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RESUMO

Conidiobolomicose rinofaringea ovina no Estado Do Mato Grosso: diagndéstico
micobioldgico, histopatolégico e molecular.

A conidiobolomicose é uma doencga granulomatosa que acomete humanos e
animais, principalmente ovinos em regides tropicais, causada pelo fungo Conidiobiolus
spp.. O objetivo do presente estudo foi determinar molecularmente a espécie de
Conidiobolus envolvida na rinossinusite ovina no Estado do Mato Grosso. Nove ovinos
foram encaminhados e necropsiadas no Laboratorio de Patologia Veterinéria -
HOVET/UFMT. Amostras das lesfes nasais foram enviadas ao Laboratério de
Microbiologia Veterinaria/lUFMT e semeadas em Agar Sabouraud Dextrose acrescido
de 0,05g/litro de cloranfenicol, incubadas a 30° C durante 7 dias. Os isolados foram
macerados em nitrogénio liquido e submetidos a extragcdo do DNA genémico de acordo
com o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987). Posteriormente, foi realizada a
técnica de PCR com iniciadores sintéticos universais para fungos que codificam a
sequéncia parcial do gene 18S rRNA. Os produtos de amplificacdo foram purificados e
o DNA sequenciado. Dos nove casos estudados, em 5 animais foram isoladas cepas
de Conidiobolus sp. em Agar Sabouraud dextrose, morfologicamente as coldnias
apresentaram-se planas e glabras, de coloracdo creme e rodeadas por coldnias
satélites, microscopicamente o fungo apresentou hifas cenociticas, com paredes finas e
a presenca de conidios esféricos, com papilas basais de bordas arredondadas. Através
da técnica de PCR, todas as amostras amplificaram um fragmento de
aproximadamente 549 pb e ap6s sequenciamento apresentaram 97% de identidade ao
gene 18S rRNA do fungo C. lamprauges. Este trabalho descreve C. lamprauges como
0 agente da zigomicose ovina no estado, porém mais estudos devem ser realizados
para o desenvolvimento de um novo e rapido teste diagndstico, tratamento e prevencao

desta patologia.

Palavras Chave: Infecgdo nasal, PCR, zigomicetos.



ABSTRACT

Rhinopharyngeal conidiobolomycosis in sheeps in the State of Mato Grosso:
microbiological diagnostic, pathological and molecular.

The conidiobolomycosis is a granulomatous disease that affects humans and
animals, especially sheep in tropical regions, caused by Conidiobolus spp.. The aim of
this study was to determine the molecular species of Conidiobolus involved in
rhinosinusitis sheep in the state of Mato Grosso. Nine sheep were necropsied and
directed the Laboratory of Veterinary Pathology - Veterinary Hospital/ UFMT. Samples
of nasal lesions were sent to the Laboratory of Veterinary Microbiology/UFMT and
plated on Sabouraud dextrose agar plus 0.05 g / liter of chloramphenicol, incubated at
30 ° C for 7 days Isolates were macerated in liquid nitrogen and subjected to genomic
DNA extraction according to the protocol described by Doyle and Doyle (1987). This
was followed by a PCR with synthetic universal primers for fungi that encode partial
sequence of 18S rRNA gene. The amplification products were purified and DNA
sequenced. Of the nine cases studied, in 5 animals were isolated strains of
Conidiobolus sp. on Sabouraud dextrose agar, the colony morphology is flat and
smooth, pale cream and surrounded by satellite colonies, microscopically the fungus
presented coenocyte hyphae with thin walls and the presence of conidia spherical, with
basal buds rounded edges. By PCR, all samples amplified a fragment of approximately
549 bp and after sequencing showed 97% identity to the 18S rRNA gene of the fungus
C. lamprauges. This paper describes C. lamprauges as the agent of zygomycosis in
sheeps in the state, but more studies should be conducted to develop a new rapid
diagnostic test, treatment and prevention of this disease.

Key words: Nasal infection, PCR, zygomycetes.
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INTRODUCAO

As micoses sao um grupo de doencas com uma grande variedade de
manifestagdes clinicas (BLANCO e GARCIA, 2008). Até poucos anos atras, os fungos
patogénicos eram um grupo bem definido, limitados a regides geogréficas e conhecidos
pelos clinicos, entretanto, a situacdo tem mudado consideravelmente, e novos agentes
estdo continuamente aparecendo (GUARRO et al., 1999). Tais patdogenos oportunistas
tém incentivado a pesquisas voltadas a descoberta de fatores de viruléncia abrindo
novas perspectivas para elucidacéo da interacdo patdogeno-hospedeiro.

Entomophthorales é uma importante ordem da classe dos Zigomicetos, pois sao
responsaveis por produzir micoses subcutaneas e mucocutaneas. As zigomicoses sao
conhecidas também como ficomicoses, referindo-se a um grande grupo de fungos
dessa classe que podem causar infecgcbes fungicas (BAUER et al., 1997)
principalmente por espécies dos géneros Basidiobolus e Conidiobolus.

O género Conidiobolus é um patdégeno oportunista pertencente a classe dos
Zigomicetos, ordem Entomophthorales, causador da conidiobolomicose em humanos e
animais (TAYLOR et al., 1987; HUMBER et al., 1989; JAFFEY et al., 1990; CARRIGAN
et al., 1992; GUGNANI, 1992; KETTERER et al., 1992; WALSH et al., 1994;
KRISHNAN et al., 1998; AYDOGDU et al., 2001; MORRIS et al., 2001; VALLE et al.,
2001; SHARMA et al., 2003; TADANO et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2006;
THOMAS et al., 2006; DIWAKAR et al., 2007; SILVA et al.,, 2007a; BOABAID et al.,
2008; FISCHER et al.,, 2008; MADSON et al., 2009; MICHAEL et al., 2009;
RADHAKRISHNAN et al.,, 2009). Sado organismos encontrados principalmente em
regides de clima tropical e subtropical, em solos e vegetais em decomposicao
(EMMONS e BRIDGES, 1961; AJELLO, 1988; CARRIGAN et al., 1992; GUGNANI,
1992) com um elevado grau de adaptabilidade expresso por suas caracteristicas
patologicas, bioldgicas e ecolégicas (SANCHES et al., 2001).
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No Brasil a doenca é frequente em rebanhos ovinos do Estado do Piaui (SILVA
et al., 2007a), Paraiba (RIET-CORREA et al., 2008), Santa Catarina (FURLAN et al.,
2007), Rio Grande do Sul (PEDROSO et al., 2009) e também com relatos no Mato
Grosso (BOABAID et al., 2008) causando lesdes subcutaneas graves e morte dos
animais.

