gitter) e mirfades de imagens negativas de hifas, as vezes levemente basofilicas no neurdpilo.

Nas seccOes impregnadas pelo GMS essas hifas variavam de 4-25 um de diametro,

apresentando septacdes e ramificacdes dicotomicas em angulo agudo, além dos conidi6foros
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fortemente impregnados, com caracteristicas morfologicas de Aspergillus spp (Fig. 4C). Pela
coloracdo do PAS eram marcadas em rosa (Fig. 4D e E). Imunomarcacio positiva das hifas em

marron para Aspergillus spp. foram observadas nos Bovinos 7 e 8 (Fig. 4F).

Candidiase

Foi diagnosticado um caso de infec¢do por Candida sp. em um bezerro (bovino 10),
com dois meses de idade, que desde os dez dias de vida apresentava respiracao ruidosa que se
intensificava durante o manejo. Foi informado pelo proprietirio que esse animal recebeu
antibioticoterapia (penicilina) por 6 dias com dose excedente, mas nao obteve-se melhora e o
animal foi encaminhado ao HV apresentando distensdo abdominal esquerda. No exame fisico
geral verificou-se timpanismo leve, dispneia mista e ruido laringotraqueal exarcebado com
presenca de roncado. Foi medicado com corticoide e anti-inflamatério por dois dias, mas ndo
houve melhora do quadro clinico e realizou-se traqueostomia. Apds esse procedimento, o
animal foi medicado com oxitetraciclina durante 7 dias em intervalos de 48 horas. Em seguida
verificou-se diarreia, desidratacdo e apos 12 dias o animal morreu. As lesdes macroscopicas
foram observadas principalmente nos pré-estdbmagos e caracterizaram-se por espessamento
difuso acentuado da mucosa do rimen, reticulo e omaso, por material esbranqui¢ado e grumoso,
que recobria a superficie da mucosa, formando placas (Fig. 5A). No rdmen verificou-se ainda
areas ulceradas focalmente extensa, deprimidas e amarronzadas na mucosa (Fig. 5B), além de
areas levemente elevadas e esbranquicadas na serosa. Na drea da traqueostomia observou-se
um abscesso.

Microscopicamente, as lesdes foram semelhantes nos pré-estdmagos e caracterizaram-
se por ruminite, reticulite e omasite fibrinosupurativa com erosdes e ulceracdes associada a
miriades de hifas intralesionais. Na mucosa do rimen, reticulo e omaso observaram-se areas
com perda das vilosidades e células epiteliais da mucosa vacuolizadas, as vezes formando
vesiculas contendo neutrdfilos e mirfades de hifas intralesionais de paredes levemente
basofilicas (Fig. 5C). Mais raramente, observaram-se também &4reas multifocais ulceradas
associadas a material eosinofilico e fibrilar com miriades de hifas intralesionais. Adjacente a
essas dreas na submucosa havia agregados de células mononucleares e ninhos de células
epiteliais queratinizadas, algumas acantoliticas. Nas sec¢des de GMS as hifas apareciam como
estruturas delgadas, variando de 1-4 um de didmetros, paredes paralelas e raras septagcdes. Essas
hifas coraram-se fracamente em rosa pelo PAS. Pela IHq observou-se forte imunomarcagdo das

hifas para Candida albicans (Fig. 5SD).
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Criptococose

Foi diagnosticado um caso de criptococose afetando especificamente o encéfalo (bovino
11). Os sinais clinicos observados foram caracteristicos de envolvimento no coértex cerebral.
Macroscopicamente observou-se assimetria dos telencéfalos com cavitagcdes contendo material
gelatinoso e hidrocefalia secunddria, caracterizado histologicamente por meningoencefalite
granulomatosa e leveduras intralesionais, identificadas pela imuno-histoquimica como
Cryptococcus neoformans var. grubii. Detalhes desse caso ja foram relatados por Riet-Correa

(2011).

DISCUSSAO

O diagnostico das infecgdes flngicas foi realizado com base nas propriedades histoquimicas,
caracteristicas morfolégicas do agente e do padrdo da resposta inflamatéria do hospedeiro.
Naqueles casos em que a IHQ ndo foi positiva para determinado agente fingico, acredita-se
que a auséncia de imunomarcacao tenha ocorrido pela presenca das hifas nas areas de necrose,
onde a a¢do de enzimas proteoliticas liberadas pelas células necréticas contribuiram para perda
da antigenicidade nos epitopos especificos. O tempo de fixacdo do material em formol, pode
também ter contribuido para alteracdes na estrutura do antigeno (Ramos-Vara & Beissenherz
2000).

As infeccdes fungicas foram consideradas pouco frequentes representando 1,34% das
doencas diagnosticadas em bovinos. No entanto, chama a atencdo que dos 11 casos
diagnosticados em seis (Bovinos 1,2, 4, 6,8,10 e 11) as infec¢des flingicas foram responsdveis
por determinar o quadro clinico e morte dos animais, consequentemente causando perdas
econOmicas significativas. No Brasil, hd poucos estudos sobre a ocorréncia de infecc¢des
fingicas em animais (Galiza et al. 2014) e nenhum envolvendo especificamente bovinos, a
maioria estd voltada a relatos de casos (Riet-Correa et al. 2011, Quevedo et al. 2015). Acredita-
se que a observacdo de sinais clinicos variados, associados as lesdes macroscopicas pouco
especificas, falha na coleta de material para diagndstico e dificuldade do mesmo, contribuam
para que essas doencas sejam pouco diagnosticadas ou subestimadas.

Das infecgOes fungicas estudadas a zigomicose foi mais frequente. Dos seis casos
diagnosticados, seja de forma localizada ou sist€émica, em trés foram observadas lesdes no trato
alimentar. Alteracdes localizadas nos pré-estdmagos e abomaso sao considerados os locais de
maior ocorréncia de zigomicose em ruminantes (Sheridan 1981, Chihaya et al. 1988a). Dentro
da ordem Mucorales, os principais géneros responsdveis por zigomicoses gastrintestinais

incluem Absidia, Mucor, Rhizomucor e Rhizopus (Grooters & Foil 2006). Acredita-se que a
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sobrevivéncia desses fungos em locais de condi¢des de baixo pH, associadas a lesdes prévias
nas mucosas dos pré-estdmagos e abomaso, bem como a caracteristicas de angioinvasividade
desses agentes, favorecam a sua penetracdo e multiplicacio, resultando em vasculite, trombose,
infartos e inflamacao fibrino-hemorragica (Radostitis 2000), como observados nos Bovinos 1-
3. Possivelmente, o estado imunolégico do animal e a intensidade da lesdo, podem ser
responsaveis pela determinacdo do quadro clinico e extensdo da infec¢do para outros sitios
secunddrios.

Tem sido descrito que acidose ruminal por sobrecarga de carboidratos na dieta, atonia
ruminal, prenhez, endometrites, mastites, septicemias e a utilizacdo de antibioticoterapia podem
ser considerados fatores que contribuem para a ocorréncia de zigomicoses no trato alimentar de
bovinos (De Lahunta et al. 1967, Chihaya et al. 1988a, Chihaya et al. 1992a, Quevedo et al
2015). Desta forma, no Bovino 3, a acidose ruminal foi considerada o principal fator que
favoreceu a infeccdo flingica, uma vez que lesdes histolégicas caracteristicas da doenga foram
observadas. No Bovino 1, chama a atencdo a suspeita clinica de reticulite traumdtica e a
observacdo macroscopica de lesdes cronicas entre reticulo e diafragma, frequentes nos casos
dessa enfermidade. A auséncia de corpo estranho, ndo descarta a possibilidade que a porta de
entrada para os zigomicetos tenha sido causada pela lesdo traumdtica na mucosa, uma vez que
histologicamente foram observadas lesdes no reticulo e diafragma associadas a presenca de
hifas intralesionais. A utilizacdo de antibidticos nesse caso ndo foi suficiente para debelar a
infeccdo e associada a caracteristica angioinvasiva do agente, pode ter influenciado na
ocorréncia do quadro sist€émico, semelhante ao observado por Sheridan (1981). A atonia
ruminal e a utilizacdo da antibioticoterapia, associada a baixa faixa etdria e consequentemente
o estado imunoldgico deficiente do Bovino 2, possivelmente, contribuiram para o
desencadeamento da forma sistémica da doenga com envolvimento do corag¢do, rins e encéfalo.
Essa forma sist€mica de zigomicose em bovinos tem sido causada por fungos da ordem
Mucorales, familia Mucoraceae, dos quais as espécies Absidia corymbifera, Rhizopus oryzae e
Rhizomucor (Mucor) pusillus sdo especialmente importantes (Dion et al. 1987, Jensen et al.
1989, Chihaya et al. 1992a, 1992b, Vasconcelos & Granh 1995).

