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1 INTRODUCAO

Segundo Kirk et al. (2001), o género Pythium possui 127 espécies
conhecidas, de distribuicdo cosmopolita, saprobias em ecossistemas terrestres e
aguaticos e/ou parasitas. Dentre as varias doencas causadas por espécies desse
género, destaca-se a pitiose em animais, descrita em regides de clima tropical,
subtropical e temperado, sendo causada pela espécie P. insidiosum (Alexopoulos et
al., 1996). No Brasil, a pitiose foi descrita em diversas espécies, porém a maioria
dos casos relatados corresponde a lesdes cutaneas em equinos em diferentes
Estados do Pais (Santurio et al., 2006). Segundo Mendoza et al. (1996), o ciclo de
vida do P. insidiosum requer ambiente aquéatico com baixas concentracdes de ions,
pH proximo da neutralidade e uma planta como hospedeiro para manter seu ciclo
na natureza, que baseia-se na colonizacdo das plantas, que servem de substrato
para o0 desenvolvimento e reprodugcdo do microrganismo, formando o0s
zoosporangios. Os zoosporos liberados ficam livres na &gua movimentando-se até
encontrar outra planta, onde se encistam e emitem tubos germinativos, dando
origem a um novo micélio e completando seu ciclo (Miller,1983). Os animais
provavelmente se infectam ao entrar em contato com esse ambiente, uma vez que
comumente observa-se que os animais afetados permanecem por longos periodos
em contato com aguas paradas em lagos, acudes ou locais pantanosos (Chafin et
al.,, 1995). P. insidiosum ja foi isolado de areas alagadicas por Miller (1983) na
Austrédlia e por Supabandhu et al. (2008) na Tailandia, comprovando que esses
locais sé@o as provaveis fontes de infeccao para as espécies afetadas. No RS, onde
varios casos de pitiose eqlina e canina sao citados na literatura, ndo existem dados
de isolamento do agente de ambientes aquaticos. Assim, torna-se importante
comprovar e monitorar a presenca de P. insidiosum em areas alagadicas onde a
enfermidade é endémica. Os objetivos deste trabalho séo: isolar P. insidiosum de
areas alagadicas do Rio Grande do Sul, onde a pitiose equina é endémica; estudar
e comparar molecularmente as amostras de P. insidiosum isoladas dos ambientes
aquaticos e relaciona-las com amostras de P. insidiosum provenientes de doenca
clinica em equinos e ja caracterizadas; relacionar a presenca desse oomiceto com
as condi¢cdes climaticas das regides estudadas.