A ovinocultura é uma atividade econémica com crescimento no plantel,
consequente a ampliacdo do mercado para a carne e pele desses animais. Segundo
dados fornecidos pelo IBGE (2010), em 2007 o efetivo de ovinos no pais é de 16.239
milhdes de animais, apresentando aumento de 1,4% com relagdo ao ano anterior, a
regido Centro-Oeste deteve 5% do plantel. O estado do Mato Grosso aponta um
rebanho de 469 mil cabecas. No entanto, o controle sanitario e dados relacionados as
patologias que vem acometendo esses animais nessa regido ainda é escasso. O
aumento de casos de conidiobolomicose no estado tem aumentado (BOABAID et al.,
2008), e isso contribuiu para o interesse em identificar a espécie de Conidiobolus sp.
envolvida na rinossinusite ovina na regiao.

Sabe-se que o0 Conidiobolus sp. causa perdas econbmicas consideraveis em
rebanhos, relacionadas ao aumento do custo com medicamentos para o tratamento
dos animais e a perda de animais por diagnéstico tardio, fazendo do Conidiobolus sp.
um fungo de importancia veterinaria. Com isso, objetivou-se estudar as caracteristicas
moleculares deste patdgeno no Estado do Mato Grosso, na tentativa de minimizar as
perdas econémicas geradas por este fungo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA DA CONIDIOBOLOMICOSE

Os fungos da ordem Entomophthorales, sdo capazes de causar micoses cutaneas e
subcutaneas em humanos e animais (TAYLOR et al., 1987; HUMBER et al., 1989;
JAFFEY et al., 1990; CARRIGAN et al.,, 1992; GUGNANI, 1992; KETTERER et al.,
1992; WALSH et al., 1994; KRISHNAN et al., 1998; AYDOGDU et al., 2001; MORRIS
et al.,, 2001; VALLE et al.,, 2001; SHARMA et al., 2003; TADANO et al.,, 2005;
BITTENCOURT et al., 2006; THOMAS et al., 2006; DIWAKAR et al., 2007; SILVA et al.,
2007a; BOABAID et al., 2008; FISCHER et al., 2008; MADSON et al., 2009; MICHAEL
et al., 2009; RADHAKRISHNAN et al., 2009). A palavra Entomophthorales tem sua
origem na palavra grega “Entomon,” que significa inseto, refletindo sua identificacéo
original como entomopatdgeno. Os organismos dessa ordem sdo capazes de expelir
ativamente esporos assexuais e possuem ainda sua morfologia micelial compacta e
glabra. Todas estas caracteristicas definem esta ordem como pertencente a classe dos
Zigomicetos (KWONG-CHUNG e BENNETT, 1992; ALEXOPOULQS et al., 1996).

Conidiobolus spp. sdo também termofilicos, crescem em Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) e Agar Batata Dextrose (BDA) a temperatura de 22 a 37°C. No SDA as coldnias
apresentam-se esbranquicadas ou pigmentadas com aspecto enrugado e formacéo de
col6nias satélites. Seu crescimento rapido a 37°C, principalmente em amostras clinicas
guando comparadas com outras obtidas de fontes ambientais, sugerem que este pode
ser um fator de viruléncia deste organismo (KWONG-CHUNG e BENNETT, 1992). King
e Jong (1976) sugerem que o rapido crescimento a 37°C pode indicar uma adaptacao
do fungo ao crescimento em mamiferos. Microscopicamente o fungo caracteriza-se
pela presenca de inumeras hifas, com poucos septos, ramificacées irregulares,
conidios arredondados com diametro de 14-22 um, paredes finas e papilas
proeminentes (MORRIS et al., 2001).

In vitro o fungo é capaz de produzir elastases, esterases, colagenases, lipases e

quitinases, que sdo enzimas que envolvidas na patogénese da conidiobolomicose
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(ISHIKAWA et al., 1979). Acredita-se que algumas proteases desempenham o papel
de descarga dos conidios de C. coronatus (PHADATARE et al., 1992).

Segundo Gugnani (1992), as proteases sédo rapidamente secretadas no tecido
infectado no inicio da infeccdo podendo degradar proteinas que disponibilizam
aminoacidos para o crescimento do fungo. Algumas lipases, que sdo secretadas
posteriormente, podem hidrolisar acidos graxos presentes em tecidos subcuténeos.
Estudos sugerem que a atividade das colagenases seja importante na invasao do
tecido muscular (GUGNANI, 1992; RIBES et al., 2000). O papel destas enzimas no
processo de infeccdo tem sido estudado principalmente em cuticulas de insetos
(FREIMOSER et al., 2003; WIELOCH et al., 2004; KEDRA e BOGUS, 2006; BOGUS
et al.,, 2007; GOLEBIOWSKI et al., 2008), pois se acredita que estas enzimas sao

componentes importantes na eficiéncia da infecgao.

Uma vez a infec¢do estabelecida, os neutréfilos desempenham papel crucial em
combater a infec¢cdo fungica no hospedeiro. Apesar de um grande tamanho dos
elementos das hifas e na inabilidade destas serem ingeridas por células inflamatérias,
0os neutrdfilos ainda sao capazes de mediar a resposta imunoldgica no hospedeiro,
eliminando o fungo. Estes séo atraidos quimiotaticamente pelas hifas e usando o seu
sistema citotéxico oxidadativo, causam danos nas estruturas fungicas (RIBES et al.,
2000).

A reacdo aguda é caracterizada pela presenca de neutrofilos, linfécitos, plasmaocitos
além dos eosindfilos, no local da infeccdo. JA4 a reacdo crbnica é composta de
macrofagos, células epitelidides, células gigantes e também eosindfilos e linfécitos
(CHANDLER E WATTS, 1987; GUGNANI, 1992). Os fragmentos das hifas podem ser
fagocitados dentro das células gigantes, que estdo dispersas no tecido, e cada

fragmento é envolto por uma bainha eosinofilica.
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2.2EPIDEMIOLOGIA

A conidiobolomicose € causada principalmente pelas seguintes espécies,
Conidiobolus coronatus, C. incongruus e C. lamprauges. O C. coronatus € o principal
patbgeno humano, causando tanto infec¢cdes localizadas como disseminadas
(MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; TADANO et al., 2005; TAN et al., 2005;
BITTENCOURT et al.,, 2006; HOOGENDIJK et al., 2006; THOMAS et al.,, 2006;
FISCHER et al.,, 2008; MICHAEL et al.,, 2009; RADHAKRISHNAN et al., 2009), C.
incongruus € responsavel por vérias infeccdes invasivas em humanos e animais
(BUSAPAKUM et al.,, 1983; WALSH et al., 1994; STEPHENS e GIBSON, 1997,
SHARMA et al., 2003; MADSON et al., 2009) e o C. lamprauges é patogénico para
cavalos e causador da conidiobolomicose na forma rinofaringea em ovinos (HUMBER
et al.,, 1989; VILELA et al., 2009). Esses fungos sao saprofiticos, comumente
encontrados no solo, folhas secas e insetos em regides de clima tropical e subtropical
(EMMONS et al., 1977; KWONG-CHUNG e BENNETT, 1992; GUGNANI, 1999).

