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PAZ, G.S. Surto de pitiose equina e padronizacao de gPCR para rapida deteccao de
Pythium insidiosum. Botucatu, 2020. 115p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A pitiose é uma doenca granulomatosa causada pelo oomiceto P. insidiosum, com
curso clinico progressivo e frequentemente fatal em humanos e animais. Descrevemos o
primeiro surto de pitiose equina envolvendo cinco animais, diagnosticados por cultivo
microbiolégico e nested-PCR em maio de 2018 em Botucatu e Sdo Manuel-SP, apds
pastejarem nas margens do rio Tieté. A combinacdo de técnicas microbioldgicas,
moleculares e filogenéticas permitiram o isolamento de P. insidiosum de amostras de
agua do rio e a caraterizacao filogeneética, com a primeira identificacdo do clado I11 de P.
insidiosum no Brasil. Além disso, realizamos a padronizacao de gPCR para o diagnostico
de P. insidiosum com alvo molecular o gene ELIO25. Para tanto foram utilizadas 23
isolados de P. insidiosum e 10 amostras clinicas (09 de kunkers e 01 de tecido) de animais
com pitiose previamente comprovada por cultivo microbioldgico ou nested-PCR. O
limite de deteccdo foi de 1pg/uL de DNA, correspondente a 17 cOpias do genoma, curvas
de dissociacdo com valor médio de 88,7°C e coeficiente de linearidade (R?) em 0,994. A
sensibilidade, especificidade e acuracia da gPCR foram de 100% em comparacao com a
nested-PCR, com homologia de 99% dos produtos amplificados para o gene ELI025,
especifico de P. insidiosum. Concluimos que a descricdo do primeiro surto de pitiose
equina e a identificacdo da fonte de infec¢do podem auxiliar na implantacdo de medidas
preventivas, e a padronizacdo de qPCR com alvo no gene ELIO25 auxiliara para o
diagnostico precoce da pitiose, contribuindo substancialmente para a melhora do

prognostico do paciente.
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PAZ, G.S. Outbreak of equine pythiosis and qPCR standardization for rapid
detection of Pythium insidiosum. Botucatu, 2020. 115p. Thesis (Ph.D.) — School of
Veterinary Medicine and Animal Sciences, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Pythiosis is a granulomatous disease, caused by the oomycete P. insidiosum, with
a progressive and often fatal clinical course in humans and animals. We described a first
outbreak of equine pythiosis involving five animals diagnosed by microbiological culture
of the agent and nested-PCR in May 2018 in the cities of Botucatu and S&o Manuel-SP,
S&o Paulo state, after grazing on the margins of the Tieté River. The combination of
microbiological, molecular, and phylogenetic techniques allowed the isolation of P.
insidiosum from water samples of the river and the phylogenetic characterization of
isolates in clades I and I11. We also standardized qPCR for the diagnosis of P. insidiosum
targeting the EL1025 gene. For this, 23 isolates of P. insidiosum and 10 clinical samples
(9 from kunkers and 1 from tissue) from animals previously confirmed with pythiosis by
microbiological culture or nested-PCR were employed. The detection limit was 1pg/ul of
DNA, corresponding to 17 copies of the genome, maximum quantification cycle of up to
35.3 cycles, dissociation curves with a mean value of 88.7°C, and determination
coefficient (R2) of 0.994. The sensitivity of the technique for clinical samples was 100%,
with 99% homology for the ELIO25 gene, which is specific to P. insidiosum. We
concluded that the gPCR technique targeting the EL1025 gene helps in the early diagnosis
and certainly will contribute to the significantly improvement of the prognosis of

pythiosis.

Keywords: Pythiosis, Environmental, Oomycetes, Elicitin, Real-time PCR.
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INTRODUCAO

As lesdes granulomatosas apresentam um grande desafio na clinica equina, pois
podem ter diferentes etiologias, inclusive origem infecciosa. O diagnostico diferencial
das infecgdes que induzem lesBes granulomatosas € extremamente importante, pois cada
enfermidade possui um tratamento especifico e se realizado precocemente as chances de
cura do animal aumentam significativamente (KNOTTENBELT e PASCOE, 1998).

