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RESUMO.- Setenta e seis bovinos, sem raça definida, jo-
vens, de ambos os sexos, apresentaram lesões cutâneas
multifocais nodulares, ulceradas e crostosas nas faces
medial e lateral dos membros anteriores e posteriores, re-
gião ventral do pescoço, esterno e cauda. A doença ocor-
reu no verão e as lesões foram observadas nas regiões do
corpo que ficavam grande tempo em contato com a água
em canais de irrigação. Histologicamente observaram-se
múltiplos granulomas e piogranulomas contendo escassas
imagens negativas de hifas na área central, as quais foram
melhor evidenciadas através da técnica de metenamina
nitrato de prata de Grocott. O diagnóstico etiológico defini-
tivo foi baseado na técnica de imuno-histoquímica com an-

ticorpo policlonal anti-Pythium insidiosum. Adicionalmen-
te, foi realizado o teste de ELISA indireto. Surtos de pitiose
cutânea bovina são incomuns e, particularmente neste re-
lato, todos os animais afetados tiveram cura espontânea
das lesões dentro de duas a três semanas.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Pitiose, Pythium insidiosum, doen-
ças de bovinos, imuno-histoquímica, teste de ELISA, patologia.

INTRODUÇÃO
A pitiose é uma enfermidade causada pelo oomiceto Pythium
insidiosum; é relatada em humanos e em várias espécies
de animais domésticos (incluindo eqüinos, cães, gatos, bo-
vinos e ovinos) em diferentes países do mundo (Mendoza &
Newton 2005). O agente, que pertence ao Reino Straminipila
(Mendoza et al. 2005), Filo Oomycota, Classe Oomycetes,
Ordem Peronosporales e Família Pythiaceae (Alexopoulos
et al. 1996), requer um ambiente aquático com substrato
orgânico para manutenção do seu ciclo de vida e tempera-
tura entre 30º e 40º C para reprodução (Chaffin et al. 1995).
Verões chuvosos propiciam um ambiente ideal para a ocor-
rência da infecção (Miller & Campbell 1982).

A pitiose cutânea em bovinos foi primeiramente descri-
ta por Miller et al. (1985) e são conhecidos somente mais
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dois relatos da doença nessa espécie animal (Santurio et
al. 1998, Pérez et al. 2005).  A julgar pela informação nes-
ses três relatos, não há aparente predisposição por sexo e
a maioria dos animais afetados é jovem. As lesões ma-
croscópicas caracterizam-se por espessamentos dérmicos
ulcerados, multifocais, de tamanhos variados, localizados
principalmente nos membros. Algumas lesões não são ul-
ceradas ou apresentam tratos fistulosos com material
serossanguinolento ou purulento. Histologicamente obser-
vam-se múltiplos granulomas dérmicos discretos, áreas de
necrose multifocal e tecido fibroso circundando os granu-
lomas. Há poucas hifas pobremente coradas no centro dos
granulomas e no interior de células gigantes multinuclea-
das. As hifas são melhor visualizadas na impregnação pela
prata para fungos, têm cerca de 4-9μm de diâmetro, são
ramificadas e raramente septadas. Reação semelhante ao
fenômeno de Splendore-Hoeppli circundando as hifas, tam-
bém foi relatada.

O diagnóstico presuntivo de pitiose, especialmente na
espécie eqüina, pode ser feito com base nas característi-
cas clínicas e aspectos morfológicos das lesões (Chaffin
et al. 1995). O cultivo e identificação do agente são utiliza-
dos no estabelecimento do diagnóstico definitivo (Chaffin
et al. 1995, Ginn et al. 2007). Técnicas de imuno-
histoquímica (Brown et al. 1988), imunofluorescência e tes-
tes sorológicos (Mendoza et al. 1996) também constituem-
se em ferramentas muito importantes para estabelecer o
diagnóstico definitivo da doença (Santurio et al. 2006a).

O objetivo deste trabalho é relatar a ocorrência de um
surto de pitiose cutânea em bovinos, no estado do Rio
Grande do Sul, e descrever os achados epidemiológicos,
clínico-patológicos e a aplicação da técnica de imuno-
histoquímica no diagnóstico definitivo dessa doença.