O modo de transmissdo do Conidiobolus ndo esta bem esclarecido, mas acredita-se
gue seja via inalacdo dos esporos presentes no ambiente, que sdo implantados na
mucosa nasal, outro meio provavel de infeccdo ocorre através da implantacédo
traumatica dos esporos por picada de insetos (CLARK, 1968; GOODMAN, 1991;
GUGNANI, 1992; AINSWORTH e AUSTWICK, 1955; CARRIGAN et al., 1992;
KETTERER et al., 1992). A presenca do fungo no ambiente pode ser aumentada pela
intensa concentragdo de chuvas, e a germinagdo do fungo ndo ocorre em niveis de
umidade abaixo de 95% e € maximo em umidade relativa préxima a 100% (YENDOL,
1968).

A zigomicose humana causada por espécies dos géneros Basidiobolus e
Conidiobolus séo registradas em varias partes do mundo, principalmente no Brasil,
predominando as formas subcutaneas com localizacdo rinofacial (CASTRO E SOUZA
FILHO et al.,1992). Aproximadamente 35 casos de rinoentomoftoromicoses em
humanos foram relatados no Brasil até o0 ano de 2006 (BITTENCOURT et al., 2006),
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com uma frequéncia elevada na regido Nordeste (CASTRO E SOUZA FILHO et
al.,1992; COSTA et al, 1991; MORAES et al, 1994; VALLE et al, 2001;
BITTENCOURT et al.,, 2006). A enfermidade j& foi relatada também em humano no
Estado do Mato Grosso (TADANO et al., 2005).

No Brasil, a enfermidade em animais tem ocorrido comumente em rebanhos ovinos
da regido Nordeste e Centro-Oeste (SILVA et al., 2007a; SILVA et al.,, 2007b;
BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al., 2008), e esporadicamente em rebanhos
do Rio Grande do sul (PEDROSO et al., 2009) e Santa Catarina (FURLAN et al., 2007).
Um estudo epidemioldgico da zigomicose foi realizado no estado do Piaui por SILVA et
al., (2007b), este estudo demonstrou uma incidéncia anual média da doenca de 2,80%
e uma taxa de letalidade de 100%. A conidiobolomicose ovina em outros paises e
descrita como uma doenca geralmente fatal, com morbidade variando de 0,01 a 1% e
atinge animais de todas as idades (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992;
MORRIS et al., 2001).

2.3ASPECTOS CLINICOS

O primeiro caso de infec¢do causada por Conidiobolus sp. foi descrito no Texas em
1961, causando lesdes granulomatosas nasais em um equino, (EMMONS e BRIDGES,
1961). Em humanos o primeiro caso foi reportado na Jamaica em 1963 (BRAS et al.,
1963). A maioria dos individuos afetados sédo agricultores residentes em paises de
regides tropicais e subtropicais, como a Africa (BRAS et al., 1963; MARTINSON, 1972;
OKAFOR e GUGNANI, 1983; GUGNANI, 1992: KHALIL et al., 1999), india
(THAMMAYYA et al., 1995; SHARMA et al., 2003; MAITI et al., 2004; THOMAS et al.,
2006; DIWAKAR et al.,, 2007; PUJARY et al., 2008; MICHAEL et al., 2009;
RADHAKRISHNAN et al., 2009) e América do Sul (CASTRO E SOUZA FILHO et a.,
1992; SEGURA et al., 1981; VALLE et al., 2001; PEREZ et al., 2004; BITTENCOURT
et al., 2006), mas existem relatos em paises como Turquia (AYDOGDU et al., 2001) e
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China (YANG et al., 2009). TADANO et al., (2005) relataram o primeiro caso humano
de zigomicose nasofacial causada pelo Conidiobolus coronatus, no Estado do Mato
Grosso, Brasil.

Os casos ocorrem frequentemente em adultos e criangas, raramente envolvendo
adolescentes (CLARK, 1968; MARTINSON, 1972; GUGNANI, 1992; MORAES et al.,
1994; VALLE et al., 2001; TAN et al., 2005; HOOGENDIJK et al., 2006; THOMAS et al.,
2006; FISCHER et al., 2008; YANG et al., 2009). As infec¢cdes ocorrem em pacientes
saudaveis, porém individuos imunocomprometidos podem também ser infectados
(JAFFEY et al., 1990; WALSH et al., 1994). Em humanos a doenga comeg¢a com uma
tumefacdo na mucosa do turbinado inferior e se espalha para outras partes da
cavidade nasal, seios paranasais e tecido subcutdneo do nariz atingindo os labios. A
tumefacdo € seguida de eritema e espessamento da pele da regido nasal, o que leva a
uma deformagcdo monstruosa em casos cronicos (BITTENCOURT et al.,, 2006). A
conidiobolomicose humana é causada principalmente pelo C. coronatus e
esporadicamente por C. incongruus (BUSAPAKUM et al., 1983; SHARMA et al., 2003).

Nos animais a doenca foi descrita em equinos (MILLER e CAMPBELL, 1982;
MILLER, 1983; MENDONZA e ALFARO, 1985; HUMBER et al.,, 1989; STEIGER e
WILLIAMS, 2000), cées (BAUER et al., 1997; GROOTERS, 2003), ovinos (CARRIGAN
et al.,, 1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al.,, 2001; SILVA et al.,, 20074a;
BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al., 2008; PEDROSO et al., 2009; VILELA et
al., 2009), muares (JOHNSTON et al., 1967) golfinhos (MEDWAY, 1980), macacos
(ROY e CAMERON, 1972), Ihamas (MOLL et al., 1992; FRENCH e ASHWORTH, 1994)
e cervos (STEPHENS e GIBSON, 1997; MADSON et al., 2009).

Os achados clinicos em animas podem variar de acordo com a localizagdo das
lesdes na cavidade nasal (CARRIGAN et al.,, 1992; STEPHENS e GIBSON, 1997;
SILVA et al., 2007a). Em ovinos os sinais clinicos da conidiobolomicose dependem da
forma da doenca. Na forma rinofaringea caracterizaram-se por anorexia, febre, apatia,
depressédo, inapeténcia, secrecdo nasal serosanguinolenta, serosa, mucosa e/ou
hemorrégica, dificuldade respiratoria, respiracdo ruidosa. Observa-se também

assimetria cranio-facial e exoftalmia com ou sem perda da visdo. Podem ocorrer sinais
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nervosos incluindo depresséo, cabeca baixa e pressdo da cabeca contra objetos,
incoordenacgdo motora e morte dos animais (KETTERER et al., 1992; MORRIS et al.,
2001; SILVA et al.,, 2007b; BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al., 2008;
PEDROSO et al., 2009). O curso clinico agudo ou subagudo e a morte do animal
relacionam-se a variagdes na viruléncia do agente, susceptibilidade do ovino e
auséncia de tratamento antifungico (SILVA et al., 2007b).

