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One hundred and eighty-six water samples from swampy areas were collected in 13
municipalities of South, Central and West regions of Rio Grande do Sul, Brazil, in order
to isolate and characterize Pythium species and assess their pathogenicity using rabbits
as experimental model. Different Pythium species were isolated from 22 (11.8%) water
samples, including P, insidiosum (n=1), P. catenulatum (n=3), P. pachycaule voucher (n=1),
P. rhizo-oryzae (n=3), P. torulosum (n=4) e Pythium spp. (n=10). Zoospores of these micro-
organisms were produced in vitro and inoculated subcutaneously into rabbits, which were
assessed over 45 days. Only P, insidiosum showed pathogenicity, causing pythiosis in the

experimental model.

INDEX TERMS: Pythium insidiosum, oomycete, pythiosis, freshwater ecosystems, rabbits.

RESUMO.- Foram coletadas 186 amostras de agua de am-
bientes pantanosos em 13 municipios das regides Sul,
Central e Oeste do Rio Grande do Sul, Brasil, com o obje-
tivo de isolar e caracterizar espécies de Pythium e avaliar
a sua patogenicidade empregando coelhos como modelo
experimental. Em 11,8% (n=22) das 4guas coletadas foram
isoladas diferentes espécies de Pythium incluindo: P. insi-
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diosum (n=1), P. catenulatum (n=3), P. pachycaule voucher
(n=1), P, rhizo-oryzae (n=3), P. torulosum (n=4) e Pythium
spp. (n=10). Zodsporos desses micro-organismos foram
produzidos in vitro e inoculados por via subcutanea em co-
elhos, os quais foram avaliados durante 45 dias. Dentre os
oomicetos testados, apenas P, insidiosum evidenciou pato-
genicidade, causando pitiose no modelo experimental, evi-
denciando que, em nossas condi¢des, apenas esta espécie
de Pythium é patégena para mamiferos.

TERMOS DE INDEXACAO: Pythium insidiosum, oomicetos, pitiose,
ecossistemas de dgua doce, coelhos.

INTRODUCAO

Oomicetos do género Pythium compreendem mais de 140
espécies reconhecidas, sendo 41 destas descritas a partir
do ano 2000 (Kageyama 2014). As espécies de Pythium
sdo geneticamente diferentes e exibem variagoes em ter-
mos de viruléncia, hospedeiro e distribuicdo, habitando
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ecossistemas de agua doce, salgada e ambientes terrestres
(Jiang&Tyler 2012, Adhikari et al. 2013, Kageyama 2014).
A maior parte das espécies sdo saprobias ou patdgenos
de plantas, algas, peixes, insetos e mamiferos (Kageyama
2014).

Como tipico oomiceto aquatico, o género Pythium rea-
liza parte de seu ciclo biolégico em aguas de rios, lagoas
e lagos. Dentro deste habitat sdo mais comumente encon-
trados nas dguas rasas proximas as margens (Alexopoulos
et al. 1996). O ciclo biolégico aquatico para P, insidiosum
estd bem caracterizado. Segundo Miller (1983) e Mendoza
et al. (1993) o acumulo de agua estagnada em lagos, acu-
des e pantanos favorece a reproducdo assexuada do micro-
-organismo, que coloniza plantas aquaticas para o seu de-
senvolvimento e reproducdo. Durante o ciclo ha a formacgao
de zodsporos infectantes, que sdo liberados nas aguas e
movimentam-se até encontrar outra planta onde comple-
tam e reiniciam seu ciclo. Todavia, em P. insidiosum, pato-
geno para mamiferos, esses zodsporos ao serem liberados
nas aguas podem ser atraidos para o pelo dos hospedeiros,
penetram na pele através de lesdes pré-existentes e iniciam
o processo de infecgdo, caracterizando a doenga (Mendoza
etal. 1996).