Zigomicoses afetando o sistema nervoso sdo pouco frequentes e podem ocorrer por
extensdo ou contiguidade de lesdes na cavidade nasal (Blitzer et al. 1993, Riet-Correa et al.
2008, Elinav et al. 2009), traumas locais ou feridas (Ciuoderis-Aponte et al. 2009), ou por via
hematdégena em infec¢Oes disseminadas (Gleiser 1953, Cordes & Shortridge, 1968, Jensen et
al. 1994). Em bovinos, o envolvimento do sistema nervoso, tem sido relato como consequéncia

de infeccdo disseminada e os zigomicetos da ordem Mucorales sdo os mais comumente
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descritos (Cordes & Shortridge, 1968, Knudtson et al. 1973, Chihaya et al. 1986, Chihaya et al.
1992a, Jensen et al. 1994). Casos semelhantes foram esporadicamente diagnosticados em outras
espécies, incluindo cdes (Gleiser 1953) e gatos (Ravisse et al. 1978). Apesar da via hematégena
ser mais frequente, no Bovino 4, possivelmente a infec¢ao do encéfalo ocorreu por extensao de
lesdes primdrias na base do pavilhdo auricular, com osteomielite adjacente, seguida de
meningite e encefalite, responsdveis pelo quadro clinico observado nesse animal. Essa
apresentacao clinica ainda nao tem sido descrita em bovinos, entretanto, em humanos a forma
cerebral da doenca ocorre comumente secundaria ao envolvimento primdrio da cavidade nasal
(Blitzer et al. 1993, Elinav et al. 2009).

As lesOes cutianeas observadas no Bovino 5, eram caracteristicas de fotodermatite
confirmada através da epidemiologia tratar-se de Enterolobium contortisiliquum, no entanto,
miriades de hifas intralesionais com caracteristicas morfoldgicas de zigomicetos da ordem
Mucorales estavam presentes em grande quantidade nas dreas de necrose. Possivelmente, as
alteracdes hepdticas desencadeadas pela acdo téxica da planta e morte desse animal, ndo
permitiram a evolugdo das lesdes cutaneas com formacdo de granulomas, descritas em outras
espécies animais (Lopez-Sanroman et al. 2000, Sauer 2006) e no homem (Umbert et al. 1989,
Arnaiz-Garcia et al. 2009). Os zigomicetos sao componentes da flora normal de pele e pelos, e
ainfeccdo ocorre devido a quebra na integridade da pele ocasionada principalmente por traumas
e feridas cirdrgicas (Umbert et al. 1989, Sauer 2006, Arnaiz-Garcia et al. 2009). Nesse caso,
acredita-se que a fotodermatite tenha sido o principal fator predisponente para essa infeccao
fangica.

Zigomicoses causadas por Conidiobolus spp. ndo tem sido relatada em bovinos. Nesse
trabalho foi diagnosticado um caso de infecc¢ao por Conidiobolus lampreauges causando lesoes
em linfonodos e pulmio. E importante ressaltar que a infeccdo por Conidiobolus spp. ocorre
frequentemente na cavidade nasal de ovinos, as vezes com metastases para outros 6rgaos, sendo
responsaveis por mortes com perdas econdmicas significativas na regido Nordeste (Silva et al.
2007, Riet-Correa et al. 2008, Portela et al. 2010, Mendonca et al. 2012) e em outras regides do
Brasil (Furlan et al. 2010, Ubiali et al. 2013).

Aspergilose foi a segunda infeccido flingica mais diagnosticadas e nos trés casos
observados foi caracterizada como infec¢io secunddria. Devido a caracteristica oportunista do
género Aspergillus, geralmente as infec¢des por este agente estdo associadas a fatores
imunossupressivos incluindo o uso indiscriminado de antimicrobianos, estresse pds-parto,
doengas primdrias como rinotraqueite infecciosa e diarreia viral bovina (Neitzke et al. 1974,

Jensen et al. 1989, Seyedmousavi et al. 2015). No Bovino 6, a infec¢do por Aspergillus ocorreu

33



© 00 N o u b~ W N

w W W W W N N N N N N N N NN P R R RR R, R, R, R, R R
A W N B O VO 0O N O U M W N P O O 0 N OO 0 B W N +—» O

associada a febre catarral maligna, que foi considerada a infe¢do primaria, responsavel pelo
quadro clinico e morte do animal. As lesdes flingicas estavam restritas ao trato respiratdrio
superior, sugerindo que a fonte de infec¢do tenha ocorrido através da inalac@o de esporos desse
agente. E importante ressaltar que casos de aspergilose associados a febre catarral maligna
nunca foram relatados. Apesar de ndo terem sido observadas lesdes no parénquima pulmonar,
pneumonia granulomatosa ja foi descrita em bovinos (Galiza et al. 2014), ovinos (Gonzalez et
al. 1993) e caprinos (Carmo et al. 2014), entretanto, a infec¢do por Aspergillus na cavidade
nasal, € a principal forma de apresentacdo da doenca em caes (Benitah 2006, Peeters & Clercx
2007). Aspergilose causando lesdes no trato alimentar tem sido descrito em bovinos (Ohshima
et al. 1976, Chihaya et al. 1992ab, Jensen et al. 1994) geralmente associados a fatores
imunossupressivos € no Bovino 7 o estresse pds-parto e a utilizacdo de antibioticoterapia, foram
considerados fatores predisponentes para a infeccdo. Adicionalmente, € sugerido que a ingestao
de alimentos mofados podem resultar em micose gastrointestinal, principalmente no inverno,
quando silagem e feno, que sdo importantes fontes de esporos, sdo oferecidos aos animais
(Jensen et al. 1994). Nesse caso, dados sobre a alimentacdo ndo foram relatados. Chama atencao
a semelhanca das lesdes macroscOpicas € microscOpicas com as infec¢des causadas pelos
zigomicetos, que devem ser incluidos como diagnéstico diferencial.

As alteragdes macroscOpicas e microscopicas observadas no encéfalo do Bovino 8,
caracteristicas de infarto, foram atribuidas as propriedades de angioinvasividade verificadas
nesse género de fungos, causando vasculite e trombose (Seyedmousavi et al. 2015). Embora
considerada rara, lesdes semelhantes foram descritas no sistema nervoso de bovinos (Hatziolos
1973, Chihaya et al. 1988b) aves (Doérea et al. 1984), cdes (Mullaney et al. 1983), equinos
(Tunev et al. 1999), mamiferos marinhos (Dagleish et al. 2008) e primatas nao humanos
(Jurczynski et al. 2012), secundarias a infeccdo disseminada. Em humanos a infec¢cdo do
sistema nervoso por Aspergillus spp. pode ocorrer pela via hematégena, como manifestacdo da
disseminagdo sistémica ou por contiguidade, principalmente pelo envolvimento dos seios
paranasais e menos frequentemente apds traumatismo cranio-encefdlico e manipulagcdo
cirargica (Eptein et al 1991, Ashdown et al. 1994, Filho et al. 2005). Neste bovino, a observagao
de hifas na luz de vasos sugere disseminacdo hematdgena, embora o sitio primdrio da infeccao
ndo tenha sido determinado. Traumas ou manipulagdo cirdrgica nao foi relatado nesse caso.
Embora a infec¢do flngica tenha sido classificada como oportunista devido o animal ser
positivo para o virus da diarreia viral bovina, a lesdo causada pelo fungo foi responsavel pela
determina¢do do quadro clinico e morte do animal, devendo ser incluida como diagndstico