2 MATERIAL E METODOS

As amostras de agua foram coletadas em municipios das regides sul, central
e oeste do Estado do Rio Grande do Sul. A selecdo dos ambientes aquaticos
(acudes, lagos, canais de irrigacdo, agua acumulada em campos e restevas de
arroz) priorizou o histérico da ocorréncia da pitiose eqlina no local. Para a coleta
foram utilizados frascos de 500mL estéril. A amostragem foi realizada a 5 ou 10 cm
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da superficie, priorizando as margens com vegetacdo das areas alagadicas, sendo
amostrados 3 ou 4 pontos opostos, dependendo da extensdo da &rea. De todas as
amostras coletadas mediou-se o valor de pH (potencial hidrogenidnico) em aparelho
de pHmetro (modelo pH 21-PR). Para o isolamento de P. insidiosum foram utilizadas
iscas de cabelo humano ou pelo equino previamente esterilizadas. Cinco a dez
iscas, de aproximadamente 3 cm, eram introduzidas no interior dos frascos logo
apos a coleta de agua. Todos os frascos foram incubados em estufa bacteriolégica a
37°C durante 24-48 horas. ApOs esse periodo, a agua era drenada e as iscas
assepticamente coletadas foram transferidas para as placas de petri contendo o
meio de cultura Agar VP3 (Ali-Shtayeh et al., 1986), ficando incubadas a 37°C por
48-72 horas. Colbnias suspeitas de P. insidiosum foram repicadas para tubos
contendo meio Agar Levedura, sendo posteriormente submetidas a metodologia de
zoosporogénese. Para isto, as amostras foram repicadas para placas de petri
contendo Agar levedura, juntamente com pedacos de grama (Paspalum notatum),
previamente autoclavadas. Todas as placas ficaram incubadas por 3-5 dias a 37°C.
ApoOs esse periodo de cultivo, os pedacos de grama parasitados eram transferidos
para uma placa de petri contendo 30 ml de Meio de Indugéo, ficando incubados a
37°C por 8 horas. Durante esse periodo, as gramas eram regularmente observadas,
através de microscopia 6tica (100 e 400 X) entre l[amina e laminula. A identificacéo
morfolégica foi baseada nas caracteristicas morfolégicas dos zoosporangios e
zoosporos (De Cock et al., 1987). A andlise molecular dos isolados obtidos sera
processada pelo Laboratorio de Pesquisas Micolégicas (LAPEMI) da Universidade
Federal de Santa Maria, utiizando a metodologia de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), previamente descrita por Grooters e Gee (2002), e
sequenciamento de DNA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, foram coletadas 100 amostras de agua, em 50
estabelecimentos dos municipios de Bagé, Capdo do Ledo, Jaguardo, Cangugu,
Pelotas, Rio Grande, Santa Vitéria do Palmar, Santa Maria e Uruguaiana. Entre as
amostras coletadas, em 16% houve o isolamento de um oomiceto que apresentou
caracteristicas morfolégicas condizentes com P. insidiosum; em 4% das amostras
houve o0 isolamento de um microrganismo que apresentou formagédo de
zoosporangios e zodésporos com caracteristicas morfolégicas diferentes daquelas
observadas em P. insidiosum, provavelmente tratando-se de outra espécie de
Pythium ou oomiceto e em 80% das amostras ndao houve isolamento de
microrganismos com caracteristicas similares a de oomicetos. As amostras
suspeitas de P. insidiosum, assim como aquelas suspeitas de pertencer a outros
géneros ou espécies de oomicetos, estdo sendo submetidas a identificacédo
molecular por PCR e sequenciamento de DNA. . Uma amostra foi caracterizada
como P. insidiosum, a qual foi proveniente do municipio de Uruguaiana, e outra
amostra como P. catenulatum, sendo proveniente do municipio de Chui. Os demais
isolados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho estdo sendo
processados. Em estudos anteriores, P. insidiosum foi isolado de &reas alagadicas
por Miller (1983) na Austrdlia e por Supabandhu et al. (2008) na Tailandia,
comprovando a presenca deste micro-organismo nesses ambientes.. . Dos
estabelecimentos onde provavelmente isolou-se P. insidiosum, em oito havia
histérico de pitiose em equinos e em oito ndo houve histérico da referida
enfermidade. A média de pH de todas as amostras as quais suspeitou-se ser P.
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insidiosum foi 7, estando estes valores de acordo com os estudos de Mendoza et al
(1996), em que afirmam ser necessério pH proximo da neutralidade para o
desenvolvimento desse oomiceto. Ao realizar-se a analise filogenética do isolado de
P. insidiosum ambiental oriundo de Uruguaiana evidenciou-se estreita relacao
filogenética com os isolados de P. insidiosum oriundos de casos clinicos de animais.
Este achado sugere que ndo h& diferencas genéticas entre isolados ambientais e
clinicos de P. insidiosum.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem-nos concluir que os oomicetos do
género Pythium estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo isolados de
areas pantanosas e alagadicas das regifes sul, central e oeste do RS. O isolamento
de P. insidiosum de uma amostra de agua e a sua relacao filogenética com isolados
clinicos de P. insidiosum evidenciam os aspectos epidemiologicos da pitiose em
animais, onde os mesmos se infectam ao entrar em contato com &guas
contaminadas pelos zo6sporos do oomiceto.
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