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ABSTRACT.- Grecco F.B., Schild A.L., Quevedo P., Assis-Brasil N.D., Kommers G.D.,
Marcolongo-Pereira C. & Soares M.P. 2009. [Cutaneous pythiosis in cattle in the Southern
region of Rio Grande do Sul, Brazil.] Pitiose cutanea em bovinos na regido Sul do Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira 29(11):938-942. Laboratério Regional de
Diagnéstico, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario
s/n, Pelotas, RS 96010-900, Brazil. E-mail: alschild@terra.com.br

An outbreak of cutaneous pythiosis is described in cattle from southern Rio Grande
do Sul, Brazil. Cattle were introduced into flooded pastures and developed ulcerative
and wet cutaneous lesions on distal limbs and Planum nasale. Histologically, the lesions
were characterized by multiple granulomas with intralesional hyphae, better seen in the
methenamine silver stain, and surrounded by abundant fibrous tissue. Diagnosis was
based on epidemiology, gross and histological lesions, and by positive immuno-
histochemical reaction with anti-Pythium insidiosum polyclonal antibody. Morbidity was
23.8% and lesions were observed 15-90 days after cattle were introduced in the flooded
area. Affected cattle had spontaneous healing without treatment. It is suggested that the
disease is more frequent than what was earlier thought, mainly in flooded areas of the

Southern region of the Rio Grande do Sul State.

INDEX TERMS: Oomycetes, Pythium insidiosum, epidemiology, cattle, pythiosis.

RESUMO.- Descreve-se a ocorréncia de pitiose cutanea
em bovinos de corte na regido sul do Rio Grande do Sul.
Os animais foram introduzidos em area alagada e desen-
volveram lesdes cutaneas ulcerativas e Umidas, de tama-
nhos variados, localizadas na regido distal dos membros
e no chanfro nasal. Histologicamente, as lesGes eram
caracterizadas por multiplos granulomas com hifas intra-
lesionais, melhor observadas pela coloracdo de metena-
mina nitrato de prata de Gomori, e circundadas por abun-
dante tecido conjuntivo fibroso. O diagndstico foi realiza-
do com base na epidemiologia, lesdes macroscopicas e
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histolégicas e pela reacdo imuno-histoquimica positiva
com anticorpo policlonal anti-Pythium insidiosum. A
morbidade foi de 23,8% e os animais adoeceram 15-90
dias ap6s a introducao na area alagada. Em todos os ca-
sos as lesdes evoluiram para a cura sem tratamento.
Sugere-se que a doenga possa ser mais frequente em
bovinos do que se supbe, principalmente em areas
alagadas da regiéo Sul do Rio Grande do Sul.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas causadas por oomicetos,
Pythium insidiosum, bovinos, pitiose.

INTRODUCAO

Pitiose é uma doencga cronica que afeta predominante-
mente equinos em areas tropicais, subtropicais ou tem-
peradas (Meirelles et al. 1983, Mendoza et al. 1996), cau-
sada pelo oomiceto Pythium insidiosum, organismo clas-
sificado no reino Straminipila (Mendoza et al. 2005), filo
Oomycota, familia Pythiaceae (Alexopoulos et al. 1996).

O microorganismo é essencialmente aquatico, e se
desenvolve bem quando a temperatura ambiente é supe-
rior a 30°C e ha abundancia de vegetacao, se caracteri-
zando pela formacado de zodsporos moveis biflagelados
responséaveis pela infeccdo em mamiferos (Miller 1983,
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Chaffin et al. 1995). Estes zo6sporos sdo atraidos para
0s pelos por mecanismo quimiotatico e penetram na pele
dos animais através de lesbes pré-existentes, onde se
encistam, iniciando a infeccao cutanea (Mendoza et al.
1996). Santurio et al. (1998) sugeriram que o0 agente pe-
netraria, também, pelos foliculos pilosos, sem a necessi-
dade de lesGes na pele, com base na observacéao de hifas
do agente em foliculos de bovinos afetados. Casos clini-
cos podem ocorrer o ano inteiro, mas a maioria é obser-
vada durante periodos de maior precipitacéo pluviométri-
ca ou logo apds esses periodos (Sallis et al. 2003, Perei-
ra & Meireles 2007).