MATERIAL E MÉTODOS
Setenta e seis bovinos, sem raça definida, de ambos os sexos,
com poucos meses até três anos de idade, provenientes de
uma propriedade da região Oeste do Rio Grande do Sul,
apresentaram lesões cutâneas entre os meses de janeiro e
fevereiro de 2005. Biópsia cutânea (múltiplas seções de um
bovino), fixada em formol a 10%, foi encaminhada para exame
histopatológico, histoquímico e imuno-histoquímico (IHQ) no
Laboratório de Patologia Veterinária da Universidade Federal
de Santa Maria (LPV-UFSM). Foram confeccionadas lâminas
histológicas coradas pela hematoxilina e eosina (HE) e
realizadas as técnicas histoquímicas do ácido periódico de Schiff
(PAS) e da metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS).

Para a técnica de IHQ, foram utilizadas lâminas silanizadas
com seções histológicas de 3μm. Após a desparafinização e
reidratação dos tecidos, foi realizado quando necessário, o blo-
queio da peroxidase endógena através do uso de peróxido de
hidrogênio (10 volumes), seguido da recuperação antigênica
com solução de TRIS-EDTA (pH 9,0) em forno microondas em
potência máxima por 10 minutos. O bloqueio das reações
inespecíficas foi realizado com solução de caseína (30 minutos
em temperatura ambiente). Como anticorpo primário foi utiliza-
do um anticorpo policlonal (não comercial) anti-Pythium
insidiosum produzido em coelho, diluído (1:1000) em PBST  e

adicionado aos cortes histológicos por 60 minutos a 37°C. O
anticorpo secundário biotinilado e o complexo estreptavidina-
peroxidase (LSAB+System-HRP, Dako Cytomation, K0690) ou
estreptavidina-fosfatase alcalina (LSAB+System-AP, Dako
Cytomation, K0689) foram utilizados consecutivamente, incu-
bados à temperatura ambiente por 30 minutos, e marcados atra-
vés da adição do cromógeno de tetracloreto de 3-
3’diaminobenzidina (DAB, Sigma D-5637) ou Liquid Permanent
Red (Dako Cytomation, K0640), respectivamente. As seções
histológicas foram contracoradas com hematoxilina de Harris
(quando marcadas com DAB) ou de Mayer (quando marcadas
com Liquid Permanent Red), desidratadas e montadas com
resina sintética e lamínulas. Como controle positivo foram utili-
zadas seções histológicas de caso confirmado de pitiose equina.
Como controles negativos foram utilizadas as mesmas seções
a serem testadas, com a substituição do anticorpo primário por
diluente de anticorpo (PBST).

 Material proveniente das lesões e soro de 10 bovinos (do
lote afetado) foram remetidos ao Laboratório de Pesquisas
Micológicas (LAPEMI-UFSM) para a realização da cultura mi-
crobiológica e do teste de ELISA (Ensaio de Imunoadsorção
Enzimática) indireto, respectivamente.  Para o isolamento de
P. insidiosum, pequenos fragmentos do tecido fresco, previa-
mente lavados em solução de antibióticos e água destilada
estéril, foram semeados em tubos contendo caldo Sabouraud,
agar Meio Mínimo e Corn Meal agar, permanecendo incubados
a 37ºC, por 24-48 horas. O teste de ELISA indireto foi realizado
conforme Santurio et al (2006b).

RESULTADOS
Os bovinos deste estudo não tinham raça definida, eram
de ambos os sexos, tinham idades variando de poucos
meses até três anos e eram mantidos em um campo com
canais de irrigação, passando parte do tempo pastando
dentro desses canais. Os casos ocorreram no verão, nos
meses de janeiro e fevereiro.

As lesões cutâneas localizavam-se nas faces medial e
lateral dos membros anteriores e posteriores, região ven-
tral do pescoço e esterno (Fig.1) e, eventualmente, na cau-

Fig.1.Bovino afetado por pitiose cutânea com lesões nodulares
multifocais localizadas na pele da região ventral do pesco-
ço e esterno e nas faces medial e lateral dos membros an-
teriores.
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da (três animais) e caracterizavam-se principalmente por
elevações nodulares multifocais de tamanhos variados, que
evoluíam rapidamente para úlceras recobertas por crostas
(Fig.2 e 3), algumas drenando exsudato purulento.

Histologicamente, na derme superficial e principalmen-
te na derme profunda, observaram-se múltiplos granulo-
mas e piogranulomas bem circunscritos (Fig.4 e 5), com
neutrófilos e eosinófilos no centro e grande quantidade
de macrófagos e algumas células gigantes multinuclea-
das na periferia. Nas áreas centrais dos granulomas ha-
via algumas seções transversais e longitudinais de hifas

não-coradas, muitas vezes circundadas por material
radiado eosinofílico, morfologicamente compatível com
reação de Splendore-Hoeppli (Fig.6). Na técnica de
metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS) foram ob-
servadas hifas, com aproximadamente 4-9μm de diâme-
tro, ramificadas e raramente septadas no centro dos gra-
nulomas. As hifas não se coraram pela técnica do ácido
periódico de Schiff (PAS).