Pitiose é frequente em mamiferos, notadamente equi-
nos, homem e caninos que habitam regides de clima tro-
pical, subtropical e temperado. Embora a enfermidade te-
nha sido descrita em varios paises (Mendoza et al. 1996,
Gaastra et al. 2010), o maior nimero de casos de pitiose
humana é relatado na Tailandia (Krajaejun et al. 2006) e a
doenca em equinos é endémica no Brasil, particularmente
no Pantanal Brasileiro (Mendoza et al. 1996, Santos et al.
2014) e naregido Sul do Brasil, no estado do Rio Grande do
Sul (Marcolongo-Pereira et al. 2012, Weiblen et al. 2015).

Durante muitos anos P, insidiosum foi a inica espécie re-
conhecida como patégeno para mamiferos (De Cock et al.
1987, Alexopoulos et al. 1996, Mendoza et al. 1996, Gaastra
et al. 2010). Entretanto, o relato de dois casos de infec¢do
por Pythium aphanidermatum, um patogeno tipico de plan-
tas, no homem aponta que outras espécies do género po-
dem ter potencial patogénico para mamiferos (Calvano et
al. 2011, Farmer et al. 2015).

Considerando que o género Pythium compreende va-
rias espécies que compartilham o mesmo nicho ecoldgico
e como ha o relato de outra espécie patégena para mami-
feros, além de P, insidiosum, torna-se relevante avaliar se
outras espécies de Pythium que coabitam o mesmo ecossis-
tema de agua doce podem ser patégenas para os animais.

Este trabalho teve como objetivos isolar e caracterizar
espécies de Pythium que habitam ambientes pantanosos
no Rio Grande do Sul, Brasil e avaliar a patogenicidade das
espécies isoladas empregando coelhos como modelo expe-
rimental.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de agua e isolamento de espécies de
Pythium. As amostras de agua foram coletadas em 13 diferentes
municipios do Rio Grande do Sul, Brasil, durante os anos de 2013
a 2015 (Fig.1), conforme metodologia previamente descrita por
Supabandhu et al. (2008). As coletas ocorreram em diferentes es-
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a.Uruguaiana (n=8)

b. Rosério do Sul (n=5)

¢. Santa Maria ( n=5)

d.Dom Pedrito (n=3)

e. Bagé (n=15)

f.Cangugu (n=1)

g.Sdo Lourengo do Sul (n=2)
h. Pelotas ( n=30)

i. Capdo do Ledo (n=12)

j. Rio Grande (n=31)

k. Jaguardo (n=10)

1. Santa vitéria do Palmar (n=62)
m. Chui (n=2)

Fig.1. Municipios onde foram realizadas as coletas de 4gua no Rio
Grande do Sul, Brasil, no periodo de 2013 a 2015.

tacdes do ano e priorizou-se a coleta de 4gua em lagos e agudes de
locais com histérico de pitiose em animais. As amostras de agua
foram acondicionadas em frascos estéreis e a amostragem foi re-
alizada a 5 ou 10cm da superficie, nas margens com vegetacao,
sendo coletados 3 ou 4 pontos opostos, dependendo da extensdo
da area.

Em cada frasco adicionou-se 10 a 20 iscas de cabelo humano,
de aproximadamente 3cm, previamente esterilizadas. Os fras-
cos foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C durante 48
horas. Apos esse periodo, a 4gua era drenada e as iscas assepti-
camente coletadas e transferidas para placas de Petri contendo
o meio de cultura agar VP3 (Ali-Shtayeh et al. 1986). As placas
foram incubadas a 37°C por 48-72 horas, sendo examinadas dia-
riamente. Colonias transparentes ou esbranquicadas, submersas
com curto micélio aéreo e padrio delicadamente radiado foram
consideradas suspeitas de Pythium. Pequenos fragmentos dessas
coldnias foram submetidos a exame direto entre lamina e lami-
nula, corado com azul de algoddo, para observacdo da morfologia
das hifas. Quando hifas cenociticas foram observadas, subcultivos
para tubos contendo agar levedura 0,1% foram realizados e incu-
bados a 37°C por 48-72 horas. Posteriormente, os isolados foram
submetidos a identificagdo morfoldgica e molecular.