diferencial de doencas que afetam o sistema nervoso central de bovinos.
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Assim como outras infec¢des fingicas citadas anteriormente, as infec¢des por Candida
spp. sdo consideradas oportunistas e necessitam de um comprometimento nos mecanismos de
defesa do hospedeiro para estabelecer doenga clinica (Giuffrida 2016). A antibioticoterapia
intensa e prolongada pode ser um fator determinante para desencadear candidiase em bovinos
(Seeling 1966, Mills et al. 1967). Wada et al. (1994) relataram um caso de diarreia fatal por
Candida glabrata em uma bezerra tratada com seis diferentes antimicrobianos. Entretanto, nao
s6 os antimicrobianos sdo responsdveis por essa doenca fingica, mas também os fatores
nutricionais como o uso de alimentos ricos em glicose e maltose, as avitaminoses e as doengas
imunodebilitantes (Giuffrida 2016). No Bovino 11, o uso de antimicrobianos, corticoides
associados a idade e doencga respiratdria intercorrente podem ter favorecido a ocorréncia da
infec¢do, como relatado por Mills et al. (1967). Candidiase em bovinos tem sido descrita
principalmente como causa de mastites (Santos & Marin 2005), placentite e aborto (Foley &
Schlanfer 1987) e lesdes gastricas com diarreia (Cross et al. 1970, Wada et al. 1994) e a
presenca de placas esbranquigadas também ocorrem em leitdes, cdes, gatos, potros (Baxer &

Cadman 1963, Giuffrida 2016) e criangas (Chaudhury et al. 1996).

CONCLUSOES
As doencas fingicas diagnosticadas em bovinos foram zigomicoses, aspergilose, candidiase e
criptococose. Essas doengas foram pouco frequentes e ocorreram de forma espordadica, com
manifestacdes clinicas que variaram de acordo com a localizagdo da infec¢do e agente
envolvido. A zigomicose foi a doenga fingica mais frequente, afetando principalmente o trato
alimentar de bovinos. A utilizacao de antibiéticos pode ser considerado um fator predisponente

para ocorréncia de doengas fingicas oportunistas.
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Legendas das figuras

Fig. 1 - Zigomicoses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Rimen. Observa-se na superficie
de corte, area focal amarronzada com espessamento da submucosa. B) Superficie de corte de
fragmento de miocdrdio demonstrando trombo aderido a valva atrioventricular esquerda
(asterisco). C) Rim. Observam-se adreas multifocais avermelhadas irregulares e nddulos
multifocais amarelados na superficie subcapsular. D) Rim. Superficie de corte. Verifica-se

infarto na cortical e medular. Orgios fixados em formol.

Fig. 2 - Zigomicoses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Ramen. Observa-se corte
longitudinal de hifa levemente basofilica circundada por neutréfilos na submucosa. HE. B)
Rumen. Observa-se na submucosa cortes longitudinais de hifas coradas em rosa circundadas
por neutrofilos e fibrina. PAS. C) Rim. Observam-se multiplas hifas irregulares impregnadas
em preto na luz de vasos. GMS. D) Ridmen. Imunomarcacao positiva de hifas para Rhizopus-

arrhizus. IHQ.

Fig. 3 - Aspergiloses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Cavidade nasal. Corte sagital.
Observa-se na mucosa das conchas e meatos nasais exsudato amarelado, com material
esbranquicado e acinzentado. B) Observa-se na mucosa da traqueia e bronquios exsudato
amarelado e material esbranquicado. C). Encéfalo. Verifica-se assimetria do hemisfério
cerebral direito e drea focalmente extensa avermelhada e irregular nas leptomeninges do cortex
occipital direito. D) Observam-se em cortes transversais do encéfalo fixado em formol,
assimetria do hemisfério direito, mais volumoso e dreas acinzentadas com cavitagdes nas
substincias branca e cinzenta estendendo-se do coértex occipital ao cortex temporal e

compressao da porcao do tadlamo e coliculo.

Fig. 4 - Aspergiloses em bovinos no Nordeste do Brasil. A) Traqueia. Observam-se mirfades
de hifas basilicas associada a neutr6filos degenerados na superficie da mucosa. HE. B) Cortex
occipital. Observam-se nos vasculite e trombos nas leptomeninges e no neurdpilo adjacente.
HE. C) No lumen da traqueia (asterisco) observam-se conididforos impregnados em preto.
GMS. D) Observam-se no limen da traqueia (asterisco) hifas e conidiéforos (setas) corados em
rosa associada a restos necréticos. PAS. E) Verificam-se hifas fortemente coradas em rosa.

PAS. F) Pulmao. Imunomarcagao positiva das hifas em marron para Aspergillus spp. IHQ.
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Fig. 5 - Candidiase em bovino no Nordeste do Brasil. A) Pré-estomagos. Observa-se material
esbranquicado, recobrindo a mucosa do rimen, reticulo e omaso. B) Rimen. Observam-se dreas
multifocais de ulceracdes na mucosa e material esbranquigado, grumoso adjacente. C) Rimen.
Observam-se hifas fracamente basofilicas (setas) em meio a neutr6filos e fibrina na superficie
da mucosa. HE. D) Observa-se imunomarca¢do das hifas em marron para Candida albicans.

THQ.
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1 Quadro 1. Descricdo dos protocolos de imuno-histoquimica utilizados com os anticorpos anti-
2 Rhizopus-arrhizus, anti-Aspergillus spp., anti-Conidiobolus lamprauges e anti-Candida albicans.

Anticorpo RAe;ltllI; ZI:i(é:o Diluicdo Incubacio Amplificador Cromégeno
Anti- Rhizopus Polimero Easy Link
arrhizus Tris-EDTA 1:50 1h/37°C One (EasyPath)= DABb
20 min/ 25 ¢
Anti-Aspergilus Polimero Easy Link
spp- Tris-EDTA 1:300 1h/37°C One (EasyPath)a DAB®b
20 min/ 25 @

Anti- Polimero Easy Link
Conidiobolus Tris-EDTA 1:500 1h/37°C One (EasyPath)= DAB®b
lamprauges 20 min/ 25 ¢

Polimero Easy Link
Anti-Candida Tris-EDTA 1:1.000 1h/37°C One (EasyPath)a DABb

albicans

20 min/ 25 @

aEasy Link One = Amplificador + Polimero HRP (EasyPath). "DAB = Liquid DAB (3,3’
diaminobenzidine) + substrate-Choromogen System (DAKO).
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CAPITULO 11

PITIOSE EM BOVINOS NA REGIAO NORDESTE DO BRASIL

O presente trabalho foi formatado segundo as normas da revista Pesquisa Veterindria

Brasileira (anexo 1).
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Pitiose em bovinos na regiio Nordeste do Brasil’

Lisanka A. Maia®*, Robério G. Olinda?, Maria T. S. Frade?, Luciano A. Pimentel®, Edisio O.