HUMBER et al., (1989) descreveram um caso de conidiobolomicose causada por
Conidiobolus lamprauges em um equino que apresentava epistaxe, perda de peso,
presenca de uma massa protuberante contendo numerosas concrec¢des cilindricas de
coloragcédo amarela visualizadas na por¢ao caudal da nasofaringe.

Em cées e gatos o trato digestério € o mais afetado e a letalidade € muito alta, as
lesbes podem aparecer como massas grandes e ulceradas no palato (BAUER et al.,
1997).

Drogas antifingicas como o iodeto de potassio, clotrimazol, anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol, miconazol, voriconazol, fluconazol e terbinafina s&o utilizadas
no tratamento das infec¢des por Conidiobolus spp. Em ovinos com conidiobolomicose
rinofaringea o iodeto de potéssio foi usado, porém sem melhora clinica (BOABAID et
al., 2008). Estudos em humanos acometidos pela zigomicose quando tratados com
drogas antifingicas mostram um grau variado de sucesso (MORAES et al., 1994,
FOSS et al.,, 1996; GUGNANI, 1999; SHARMA et al.,, 2003; BITTENCOURT et al.,
2006; THOMAS et al., 2006; DIWAKAR et al., 2007; FISCHER et al., 2008; MICHAEL
et al., 2009). Procedimentos cirargicos podem ser realizados também para remover
nodulos e permitir a reconstrucéo facial (VALLE et al., 2001; RADHAKRISHNAN et al.,
20009).
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2.4 CONIDIOBOLOMICOSE EM OVINOS

Em ovinos a conidiobolomicose € uma doenca geralmente fatal, atingindo animais
de todas as idades (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al.,
2001). Na regiao nordeste a doenca foi por muito tempo diagnosticada como Tumor
Intranasal Enzodtico, mas estudos histopatolégicos e microbioldgicos realizados por
Silva et al., (2007a) constataram tratar-se de uma infec¢ao por Conidiobolus spp.

Nestes ovinos, duas formas clinicas da enfermidade sdo diagnosticadas: uma
rinofacial, afetando o vestibulo nasal, unido muco-cutanea do nariz, labio superior, pele
do focinho, regido proximal da face e palato duro (SILVA et al., 2007a; RIET-CORREA
et al., 2008); e outra forma é a rinofaringea, afetando a regido etmoidal, conchas
nasais, seios paranasais, palato mole e duro, 6rbita, faringe, musculos e linfonodos
regionais. Nesta Ultima, a extensdo da lesdo para a Orbita causa exoftalmia e lesfes
oculares, que geralmente sdo unilaterais (SILVA et al., 2007b). E comum os animais
apresentarem nédulos granulomatosos nos pulmdes e, mais raramente nos rins,
linfonodos, coracéo, figado e vesicula biliar (CARRIGAN et al., 1992; SILVA et al.,
2007b). Na forma rinofaringea pode ocorrer a infiltragéo rinocerebral caracterizada pela
infiltracdo inflamatoria nos ossos da caixa craniana e sistema nervoso central,
principalmente a partir da lamina cribriforme (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et
al., 1992). Estudos realizados por Silva et al., (2007b) descrevem o curso clinico da
doenca de uma a cinco semanas, no entanto as alteragdes patolégicas sugerem que 0s
sinais clinicos aparecem algum tempo depois do inicio das lesdes, sendo que estes
séo associados principalmente com a alteragdes obstrutivas nas vias nasais superiores
relacionadas com a proliferacao celular inflamatéria relativa ao Conidiobolus sp. (RIET-
CORREA et al., 2008).

Infecgbes por Conidiobolus spp. ocorrem em rebanhos ovinos brasileiros. No
Nordeste, ambas as formas da enfermidade ocorrem, frequentemente isoladas. No
Estado do Rio Grande do sul, Pedroso et al., (2009) relataram um caso de rinite
micaGtica rinofaringea causada por Conidiobolus spp. em um ovino da raca Texel. Na
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Australia a enfermidade em ovinos é causada por C. incongruus e ambas as formas,
rinofacial e rinofaringea ocorrem simultaneamente (KETTERER et al., 1992), enquanto

gue Morris et al., (2001), em Trinidad Tobago, observaram a forma rinocerebral.

2.5DIAGNOSTICO

Observacgdes do ambiente, em areas onde a infeccdo é endémica, associada as
lesdes nos animais, principalmente a presengca de rinite granulomatosa sao
caracteristicas importantes para o diagndstico da infeccéo (RIBES et al., 2000) que tem
como padrdo ouro o isolamento e a identificacdo do agente etiolégico a partir do tecido
lesionado e/ou por histopatologia (KAUFMAN et al., 1990). As col6nias de Conidiobolus
crescem rapidamente em SDA a temperatura de 37°C. As colOnias sédo brancas na
superficie podendo com o tempo tornar-se de coloragdo bege para marrom e
apresentam um aspecto rugoso. Microscopicamente sua morfologia compreende hifas
largas (EMMONS e BRIDGES, 1961), que podem ser muito ou pouco septadas, sendo
gue o grau de septacdo aumenta com o tempo do cultivo.

Histologicamente ha inflamacdo granulomatosa caracterizada pela presenca de
centro necroético contendo hifas largas circundadas por material Splendori-Hoeppli. Ao
redor da &rea de necrose ha proliferacédo de tecido fibroso com infiltrado de neutrofilos,
eosindfilos, linfocitos, células epitelidides, com numerosas células gigantes
multinucleadas (MORRIS et al., 2001). E importante ressaltar que nem todas as
espécies de Conidiobolus apresentam o fendmeno de Splendori-Hoeppli e este
também ndo é uma caracteristica especifica das espécies Conidiobolus (RIBES et al.,
2000).

Dados encontrados na literatura acerca dos achados laboratoriais desta
enfermidade sdo raros. Em caes, foi relatado um aumento nos teores de AST, porém
as mensuracgdes foram procedidas apos o inicio do tratamento com itraconazole e essa

alteracédo foi atribuida aos efeitos da terapia (BAUER et al., 1997). Estudos realizados
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por Batista et al.,, (2009) através de testes laboratoriais como hemograma,
proteinograma, parametros bioquimicos e enzimaticos revelaram que 0s ovinos com
conidiobolomicose apresentam anemia arregenerativa normocitica normocrémica,
leucocitose com neutrofilia e discreto desvio a esquerda regenerativo, com elevagéo da
relacdo neutréfilo:linfocito, monocitose moderada, trombocitose, hipoproteinemia
(hipoglobulinemia), hipomagnesemia, hipocalcemia e elevac¢do dos teores de fosforo.
As atividades séricas de AST e GGT estavam aumentadas e as de FA diminuidas. N&o
houve alteracdo nos niveis de uréia e creatinina, mas ocorreu hipoglicemia e
hiperbilirrubinemia. Os autores ainda sugerem a utilizacdo destes dados para estudos
experimentais da doenca, em ensaios com tratamentos e para identificar casos
precoces da enfermidade que ndo apresentem sinais clinicos.