A doencga tem sido relatada em varias espécies como
na canina (Mendoza et al. 1996, 2005), na ovina (Tabosa
etal.2004), na felina (Rakich et al. 2005) e aves (Pesavento
et al. 2008), é mais frequente porém em equinos. S&o
conhecidos quatro relatos da doenga na espécie bovina
(Miller et al. 1985, Santurio et al. 1998, Pérez et al. 2005,
Gabriel et al. 2008). Ha relatos da doenca em humanos
no Sudeste da Asia (Imwidthaya 1994) e no Brasil (Mar-
ques et al. 2006).

Em bovinos, a doenca foi descrita nos Estados Unidos
(Miller et al. 1985). No Brasil ha um relato da doenca de
forma esporédica afetando poucos animais no Pantanal
Matogrossense (Santurio et al. 1998), e um surto foi re-
centemente relatado na regido Oeste do Rio Grande do
Sul, afetando 76 animais (Gabriel et al. 2008). Na Vene-
zuela uma enfermidade conhecida como granulomatose
enzodtica bovina, que ocorre em regides alagadas da-
quele pais foi atribuida a P. insidiosum identificado como
agente etiolégico por meio de técnicas histoquimicas,
imuno-histoquimicas e sorolégicas (Perez et al. 2005). Em
ovinos foram relatados dois surtos no Nordeste com 10-
33% de morbidade (Tabosa et al. 2004).

As lesBes em equinos tém sido bem documentadas
(Meireles et al. 1983, Tabosa et al. 1999, Leal et al. 20014,
2001b, Sallis et al. 2003), observando-se areas ulcera-
das de tamanhos variados e coloracdo branco-amarela-
da e com mudiltiplas fistulas que drenam exsudato seros-
sanguinolento. Nessas fistulas de drenagem se observam
massas necroéticas de material amarelado e endurecido
(coralbide) que sdo denominadas kunkers. As lesdes ge-
ralmente sdo Unicas e afetam aquelas regides que estdo
em contato constante com agua como porc¢ées distais dos
membros, regido ventral e face (Pereira & Meireles 2007).
Nos bovinos (Miller 1983, Santurio et al. 1998) e ovinos
(Tabosa et al. 1999), as lesdes ulcerativas localizam-se
na regido inferior dos membros e abdémen, do mesmo
modo que nos equinos, porém sao mais secas e sem a
formacao de kunkers. Ao contrario dos equideos, 0s ovi-
nos e bovinos aparentemente ndo apresentam prurido
(Mendoza & Alfaro 1986, Santurio et al. 1998, Tabosa et
al. 1999).

Histologicamente, em equinos a lesédo caracteriza-se
pela formacédo de massas necroticas constituidas por eo-
sindéfilos (que correspondem aos kunkers) em cujo interi-
or encontram-se hifas do microorganismo. Circundando

estas areas observa-se fibrose intensa e infiltrado infla-
matorio de eosinofilos, macréfagos e ocasionalmente cé-
lulas gigantes (Meireles et al. 1983, Pereira & Meireles
2007). Em bovinos, as lesdes caracterizam-se por granu-
lomas e piogranulomas multifocais com hifas de P. insidi-
osum no centro, circundadas ou ndo por reacdo de
Splendore-Hoeppli (Miller 1983, Santurio et al. 1998, Pérez
et al. 2005).

O diagndstico presuntivo da doenca pode ser feito com
base na epidemiologia e nos aspectos macroscépicos e
microscopicos das lesdes. As hifas podem ser demons-
tradas por exame direto dos kunkers em equinos, ou pela
impregnacéo pela prata (Pereira & Meireles 2007). O di-
agnostico definitivo pode ser feito pelo isolamento e ca-
racterizacéo de P. insidiosum (Chaffin et al. 1995) ou por
imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-P. insidiosum
(Brown et al. 1988).

Os objetivos deste trabalho foram descrever os sinais
clinicos e as les6es macroscoépicas e histolégicas de um
surto de pitiose observado em bovinos na regiao Sul do
Rio Grande do Sul, bem como caracterizar os aspectos
epidemioldgicos que determinaram sua ocorréncia nesta
regiao.

MATERIAL E METODOS

Os dados epidemiolégicos e os sinais clinicos foram estudados
em visitas a propriedade localizada no municipio de Capéao do
Ledo, Rio Grande do Sul, onde ocorreu o surto.

