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1. INTRODUCAO

Oomicetos do género Pythium sdo micro-organismos termofilicos,
ubiqguos em ecossistemas de agua doce e no solo. Incluem mais de 120
espécies, a maioria saprébias ou patégenas de plantas (Alexopoulos, 1996).
Até 0 momento, a Unica espécie relatada como patégena de mamiferos,
causando pitiose, é Pythium insidiosum (Alexopoulos, 1996, Mendoza et al,
1996).

A pitiose é uma doenca piogranulomatosa, sendo descrita em varios
Paises (Mendoza et al., 1996). No Brasil, a pitiose € bem documentada em
equinos (Marcolongo-Pereira et al. 2012), bovinos (Grecco et al. 2009), ovinos
(Santurio et al. 2008), caninos (Pereira et al. 2013) e humanos (Marques et al.
2006). Na regido Sul do Rio Grande do Sul (RS), Marcolongo-Pereira et al.
(2012), demonstraram que a pitiose equina é endémica atingindo prevaléncias
de 14,5% e correlacionaram a ocorréncia da enfermidade com campos planos
e sujeitos a alagamentos, propicios ao desenvolvimento do agente.

Em seu ciclo bioldgico, P. insidiosum utiliza plantas aquaticas para
desenvolvimento e reproducéo assexuada que caracteriza-se pela formacéao de
zooOsporos infectantes, que sao liberados nas aguas e movimentam-se até
encontrar outra planta onde completam seu ciclo. Todavia, estes zoGsporos
também podem ser atraidos por quimiotaxia para tecidos danificados, onde se
fixam e emitem tubos germinativos dando inicio a infecgéao (Miller, 1983).

A presenca de P. insidiosum em areas alagadicas foi demonstrada por
Miller (1983) em areas pantanosas da Austrdlia e por Supabandhu et al. (2008)
em reservatorios de agua utilizados para irrigacdo de lavouras na Tailandia,
comprovando que esses ecossistemas aqguaticos mantém o micro-organismo e
se constituem na principal fonte de infeccédo aos hospedeiros suscetiveis.

Considerando a ocorréncia da pitiose em areas pantanosas do RS,
elaborou-se o0 presente estudo que objetiva isolar e caracterizar espécies do
género Pythium em areas alagadicas, bem como estudar e comparar
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molecularmente as amostras de P. insidiosum obtidas e relaciona-las
filogeneticamente com isolados provenientes de doenca clinica animais.

2. METODOLOGIA

As amostras de agua foram coletadas em municipios das regides sul,
central e oeste do RS. Para a coleta foram utilizados frascos de 500mL
previamente esterilizados. A amostragem foi realizada a 5 ou 10cm da
superficie, priorizando as margens com vegetacao, sendo amostrados 3 ou 4
pontos opostos. Para o isolamento de Pythium spp. foram utilizadas iscas de
cabelo humano previamente esterilizadas (cinco a dez iscas/frasco), as quais
eram introduzidas no interior dos frascos logo ap0és a coleta de agua. Todos os
frascos foram incubados em estufa a 37°C durante 24-48 horas. ApOs esse
periodo, a 4gua era drenada e as iscas transferidas para placas de petri
contendo agar VP3 e incubadas a 37°C por 48-72 horas. ColOnias suspeitas
foram repicadas para tubos contendo agar levedura, sendo posteriormente
submetidas a metodologia de zoosporogénese para identificacdo morfologica.
Para isto, as amostras foram repicadas para placas de petri contendo agar
levedura, juntamente com pedagos de grama (Paspalum notatum),
previamente autoclavadas. Todas as placas ficaram incubadas por 3-5 dias a
37°C. Posteriormente, pedacos de grama parasitados foram transferidos para
uma placa de petri contendo 30 mL de meio de inducéo, ficando incubados a
37°C por 8 horas. Durante esse periodo, as gramas eram regularmente
observadas por microscopia Otica. Os isolados que produziram
zoosporogénese foram cultivados em frascos tipo Erlenmeyer contendo 100
mL de caldo Sabouraud, incubados a 37°C em agitagcdo constante a 120 rpm
durante 5 dias. Posteriormente, o micélio foi separado e congelado em
nitrogénio liquido para extracdo de DNA. A analise molecular foi processada
pelo Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal
de Santa Maria, utilizando a metodologia de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) e sequenciamento de DNA (Azevedo et al., 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2009 a junho de 2014 foram coletadas 134
amostras de agua, em 69 estabelecimentos dos municipios de Bagé, Capao do
Ledo, Chui, Jaguardo, Camaqud, Cangucu, Pelotas, Rio Grande, Santa Vitoria
do Palmar, Santa Maria e Uruguaiana. Entre as amostras coletadas, em 16,4%
(n=22) houve o isolamento de micro-organismos cujas caracteristicas macro e
micromorfologicas foram condizentes com o género Pythium e em 83,5%
(n=112) das amostras ndo houve isolamento de oomicetos. Das 22 amostras
suspeitas, em apenas uma confirmou-se P. insidiosum; em (21) identificou-se
outras espécies de Pythium (Tabela 1).