Azevedo®*, Glaucia D. Kommers>, Franklin Riet-Correa®, Antdnio F. M. Dantas®

ABSTRACT.- Maia L.A., Olinda R.G., Frade M.T.S., Pimentel L.A., Azevedo E.O., Kommers
G.D., Riet-Correa F. & Dantas A.F.M. 2016. [Pythiosis in cattle in Northeastern Brazil]
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Hospital Veterindrio, Laboratério de Patologia
Animal, CSTR, Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos, Av. Universitéria
s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos, PB 58708-110, Brazil. E-mail: lisankavet @hotmail.com.br
The epidemiological, clinical and pathological aspects of three cases of cutaneous pythiosis
in cattle in the Northeast of Brazil are described. Epidemiological and clinical data were
obtained during visits to farms with suspected cases of the disease. A biopsy of the lesions of
one bovine from each visited farm was performed. The material was fixed in 10% buffered
formalin, cleaved, routinely processed and made histological slides that were stained by
hematoxylin eosin (HE). Selected, histological sections of the lesions were submitled to
histochemwith methenamine silver nitrate from Grocott (GMS) and periodic acid from Schiff
(PAS) to visualize the hyphae. Immunohistochemistry (IHC) with anti-Pythium insidiosum
antibody was used for the confirmation of the agent. In all cases, of affected cattle contact with
water accumulated in dams or irrigation channels was reported. Clinically, lesions were
observed mainly on the skin of the thoracic and/or pelvic limbs, characterized by flat and
irregular ulcerated areas or nodules of varying sizes, some with fistulated tracts, which were
cut deep into the subcutaneous tissue. In one case there were involvement of superficial lymph
nodes. Histologically, piogranulomatous inflammation associated with hyphae not stained by

HE was observed in all cases. In the sections impregnated by the GMS hyphae were observed
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2 Discente do Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterindria, Universidade Federal de Campina
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2-28 um in diameter, thick, with irregular ramifications and rare septations. This was these
hyphae did not stained by PAS. In IHC, there were strong immunostaining for Pythium
insidiosum. The diagnosis was made based on the epidemiological, clinical and pathological
aspects, associated to the morphotinorial characteristics of the agent and confirmed its etiology
by IHC. It is concluded that pythiosis occurs in cattle in the Northeast region of Brazil, with
similar epidemiological, clinical and pathological characteristics of other regions, with attention
to the coastal region, and that should be included in the differential diagnosis of other

dermatopathies of cattle of the region.

INDEX TERMS: Pythium insidiosum, oomycete, dermatitis, cattle.

RESUMO.- Descreveu-se os aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos de trés casos de
pitiose cutanea em bovinos na regido Nordeste do Brasil. Os dados epidemiolégicos e clinicos
foram obtidos durante visitas as fazendas com casos suspeitos da doenca. Foi realizada bidpsia
das lesdes de um animal de cada fazenda visitada. O material foi fixado em formol tamponado
a 10%, clivados, processados rotineiramente e confeccionadas laminas histolégicas que foram
coradas pelo hematoxilina eosina (HE). Em seguida, foram selecionados cortes histolgicos das
lesdes e realizadas coloragdes histoquimicas como metenamina nitrato de prata de Grocott
(GMS) e acido periddico de Schiff (PAS) para visualizagdo das hifas. Para a confirmacgado do
agente foi utilizada a técnica de imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpo anti-Pythium
insidiosum. A doenga ocorreu em bovinos adultos e jovens de regides de clima semiérido dos
Estados da Paraiba e Ceara e no litoral de Sergipe. Em todos os casos foi relatado o contato dos
bovinos com dgua acumulada em acudes ou canais de irrigag@o. Clinicamente foram observadas
lesdes principalmente na pele dos membros toracicos e/ou pélvicos, caracterizadas por areas
ulceradas planas e irregulares ou nddulos de tamanhos variados, alguns com tratos fistulados,
que ao corte se aprofundavam no tecido subcutineo. Em um caso havia envolvimento de
linfonodos superficiais. Histologicamente, verificou-se em todos os casos inflamacao
piogranulomatosa associada a hifas ndo coradas pela HE. Nas sec¢des impregnadas pela GMS
foram observadas hifas de 2 a 28 um de didmetros, com paredes espessas e paralelas, com
ramificacoes irregulares e raras septacoes. Essas hifas ndo foram coradas pelo PAS. Na IHQ
obteve-se forte imunomarcacgao para Pythium insidiosum. O diagndstico foi realizado com base
nos aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos, associados as caracteristicas
morfotintoriais do agente e confirmado sua etiologia pela IHQ. Conclui-se que a pitiose ocorre

em bovinos na regido Nordeste do Brasil, com caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
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patoldgicas semelhantes de outras regides, com atencdo para a regido litoranea, e que devera

ser incluida no diagndstico diferencial de outras dermatopatias de bovinos da regido.

TERMOS DE INDEXACAO: Pythium insidiosum, oomiceto, dermatite, bovino.

INTRODUCAO
Pitiose € causada pelo Pythium insidiosum, um oomiceto aquético do reino Straminipila que
afeta varias espécies de animais domésticos, silvestres e o homem (Santurio et al. 2006, Gaastra
et al. 2010). A ocorréncia da doenga estd relacionada com o contato dos animais com aguas
contendo zodsporos méveis que constitui a forma infectante do agente (Santurio et al. 2006;
Gaastra et al. 2010).

Pitiose em bovinos € considerada infrequente e ja foi descrita nos Estados Unidos,
Venezuela, Colombia e no Brasil (Miller et al. 1985, Pérez et al. 2005, Grecco et al. 2009,
Santos et al. 2011, Cordona et al. 2012). A baixa ocorréncia da doenca nessa espécie tem sido
atribuida principalmente a recuperacdo espontinea das lesdes (Santurio et al. 1998, Grecco et
al. 2009). No Brasil, embora a doenca ocorra com maior frequéncia nos equinos, casos de
pitiose em bovinos tem sido diagnosticados na regido do Pantanal (Santurio et al. 1998, Santos
et al. 2011) e nas regides Oeste (Gabriel et al. 2008) e Sul do Rio Grande do Sul (Grecco et al.
2009).

Em estudo realizado sobre doengas de pele em equinos na regido Nordeste do Brasil, a
pitiose representou 24,38% dos casos estudados (Pessoa et al. 2014). Além dessa espécie,
também té€m sido diagnosticados varias formas clinicas da doenga em ovinos, incluindo a forma
cutanea (Tabosa et al. 2004), nasal (Portela et al. 2010) e digestiva (Pessoa et al. 2012). Casos
esporadicos com envolvimento cutaneo também foram relatados em um caprino (Do Carmo et
al. 2015), em trés muares (Tabosa et al. 1999) e recentemente em um asinino (Maia et al. 2016).
No entanto, ndo ha relatos da doenca afetando bovinos nessa regido. Dessa forma, objetivou-se
descrever os achados epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da pitiose em bovinos na regiao

Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS
As informacdes incluidas neste estudo foram obtidas através de visitas a fazendas com casos
suspeitos de pitiose cutanea em bovinos. Foram coletados dados epidemioldgicos e clinicos, e
realizadas bidpsias cutdneas em um animal de cada fazenda visitada. Bidpsia de linfonodo

também foi realizada em um bovino. O material coletado foi fixado em formol tamponado a
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10%, clivados, processados rotineiramente e confeccionadas laminas histoldgicas coradas pela
hematoxilina e eosina (HE).

Para a caracteriza¢do morfotintorial das hifas foram realizadas coloracdes histoquimicas
especiais de metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS) e acido periddico de Schiff (PAS).
Além disso, as imagens fotografadas e o diametro das hifas foram obtidas através de um
microscopio Axio Scope.Al camera digital Axio Cam MRcS5, controlada pelo programa Zen
2012.

A identificag@o do agente foi realizada através da técnica de imuno-histoquimica (IHQ) em
fragmentos com lesdes cutineas e de linfonodo. O protocolo de IHQ foi realizado de acordo
com Martins et al. (2012) usando anticorpo policlonal (anti-P. insidiosum) produzido em
coelhos (Gabriel et al. 2008). Utilizou-se o anticorpo primdrio a uma diluicdo de 1:1000 ligado
ao complexo estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina e revelado com Permanent Red (Dako,
Carpinteria, CA, USA) por 60 minutos. Como controle positivo, foram utilizadas seccoes
histolégicas de um caso confirmado de pitiose em equino, € como controle negativo, as mesmas
secgoes, com substituicdo do anticorpo primdrio por solucio salina tamponada com fosfato

(PBS) contendo 0,5% de Tween 20 (PBST).

RESULTADOS
Epidemiologia

Foram diagnosticados trés casos de pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. O
primeiro ocorreu no més de novembro de 2007, no municipio de Sao Mamede, na mesorregiao
do Sertdao do Estado da Paraiba, de clima semidrido. Nessa fazenda o rebanho era composto de
50 bovinos e a doencga foi observada em apenas um animal. Os bovinos eram criados em regime
semi-extensivo, alimentados com capim elefante e tinham acesso a agude.