Através da técnica de IHQ obteve-se forte
imunomarcação positiva das hifas para Pythium insidio-
sum (Fig.7 e 8). No teste de ELISA indireto, oito dos ani-

Fig.2. Lesões ulcerativas multifocais no membro anterior de
bovino afetado por pitiose cutânea.

Fig.3. Bovino com pitiose cutânea com lesão ulcerativo-
hemorrágica na pele próxima à coroa do casco.

Fig.4. Aspecto histológico da pitiose cutânea em bovinos mos-
trando granulomas dérmicos coalescentes com raros eosi-
nófilos na região central. HE, obj.10x.

Fig.5. Aspecto histológico da pitiose cutânea em bovinos mos-
trando piogranuloma bem circunscrito na derme, com ima-
gem negativa de hifa intralesional (seta). HE, obj.10x.

Fig.6. Aspecto histológico da pitiose cutânea em bovinos mos-
trando imagem negativa de hifa ramificada circundada por
reação de Splendore-Hoeppli no centro de um granuloma
dérmico. HE, obj.20x.
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mais testados tiveram reação considerada positiva (com
densidades óticas variando entre 0,099 e 0,279; ponto de
corte = 0,095), corroborando com o diagnóstico de pitiose
estabelecido pela IHQ. Não foi possível isolar o agente
através da cultura, pois o material encaminhado (crostas
dessecadas) foi inadequado.

Todos os animais afetados recuperaram-se totalmen-
te dentro de duas a três semanas sem tratamento. Foram
relatados cinco novos casos no mesmo local e época do
ano no ano seguinte, também com cura espontânea das
lesões.

DISCUSSÃO
A infecção pelo oomiceto Pythium insidosum tem sido
associada ao contato dos animais com águas contamina-

das sob temperaturas elevadas, onde ocorre a liberação
de zoósporos móveis biflagelados (Chaffin et al. 1995).
Os bovinos deste relato estavam pastoreando em cam-
pos permeados por canais de irrigação, permanecendo
em contato com a água sob temperatura ambiente eleva-
da, condições essas plenamente favoráveis para a ocor-
rência da doença. A presença de lesões somente nas re-
giões do corpo em contato com a água, também concor-
dam com o descrito na literatura para pitiose cutânea
eqüina (Miller & Campbell 1982).

Bovinos infectados podem apresentar clinicamente
prurido, edema e claudicação, além de infecções
bacterianas secundárias nas regiões lesionadas (Pérez
et al. 2005), semelhantemente ao que é descrito na pitiose
cutânea eqüina (Leal et al. 2001).

Lesões macroscópicas multifocais nodulares e/ou ul-
ceradas estão de acordo com as descritas nos outros re-
latos de pitiose bovina (Miller et al. 1985, Santurio et al.
1998, Pérez et al. 2005) e diferem das alterações obser-
vadas em eqüinos, onde as lesões cutâneas são na gran-
de maioria das vezes únicas e localmente extensas (Miller
& Campbell 1982). Uma diferença macroscópica marcante
da pitiose bovina em relação à eqüina está na ausência
dos “kunkers” (Santurio et al. 1998, Pérez et al. 2005),
que são massas firmes irregulares formadas por eosinófi-
los desintegrados preenchendo tratos fistulosos (Chaffin
et al. 1995, Mendoza et al. 1996). Os achados histopato-
lógicos observados neste e nos demais relatos de pitiose
bovina (Miller et al. 1985, Santurio et al. 1998, Pérez et al.
2005) revelam inflamação granulomatosa ou piogranulo-
matosa, diferindo grandemente das lesões observadas em
eqüinos, onde há intenso infiltrado eosinofílico formando
áreas focalmente extensas de eosinófilos necróticos
(kunkers), circundadas por tecido de granulação (Chaffin
et al. 1995).