Foi realizada biépsia em um bovino afetado cuja lesédo tinha
aproximadamente 20 dias e parte do material foi encaminhado
para exame direto e cultura microbiolégica e o restante foi fixado
em formol tamponado a 10%, cortado com 5um de espessura,
incluido em parafina e corado pelas técnicas de hematoxilina-
eosina (HE) e metenamina nitrato de prata de Gomori (GMS).
Cortes histoldgicos com 3um em laminas silanizadas foram
submetidos & técnica de imuno-histoquimica (IHQ) para Pythium
insidiosum. Os cortes foram desparafinizados, hidratados e
submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido
de hidrogénio a 3% por 20 minutos. A recuperacao antigénica foi
realizada em forno microondas com TRIS-EDTA (pH 9,0) por 10
minutos. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com
leite em p6 desnatado a 5% em PBST por 30 minutos. As segdes
foram incubadas por 60 minutos a 37°C com anticorpo (Ac)
policlonal (ndo comercial) anti P. insidiosum produzido em coelho
(diluicdo 1:1000 em PBST). A seguir foram incubadas com Ac
secundario biotinilado® (Dako Cytomation LSAB + Kit-Peroxidase,
Cédigo K0690) por 35 minutos em temperatura ambiente. Seguiu-
se a incubag&o com complexo estreptavidina-peroxidase’ (Dako
Cytomation LSAB + Kit-Peroxidase, Codigo K0690) por 35
minutos em temperatura ambiente. As lavagens entre as
principais etapas foram realizadas com PBST. A revelacéo foi
executada com DAB. As secdes foram contracoradas com
hematoxilina de Harris por 1 minuto, desidratadas em alcool e
montadas em laminula com resina sintética. Foram utilizadas
secdes histoldgicas de caso de pitiose cutanea equina como
controle positivo. Como controle negativo substituiu-se o Ac
primario por diluente de Ac nas secdes testadas.

67 Dako Cytomation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA.
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RESULTADOS
Epidemiologia

A doenca ocorreu em uma propriedade do municipio de
Capéo do Ledo, RS, durante os meses de novembro a
marc¢o. Os bovinos afetados faziam parte de um rebanho
de 67 novilhos que estavam em uma area de 60ha dos
guais, aproximadamente 30ha estavam alagados e onde
0s animais passavam todo o tempo por haver maior dispo-
nibilidade de forragem. Os animais estavam divididos em
dois lotes. O Lote 1 era constituido de 10 bovinos nascidos
na propriedade que estavam em pastagem de azevém e
no final de outubro foram transferidos para a area de ocor-
réncia do surto. O Lote 2 era composto de 57 bovinos pro-
venientes do municipio de Jaguardo, RS, que foram intro-
duzidos no local no més de novembro. O primeiro caso foi
observado em um bovino do Lote 1 aproximadamente 15
dias ap0s a introdugéo na area. Posteriormente, outros cinco
bovinos deste lote foram afetados. No Lote 2 adoeceram
10 animais. Os casos surgiram até 90 dias apds o primeiro
e a evolucao até a formacéo de cicatriz ocorreu em poucas
semanas até dois meses apos 0 aparecimento das lesbes
iniciais. De acordo com o proprietario, pelo menos um bo-
vino havia sido afetado por lesdo semelhante no ano ante-
rior em uma propriedade vizinha, porém o diagndstico nao
foi confirmado. No ano 2009, cinco novos casos ocorreram
na mesma propriedade do surto descrito em um lote de
230 bovinos nos meses de janeiro e fevereiro.

Patologia

As lesdes estavam localizadas na porcao distal dos
membros na regido metacarpo-falangeana e metatarso-
falangeana respectivamente, podendo estar presentes nas
faces medial, lateral, cranial ou caudal dessas regides.
As lesdes eram observadas em apenas um membro ou
afetando tanto os membros anteriores como 0s posterio-
res. Havia edema da regiao adjacente a lesdo. Em um

dos bovinos, a lesdo estava localizada dorsalmente ao
chanfro nasal nas proximidades da narina direita. Os bo-
vinos apresentaram inicialmente pequenas areas alopé-
cicas e deprimidas de aspecto hemorragico que ao evo-
luirem tornavam-se areas ulceradas, Umidas, hiperémicas
ou hemorragicas e de tamanhos variados, podendo che-
gar a 15cm no seu eixo maior. Algumas tinham a superfi-
cie irregular com nodulagdes e hemorragias (Fig.1A) e
outras apresentavam a superficie plana, com areas
hiperémicas ou hemorragicas (Fig.1B). Em todos os bovi-
nos afetados as lesdes regrediram espontaneamente em
periodos variaveis de poucas semanas a dois meses, sem
a necessidade de tratamento. Logo apos o diagnéstico,
0s bovinos foram retirados do local onde a doenga ocor-
reu e ndo surgiram novos casos.