O segundo caso ocorreu no municipio de Japaratuba, na mesorregido leste do Estado de
Sergipe, de clima tropical. A regido caracteriza-se por vegetacado litoranea e mata atlantica com
clima sub-imido. De um rebanho de 90 bovinos, dois animais apresentaram lesdes cutaneas.
Os animais pastejavam em dreas de baixios que constituia a unica fonte de forragem disponivel
e adjacente havia um canal que drenava dgua durante todo ano (Fig. 1). Foi informado também
que no periodo chuvoso essas areas ficavam alagadas. A doenga foi diagnosticada no més de
janeiro de 2014 e foi relatado pelo proprietirio que em anos anteriores outros bovinos
apresentaram lesdes cutineas semelhantes que recuperaram-se espontaneamente.

O terceiro caso ocorreu no més de outubro de 2014, no municipio de Lavras da Mangabeira,

na mesorregido do Centro-Sul Cearense, com clima semidrido. O animal afetado pertencia a
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um rebanho de 33 bovinos e 9 equinos. Esses animais eram criados extensivamente em area de
pasto nativo (caatinga) e tinham acessos a uma drea adjacente a acude onde a vegetacdo se

mantinha verde durante todo o ano.

Sinais clinicos e patologia

As lesdes cutaneas apresentaram caracteristicas diferentes quanto a localizacdo, forma de
apresentacdo e evolucao clinica.

No Bovino 1, foram observados ndédulos multifocais nas regides cervical, tibial,
metacarpiana e glitea (Fig. 2A). Alguns desses nddulos apresentavam superficie ulcerada,
irregular, avermelhada e com os bordos elevados (Fig. 2B). Outros estavam recobertos por pele
integra com tratos fistulosos deprimidos e alopécicos (Fig. 2C). Nas bidpsias, ao corte,
verificaram-se dreas amareladas e avermelhadas irregulares, delimitadas por tecido
esbranquicado, liso e brilhante na pele, tecido subcutaneo (Fig. 2D) e as vezes na musculatura
adjacente. Além das lesdes cutaneas foi verificado que os linfonodos cervicais superficiais e
pré-crurais estavam aumentados de volume e ao corte exibiam dreas nodulares amareladas
multifocais a coalescentes entremeadas por dreas avermelhadas discretas (Fig. 2E).

Nos Bovinos 2 e 3, as lesdes eram caracterizadas por dreas ulceradas, com bordos
irregulares discretamente elevados e centro levemente deprimido, imido e avermelhado. Essas
lesdes mediam entre 8-15 cm de didmetro e no Bovino 2 estavam localizadas na regido
metacarpiana € no Bovino 3, na regido do umero e da tibia. No Bovino 3, observou-se também
area ulcerada e ressequida com bordas delimitadas por halo escuro (Fig. 3A). Na superficie de
corte, essas lesdes ficaram restritas a pele e caracterizavam-se por tecido esbranquicado, firme,
com areas multifocais a coalescentes discretas, amareladas, variando de 0,5 a 1,0 cm de
diametro (Fig. 3B).

Em todos os casos ndo foram prescritos medidas de tratamento, mas verificou-se regressao
espontanea das lesdes em um periodo que variou 7 meses no Bovino 1, um més no Bovino 2 e
dois meses no Bovino 3.

As lesdes microscopicas observadas em todos os casos foram semelhantes, variando apenas
na intensidade da resposta celular ou tecidual e caracterizaram-se por dermatite
piogranulomatosa ulcerativa associada a imagens negativas de hifas. No Bovino 1, observou-
se resposta inflamatéria celular acentuada (Fig. 4A) que estendia-se da derme superficial
infiltravam a derme profunda, o subcutaneo e a musculatura adjacente (Fig. 4B) que por vezes
estava necroética. Essa resposta inflamatdria caracterizou-se por presenca marcada de células

gigantes multinucleadas, macréfagos epitelioides, linfécitos e plasmoécitos, além de neutréfilos

54



© 00 N o u b~ W N

w W W W W N N N N N N N N NN P R R RR R, RR, R, R, R R
A W N B O VO 00O N O Ul D~ W N B O VU 0 N OO 0t B W N B+ O

e eosindfilos associados a proliferacdo de tecido conjuntivo disperso (Fig. 4A). Em meio a
inflamacdo havia dreas multifocais de hemorragia e mineralizacdo. Lesdo semelhante foi
observada nos linfonodos onde observou-se substitui¢do da regido cortical e medular por
piogranulomas com imagens negativas de hifas, caracterizando metéstases (Fig. 4C).

Nos Bovinos 2 e 3, observou-se intensa resposta tecidual e discreta resposta inflamatéria
celular (Fig. 4D). A lesao foi observada principalmente na derme superficial e caracterizaram-
se por piogranulomas multifocais a coalescentes discretos, delimitados por tecido de
granulacdo. Esses piogranulomas eram constituidos por dreas centrais contendo discretos
neutrdfilos e eosindfilos degenerados, circundados por macréfagos, macréfagos epitelioides e
células gigantes multinucleadas, perifericamente delimitado por tecido conjuntivo fibroso.
Menos frequentemente observou-se granulomas conspicuos, formados por macrofagos
epitelioides e poucas células gigantes multinucleadas.

Em todos os casos, hifas em cortes transversais e longitudinais foram observadas no interior
de alguns piogranulomas e no citoplasma de células gigantes (Fig. 4A e D), as vezes
circundadas por material eosinofilico radiado, formando Splendori-Hoepli. Nas secgOes
impregnadas pela GMS foram observadas hifas com didmetro variando de 2 a 28 um, paredes
espessas e paralelas, com ramificacdes irregulares e raras septacdes (Fig. 4E). Essas hifas ndo
foram coradas pelo PAS e através da IHQ obteve-se forte imunomarcacao para P. insidiosum

(Fig. 4F).

DISCUSSAO
O diagnéstico de pitiose foi realizado com base nos aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patoldgicos, associados as caracteristicas morfotintoriais do agente e confirmado sua etiologia
pela IHQ.

Embora todos os casos de pitiose descritos nesse trabalho tenham ocorrido na regido
Nordeste do Brasil, observaram-se caracteristicas epidemiolédgicas diferentes de acordo com o
local de ocorréncia da doenga. Dois casos ocorreram em regides de clima semidrido, entre os
meses de outubro e novembro, onde a doenca tem sido diagnosticada em outras espécies de
animais, atribuida a condi¢Oes ambientais favordveis e a escassez de forragens. O hébito
regional de manter reservas de dguas, sob a forma de acudes e barragens, as quais 0s animais
tém acesso, principalmente em época de estiagem onde a pastagem ao redor desses acudes se
mantem verde por mais tempo, contribuem para que os animais permanecam por longos
periodos nesses locais, que sdo fontes potencias de infeccao para os animais (Tabosa et al. 2004,

Pessoa et al. 2012, Pessoa et al. 2014).
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A doenca também foi diagnosticada em regido de clima tropical litoraneo imido do
Nordeste brasileiro, em uma area de baixio permeada por um canal que corre d4gua o ano inteiro,
com alagamentos em épocas de chuvas. Essas condi¢cdes ambientais diferem do que
normalmente € observado na regido Nordeste e se assemelha ao que tem sido descrito em outras
regides do Brasil (Gabriel et al. 2008, Grecco et al. 2009). Recentemente, foram descritos dois
surtos de pitiose bovina nas regides Oeste e Sul do Rio Grande do Sul, afetando,
respectivamente, 76 e 16 bovinos, que foram colocados em pastagens alagadas durante o verao
(Gabriel et al. 2008, Grecco et al. 2009). Na regido Oeste desse estado, o alagamento das
pastagens foi atribuido a canais de irrigacdo (Gabriel et al. 2008), enquanto que, na Regido Sul,
onde a pitiose equina é endémica, foi associada a campos baixos e planos sujeitos a alagamentos
frequentes durante a estacdo chuvosa (Grecco et al. 2009). No Pantanal brasileiro, a maioria
dos casos de pitiose ocorre em verdes chuvosos (fevereiro—maio) que correspondem ao periodo
das cheias. O pastejo de animais em solos inunddveis com drenagem lenta associados a
vegetacdo aqudtica abundante e altas temperaturas contribuem para ocorréncia da doenga nessa
regido (Santos et al. 2011). Acredita-se também que no segundo caso, o pastejo dos bovinos ao
redor e no interior desses canais, facilitou o contato com dgua de temperaturas elevadas,
contribuindo para a ocorréncia da doenca. E importante ressaltar que essas condigdes
epidemioldgicas, ndo tinham sido relatadas na regido Nordeste, uma vez que, todos os casos de
pitiose descritos em equinos (Tabosa et al. 1999), ovinos (Tabosa et al. 2004, Portela et al. 2010,
Pessoa et al. 2012), caprino (Do Carmo et al. 2015) e asinino (Maia et al. 2016), ocorreram na
regido semidrida.