O diagndstico precoce é muito importante para se estabelecer a terapia apropriada.
Os meétodos classicos de diagndstico como a cultura e a histopatologia requerem
tempo e as vezes apresentam uma baixa sensibilidade e/ou especificidade
(GOTTFREDSSON et al., 1998; RIBES et al.,, 2000; IMHOF et al., 2003). A cultura
fungica além de requerer tempo, muitas vezes é dificultada por agentes contaminantes
secundarios e resultado falso negativo. Ha& também dificuldade de diferenciacdo das
hifas entre a classe de zigomicetos em exames histopatolégicos. A dificuldade no
diagnéstico possibilita o rapido curso da doenca podendo contribuir para um aumento
na letalidade (SILVA et al., 2007b). Entretanto, estudos tém sido realizados para se
desenvolver um teste rapido e sensivel a partir de estratégias nao relacionadas ao
cultivo do agente. A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido empregada
como teste diagnostico para a deteccdo do DNA de fungos das mais variadas espécies,
a partir da amplificacdo de regides altamente conservadas e especificas de fungos
como a regido 18S rRNA (IMHOF et al., 2003).

As técnicas moleculares atualmente usadas para o diagnostico das zigomicoses
que estdo disponiveis ainda sdo experimentais (VOIGT et al., 1999; RIBES et al., 2000;
IMHOF et al., 2003; DEEPAK et al., 2007; HATA et al., 2008). A PCR de sequéncias
gue codificam o gene 18S rDNA s&do muito usadas na diferenciagcédo de infeccdes
causadas por outros fungos patogénicos e sdo Uteis em estudos epidemioldgicos de
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surtos da zigomicose, entretanto, ndo sao utilizadas como forma de diagndstico
primério, sendo mais amplamente empregadas para a determinacdo taxondémica
(SUTTON et al., 1998; VOIGT et al., 1999; VOIGT e WOSTEMEYER, 2001). Estudos
recentes realizados na Universidade de Michigan utilizaram as ferramentas micoldgicas
classicas e metodologias moleculares para descrever taxonomicamente e
filogenéticamente isolados de C. lamprauges de ovinos com a forma rinofaringea da
doenca (VILELA et al., 2009).

Testes sorolégicos sdo capazes de detectar a conidiobolomicose (RIBES et al.,
2000), estes sdo de simples execucao, e possibilitam a deteccdo de infeccdes
precoces ou ainda subclinicas (MENDONZA e ALFARO, 1985; KAUFMAN et al., 1990).
A eficiéencia do teste de imunodifusdo para o soro-diagnéstico das zigomicoses
causadas por Basidiobolus ranarum e C. coronatus em humanos e animais, assim
como para pitiose foi demonstrada, o que comprovou que este teste é eficiente para o
diagnéstico diferencial destas trés micoses em humanos e animais (KAUFMAN et al.,
1990). Entretanto, nenhuma rotina de procedimentos soroldgicos tem sido descrita para
infecgbes causadas pelo Conidiobolus sp.

Nos casos suspeitos da conidiobolomicose ovina é muito importante realizar o
diagnostico diferencial de Tumor Etmoidal Enzodtico (TEE) e da Pitiose. O TEE
apresenta um curso clinico mais prolongado e diferente lesdes macroscoOpicas e
microscépicas (FERNANDES, 2007). Os achados clinico na pitiose sdo semelhantes
os da conidiobolomicose, porém provocam as alteracdes morfolégicas sao diferentes, a
reacdo de Splendore-Hoeppli mais discreta, as hifas sdao mais finas e com paredes
mais espessas (RIET-CORREA et al., 2008) e a intensidade de necrose e inflamagao
granulomatosa difere nas patologias..

Apesar da frequéncia de casos e o isolamento do Conidiobolus spp. em regides
tropicais, pouco se sabe sobre a epidemiologia e dados moleculares sobre esta
espécie em animais. Sabemos também que a casuistica de ovinos com suspeita de
conidiobolomicose tem aumentado em algumas regides do pais. Portanto, este estudo
tem como objetivo descrever a caracterizacdo molecular da zigomicose ovina

associada ao Conidiobolus lamprauges no Estado do Mato Grosso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Coleta das amostras

Nove ovinos, ra¢ga Santa Inés, adultos, com suspeita de conidiobolomicose apds a
morte espontanea foram encaminhados para necropsia no Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Mato Grosso durante o periodo de janeiro de
2007 a novembro de 2009. Dos 09 animais encaminhados, 06 eram provindos do
municipio Nobres, 02 do municipio Alto Paraguai e 01 do municipio Poconé, todos
localizados no Estado do Mato Grosso. Durante a necropsia as cabecgas dos animais
foram abertas longitudinalmente sobre a linha mediana e foram coletadas amostras de
linfonodos submandibulares, massas da regido da nasofaringe e do osso etmoidal. As
amostras foram enviadas ao Laboratério de Microbiologia Veterinaria / UFMT para a
cultura fungica. Os fragmentos dos tecidos foram também fixados em solug&o formalina
a 10%, processados rotineiramente para estudos histoldégicos, corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e método de prata-metanamina (GMS) (GROCOTT, 1955) no
Laboratorio de Patologia Veterinaria/ UFMT.

3.2Isolamento

Os fragmentos coletados dos linfonodos submandibulares, massas da regidao da
nasofaringe e do osso etmoidal foram lavados em solugcdo salina estéril acrescida de
antibidtico (ampicilina 50mg/L), macerados, semeados em Agar Sabouraud Dextrose
2% (glicose 20 g; peptona 10 g; agar 18 g; agua destilada qsp 1000 ml; pH 5,0), Agar
Sabouraud Dextrose acrescido de cloranfenicol (0,05¢g/L) e incubadas a 30°C por até 7
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dias. A caracterizacdo morfologica foi realizada através do exame direto em |aminas

pela coloracdo com Lactofenol-Azul de Algodao (LPCB).

3.3Extracao de DNA dos isolados do Conidiobolus sp.

