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sequenciados mostraram-se 100% homodlogos com seqiiéncias de P. insidiosum depositadas no
GenBank. E importante ressaltar que o fragmento amplificado pelas técnicas moleculares (ITS1-5.8S-
ITS2) € caracteristicamente maior neste patégeno cujo tamanho é de cerca de 850 pb, em relacdo a
grande maioria dos fungos que € na faixa de 650 pb (Iwen et al, 2002).

Os dados experimentais (morfologia e biologia molecular) mostraram-se valiosos no melhor
conhecimento deste patdgeno, em especial no sentindo de indicar as ferramentas e estratégias corretas
para o estudo e detec¢do deste peculiar organismo. Estas informagdes também serdo tteis para a
realizacdo de estudos futuros de ecoepidemiologia e filogenia molecular deste patégeno emergente.
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com formalina por uma hora, e as ldminas montadas empregando-se a coloracdo de lactofenol azul
algodao.

Para producgdo de zodsporos utilizou-se 30 ml de uma solugao final contendo 0,5ml da solugdo
1 (K,HPO,, 87, 09 g, KH,PO,, 68,05g, (NH4),HPO,, 66,04g em 500mL de 4gua destilada) e 0,1ml da
solugdo 2 (Cl,.6H,0, 25,42g e CaCl,.2H,0, 18,38g em 250 mL de 4dgua destilada) como meio liquido
de inducdo e alguns substratos vegetais para indug¢do da producdo e germinagdo do zodsporo, tais
como duas espécies de gramineas conhecidas popularmente como batatais (Brachiaria decumbens) e
esmeralda (Zoysia japonica), uma planta muito comum em cursos d’agua conhecida como hortela-do-
brejo (Heteranthera reniformis) e duas espécies de graos, o arroz (Oryza sativa) € o sorgo (Sorghum
vulgare). O fragmento vegetal foi fervido por no minimo 30 minutos e posto sobre o fragmento de P.
insidiosum em placa de Petri contendo meio dgua-agar 2%. Apds um a trinta dias de incubagdo os
fragmentos vegetais parasitados eram retirados e transferidos para placas de Petri contendo 30 ml do
meio liquido de indugdo. A avalia¢do da producio de esporingios e zodsporos foi feita apds 1, 2 e 3
horas de incubacdo em meio liquido nas temperaturas de 25°C e 35°C através da contagem do nimero
de esporangios na borda do substrato vegetal.

A andlise molecular consistiu da extracdo de DNA segundo protocolo de McCullough et al,
2000, seguido de reagdo de PCR da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal com “primers”
universais para fungos ITS4 e ITS5 (White et al, 1990) e reacdes de Nested-PCR com “primers”
especificos para P. insidiosum, P11 e P12 (Znajda et al, 2002). O produto de PCR foi submetido a
clonagem empregando-se o Kit pGEM-T Easy Vector Systems (Promega). Para verificagao da
assimilagdo do plasmideo contendo o inserto pela bactéria Escherichia coli DH5ow (Invitrogen) foi
realizada amplificacdo dos vetores por reacdo de PCR com os “primers” M13 Foward e M13 Reverse,
que possui homologia nas regides que flanqueiam o local de inser¢do do fragmento de rDNA de
P.insidiosum no plasmidio, o qual foi submetido ao sequenciamento.

Em ambos os isolados as col6nias apresentaram-se com aspecto filamentoso, membranoso,
micélio aéreo muito curto, porém, mais evidente no isolado humano (BO1), sem coloragdo ou
levemente esbranquigcado. O isolado BO1 apresentou crescimento inicial mais rdpido em meio SAB,
porém, em meio BDA atingiu a borda das placas mais rapidamente. A coloragcdo com lactofenol azul
algoddo permitiu boa visualizag@o de hifas vidveis (bem coradas), apresentaram hifas bem largas, com
diametros médios entre 5 e 9 um, ramificacdes predominantemente a 90°, presenca de muitos
vacuiolos e regides de granulacdes ndo homogéneas, septos esparsos, porém nos locais de hifas
invidveis (pouca coloracdo com lactofenol-azul algoddo), estes apresentavam-se mais visiveis e em
maior nimero, sendo que, apds a terceira semana de cultivo em BDA, observou-se uma maior
presenca de hifas claras (provavelmente invidveis) e muitos septos. Ndo houve produgdo de
esporangios nestas condi¢des de cultivo.

O isolado de P. insidiosum proveniente de eqiiino (Eq) produziu maior nimero de esporangios
em relacdo ao isolado BO1, sendo a graminea esmeralda e o hortela-do-brejo os substratos vegetais em
que foi observado maior produgdo de zodsporos. A maior producdo de esporangio e zodsporos ocorreu
em fragmentos vegetais mantidos no meio de inducdo na temperatura de 35°C, apds 3 horas de cultivo.
O tempo necessdrio para a maturacdo do esporingio e a liberacdo dos zodsporos foi dependente da
temperatura ambiente. Este foi de cerca de 10-15 minutos nos dias em que a temperatura ambiente foi
de 25°C ou mais, e de 30-80 minutos nos dias mais frios (abaixo de 18°C).