Em dois bovinos, as lesdes macroscopicas foram semelhantes as descritas em bovinos
(Santurio et al. 1998, Gabriel et al. 2008, Grecco et al. 2009, Santos et al. 2011). Essas lesoes
corresponderam microscopicamente a resposta tecidual intensa com presenca marcada de
fibroplasia, neovascularizacao e raras hifas, e nesses animais o curso clinico da doenga foi curto
com cura espontanea das lesdes. No entanto, chamou a atenc¢do a caracteristica da les@o
observada no Bovino 1, que macroscopicamente eram nodulares e as vezes infiltravam o
subcutdneo e a musculatura adjacente, além de envolvimento de linfonodos regionais,
caracterizando metdstase. Além do aspecto nodular, observou-se que o curso clinico da doenca
nesse animal foi mais prolongado, comparado aos demais animais desse trabalho, bem como
de outros relatos da literatura (Santurio et al. 1998, Gabriel et al. 2008, Grecco et al. 2009,
Santos et al. 2011). Acredita-se que a diferenca na lesdao microscopica caracterizada por intensa
resposta inflamatéria com presenca marcada de células gigantes e hifas e pouca resposta

tecidual, associadas ao carater infiltrativo da lesdo e ao curso clinico mais prolongado possam
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ter contribuido para a envolvimento de linfonodos regionais, observados apenas nesse animal,
sugerindo, aparentemente uma resposta individual. O modo como um tipo de resposta se
sobrepde e domina a outra in vivo € extremamente complexo e determinado por diversos fatores,
que incluem o tipo de célula apresentadora de antigeno (antigen presenting cell, APC) (célula
dendritica versus macréfago e versus linfécito); a citocina envolvida no momento da
apresentacdo do antigeno, a qual pode ser influenciada pela natureza do patégeno ou do
antigeno; a regulagdo das células T diferenciadas por citocinas; a dose e afinidade do antigeno
pelo receptor da célula T, o momento e o nivel de sinais co-estimulatérios expressados tanto da
APC para a célula T quanto da célula T para a APC durante as respostas primdria e secundaria
e a cessacdo das respostas T e B especificas através da morte celular induzida por ativacdo
(Brown et al. 1998, Martins 2010). Esse conjunto de fatores provavelmente norteia os diferentes
tipos de resposta inflamatdria observados entre uma mesma espécie e entre espécies diferentes.

Disseminacdo de P. insidiosum para outros 6rgdos tem sido relatada, no entanto, sdo
consideradas raras, e podem ocorrer por via hematdgena, extensdo direta das lesdes e por via
linfatica (Gaastra et al. 2010). Acredita-se que a metastase em linfonodo observada em apenas
um bovino, tenha ocorrido por via linfatica, uma vez que, apenas os linfonodos superficiais
responsdveis pela drenagem da lesdo cutanea foram afetados. Metdstases para linfonodos
regionais ja foram descritos em ovinos (Tabosa et al. 2004) e equinos (Miller & Campbell et al.
1984, Chaffin et al. 1995, Martins 2010), mas até o momento ndo havia sido observada em
bovinos.

Pitiose em bovinos € considerada uma doenca pouco frequente. No entanto, em estudos
que descreveram a doenca em bovinos no Brasil, os autores relatam a observagao por parte dos
produtores, da ocorréncia de animais com doenca semelhante em anos anteriores e propriedades
vizinhas (Pérez et al. 2005, Gabriel et al. 2008, Grecco et al. 2009, Santos et al. 2011). Nesse
trabalho, esse fato também foi relatado em duas das fazendas visitadas, sugerindo que assim
como na regido Sul e Pantanal Matogrossense, na regido Nordeste, a pitiose em bovinos ocorra
com mais frequéncia, mas nao seja diagnosticada. Isso possivelmente estd associado a diversos
fatores, como a regressdo espontinea das lesdes, curso clinico pouco prolongado (quando
comparado aos equinos), lesdes pouco invasivas, auséncia de comprometimento sistémico,
conhecimento dos proprietdrios sobre a pitiose e consequentemente sem o servigco de Médicos

Veterindrio para a confirmacgao da doencga.
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CONCLUSAO
Pitiose em bovinos ocorre em regido de clima semidrido e tropical litoraneo do Nordeste do
Brasil, devendo ser incluida no diagndstico diferencial das doencas infecciosas cronicas e
neoplésicas que afetam a pele de bovinos. A doenga pode se apresentar como lesdo cutanea
ulcerativa e plana, mas também nodular com cardter prolongado e nesses casos além da pele os

linfonodos podem ser afetados.
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Legendas das figuras

Fig. 1 - Pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. Observam-se bovinos pastejando em
dreas de baixio préximo a canal de irrigacdo. Adjacente verifica-se vegetacdo litoranea e mata

atlantica. Japaratuba, Sergipe.

Fig. 2 - Pitiose em bovinos na regidio Nordeste do Brasil. Bovino 1. A) Pele. Observam-se
nédulos multifocais nas regides cervical, tibial, metacarpiana e no gliteo. B) Pele. Verifica-se
nddulo de superficie ulcerada na regido glatea. C) Pele. Observam-se nddulos recobertos por
pele integra e tratos fistulosos deprimidos e alopécicos na regido da tibia e metacarpo. D) Pele.
Observa-se na superficie de corte, dreas amareladas e avermelhadas irregulares, delimitadas por
tecido esbranquigado, liso e brilhante se estendendo ao tecido subcutineo. E) Linfonodo
cervical superficial. Observa-se na superficie de corte, dreas nodulares amareladas multifocais

a coalescentes entremeadas por dreas avermelhadas discretas nas regides cortical e medular.

Fig. 3 - Pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. Bovino 3. A) Pele. Observa-se na
regido do imero drea ulcerada de superficie avermelhada ressequida e bordas delimitadas por
halo escuro. B) Pele. Observa-se na superficie de corte, tecido esbranquicado, liso e brilhante,

com areas multifocais discretamente amareladas.

Fig. 4 - Pitiose em bovinos na regido Nordeste do Brasil. A) Pele. Observa-se piogranulomas
com multiplas células gigantes multinucledas, algumas com imagens negativas de hifas no
citoplasma (setas). HE. B) Musculo esquelético. Observam-se piogranulomas infiltrando fibras
muscular. C) Linfonodo. Verificam-se piogranulomas na regido cortical. HE. D) Pele. Imagem
negativa de hifa (seta) circundada por Splendori-Hoepli no centro de piogranuloma. HE. E)
Hifa impregnada em preto, formando angulo reto. GMS. F) Observam-se hifas no citoplasma

de células gigantes imunomarcadas em vermelho para Pythium insidiosum.
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CAPITULO 111

PITIOSE CUTANEA EM ASININO (EQUUS ASINUS) NO BRASIL

O presente trabalho foi publicado no periddico Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, 2016, Vol. 28(4), 436-439 (Brief Communication).
DOI: 10.1177/1040638716651467 (anexo 2).
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Pitiose cutanea em asinino (Equus asinus) no Brasil

Lisanka A. Maia!, Robério G. Olinda', Tenério F. de Aralijo3, Paulo R Firmino!, Luciano

Nakazato?, Eldiné G. de M. Neto!, Franklin Riet-Correa', Ant6nio F. M. Dantas’

"Hospital Veterindrio, Centro de Saidde e Tecnologia Rural, Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Patos, Patos, PB, 58700-00, Brasil.