Para a extracdo de DNA dos isolados do Conidiobolus sp., utilizou-se o protocolo
descrito por Doyle e Doyle, (1987). Os isolados foram semeados em SDA e incubadas
por 3 dias em estufa a 30°C. Os micélios foram coletados com al¢a (0,59 a 1g),
macerados em nitrogénio liquido e transferidos rapidamente em microtubo previamente
preenchido com 0,5 mL de tampé&o de lise (100 mM Tris-Cl pH 8.0, 25 mM EDTA, 1.5M
NaCl, 2.5% CTAB e 0.2% [B-mercaptoethanol). O material foi levemente agitado e
incubado a 65°C por 1 hora e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 10.000 g
em microcentrifuga. A fase aquosa foi extraida com 0,5V de fenol tamponado e
cloroférmio:alcool isoamilico  (24:1v/v) e agitados levemente por 10 minutos.
Centrifugou-se (6.000 x g por 20 minutos) e o conteudo de acidos nucléicos presentes
na fase superior foi coletado e precipitado em presenca de 0,2M de NaCl 5M pH 5,2 e
0,75 mL de isopropanol, por um periodo de 16 horas a — 20°C, posteriormente
centrifugados (10.000 x g por 10 minutos), lavados com etanol 70% e secos. O
sedimento com acidos nucléicos foi suspenso em 1mL de agua contendo RNase na
concentragéo de 50 pg/mL e incubado a 37°C por 15 minutos. Seguiu-se extracdo com
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1 v/v), centrifugacdo (12.000x g, por 20
minutos), e o DNA presente na fase superior foi precipitado pela adicdo de 0,8 mL de
isopropanol e posterior centrifugacao (12.000x g, por 20 minutos), lavagem com etanol
70% e secagem. O DNA foi entdo suspenso em 0,03 mL de tampéo TE (10 mM Tris-
HCIl, 1 mM EDTA, pH 7.4). A qualidade e integridade do DNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,0% a 100 V por cm, com o auxilio do transiluminador.
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3.4Caracterizacdo molecular dos isolados pela técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR).

Na PCR foram utilizados os pares de oligonucleotideos iniciadores universais para
fungos que codificam a sequéncia parcial do gene 18S rRNA (senso: 5-ATT GGA GGG
CAA GTC TGG TG-3’; anti senso: 5-CCG ATC CCT AGT CGGCAT AG-3’) utilizado em
estudos conduzidos por Imhof et al., (2003). A PCR foi realizada em um volume final de
25 pl, sendo que cada reacdo conteve 10ng DNA, 50mM MgCl,, 10X Taq Buffer com
50 mM KCI, 1 mM dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo e 1 U de TagDNA
polymerase. A PCR foi realizada em 40 ciclos em um termociclador (TECHNE TC-312),
com desnaturagdo inicial por 4 minutos a 94°C, 30 segundos para desnaturacdo a
94°C, 60 segundos de anelamento a 56°C e 90 segundos de extensdo a 72°C,
seguidos por um ciclo de extensdo final por 5 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo foram analisados em eletroforese em gel agarose 1,0% a 100 V por cm.
Como marcador de massa molecular utilizou-se o padrdo 100pb DNA Ladder
(Fermentas). Os produtos amplificados foram purificados com Kit comercial (GFX PCR
DNA & Gel Band Purification Kit — GE Healthcare).

3.5Sequenciamento e analise taxonémica

As amostras de DNA purificadas foram encaminhadas para o sequenciamento no
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Para o
sequenciamento das amostras foi utilizado o MegaBACE 500 (GE Healthcare). As
sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Sequence Analyzer do proprio
MegaBACE 500, editadas no programa BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999). As
sequéncias de no minimo 100 nucleotideos, com PHRED >30, serdo utilizadas para a
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montagem e analisadas no programa Blastn (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al.,, 1997) do National Center for Biotechnology Information-NCBI.
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov). Somente as sequéncias com valores de E menor ou igual
a 1 x 10 serdo consideradas.

As analises taxondmicas foram a partir da sequéncia parcial do gene 18S rDNA
para caracterizar a espécie de Conidiobolus. O alinhamento de sequéncias multiplas foi
obtido com C. coronatus (EF392543; AF113417; AF113418; 849042), C. lamprauges
(AF113420) e C. incongruus (AF113419) pelo Programa ClustalX (LARKIN et al.,
2007).

O perfil filogenético das cepas foi realizado por meio do método de agrupamento de
vizinhos (Neighbor-Joining - NJ), com o auxilio do programa MEGA - Molecular
Evolutionary Genetics Analysis versdo 4.0.(TAMURA et al., 2007), e Saccharomyces

cerevisae como outgorup.
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4 RESULTADOS

Dos nove casos suspeitos de conidiobolomicose, em cinco foram isolados
Conidiobolus sp. Trés amostras foram obtidas da mesma propriedade localizada no
municipio de Nobres, 1 amostra isolada de um ovino pertencente a uma propriedade do
municipio Alto Paraguai e 1 amostra proveniente de ovino de uma propriedade do
municipio Poconé. Os sinais clinicos apresentados pelos animais foram de maneira
geral depresséao, anorexia dificuldade respiratoria e emagrecimento progressivo (Figura
1). Havia dificuldade respiratéria com presenca de ruidos intensos, respiracdo oral e
dispnéia, também foi observado corrimento nasal seroso ou muco-sanguinolento. A
maioria dos ovinos apresentou marcada exoftalmia unilateral em alguns o globo ocular
estava entumecido com opacidade ou Ulcera de cérnea, conjuntivite e aparente
cegueira unilateral. Observou-se também desvio lateral de cabeca em um ovino.

Intenso timpanismo ruminal ocorreu em um ovino 12 horas antes da morte (Tabela 1).

Tabela 1 — Sinais clinicos observados nos cinco ovinos com condiobolomicose rinofaringea procedentes

de trés municipios do Estado do Mato Grosso.

Sinais clinicos Frequéncia %
Apatia 05 100
Anorexia 03 60
Assimetria cranio-facial 02 40
Cegueira 01 20
Dificuldade respiratoria 04 80
Descarga nasal 04 80
Desvio lateral da cabega 01 20
Exoftalmia 02 40
Opacidade de cérnea 01 20
Prostragéo 02 40
Respiragéo ruidosa 04 80

Timpanismo 01 20
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Figura 1- Ovinos com conidiobolomicose apresentando marcada dificuldade
respiratoria.