Identificacdo morfoldgica e molecular. A identificagdo mor-
fologica foi realizada através da técnica de zoosporogénese (Men-
doza & Prendas, 1988) para identificacdo de zoosporangios e zo-
osporos caracteristicos de Pythium. Blocos de agar dos isolados
positivos na zoosporogénese foram transferidos para frascos tipo
Erlenmeyer contendo 150 mL de caldo Sabouraud, incubados a
37°C em agitacdo constante a 120rpm durante cinco dias. A extra-
¢do total do DNA foi realizada de acordo com o protoloco descrito
por Moller et al. (1992) e modificado por Klassen et al. (1996).
A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) das regides ITS e cox 11
e o sequenciamento de DNA foram realizados conforme descrito
por Azevedo et al. (2012). As sequéncias obtidas foram analisadas
utilizando-se o pacote de programas Staden e comparadas a sequ-
éncias de referéncia de Pythium disponiveis no GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov).

Avaliacdo da patogenicidade de espécies de Pythium em
modelo experimental. As espécies de Pythium obtidas a partir
das amostras de dgua avaliadas no presente estudo foram expe-
rimentalmente inoculadas em coelhos. Cada isolado de Pythium
foi inoculado em dois coelhos sadios, da raca Nova Zelandia, fé-
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meas, de trés meses de idade, totalizando 18 coelhos. Os animais
foram inoculados por via subcutdnea no lado direito da regido das
costelas com 1mL de meio de indugdo contendo aproximadamen-
te 20.000 zodsporos viaveis do isolado de Pythium testado, pre-
parados conforme descrito por Pereira et al. (2007). Os coelhos
foram mantidos em gaiolas individuais sob condi¢des adequadas
de higiene, luz e temperatura, recebendo dgua ad libitum e ragio
de acordo com peso corporal. Os animais foram inspecionados
diariamente, durante 45 dias, para avaliagdo do desenvolvimen-
to das lesdes. Adicionalmente, a evolugdo das lesdes foi medida
a cada cinco dias, no sentido horizontal e transversal (cm?), com
auxilio de paquimetro. Ao final do experimento, os coelhos foram
submetidos a necropsia e fragmentos representativos das lesdes
subcutaneas foram coletados, fixados em formalina 10%, rotinei-
ramente processados para andlise histopatolégica e submetidos
a coloracdo de hematoxilina-eosina e Grocott. O procedimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Pelotas (protocolo n? 3682).

RESULTADOS

Um total de 186 amostras de agua foi coletado em 106 loca-
lidades dos municipios de: Bagé, Camaqud, Cangugu, Capdo
do Ledo, Chui, Dom Pedrito, Jaguarao, Pelotas, Rio Grande,
Rosario do Sul, Santa Maria, Santa Vitoria do Palmar e Uru-
guaiana. Entre as amostras coletadas, em 14,5% (27/186)
houve o isolamento de micro-organismos cujas caracterfis-
ticas macro e micromorfoldgicas foram condizentes com o
género Pythium e em 85,5% (159/186) das amostras nao
houve isolamento de oomicetos. A estagdo do ano com o

maior nimero de isolados foi o verdo (n=14), especialmen-
te no més de janeiro, seguido pelo outono (n=13), princi-
palmente no més de abril.

Dos 27 isolados suspeitos na identificagio morfoldgica,

Quadro 1. Isolados de Pythium obtidos de ambientes aquaticos
no Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de 2013 a 2015

Isolado Origem do isolado Identificagdo

P1 Capado do Ledo Pythium torulosum*
P2 Capao do Ledo Pythium spp.

P3 Capao do Ledo Pythium spp.

P4 Capao do Ledo Pythium spp.