Estudos anteriores citam a ocorréncia de P. insidiosum em areas
alagadicas na Australia e Tailandia (Miller, 1983; Supabandhu et al., 2008).
Embora tenhamos obtido apenas um isolado de P. insidiosum, o que difere dos
resultados de Supabandhu et al. (2008), que obtiveram 59 isolados do micro-
organismo a partir de 325 amostras de agua analisadas, nossos resultados
corroboram com esses autores comprovando a participacdo de ambientes
pantanosos como fonte de infec¢cdo aos animais suscetiveis.
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Tabela 1: Espécies de Pythium isoladas de ambientes aquaticos no RS.

Numero do isolado  Origem da amostra Resultado
1 Santa Vitoria Pythium spp.
2 Santa Vitoria Pythium rhizo-oryzae
3 Santa Vitoria Pythium rhizo-oryzae
4 Santa Vitoria Pythium rhizo-oryzae
5 Santa Vitoria Pythium torulosum
6 Santa Vitoria Pythium pachycaule voucher
7 Santa Vitoria Pythium spp.
8 Santa Vitoria Pythium spp.
9 Santa Vitoria Pythium catenulatum
10 Jaguarao Pythium spp.
11 Pelotas Pythium spp.
12 Rio Grande Pythium torulosum
13 Chui Pythium catenulatum
14 Chui Pythium spp.
15 Uruguaiana Pythium spp.
16 Uruguaiana Pythium catenulatum
17 Uruguaiana Pythium insidiosum
18 Capao do Leédo Pythium spp.
19 Capéo do Leédo Pythium spp.
20 Capao do Leédo Pythium spp.
21 Capédo do Ledo Pythium spp.

Por outro lado, foram isoladas outras espécies de Pythium que embora
ndo sejam relatadas como patdgenas para animais, serdo utilizadas em
estudos posteriores para avaliar a sua patogenicidade para mamiferos.

As diferencas observadas na obtencdo do nimero de isolados podem
ser explicadas pelas caracteristicas ambientais e abundancia do micro-
organismo nas areas estudadas na Tailandia, jA que a pitiose é uma
enfermidade endémica para o homem nesse Pais. No entanto, o isolado obtido
no presente estudo foi oriundo de Uruguaiana, uma area onde ha relatos
frequentes da enfermidade em equinos. Azevedo et al. (2012) ao realizar a
andlise filogenética desse isolado evidenciaram estreita relacdo filogenética
com os isolados de P. insidiosum oriundos de casos clinicos de animais. Este
achado sugere que nao ha diferencas genéticas entre isolados ambientais e
clinicos de P. insidiosum, o que foi também demonstrado por Supabandhu et
al. (2008).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que oomicetos do género Pythium estao
amplamente distribuidos em areas pantanosas e alagadicas do RS. Embora P.
insidiosum tenha sido isolado em apenas uma ocasido, sua estreita relacéo
filogenética com isolados clinicos de P. insidiosum evidencia que a origem do
micro-organismo € a mesma, ou seja, 0s ecossistemas de agua doce.
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