’Laboratério de Microbiologia Veterindria, Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiab4,
Mato Grosso, MT, 78069-900, Brasil.

3Laboratério Central de Sadde Piblica do Rio Grande do Norte, Natal, RN, 59037170, Brasil.

Resumo: Descrevem-se os aspectos epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos, imuno-
histoquimicos e moleculares (PCR) de um caso de pitiose cutanea em asinino (Equus asinus)
no Brasil. Durante um  periodo seco, o animal pastejou por 4
meses em torno de um acude onde a vegetacdo permanecia verde. As lesdes cutaneas eram
nodulares, multifocais e disseminadas, envolvendo principalmente os membros, regido ventral
do peito e glandula mamaéria. Na superficie de corte, verificou-se discretos nédulos amarelados,
multifocais a coalescentes e ocasionalmente pequenas cavitagdes com discretos kunkers.
Microscopicamente observou-se dermatite piogranulomatosa e eosinofilica, ulcerativa e
nodular, com foliculite e furunculose. As hifas foram impregnadas em preto pela coloragdo de
metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS). A imuno-histoquimica com anticorpos de
Pythium insidiosum revelou forte imunomarcacdo das hifas em marrom. Do material em
parafina foi extraido o DNA de Pythium insidiosum pela amplificagdo de um fragmento de 105
pares de base, que tem como alvo o gene 5.8S ribossomal. Apds o diagndstico de pitiose, foi
realizada excisdo cirdrgicas das maiores lesdes cutaneas, tratadas como feridas de segunda
intencdo, que estavam completamente cicatrizadas no trigésimo dia pds-operatério. As lesdes
cutaneas pequenas regrediram espontaneamente em aproximadamente 60 dias. A inflamacao
granulomatosa resultante da doenca nesse asinino foi semelhante aos casos de pitioses em

bovinos.

Palavras-chave: Dermatite, doencas de asininos, foliculite, piogranuloma, Pythium

insidiosum.
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Pitiose é uma doenca granulomatosa, causada pelo oomiceto Pythium insidiosum, que
acomete diferentes espécies de animais domésticos e silvestres e inclusive o homem, em vérias
regides do mundo (Gaastra, 2010; Santurio et al., 2006). A forma clinica da doenc¢a pode variar
de acordo a espécie afetada. Em animais, a infeccao pode se desenvolver sob a forma cutanea
ou subcutanea, gastrointestinal, nasal, pulmonar e 6ssea (Gaastra, 2010). A forma cutanea é
considerada a mais comum e tem sido relatada frequentemente em equinos. A principal
caracteristica da lesdo nessa espécie é a presenca de galerias ramificadas, preenchidas por
material necrético branco-amarelado, firme e granular, visto na superficie de corte dos tecidos
afetados e conhecidos como kunkers (Gaastra, 2010; Santurio et al., 2006). Casos esporadicos
com envolvimento cutdneo/subcutineo e auséncia de kunkers também foram descritos em
bovinos (Martins et al., 2011; Grecco et al., 2009; Santurio et al., 1998), ovinos (Tabosa et al.,
2004), caes (Grooters et al., 2003), gatos (Grooters et al., 2003), dromedério (Wellehan et al.,
2004) e ave (Pesavento et al., 2008). Em asininos, pitiose foi recentemente relatada na
Colombia, causando lesdes cutaneas semelhantes aos equinos (Alvarez et al., 2013).

No Brasil, atualmente h4 relatos de pitiose afetando equinos (Pessoa et al., 2014; Martins
et al., 2011; Santos et al., 2011; Santurio et al., 2006), bovinos (Martins et al., 2011; Grecco et
al., 2009), ovinos (Pessoa et al., 2012; Tabosa et al., 2004), cdes (Galiza et al., 2014) e gatos
(Galiza et al., 2014). O objetivo deste trabalho é relatar um caso de pitiose cutdnea em asinino
na regido semidrida do Brasil, caracterizando os aspectos epidemioldgicos, clinicos,
patoldgicos, imuno-histoquimicos e moleculares.

A doenga ocorreu em um asinino, fémea, adulto, sem raca definida, prenhe, que foi
atendido no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande em julho de
2014, apresentando multiplos nédulos na pele, que evoluiram para dreas ulceradas que
drenavam secrecdo, com aproximadamente 30 dias de evolucao. Esse asinino era criado com
mais outros 15 asininos e trés equinos em uma drea de pasto nativo (caatinga) em uma
propriedade localizada no municipio de Jucurutu, Rio Grande do Norte. Apenas esse asinino
pastejava ao redor de um acude onde a vegetacao manteve-se verde. Foi informado ainda que
era comum observar o animal pastejando dentro do agude, o qual continha abundante
vegetacio aqudtica na superficie. A doenga ndo foi observada nos outros equideos.

No exame clinico observaram-se multiplas lesdes cutaneas nodulares, arredondadas e
firmes que variaram de 1 a 11 cm de didmetro, algumas com superficie ulcerada e outras
alopécicas, distribuidas na regido ventral do peito, regido abdominal, membros toricicos,
membros pélvicos e glandula mamadria. As lesdes maiores geralmente apresentavam superficie

ulcerada e drenavam secre¢@o serosanguinolenta (Fig. 1A). Foi realizada bidpsia de lesdes no
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peito e membros para exame histopatoldgico. Macroscopicamente observou-se na superficie
de corte desses fragmentos discretos nddulos amarelados multifocais a coalescentes medindo
de 0,2 a 0,4 cm de didmetro, circundados por tecido esbranquicado, liso e brilhante. Menos
frequentemente, adjacente aos nddulos foram vistas pequenas cavitacdes contendo material
necrdtico, levemente fridvel, amarelado e granular que se desprendiam facilmente (kunkers)
(Fig. 1B).

As lesdes microscOpicas caracterizaram-se por dermatite nodular e ulcerativa
eosinofilica e piogranulomatosa com foliculite e furuculose. Na derme superficial e profunda
observaram-se piogranulomas, multifocais a coalescentes, com dreas centrais de necrose
eosinofilica circundada por eosinofilos, linfécitos, plasmécitos, macréfagos e células gigantes
multinucleadas (Fig. 1C). Os granulomas eram envoltos por tecido fibroso e frequentemente
entremeados por eosindfilos, linfocitos e plasmocitos. Imagens negativas de hifas, em seccdes
transversais e longitudinais, ocasionalmente circundadas por pequena reacdo de Splendore-
Hoeppli, foram observadas nas dreas centrais de necrose. Essas dreas de necrose estavam
ausentes em alguns granulomas. Na luz de alguns foliculos pilosos verificou-se necrose
eosinofilica associada a restos de pelos e imagens negativas de hifas. Alguns foliculos pilosos
apresentavam ruptura e parcial substituicdo por grandes areas de necrose, com infiltrado de
eosindfilos e imagens negativas de hifas. Observaram-se também macréfagos, linfécitos e
eosindfilos infiltrando a parede de alguns foliculos, causando foliculite mural e discreta
furunculose (Fig. 1C). Nas sec¢des impregnadas pela metenamina nitrato de prata de Gomori
(GMS) foram observadas hifas com paredes paralelas e espessas, com ramificagcdes irregulares
e raras septacdes. O didmetro das hifas variou de 2-28 um e foi obtido através de um
microscopio Axio Scope Al, camera digital Axio Cam MRc5, controlada pelo programa Zen
2012.