P5 Chui Pythium catenulatum*
P6 Chui Pythium torulosum*
P7 Jaguarao Pythium spp.*

P8 Pelotas Pythium spp.*

P9 Rio Grande Pythium spp.
P10 Rio Grande Pythium torulosum
P11 Santa Vitéria do Palmar Pythium spp.*
P12 Santa Vitéria do Palmar Pythium rhizo-oryzae*
P13 Santa Vitéria do Palmar Pythium rhizo-oryzae
P14 Santa Vitoria do Palmar Pythium rhizo-oryzae
P15 Santa Vitéria do Palmar Pythium torulosum
P16 Santa Vitoria do Palmar Pythium pachycaule voucher*
P17 Santa Vitéria do Palmar Pythium spp.
P18 Santa Vitéria do Palmar Pythium spp.
P19 Santa Vitéria do Palmar Pythium catenulatum
P20 Uruguaiana Pythium spp.
P21 Uruguaiana Pythium catenulatum
P22 Uruguaiana Pythium insidiosum*

* [solados experimentalmente inoculados em coelhos.

Fig.2. (A,B,C) Pele, pitiose experimental em coelho inoculado com Pythium insidiosum. (A) Superficie de corte

@1

do nédulo cutdneo reve-

lando extensa area de necrose branco-rosada e vascularizada. (B) Area focal de necrose eosinofilica com imagens negativas tubu-
liformes de hifas de Pythium insidiosum (seta). HE, obj.10x. (C) Numerosas hifas, bem delimitadas e fortemente impregnadas pela
prata (seta). Técnica de Grocott, obj.10x. (D,E,F) Pele, lesdo experimental em coelhos inoculados com Pythium spp. (D) Nédulo sub-
cutaneo contendo exsudato purulento em seu interior. (E) Extensa area de necrose cercada por quantidade variavel de neutrdfilos.
HE, obj.10x. (F) Técnica de Grocott confirmando a auséncia de hifas no interior da lesdo. Obj.10x.
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em 22 a analise molecular confirmou género Pythium (Qua-
dro 1). P, insidiosum foi obtido em apenas uma amostra de
agua oriunda do municipio de Uruguaiana. A origem e a
identificacao das espécies de Pythium estdo demonstradas
no Quadro 1.

A partir da identificacdo molecular das espécies, selecio-
naram-se os seguintes isolados de origem ambiental para a
inocula¢do experimental em coelhos: P, insidiosum (n=1), P
pachycaule voucher (n=1), P. torulosum (n=2), Pythium spp.
(n=3), P rhizo-oryzae (n=1) e P. catenulatum (n=1).

Observou-se que os dois coelhos que foram inoculados
com P, insidiosum isolado do ambiente desenvolveram né-
dulos subcutaneos idénticos a pitiose experimental em co-
elhos quando inoculados com isolados de origem clinica. Os
nodulos subcutaneos, apds 20 dias de inoculagao, apresen-
tavam medidas de aproximadamente 20cm? de area e ao
final do experimento mediam 30cm? A macroscopia dessas
lesdes revelou massas fibrosas subcutaneas e multilobula-
das. Ao corte eram firmes, branco-rosadas e bastante vas-
cularizadas (Fig.2A). Histologicamente evidenciou-se na
derme e tecido subcutdneo areas multifocais a coalescen-
tes de necrose constituidas por infiltrados inflamatérios,
predominantemente de eosinoéfilos. Nas areas de necrose
observaram-se imagens tubuliformes negativas, referentes
as hifas de P, insidiosum que se apresentavam rodeadas por
areas irregulares e eosinofilicas, condizentes com reagoes
de Splendori-Hoeppli, estando algumas destas reacdes,
delimitadas por células gigantes tipo Langerhans (Fig.2B).
Verificou-se também, intensa proliferacdo de tecido con-
juntivo fibroso com presenca de eosindfilos, plasmécitos,
linfocitos e macrofagos. Na técnica metenamina nitrato de
prata de Grocott foram visualizadas hifas com paredes es-
pessas, marrons, esparsamente septadas e irregularmente
ramificadas, localizadas preferencialmente na periferia das
areas de necrose (Fig.2C).