Macroscopicamente, o tecido da bidpsia era esbran-
quigado, firme e com areas puntiformes acinzentadas na
regido profunda da derme. No exame direto do material e
na cultura microbioldgica ndo houve visualizagdo ou cres-
cimento de agentes etioldgicos.

Histologicamente, na derme profunda havia multiplos
piogranulomas constituidos por area central com aglome-
rados de eosindfilos e poucos neutréfilos rodeados por
macroéfagos e células gigantes (Fig.2A) que, por sua vez,
eram rodeados por uma delicada capsula de tecido con-
juntivo. Nas areas entre os granulomas havia prolifera-
¢éo de tecido conjuntivo frouxo e neovascularizagdo. No
centro de alguns granulomas havia imagens negativas de
estruturas tubuliformes e algumas apresentavam ramifi-
cacgOes e raras septacfes. Ao redor dessas estruturas
observava-se reacao de Splendore-Hoeppli, evidenciada
principalmente nos cortes transversais das hifas (Fig.2B).
Pela técnica de GMS, as paredes das hifas impregna-
ram-se em preto (Fig.2C). Havia area ulcerada com infil-
trado inflamatério misto e presenca de agregados
bacterianos na superficie.

Fig.1. Bovinos afetados por pitiose cutanea. (A) Lesdo ulcerada na face lateral da porcdo distal do metatarso. Observa-se
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superficie irregular com nodulagdes de coloragdo escura. Na face caudal observa-se pequena ulceracdo na mesma regido.
(B) Leséo ulcerada entre a face lateral e caudal da porcéo distal do metatarso. Ha edema da porgéo distal do membro.
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A IHQ utilizando anticorpo policlonal anti-P. insidiosum
foi positiva evidenciando hifas longas e eventualmente
septadas marcadas em marrom na regido central dos gra-
nulomas (Fig.2D).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O diagnostico de pitiose cutanea foi confirmado pela mar-
cacao das hifas pela técnica de imuno-histoquimica utili-
zando anticorpo policlonal anti-Pythium insidiosum, as-
sociado a epidemiologia e lesdes macroscopicas e histo-
I6gicas observadas em bidpsia da lesdo em um bovino
afetado.

A regido Sul do Rio Grande do Sul onde foi observado
0 surto apresenta condi¢des epidemiolégicas favoraveis
ao aparecimento da doenca por ser uma area de campos
baixos, planos e sujeitos a alagamentos frequentes. Es-
tas condicdes sdo similares as observadas em outros re-
latos da doenga (Miller et al. 1985, Santurio et al. 1998,
Tabosa et al. 2004, Sallis et al. 2003). Dados do Labora-
tério Regional de Diagndstico (LRD) da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas revelam
a ocorréncia de 24 surtos ou casos esporadicos da doen-
¢a em equinos na regido em um periodo aproximado de
30 anos, representando 2,19% dos diagnésticos realiza-
dos nessa espécie (Schild et al. 2008). Isto indica que a
pitiose equina pode ser considerada endémica na regi&o.

Lot a) -

o w.n D

Fig.2. (A) Granuloma com presenca de estruturas tubuliformes em meio a infiltrado inflamatério de
eosindfilos, neutréfilos e células gigantes. HE, obj.20x. (B) Estruturas tubuliformes mostrando
reacdo de Splendore-Hoeppli. HE, obj.40x. (C) Estruturas tubuliformes impregnadas em preto.
Metenamina nitrato de prata de Gomori, 0bj.20x. (D) Hifa de Pythium insidiosum corada em
marron por imuno-histoquimica. Eestreptavidina-biotina peroxidase, obj.40x.