De acordo com os dados das les6es macroscoépicas fornecidas pelo Laboratorio
de Patologia Veterinaria/UFMT, as principais alteragfes foram crescimento de tecido
brancacento na regido rinofaringea que substituia 0os 0ssos turbinados e se infiltrava
nos seios nasais e Orbita ocular. Frequentemente havia proliferacéo obstrutiva nodular
brancacenta nas coanas. Em 3 dos 9 casos notou-se infiltragcdo em placa cribriforme, e
presenca de tecido inflamatorio nos bulbos olfatérios (Figura 2A). Microscopicamente,
as areas da regido rinofaringea afetada, havia inflamacao granulomatosa caracterizada
por intensa proliferagcdo de tecido conjuntivo, acentuado infiltrado mononuclear com
células epitelidides e células gigantes circundando areas com material Splendore-
Hoeppli. Através da coloracdo de prata-metanamina (método de Gomori-grocott)
(GROCOTT, 1955) visualizaram-se hifas largas irregulares (8-30um de largura), com
bordas bem marcadas, raramente septadas e frequentemente com dilatacdo balonosa
na extremidade (Figura 2B).

Nos cultivos em DAS, foi observado crescimento de coldnias planas e glabras de
coloragao creme, lisas nos primeiros dias, tornando-se rugosas e firmemente aderidas
ao agar (Figura 3A). As colbnias cresceram apés 48 horas de incubacéo e no quinto dia
espalharam se por toda placa de petri (100-mm). No exame direto em laminas coradas

com Lactofenol-Azul de Algodao observaram-se hifas finas e largas, cenociticas, com
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ramificacdes irregulares e conidios esféricos com papilas basais de bordas

arredondadas (Figura 3B).

Figura 2- Cabeca de ovino com conidiobolomicose seccionada longitudinalmente e caracteristica da
lesdo microscoépica visualizada pela coloragéo de prata-metanamina (grocott). A - Presenca de massa de
coloracdo branco-amarelada na regido etmoidal e nasofaringe infiltrando-se sobre a placa cribriforme,
bulbo olfatério e encéfalo. B - Presenca de hifas largas, com parede fina, dilatacdo balonosa na
extremidade e raramente septadas, em tecido coletado de ovino com conidiobolomicose (100X).

Figura 3- Colbnia de C. lamprauges cultivada em agar Sabouraud Dextrose a 37°C. A- Amostra isolada
de um ovino do presente estudo. Col6nia de aspecto plano e glabro, de tonalidade creme. B- Presenca
de hifas cenociticas, largas e conidios esféricos (400X).
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Com base nos aspectos morfoldgicos os isolados foram classificados no género
Conidiobolus sp..

Na técnica de PCR, os isolados amplificaram um fragmento de aproximadamente
540 pb e apds sequenciamento apresentaram 97% de identidade ao gene 18S rRNA
do fungo C. lamprauges (GenBank GQ221848, GQ221849, GQ21749). Utilizou-se 3
géneros de Conidiobolus e 3 isolados do Estado do Mato Grosso (MT303, 290, 273), e
através das analises baseadas na sequéncia parcial da regido ribossomal 18SrDNA,
todos os isolados do presente estudo pertenceram ao mesmo grupo do C. lamprauges
(cluster A) (FIGURA 4). Saccharomyces cerevisae foi usado como outgorup.

849042 C. coronatus
& EF392543 C . coronatus
2 AF113417 C coronatus
AF113418 C.coronatus
AF113419 Clincongruus
AF113420 C lamprauges
99 M Cluster A
99 { M273

2911290

100

AB278124 S, ceravisas

0.0z

Figura 4— Dendograma dos isolados de Conidiobolus spp. de ovinos com conidiobolomicose
rinofaringea. O perfil filogenético das cepas foi realizado por meio do método de agrupamento de
vizinhos (Neighbor-Joining - NJ), usando 1.000 réplicas do banco de dados (bootstrap) através do

programa MEGA.



32

5 DISCUSSAO

Os fungos do género Conidiobolus sdo frequentemente associados a rinite
granulomatosa crbénica no homem e nos animais (AYDOGDU et al., 2001; PRABHU e
PATEL, 2004; HOOGENDIJK et al., 2006; THOMAS et al., 2006). Fungos do género
Conidiobolus sp. séo saprofiticos e ocorrem principalmente em regides de clima tropical
e subtropical, em éareas de alta umidade, parasitando insetos, vegetais em
decomposicdo e o solo (EMMONS e BRIDGES, 1961; AJELLO, 1988; CARRIGAN et
al., 1992; GUGNANI, 1992).

Neste estudo, o0s sinais clinicos observados como dificuldade respiratéria,
corrimento nasal seroso as vezes hemorragico, exoftalmia unilateral sao sinais clinicos
semelhantes aos descritos em ovinos com conidobolomicose rinofaringea (KETTERER
et al.,, 1992; MORRIS et al.,, 2001; RIET-CORREA et al., 2008). A enfermidade é
frequentemente relatada afetando rebanhos ovinos no Brasil e em outros paises como
na Australia (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992) e Trinidad Tobago
(MORRIS et al.,, 2001). Na regido Nordeste do Brasil a doenca afeta diversas
propriedades principalmente nos Estados do Piaui e na Paraiba, onde a ovinocultura é
mais numerosa e desenvolvida, sendo considerada uma importante causa de perdas
econdmicas na regiao (SILVA S. et al., 2007b; RIET-CORREA et al., 2008). No Estado
do Mato Grosso, a doenca foi diagnosticada em ovinos a campo, e a etiologia da
enfermidade foi associada ao fungo do género Conidiobolus sp (BOABAID et al., 2008).
Acredita-se que a conidiobolomicose no estado seja um problema relativamente
recente em algumas criagdes. Entretanto cada vez mais, a enfermidade esta afetando
um maior nimero de rebanhos. O que se justifica, visto que como descrito neste
trabalho rebanhos ovinos de trés municipios (Poconé, Alto Paraguai e Nobres) foram
afetados pela enfermidade.

A maioria dos isolados deste trabalho foram coletados de animais afetados no
periodo de janeiro a junho, similar ao encontrado nos estudos da enfermidade em
ovinos no Estado de Mato Grosso realizados por BOABAID et al., (2008). Neste

periodo h& altos indices pluviométricos, elevada temperatura, alta umidade e maior
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quantidade de matéria vegetal em decomposicdo, fatores que contribuem para o
crescimento fangico (PRABHU e PATEL, 2004). De acordo com estudos
epidemioldgicos da conidiobolomicose conduzidos por SILVA et al., (2007b) no estado
do Piaui essas condicfes de altas temperaturas e umidade elevada devido a alta
frequéncia de chuvas também foram observadas. Desta forma ocorreriam trés fatores
importantes para o desenvolvimento do fungo: umidade; temperatura; e presenca de
matéria vegetal morta. Sendo assim, na época das chuvas ha um maior crescimento do
pasto, com maior quantidade de material decomposto, propiciando condi¢Oes
compativeis com as exigidas para o crescimento do Conidiobolus spp. (CLARK, 1968;
KING e JONG, 1976; SEGURA et al., 1981; CARRIGAN et al., 1992; KWONG-CHUNG
e BENNETT, 1992).