A pitiose é uma doenca cronica, piogranulomatosa causada pelo oomiceto Pythium
insidiosum, com alta taxa de letalidade em regides tropicais e subtropicais, tornando o
diagndstico precoce muito importante para um tratamento bem sucedido (GAASTRA et
al., 2010; THONGSRI et al., 2013). Nos equinos ocorre as formas cutanea e subcutanea,
principalmente nos membros, torax, abdémen, pescogo, ombros, genitalia e cabeca. As
lesbes s@o granulomatosas e circulares, apresentando exsudato sanguinolento
caracteristico, medindo em torno de 0,5 a 50 cm de diametro, com intenso prurido
(MENDOZA et al., 1996). Séo caracterizadas pela presenca de massas necroticas duras,
denominadas kunkers, que s@o acumulagdes de hifas e células inflamatdrias, que podem
ser expelidos, e produzir esporangios e zo6sporos em ambientes umidos (MENDOZA et
al., 1993).

Os casos de pitiose normalmente sdo diagnosticados em estado avancado, impedindo
a completa resseccdo cirdrgica, devido a extensa lesdo do tecido envolvido ou o
comprometimento de estruturas vitais adjacentes, resultando em um mau progndstico
para o animal (JAEGER et al., 2002). Desta forma, faz-se necessario o desenvolvimento
de técnicas que possibilitem um diagndstico rapido e precoce para a pitiose
(FERNANDES et al., 2012).

Dentre os métodos moleculares a g°PCR (quantitative real-time PCR) é uma técnica
de exceléncia para o diagnostico de patdgenos, pois possui a capacidade de detectar e
quantificar acidos nucléicos em uma ampla gama de amostras clinicas (BUSTIN et al.,
2009). O processo de deteccdo na qPCR € o principal diferencial em relacdo aos demais
ensaios de PCR, pois ndo necessita de manipulacdo pos-amplificacdo, devido os sinais
fluorescentes serem diretamente detectados a medida que a amplificacdo do DNA ocorre,
e os resultados sdo obtidos em uma hora, ou menos, com alta sensibilidade e
especificidade (ESPY et al., 2006; MACKAY, 2004).
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CONCLUSOES GERAIS

Considerando a répida evolucdo da pitiose e a elevada taxa de mortalidade em
equinos e cdes, a confirmagdo precoce do agente etiolégico é de extrema importancia.
Desta forma, a q°PCR com amplificacdo de sequéncias parciais do gene EL1025 realizada
a partir de kunkers ou tecidos apresenta-se como uma técnica com resultados quase
imediatos, alta sensibilidade e especificidade, auxiliando os veterinarios na instauracao
segura da melhor abordagem terapéutica.

Além disso, a busca por alternativas para o tratamento da pitiose ainda se faz
necessaria na clinica veterindria, pois trata-se de uma doenca fatal, sem definicdo de um
tratamento padréo para todos os pacientes. A partir da cura clinica em dois animais do
presente estudo, consideramos a ozonioterapia como uma terapia alternativa de baixo
custo e efeitos colaterais minimos para o tratamento da pitiose equina em casos de dificil
resolucdo, devido a extensdo ou localizacdo da lesdo. No entanto, ensaios in vitro e
estudos clinicos randomizados devem ser realizados para avaliar a eficacia e
repetibilidade dos resultados e esclarecer os mecanismos de acdo do 0zonio medicinal.

Concluimos que as investigacdes sobre P. insidiosum devem ser incentivadas,
visto que ainda ha muitas lacunas obscuras sobre o comportamento, biologia,
epidemiologia, e filogenia deste oomiceto que necessitam serem sanadas. Também
verificamos a necessidade de georreferenciamento dos reservatérios ambientais de P.
insidiosum em éareas com alto relato de casos como o Brasil, e importancia da
disseminacdo destas informacgdes para profissionais das areas de salde humana e

veterinaria.
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