Os coelhos inoculados com os isolados ambientais, P,
catenulatum, P. pachycaule voucher, P. rhizo-oryzae, P. toru-
losum e Pythium spp. desenvolveram nddulos subcutaneos
pequenos (com tamanhos que variaram de 1cm? a 2cm?)
20 dias ap06s a inoculagdo subcutdnea e mantiveram-se no
mesmo tamanho até o momento da necropsia dos animais,
45 dias apés a inoculagdo. As lesdes estavam firmemente
aderidas ao tecido subcutineo e apresentavam-se como
pequenos nédulos, contendo pus em seu interior (Fig.2D).
Microscopicamente, as lesdes cutaneas (derme profunda)
e tecido subcutaneo foram similares, caracterizando-se por
piogranulomas multifocais a coalescentes, com extensdes
variadas, constituidos por uma area central de necrose,
cercadas por quantidade variavel de neutroéfilos e eosiné-
filos, integros ou degenerados que, por sua vez eram rode-
ados por macroéfagos, células epitelioides, com ocasionais
células gigantes. Infiltrado de linfécitos ocorria periferica-
mente associado ao tecido conjuntivo fibroso neoformado
(Fig.2E). Na técnica de Grocott, nao foram evidenciadas hi-
fas fingicas (Fig.2F).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os oomicetos constituem um grupo de organismos euca-
riotos distribuidos em ecossistemas de agua doce e am-
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bientes terrestres. Enquanto alguns géneros de oomice-
tos sdo saprobios, outros sdo patégenos, podendo causar
graves infeccdes em mamiferos (Lagenidium e Pythium),
plantas (Pythium e Phytophthora), insetos (Lagenidium e
Pythium) e peixes (Achlya, Saprolegnia e Pythium) (Mendo-
za & Vilella 2013). Em mamiferos, P, insidiosum é a espécie
patégena de maior relevancia, determinando a pitiose, uma
doenca de rapida evolugdo, dificil tratamento e progndsti-
co desfavoravel aos hospedeiros suscetiveis (Gaastra et al.
2010). A enfermidade é mais frequente em equinos, cani-
nos e homem que habitam areas pantanosas em regides
de clima tropical, subtropical e temperado (Mendoza et al.
1996, Gaastra et al. 2010).

A correlagdo entre a enfermidade e a presenca de agua
é uma observacdo frequente em todos os relatos da doen-
¢a, sendo comum a ocorréncia da pitiose apds o acesso dos
hospedeiros suscetiveis a lagos, lagoas e pantanos (Chaffin
et al. 1995, Mendoza et al. 1996). Confirmando esta cons-
tatacdo, estudos prévios realizados na Australia (Miller
1983), Tailandia (Supabandhu et al. 2008) e Estados Uni-
dos (Presser & Goss 2015) demonstraram a presenca de P,
insidiosum em nichos ecolégicos aquaticos, incluindo areas
pantanosas, lagos, lagoas e dgua utilizada para irrigacdo de
lavouras de arroz.

No presente estudo apenas um isolado de P, insidiosum
foi obtido a partir das aguas avaliadas. Este resultado difere
de Supabandhu et al. (2008) que obtiveram 59 isolados de
P, insidiosum a partir da andlise de 325 amostras de adgua
oriundas de lavouras de arroz, canais de irrigacdo e aguas
de reservatoério na Tailandia e de Presser & Goss (2015)
que isolaram P, insidiosum em 11 das 19 amostras de dgua
oriundas de lagos e lagoas nos Estados Unidos.

Embora o Rio Grande do Sul seja considerado endémi-
co para pitiose equina, o baixo niimero de isolados obtidos
neste estudo pode ser justificado provavelmente pelos se-
guintes fatos: técnica de iscagem empregada para o isola-
mento; probabilidade de baixa quantidade de P, insidiosum
nos ambientes aquaticos; ou meio de cultura empregado.