A doenca é considerada pouco freqtiente em bovinos. No
entanto, a ocorréncia de cinco Novos casos entre janeiro
e fevereiro de 2009 e a possibilidade de ocorréncia de
pelo menos um caso em uma propriedade vizinha, suge-
rem que a doenca em bovinos possa ser mais frequente
do que se supde nesta regido e ndo ser diagnosticada em
funcao da regresséo espontanea das lesdes em um peri-
odo de tempo relativamente curto.

A leséo histoldgica caracteristica com a formacéo de
piogranulomas contendo hifas do agente estava localiza-
da profundamente na derme. Este é outro fator que pode
contribuir para a néo realizacao do diagnéstico da enfer-
midade com maior frequéncia. Muitas vezes, as amos-
tras de lesdes cuténeas de bovinos que chegam ao LRD
para andlise foram colhidas superficialmente na pele ul-
cerada e ndo sdo profundas o suficiente para a realiza-
¢do do diagnostico.

O periodo entre a introdugdo dos animais na area
alagada e o aparecimento do primeiro caso foi de 15 dias
e se estendeu pelo menos por dois meses. Aparentemente
este é o periodo de incubacdo minimo em bovinos, o que
difere da doenca nos equinos cujo periodo de incubacao
aparentemente é de varias semanas (Leal et al. 2001a,
Santurio et al. 2006). A variacdo de 15 a 90 dias para o
aparecimento das lesdes no presente surto pode ser ex-
plicada pela possivel necessidade da presenca de lesdes

Pesq. Vet. Bras. 29(11):938-942, novembro 2009



942 Fabiane B. Grecco et al.

na pele do hospedeiro (Miller 1983), o que determinaria a
variacdo no momento da penetragdo dos zodsporos de
P. insidiosum e producéo das leses em cada bovino afe-
tado. A possibilidade de penetracdo do agente pelos
foliculos pilosos, sem uma lesé@o prévia na pele, foi suge-
rida em uma descricdo da doenca em dois bovinos
(Santurio et al. 1998). No entanto, na biépsia de pele rea-
lizada em um bovino deste surto ndo foram visualizadas
hifas nos foliculos pilosos. Com base no observado no
presente surto pode-se afirmar, portanto, que pelo menos
15 dias s&o necessarios desde a entrada dos bovinos em
areas contaminadas pelo agente até o aparecimento das
lesdes macroscopicas.

Em uma descri¢éo da doenga em bovinos, também no
Rio Grande do Sul, foi mencionado que os animais adoe-
ceram apds permanecerem em areas com canais de irri-
gacao por longos periodos, passando parte do tempo pas-
tando no interior dos canais (Gabriel et al. 2008). E prova-
vel que a variagdo no periodo de aparecimento das le-
s@es a partir da entrada dos animais nas areas alagadas
esteja relacionada ao tempo de permanéncia ha dgua que
no presente relato era continuo. Em trabalhos experimen-
tais em coelhos o periodo de incubacéo da doenca foi de
25 dias (Pereira et al. 2008). Apesar de existirem equinos
na propriedade, esses animais ndo foram afetados, uma
vez que ndo foram colocados na &rea alagada.

A alta morbidade da doenca nos bovinos (23,8%) ca-
racteriza a ocorréncia da enfermidade em forma de surto,
0 que ndo foi descrito em relatos anteriores em bovinos
(Miller et al.1985, Santurio et al. 1998). H4, porém, des-
cricdo da doencga desta forma na Venezuela, onde a pitiose
é considerada enzodtica, afetando um grande nimero de
bovinos em regifes alagadas daquele pais (Perez et al.
2005). Um surto foi observado na regidao oeste do Rio
Grande do Sul afetando 76 bovinos (Gabriel et al. 2008).

As lesdes de todos os bovinos do presente relato evo-
luiram para a cura sem qualquer tipo de tratamento em um
periodo variavel de poucas semanas a dois meses, 0 que
difere da doengca em equinos cujas lesdes ndo regridem
sem tratamento (Santurio et al. 2006). Nesta espécie o tra-
tamento mais eficiente é a excisdo cirlrgica completa da
lesdo associada ou néo a utilizagio de drogas como iodeto
de potéssio, ou, ainda, a utilizagdo de imunoterapicos (Leal
et al. 2001a). Trabalhos experimentais em coelhos suge-
rem que a aplicacdo de imunoterapicos seria a melhor al-
ternativa para o tratamento da doenca (Pereira et al. 2008).
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