Para confirmacdo do agente etioldgico realizou-se imuno-histoquimica utilizando
anticorpo policlonal anti- P.insidiosum na dilui¢do de 1:800, complexo estreptavidina-
peroxidase e o cromdgeno 3,3 diaminobenzidine (DAB). Como controle positivo, foram
utilizadas sec¢Oes histoldgicas de caso confirmado de pitiose em equino € como controle
negativo, as mesmas secgoes foram utilizadas, com substitui¢cdo do anticorpo primdrio por
PBST. Através dessa técnica obteve-se forte imunomarcagao das hifas em marron (Fig. 1D),
confirmando o diagndstico de pitiose. A extracdo de DNA foi feita utilizando amostras
teciduais fixadas em parafina, submetidas ao aquecimento em tampao de pH alcalino, extragao
com fenol-cloroférmio, precipitacdo com etanol e ressuspensdo em &dgua ultrapura; como

previamente descrito por Shi et al. (2004). Os primers utilizados na reacdo de PCR foram PI1
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(5’-TTCGTCGAAGCGGACTGCT-3’) e PI2 (5’-GCCGTACAACCCGAGAGTCATA-3’)
que amplificaram um fragmento de 105 pares de base (pb) para a primeira regido ribossomal
(ITS1) de P. insidiosum. Foram utilizadas como controle positivo amostras teciduais, fixadas
em parafina, de um caso confirmado de pitiose. Como controle negativo, foi utilizada dgua
ultrapura. As amostras desse asinino e dos controles positivos foram positivas no PCR.

Foi realizada excisdo cirdrgica das lesdes cutaneas maiores e tratamento com aplicacao
topica de clorexidina e repelente. Os menores nddulos ndo foram cirurgicamente removidos.
A cicatrizagdo das feridas cirudrgicas foi observada 30 dias apds o procedimento e os nddulos
menores, ndo tratados, regrediram ap6s 60 dias.

O diagnéstico de pitiose foi estabelecido com base nos achados epidemioldgicos,
clinicos e patoldgicos, e foi confirmado por imuno-histoquimica e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). As lesdes cutineas macroscOpicas observadas neste asinino foram
semelhantes ao que tem sido descrito em ruminantes. Na superficie de corte de alguns nédulos
havia pequenas cavitacdes preenchidas por kunkers. Os kunkers sdo considerados
patognomoOnicos da pitiose em equinos e foram relatados também em asininos que
apresentavam lesdes cutaneas (Alvares et al., 2015) e em camelo com envolvimento vulvar
(Videla et al., 2012). No asinino desse estudo, a presenca de pequenos kunkers associados a
imagens negativas de hifas intralesionais permitiram o diagndstico presuntivo de pitiose. No
entanto, os kunkers nao foram o achado predominante nas lesdes, em contraste aos outros casos
em equinos (Mendoza et al., 1996) e asininos (Alvares et al., 2015).

Microscopicamente, observou-se predominio de reacdo inflamatéria granulomatosa
e/ou piogranulomatosa com discretas dreas de necrose eosinofilica central. Lesdes
granulomatosas semelhantes t€ém sido descritas em bovinos e considera-se que sejam
responsaveis pela condi¢do autolimitante da pitiose nessa espécie (Gabriel et al., 2008; Santurio
et al., 1998). A remissdo dos menores nddulos e a rapida cura pds-tratamento das feridas
cirirgicas podem ser atribuidas ao tipo de resposta inflamatéria granulomatosa observada,
caracterizada por células mononucleadas, macréfagos e células gigantes multinucleadas. Para
o desenvolvimento da inflamagdo granulomatosa, se faz necessario a predominincia de uma
resposta imune celular do tipo Thl, envolvendo linfécitos e citocinas como interleucina-2 e
interferon-y, as quais danificam e destroem as hifas (Santurio et al., 1998). Embora nesse caso
a doenca tenha ocorrido de forma branda, em um relato anterior na Coldmbia, muitos asininos
apresentaram uma forma mais severa de pitiose com lesdes macroscopicas e histologicas

similares as observadas em equinos (Alvares et al., 2015). As diferencas observadas em relacio
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ao quadro clinico no relato prévio podem ser resultantes de diferentes niveis de resisténcia a
infec¢do entre asininos ou a diversidade genética do P. insidiosum.

Tem sido descrito que a infec¢do ocorre principalmente através do contato direto dos
zo6sporos moveis com ferimentos na pele ou membranas mucosas. Os zodsporos s@o atraidos
por quimiotaxia e penetram através de lesdes cutaneas preexistentes (Mendoza et al., 1996).
Embora considerada rara, a possibilidade de penetracdo do agente pelos foliculos pilosos, sem
uma lesdo prévia na pele, foi sugerida em descri¢do da doenga em dois bovinos, com base na
observacgao de hifas nos foliculos pilosos (Santurio et al., 1998). Além disso, sob condicdes de
laboratdrio, foi observado que zodsporos moéveis de P. insidiosum foram fortemente atraidos
para os pelos de todas as espécies testadas (equina, bovina, coelho e ratos), particularmente para
a parte do pelo normalmente encontrada dentro do féliculo piloso (Santurio et al., 1998). Desse
modo, € possivel que nesse asinino o agente tenha penetrado a derme através de foliculos
pilosos, uma vez que hifas foram vistas no ltimen folicular associadas a foliculite e furunculose
e lesdes traumaticas pré-existente nao foram relatadas.

No semidrido nordestino sdo considerados como fatores predisponentes da pitiose em
equinos, ovinos e caprinos a manutengdo de dgua em reservatorios para uso durante a estacao
seca; alta temperatura da dgua, que favorece a proliferacdo da forma infectante do agente; e
escassez de forragens na estacdo seca, o que leva os animais a intensificar o pastejar ao redor e
dentro de agudes em busca de alimentacao (Pessoa et al., 2014). Neste caso, verificou-se que a
doenca ocorreu durante um longo periodo de estiagem (Empresa de Pesquisa Agropecudria do
Rio Grande do Norte [EMPARN], e com severa escassez de alimentos, contribuindo para a
permanéncia do animal por longos periodos pastejando dentro e ao redor do acude, que
constituia a unica fonte de vegetacdo verde disponivel.

Em adicdo aos fatores ambientais, diferentes padrdes de comportamento podem também
influenciar no desenvolvimento da pitiose em diferentes espécies animais (Pessoa et al., 2014;
Santos et al., 1998). Em equinos o habito de partejar em areas alagadas € o principal fator de
risco (Santos et al., 1998). Em contraste, asininos, caprinos € bovinos preferem ambientes secos,
evitando a permanéncia em dreas alagadas (Pessoa et al., 2014). Nos casos de pitiose em
asininos na Colombia (Alvares et al., 2015), as condicdes ambientais nas quais a doenca ocorreu

nao foram mencionadas.
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Figura 1 - Pitiose em asinino no Brasil. A) Observam-se lesdes cutaneas nodulares e ulcerativas

drenando secrecdo serosanguinolenta na regido do peito. B) Superficie de corte contendo
multiplos kunkers e algumas cavitacdes ou galerias com secrecdo serosanguinolenta,
circundadas por tecido esbranquigado, liso e brilhante. C) Verifica-se necrose eosinofilica
(asterisco) na luz de foliculo piloso (cabeca de seta), além de ruptura da parede folicular (seta).
HE. D) Verificam-se multiplas hifas de P. insidiosum fortemente marcadas em marron (setas)

pelo método de Estreptavidina-biotina peroxidase. Obj. 40x.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Hospital Veterindrio presta um importante servico de diagndstico na regiao Nordeste
do Brasil, permitindo estabelecer a ocorréncia de doengas flingicas em bovinos e pitiose em
bovinos e asininos principalmente na Paraiba, mas também em outros estados como Rio Grande
do Norte, Ceard e Sergipe, seja através de estudo de levantamento no Laboratério de Patologia
Animal ou assisténcia ao produtor rural com visitas a propriedades rurais.

O conhecimento e a divulgacdo a comunidade cientifica e aos produtores rurais, sobre
a ocorréncia dessas enfermidades auxiliam na realizacdo de mais diagnésticos € no
estabelecimento de medidas de controle e prevencdo dessas enfermidades, melhorando a
expectativa dos animais.

A técnica de imuno-histoquimica associadas a caracteristicas morfolégicas dos agente
fungicos e oomicetos, permitiram melhorias na eficiéncia do diagndstico sobre doengas

fangicas e pitiose.
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