Supabandhu et al. (2008) afirmaram que a técnica de
iscagem tem baixa sensibilidade e nos casos em que P, insi-
diosum esta presente em quantidades baixas, esse método
pode ndo ser uma ferramenta efetiva para deteccio deste
micro-organismo. Estes mesmos autores ponderaram em
seu trabalho que a recuperacdo do micro-organismo pela
técnica de iscagem por amostra de agua foi baixa. Adicio-
nalmente, estes autores sugerem que o oomiceto pode
colonizar uma pequena area do nicho aquatico formando
agregados dentro de um habitat, ao invés de espalharem-
-se uniformemente através de toda a fonte de agua, o que
contribuiria para o insucesso dos isolamentos.

Por outro lado, o meio de cultura também pode influen-
ciar o sucesso de isolamento de Pythium. Pittis & Colquhoun
(1984) afirmaram que o isolamento de Pythium spp. de ha-
bitat aquatico por métodos laboratoriais é geralmente di-
ficil, uma vez que o crescimento bacteriano acompanha o
crescimento micelial. Similarmente, Plaats-Niterink (1975)
ao utilizar diferentes meios seletivos também obtiveram
resultados limitados. Entretanto, segundo Ali-Shtayeh et
al. (1986), diferentes espécies de Pythium podem ser facil-
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mente isoladas do solo através do uso de meio VP3, o que
esta de acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa.
Diferentemente, Supabandhu et al. (2008) e Presser & Goss
(2015) empregaram agar Sabouraud dextrose acrescido de
antimicrobianos.

No presente estudo isolaram-se outras espécies de
Pythium, as quais foram selecionadas para testar a patoge-
nicidade em animais, uma vez que foram habeis para colo-
nizar as iscas de cabelo e crescer a 37°C. Este é o primeiro
estudo a avaliar a patogenicidade de outras espécies de
Pythium, que nao P, insidiosum, em modelo experimental.

Neste estudo, os coelhos experimentais inoculados com
zoosporos de P, insidiosum desenvolveram lesdes clinicas e
patoldgicas idénticas a pitiose experimental em coelhos in-
duzida com isolados de P. insidiosum oriundos de equinos
(Fig.2), conforme relatada previamente por Miller & Cam-
pbell (1983), Santurio et al. (2003), Pereira et al. (2007,
2008) e Fonseca et al. (2015). A reprodugdo experimen-
tal da pitiose com um isolado de P, insidiosum de origem
ambiental comprova a patogenicidade dessa espécie para
mamiferos, bem como confirma que os ambientes panta-
nosos sdo a fonte de infeccdo e mantém o ciclo biolégico do
oomiceto, que utiliza plantas aquaticas para o seu desen-
volvimento e reprodu¢do formando zodésporos infectantes,
conforme previamente descrito por Chaffin et al. (1995),
Miller (1983), Mendoza et al. (1993), Supabandhu et al.
(2008) e Fonseca et al. (2014). Adicionalmente, a relacao
filogenética desse isolado foi previamente estudada por
Azevedo et al. (2012), os quais demonstraram que isolados
brasileiros de P. insidiosum oriundos de diferentes regioes
do Brasil foram geneticamente similares, compartilhando
0 mesmo ancestral comum. Esses dados, juntamente com
a capacidade de P, insidiosum ambiental de causar a pitiose
em animais experimentais, evidenciam que a patogenicida-
de de P, insidiosum independe da origem do isolado.

Os isolados de P. catenulatum, P. pachycaule voucher, P
rhizo-orizae, P. tolurosum e Pythium spp. testados ndo de-
monstraram patogenicidade aos coelhos. As lesoes histold-
gicas observadas no local de inoculagdo foram caracterfs-
ticas de uma reacdo inflamatoria a presenca de antigenos
estranhos ao organismo do hospedeiro.

No presente estudo, dos oomicetos aquaticos isolados,
apenas P, insidiosum foi capaz de causar a pitiose no mo-
delo experimental, evidenciando que, em nossas condic¢des,
apenas esta espécie de Pythium é patégena para mamife-
ros. Todavia, estudos adicionais avaliando outras espécies
do género, incluindo P aphanidermatum precisam ser rea-
lizados.
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