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1 INTRODUGCAO

O género Pythium esta classificado no Reino Stramenopila, Classe Oomycetes,
Ordem Pythiales e Familia Pythiaceae.( MENDOZA, NEWTON; 2005) O género possui
mais de 200 espécies, sendo algumas patogenas de plantas (MENDOZA, AJELLO,
McGINNIS; 1996) e a espécie Pythium insidiosum sendo a Unica patégena de
mamiferos (SCHURKO, et al; 2003). P. insidiosum é o agente etiolégico da pitiose
(COCK, et al; 1987), uma doenca granulomatosa que afeta cavalos, caes, gatos,
bovinos e humanos (MENDOZA, AJELLO, McGINNIS; 1996). A distribuicdo da doenca
ocorre em regides temperadas, tropicais e subtropicais do mundo (SCHURKO, et al;
2003). A identificacdo e classificacdo das espécies de Pythium sdo baseadas
frequentemente por caracteristicas morfoldgicas, mas complicacdes podem surgir
devido a auséncia de estruturas sexuais e falhas para induzir a zoosporogénese em
cultura. Em soma, fatores ambientais, assim como temperatura, tipo de meio e idade da
cultura, podem afetar caracteristicas morfologicas e fisioldgicas e desta forma impedir o
processo de identificacdo do agente (HENDRIX, PAPA; 1974). Entretanto, a habilidade
de distinguir P. insidiosum de outras espécies de Pythium e de outros organismos que
podem causar sintomas similares no hospedeiro é crucial para o diagnéstico precoce e
tratamento da doenca (SCHURKO, et al; 2003). Assim, o uso de técnicas de biologia
molecular tem se tornado uma ferramenta bastante Gtil e segura para identificacao de
espécies de Pythium (WANG, WHITE; 1997). Pelo fato da grande maioria dos isolados
brasileiros de P. insidiosum néo ter sido caracterizada molecularmente e devido a
possibilidade de existirem amplas variacbes genéticas torna-se importante analisar as
caracteristicas moleculares dos isolados brasileiros de P. insidiosum.

Nesse contexto o presente trabalho tem por objetivo realizar a identificacdo
molecular do oomiceto P. insidiosum isolado de lesdes clinicas de pitiose em equinos,
caninos e ovino provenientes de diferentes regides do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas do periodo de janeiro de 2009 a julho de 2010, 50 amostras
de P. insidiosum, isoladas de animais infectados, sendo 2 caninos, 1 ovino e 47
equinos. As amostras foram oriundas de diferentes regides do Brasil, sendo 33 do Rio
Grande do Sul, 15 do Mato Grosso do Sul, uma de S&o Paulo e uma de Mato Grosso.
Para o desenvolvimento do PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), foram usadas
P. insidiosum ATCC 58637 e P. insidiosum CBS 101155 como controle positivo e
Pythium aphanidermatum como controle negativo. Para a extracdo do DNA, os
isolados foram cultivados em frascos tipo Erlenmeyer com 100 ml de caldo Sabouraud
e incubados a 37°C em agitacdo constante a 150 rpm por 5 dias. Apos cultivo, as
hifas foram coletadas por filtracdo, acondicionadas em criotubos e congeladas em
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nitrogénio liquido até sua utilizacdo. A extracdo do DNA total foi obtida pelo método do
CTAB, no qual 200 mg de hifas foram maceradas com tampé&o de lise e acrescidas de
CTAB 10% e NaCl 5N, seguido da extracdo fendlica. A qualidade e concentracédo de
DNA das amostras foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%. Para a
amplificacdo das reacbes de PCR foram utilizados primers especificos de P.
insidiosum (P11 e PI2), os quais amplificam a regido alvo ITS1 do rDNA. Todas as
amplificacbes foram realizadas em termociclador (modelo PTC-100), nas seguintes
condi¢bes: desnaturacgdao inicial a 94°C for 3 min, 40 ciclos de desnaturacao a 94°C for
30 s, anelamento a 65°C por 30 s, extensdo a 72°C por 30 s, extensao final a 72°C
por 10 min. Uma aliquota de 10 pL da reacao foi submetida a eletroforese em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Para
confirmacéo da identificagdo molecular, todos os isolados analisados foram também
submetidos a uma PCR utilizando os primers universais ITS1 e ITS4. Os produtos
amplificados desta reacao foram enviados para o sequenciamento de DNA, realizado
no laboratorio de biologia molecular - LABDROS (Universidade Federal de Santa
Maria). As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se o pacote de programas
STADEN (STADEN, 1996) e comparadas a sequéncias de referéncia de P. insidiosum
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os métodos tradicionais de identificacdo das diferentes espécies de Pythium
normalmente sao realizados pelas caracteristicas morfolégicas das estruturas
sexuadas e assexuadas obtidas in vitro. Entretanto, essas metodologias
empregadas apresentam algumas desvantagens como: realizacdo de técnicas
bastante trabalhosas e demoradas que muitas vezes falham na inducéo dessas
estruturas; requerem profissionais capacitados com experiéncia na identificacdo e a
influéncia de fatores ambientais, como temperatura, meio de cultura e idade do
isolado, que podem afetar as caracteristicas morfologicas e fisioldgicas e impedir o
processo de identificacdo (WANG, WHITE; 1997; SCHURKO, et al.; 2003). Pelo fato
de existir aproximadamente 200 espécies de Pythium torna-se necessario utilizarem-
se métodos mais seguros de identificacdo desses microrganismos. Dentre esses, as
técnicas moleculares constituem-se em importantes ferramentas. Assim, nha
identificagdo de P. insidiosum, a PCR é uma das técnicas mais frequentemente
utilizadas, uma vez que é simples de ser aplicada, € menos onerosa e permite a
identificacdo réapida e segura de P. insidiosum a partir de cultivos ou tecidos
infectados (GROOTERS e Gee, 2002; ZNAJDA et al.,, 2002; PESAVENTO et al.,
2008; SUPABANDHU et al., 2008). No presente estudo, foi utilizado na PCR os
primers especificos PI1 e P12, previamente descritos por Grooters e Gee (2002), que
amplificam a regido ITS1 do rDNA do P. insidiosum. Em 50 isolados analisados,
assim como também nas amostras controle positivo (P. insidiosum ATCC 58637 e
CBS 101155), houve a amplificacdo de bandas de tamanho esperado (105pb),
confirmando a identificacdo das referidas amostras como P. insidiosum. A
identificacdo molecular foi confirmada pelo sequenciamento, onde todas os isolados
analisados apresentaram homologia com as sequéncias de P. insidiosum
depositadas no GenBank. Os resultados obtidos até o momento tém demonstrado
qgue ndo ha diferencas moleculares entre os isolados de P. insidiosum oriundos de
diferentes regides do Brasil.
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4 CONCLUSOES

Os resultados parciais da identificacdo molecular do oomiceto isolado de
lesbes clinicas de pitiose em equinos, caninos e ovino apresentam caracteristicas
morfologicas e moleculares da espécie P. insidiosum. Além disso, conclui-se que a
técnica de PCR utilizando os primers especificos PI1 e P12 é segura na identificacdo
deste microrganismo, podendo ser utilizada como técnica de rotina na
caracterizacao deste oomiceto.
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