Um isolado foi obtido de um ovino no més de agosto, isso pode ser explicado pela
cronicidade da doenca em ovinos e pelas lesbes histoldgicas, 0 que sugere que ao
aparecerem 0s sinais clinicos o animal ja esta doente h& algum tempo, sem
manifestacdo de sinais clinicos (RIET-CORREA et al., 2008). Em humanos o periodo
de incubagéo da doenca pode ter um curso de varios anos (FISCHER et al., 2008). De
acordo com Silva et al., (2007b) a doenca pode ser aguda ou subaguda, com evolucéo
invariavelmente fatal. Variacbes no tipo da enfermidade e na sua manifestacado e
evolucdo podem estar relacionadas a variagbes na viruléncia do agente,
susceptibilidade do ovino e auséncia de tratamento antifungico. O diagndstico tardio e
possivelmente o rapido curso da doenca podem contribuir para essa letalidade.

As caracteristicas morfologicas observadas em meio de cultivo e microscopia em
laminas coradas com lactofenol-azul de algoddo, como hifas largas de escassos
septos, contornos néo paralelos e dilatagdes globosas na extremidade semelhantes ao
micélio reprodutivo (conidi6foros), sdo estruturas caracteristicas do género
Conidiobolus sp. semelhantes as descritas por Larone, (1995). Essa morfologia foi
também descrita em rebanhos ovinos brasileiros e outras espécies de animais afetados
por Conidiobolus (HUMBER et al., 1989; BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al.,
2008).
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Para a determinagcdo da espécie envolvida na rinossinusite, foi utilizada a PCR
associada ao sequenciamento da regido parcial do gene 18S rRNA. A Reacgao em
Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido empregada como teste diagndstico para a
deteccdo do DNA de fungos das mais variadas espécies, a partir da amplificacéo de
regides altamente conservadas e especificas de fungos como gene 18S rDNA (IMHOF
et al., 2003) ou para a diferenciacdo de infec¢cdes causadas por outros fungos
patogénicos filogeneticamente préximos, UGtil em estudos epidemiolégicos de surtos da
zigomicose.

O presente estudo ainda utilizou a regido 18S rRNA para classificar
taxonbmicamente os isolados de Conidiobolus sp., e observou-se que todos os
isolados pertenceram ao mesmo grupo do C. lamprauges, demonstrando que esta
regido génica pode ser amplamente empregada para estudos taxondémicos. As
técnicas moleculares sédo utilizadas, pois sdo ferramentas rapidas e sensiveis nao
necessitando muitas vezes do cultivo do agente.

Madson et al.,, (2009) relataram um caso de conidiobolomicose sistémica
causada por C. incongruus em cervo (Odocoileus virginianus), o diagnéstico foi
realizado através de exames histoldgicos, pela técnica de PCR e o sequenciamento da
regido 18S rRNA. No estudo a sequéncia de DNA do isolado obteve 99% de identidade
com a espécie C. incongruus. No estudo citado coletou-se material para isolamento do
fungo, porém sem sucesso demonstrando que a cultura além de requerer tempo,
muitas vezes pode gerar um resultado falso negativo. Imhof et al., (2003) utilizaram a
PCR quantitativa (QPCR) para detecc¢éo de infec¢gBes fungicas em amostras de tecidos
humanos. Os autores utilizaram iniciadores universais para fungos, com sequéncias
que codificam a regido 18S rRNA. No estudo através da cultura foi isolado o
Conidiobolus sp., e pela técnica de gPCR e sequenciamento chegou-se a identificacdo
em nivel de espécie, C. coronatus.

Supbe-se que as infeccdes ocorrem pelo contato dos animais com esporos
presentes no solo, por inalacdo de insetos parasitados pelo fungo que sédo depositados
nas narinas dos animais (MILLER e CAMPBELL, 1982; MILLER, 1983; HUMBER et
al.,, 1989), ou, ainda, através de plantas pontiagudas contendo estes conidios
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(KETTERER et al., 1992). Sabe-se que caprinos e bovinos fazem a apreenséo das
pastagens a maior altura do chdo que o0s ovinos, nestes animais o modo de
apreensdo, provavelmente, favorece a contaminacao destes, pois Conidiobolus spp. é
um fungo comumente encontrado no solo e em folhas decompostas (KWONG-CHUNG
e BENNETT, 1992). Esta infeccdo poderia ocorrer pela inalacdo de esporos do solo
durante o pastejo (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992) ou no pernoite,
visto que os conidios sdo ejetados a uma altura de mais de 2 cm do solo e assim
poderiam atingir a mucosa nasal (HUMBER et al., 1989).

Em geral a infeccdo apresenta grande dificuldade diagndstica, por néo
apresentar sinais clinicos em sua fase inicial. Em humanos, a maior parte dos casos &
diagnosticada nos estagios avancados da doenca (TADANO et al., 2005). Durante
muito tempo a conidiobolomicose ovina foi confundida com o Tumor Etmoidal
Enzoodtico, ou mesmo com outras infecgdes fungicas como as causadas por Pythium
insidiosum, contudo o diagnéstico diferencial ocorre por estudos histopatoldgicos e
microbioldgicos (SILVA et al., 2007). O tumor etmoidal enzodtico apresenta um curso
clinico mais prolongado com diferentes lesdes macroscopicas e microscopicas
(FERNANDES, 2007). Acredita-se que na forma rinofacial o Conidiobolus sp. esteja
associado ao P. insidiosum, como encontrado em estudos realizado por Souza et al.,
(2008), porém Pedroso et al.,, (2009) relataram rinite micética ovina na forma
rinofaringea compativel com Conidiobolus spp., e um resultado negativo para Pythium
insidiosum pela técnica de imuno-histoquimica.

As espécies de Conidiobolus descritas como causadoras da conidiobolomicose
em ovinos sdo C. coronatus e C. incongruus, tanto em formas rinofacial quanto
rinofaringea. No presente estudo a rinossinusite ovina foi ocasionada pelo C.
lamprauges no Estado do Mato Grosso, uma espécie aparentemente rara que ocorre
primariamente em detritos de plantas ou solo, foi também relatada como causadora da
zigomicose em equino (HUMBER et al., 1989) e de forma semelhante em ovinos em

sua forma rinofaringea (VILELA et al., 2009).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho conclui-se que:

1-

O Conidiobolus lamprauges foi o agente causador da conidiobolomicose
rinofaringea em 3 propriedades localizadas em municipios distintos do Estado
do Mato Grosso.

Os achados clinicos e patologicos deste estudo foram semelhantes aos
encontrados em outros casos da enfermidade conidiobolomicose rinofaringea

em ovinos relatados no Brasil.

A enfermidade apresentou uma sazonalidade coincidindo com o aumento dos

indices pluviométricos e da umidade relativa do ar.
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Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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