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1. INTRODUCAO

O género Pythium inclui oomicetos aquaticos classificados no reino Stramenipila.
Dentre as varias espécies deste género, apenas Pythium insidiosum esta associado
a pitiose em animais e humanos (Supabandhu et al. 2008). Nos ultimos anos €é
evidente o aumento do nimero de casos da enfermidade nestas espécies, um fato
preocupante, devido as dificuldades de terapia e risco de morte das espécies
afetadas (Pereira et al., 2008).

Na maioria das vezes, a identificacdo e a classificacdo das espécies de Pythium
baseiam-se nas caracteristicas morfo-fisiolégicas. Alexopoulos et al. (1996) afirmam
que para realizar-se a correta identificacdo do P. insidiosum é necessario observar
as caracteristicas morfolégicas dos zoosporangios, zodsporos, oogonia e anteridio
obtidas através da técnica de zoosporogenese em meio liquido (Mendoza &
Prendas, 1988). Entretanto problemas com auséncia de estruturas sexuadas e
falhas para induzir zoosporogénese in vitro sdo constantes (Alexopoulos et al.,
1996). Desta forma, uma identificacdo rapida e segura é fundamental para
implementacdo de um diagndstico diferencial e de um tratamento eficaz (Schurko et
al. 2003). Paralelamente ao desenvolvimento de técnicas soroldgicas (Mendoza et
al.,, 1997), o uso de métodos moleculares vem se tornando uma ferramenta
imprescindivel para identificacdo de P. insidiosum (Schurko et al. 2003). Dentre as
diferentes técnicas moleculares ja relatadas, assim como, utilizacdo de sondas
genéticas (Schurko et al., 2004), restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
(Schurko et al. 2003), sequenciamento (Mendoza et al., 2003) e random amplified
polymorphic DNA (RAPD) (Pannanusorn et al., 2007), a PCR é a mais utilizada, uma
vez que é simples de ser aplicada, € menos onerosa e permite a caracterizacdo de
P. insidiosum a partir de cultivos ou tecidos infectados (Berryessa et al., 2008).

No presente estudo objetivou-se avaliar a aplicabilidade de uma Reac&o em
Cadeia de Polimerase (PCR) na caracterizagcdo molecular de 29 isolados brasileiros
de P. insidiosum oriundos de lesGes clinicas de equinos, assim como realizar
identificacdo através de suas estruturas morfoldgicas.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 29 amostras de P. insidiosum provenientes de eqiinos doentes de
diversas regibes do Brasil, previamente identificadas por suas caracteristicas
morfologicas. Para tal, pequenos blocos de agar dos isolados foram repicados para
placas de petri contendo Corneal Meal Agar (CMA) e pedacos de grama (Paspalum
notatum) cortados em 3 cm, previamente autoclavados a 121°C por 20 minutos, foram
distribuidos na sua superficie. As placas ficaram incubadas por um periodo de 3 a5
dias a 37°C. Posteriormente, a grama parasitada pelo P. insidiosum foi transferida
para placa de petri contendo 30 ml de uma solucdo de sais a 1% (meio de indugé&o),
ficando incubadas a 37°C durante 8 horas. Durante esse periodo, as gramas foram
regularmente observadas, através de microscopia otica entre lamina e laminula para
identificacdo dos zoosporangios e zodsporos.

Para o desenvolvimento da PCR, foram usadas P. insidiosum ATCC 58637 and P.
insidiosum CBS 101155 como controle positivo e Trichophyton mentagrophytes ATCC
11481 como controle negativo da técnica. Os isolados de P. insidiosum foram
cultivados em frascos tipo Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo Sabouraud,
incubados a 37°C em agitacdo constante a 150 rpm durante cinco dias. Ap6s cultivo,
as hifas foram coletadas por filtracdo, acondicionadas em criotubos e congeladas em
nitrogénio liquido até sua utilizacao.

A extracdo do DNA total foi obtida pelo método do CTAB, no qual 200 mg de hifas
foram maceradas com tampao de lise e acrescidas de CTAB 10% e NaCl 5N, seguido
da extracdo fendlica. A qualidade e concentracdo de DNA das amostras foram
verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

Para a amplificag@o das reacdes de PCR foram utilizados primers especificos de P.
insidiosum (P11 and PI2), os quais amplificam a regido alvo ITS1 do rRNA. Todas as
amplificagbes foram realizadas em termociclador (modelo PTC-100), nas seguintes
condi¢cbes: desnaturacao inicial a 94<C for 3 min., 40 ciclos de desnaturacdo a 94C
for 30 s, anelamento a 65T por 30 s, extensao a 72 T por 30 s, extenséo final a 72C
por 10 min. Uma aliquota de 10 pL da reacado foi submetida a eletroforese em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Zoosporangios hialinos e globosos, contendo zodsporos biflagelados em seu
interior, caracteristicos de P. insidiosum, conforme descritos por De Cock et
al.(1987) foram observados nos bordos terminais das folhas, a partir de 3 horas de
incubacdo a 37°C, em todas as amostras avaliadas. Os zodsporos formados
apresentavam movimentos rapidos de seus flagelos, que culminava na ruptura da
membrana do zoosporangio, tinham forma ovéide, evidenciando a presenca de dois
flagelos e, uma vez livres no meio de Indugéo, nadavam em diferentes dire¢cdes por
meio de movimentos de rotacdo em torno de seu proprio eixo. Observacdes
similares foram feitas por Pereira et al (2008).

No presente estudo, para o desenvolvimento da PCR foram utilizados os primers
especificos PI1 e PI2, que amplificam a regido ITS1 do rRNA do P. insidiosum,
previamente descritos por Grooters et al. (2002). Diferentemente de relatos
anteriores que utilizaram Nested PCR na caracterizacdo de isolados de P.
insidiosum (Grooters & Gee, 2002), no presente estudo néo foi utilizada a referida
técnica, todavia, houve a amplificacdo especifica da regido ITS1 de P. insidiosum
nos isolados analisados. Embora Grooters & Gee (2002) afirmem que a Nested PCR



apresente maior sensibilidade e especificidade, em razdo do enriquecimento seletivo
das sequéncias de DNA alvo e amplificacdo de um pequeno fragmento de DNA, o
que diminui a probabilidade de amplificacdo de regides inespecificas, os resultados
aqui descritos evidenciaram que a sensibilidade e especificidade foram mantidas.
Além disso, os menores problemas de contaminacéo, a reducdo do tempo e dos
custos de execucdo, justificam a utilizacdo deste método, quando comparado com a
Nested PCR. Resultados similares sdo citados em outros estudos, nos quais
também foram utilizados primers especificos na identificacdo de P. insidiosum
(Berryessa et al., 2008).

4. CONCLUSAO

Os resultados parciais deste estudo demonstram que 0s isolados analisados até o
momento apresentam caracteristicas moleculares de P. insidiosum. Embora a
caracterizacdo morfolégica tenha possibilitado uma boa identificacdo, a utilizacdo da
PCR mostrou-se ser uma ferramenta segura e rapida na identificacdo deste oomiceto.
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