A cura espontânea em casos de pitiose bovina, como
vista neste estudo, também foi descrita por Santurio et al.
(1998). Talvez uma diferença no tipo de resposta imuno-
lógica/inflamatória possa explicar esse fato, pelo menos
parcialmente. Eqüinos infectados desenvolvem uma res-
posta tecidual constituída predominantemente por eosi-
nófilos. Essa resposta não evita a propagação da infec-
ção e acredita-se que ajude na manutenção do agente
infeccioso (Mendoza et al. 1996), já que nessas lesões
observa-se grande quantidade de hifas intralesionais. Uma
mudança na resposta imunológica é observada em
eqüinos tratados com imunoterápicos; nesses casos se
observa o desaparecimento da reação eosinofílica e o
surgimento de uma resposta mediada por células mono-
nucleares. Através de estudos histopatológicos observou-
se que P. insidiosum foi aparentemente destruído por es-
sas células, indicando que essa mudança na resposta
certamente é a responsável pelo sucesso da imunoterapia
(Mendoza & Newton 2005). Nos bovinos deste relato ob-
servou-se uma reação inflamatória granulomatosa circun-
dando escassas hifas, o que possivelmente tenha impe-
dido a propagação da infecção, favorecendo à auto-cura.

Fig.8. Técnica imunoistoquímica (método da estreptavidina-
biotina-fosfatase alcalina) aplicada a lesão de pele de bovi-
no afetado por pitiose cutânea Há duas seções transver-
sais de hifas fortemente imunomarcadas (circundadas por
reação de Splendore-Hoeppli) em um granuloma, obj.40x.

Fig.7. Técnica imuno-histoquímica (método da estreptavidina-
biotina-peroxidase) aplicada a lesão de pele de bovino afe-
tado por pitiose cutânea. Há várias seções longitudinais de
hifas fortemente imunomarcadas em um granuloma, obj.20x.
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Nos relatos em que a cura espontânea não foi observada
(Miller et al. 1985, Pérez et al. 2005) os bovinos foram
tratados com vários medicamentos, principalmente à base
de iodo e antibióticos, não se obtendo sucesso algum
(Miller et al. 1985). Em uma revisão sobre imunologia e
imunoterapia de infecções causadas por P. insidiosum
(Mendoza & Newton 2005), foi mencionada a comunica-
ção pessoal do uso do imunoterápico na espécie bovina,
com resultados muito satisfatórios, porém ainda não ha-
via dados publicados disponíveis a esse respeito.

O teste de ELISA mostrou ser um método seguro e
eficaz para o diagnóstico de pitiose em eqüinos (Santurio
et al. 2006b). Sua utilização no diagnóstico de pitiose bo-
vina foi raramente relatada (Pérez et al. 2005). Apesar do
número limitado de amostras positivas testadas neste
estudo, dificultando a padronização deste teste para a
espécie bovina nas condições laboratoriais utilizadas, os
resultados aqui obtidos são importantes devido aos pou-
cos relatos existentes e poderão ser utilizados comparati-
vamente em trabalhos futuros que utilizem essa técnica
como método diagnóstico de pitiose bovina.

A técnica de imuno-histoquímica aplicada neste caso
foi imprescindível para a confirmação do diagnóstico, já
que a cultura do agente não pôde ser realizada. Essa téc-
nica, que utiliza anticorpo policlonal (anti-soro) produzido
em coelho, marca especificamente hifas de P. insidiosum
(Brown et al. 1988) e tem a vantagem de ser aplicada em
tecidos fixados em formol (Brown et al. 1988, Chaffin et
al. 1995), possibilitando estudos retrospectivos.

A técnica de IHQ, a reação em cadeia de polimerase
(PCR) e análises de immunoblot têm sido utilizadas para
diferenciar pitiose de outras lesões, como as causadas pelos
zigomicetos dos gêneros Conidiobolus e Basidiobolus, que
morfologicamente se parecem muito com os casos de
pitiose, especialmente na espécie eqüina (Ginn et al. 2007).
Outra doença que macroscopicamente se assemelha às
lesões nodulares multifocais causadas por P. insidiosum
em bovinos é a dermatose nodular infecciosa (lumpy skin
disease), causada por um poxvírus do gênero Capripoxvi-
rus. Esta doença é exótica no Brasil e caracteriza-se pela
formação de lesões cutâneas nodulares, firmes e circuns-
critas. Entretanto, essas duas enfermidades são totalmen-
te distintas histologicamente e a dermatose nodular infec-
ciosa cursa com linfadenopatia generalizada (Ginn et al.
2007), a qual não é descrita na pitiose bovina.

 As informações epidemiológicas e clinico-patológicas
descritas neste trabalho fornecem dados importantes so-

bre a pitiose cutânea em bovinos. Dois aspectos que cha-
maram a atenção foram a apresentação em forma de sur-
to afetando 76 bovinos e a cura espontânea de todos os
animais afetados. A técnica de IHQ e o teste de ELISA
mostraram-se eficientes na confirmação do diagnóstico
de pitiose, principalmente devido à impossibilidade de
confirmação através da cultura e identificação do agente.
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