A andlise morfolégica de ambos os isolados (eqiiino e humano) apontaram caracteristicas
peculiares a este microrganismo, que por si s6 auxiliam a diferenciacdo deste patégeno de outros
fungos verdadeiros, em especial os zigomicetos, com os quais sdo geralmente confundidos. Ambos os
isolados apresentaram preferéncia de crescimento pelo meio SAB, o qual é ligeiramente mais rico do
que o BDA. Um provavel fator que influenciou a produgao de zo6sporos foi a ocorréncia de alteracdes
da viabilidade dos fragmentos empregados para o cultivo no meio dgua-dgar 2%. Fragmentos obtidos
dos bordos da coldnia apresentaram maior viabilidade e conseqiientemente uma maior producdo de
esporangios e zo4sporos.

Apesar de P. insidiosum ndo se tratar de fungo verdadeiro, a amplificagdo do segmento ITS1-
5.8S-ITS2 pelos “primers” universais para fungos foi bem sucedida e os “primers” P11 e P12,
mostraram-se mais uma vez especificos para P. insidiosum na reacio de Nested-PCR. A clonagem do
fragmento obtido por PCR da cepa B0O1 de pitiose humana foi realizada com sucesso e os amplicons



CARACTERIZACAO MICOLOGICA E MOLECULAR DE Pythium
insidiosum OBTIDO DO PRIMEIRO CASO DE PITIOSE HUMANA NO
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A Pitiose € uma doenca emergente que acomete o tecido cutdneo e subcutdneo, com
o desenvolvimento de lesdes de natureza granulomatosa (Triscott, 1993, Chaffin,1995). E
causada pelo Pythium insidiosum, um microrganismo semelhante a fungo, pertencente ao
filo Oomycota, classe Oomycete (Kendrick, 1985). Estudos mais recentes tém sugerido que
este pertence ao Reino Straminipila, que inclui organismos ndo fldngicos, porém com
caracteristicas morfolégicas e ecoldgicas semelhantes aos fungos (Alexopoulos et al, 1996).
Este organismo vive em ambiente aquatico com presenca de vegetacdo, embora pouco ainda
se sabe sobre suas preferéncias ecoldgicas. As diversas espécies pertencentes ao género
Pythium sao primariamente fitopatogénicas, porém, até o presente momento, a Unica espécie
relatada capaz de causar doenca em animais, incluindo o homem é o P. insidiosum (deCock
et al, 1987).

Em ambiente natural, este patégeno produz zodsporos biflagelados, os quais sdo
originados de reproducio assexuada e corresponde a forma infectante. Para que a infeccéo
ocorra € necessario que haja uma injdria no tecido cutineo, a qual serve como fator atrativo
para o zodsporo que, ao penetrar a pele, se encista causando a infec¢ao priméria (deCock et
al, 1987).

A pitiose ocorre em paises de clima tropical e subtropical que, caracteristicamente,
apresentam temperaturas mais elevadas e abundantes cursos d’dgua. Nos animais, tem sido
freqiientemente relatada na espécie eqiiina e em caes (O’Neill-Foil et al, 1984, Alfaro &
Mendoza, 1990). O primeiro caso humano foi diagnosticado em 1986 em um menino
proveniente da Tailandia, pais que concentra a maioria dos casos (deCock et al,1987).

No Brasil, a doencga tem sido freqiientemente observada em eqiiinos e bovinos da
regido do Pantanal Matogrossense (Santurio ef al, 1998, Leal et al, 2001). Um surto em
ovinos foi recentemente reportado no nordeste provocando o 6bito desses animais (Tabosa
et al, 2004). Recentemente o primeiro caso da doenca em humano foi descrito em um
paciente que apresentava uma extensa lesdo no membro inferior a qual foi adquirida apds
pescaria em rio no municipio de Paraguacu Paulista/SP. Este paciente foi atendido junto ao
Servico de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu e o diagnéstico foi
confirmado em cooperacdo com pesquisadores do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Botucatu (Bosco et al, 2005).

A identificacdo do P. insidiosum é importante, pois essa infeccao freqiientemente mimetiza
quadros clinicos e achados histopatoldgicos de espécies pertencentes ao grupo de fungos zigomicetos
(Kauffman et al, 1998).

Dado a importancia deste primeiro relato de pitiose humana do Brasil, o presente projeto teve
como objetivo aprofundar os estudos de caracterizagdo morfolégica (macro e microscopica) e
molecular deste isolado de P. insidiosum humano, bem como a comparacio deste com um isolado de
P. insidiosum obtido de eqiiino, de forma a melhor instrumentar os laboratdrios para o diagnéstico e
conhecimento deste emergente patégeno.

A avaliagdo macroscOpica foi feita através de colonias gigantes em meio Sabouraud Dextrose
Agar (SAB) e Batata Dextrose Agar (BDA), cujo inéculo foi padronizado como um fragmento de
80mm de didmetro no centro da placa. As placas foram mantidas em estufa a 25°C por periodo de até
oito semanas. A cada semana foram feitas medidas quanto ao didmetro das col6nias e observacdes da
morfologia.

Para observacdo da micromorfologia, empregou-se a técnica de microcultivo em lamina
utilizando os meios de SAB e BDA. Os microcultivos foram mantidos em estufa a 25°C por um
periodo de até cinco semanas, e a cada sete dias um microcultivo em BDA e um em SAB, era tratado



