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Resumo 

As infecções fúngicas têm se expandido em todo o mundo e devido a dificuldades no 

diagnóstico e tratamento, tem acarretado grave ameaça a saúde de animais e humanos. 

A Organização Mundial da Saúde destacou recentemente o Complexo de espécies de 

Cryptococcus como agentes críticos de ameaça a saúde pública devido a expansão da 

infecção e resistência antifúngica. Nesse contexto, destaca-se a importância do 

diagnóstico rápido e preciso a fim de se estabelecer melhores opções de tratamento e 

consequente melhora no prognóstico. Da mesma forma a pitiose é uma doença 

endêmica no Brasil, porém, com informações epidemiológicas simples, como notificação 

de casos e possíveis área de risco, inexistentes, principalmente na região do Nordeste 

Brasileiro. Neste trabalho determinamos técnicas moleculares para detecção diferencial 

no diagnóstico da criptococose e pitiose. No capítulo 1 padronizamos a técnica de 

Multiplex-PCR a partir do gene PRP8 para diferenciação das espécies do complexo 

Cryptococcus. Nossa metodologia padronizada possibilitou diferenciar pelo padrão de 

bandas em eletroforese, resultantes de uma única reação de PCR, as espécies C. 

neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii e C. gatti. No Capítulo 2 

testamos a sensibilidade da técnica de Nested-PCR no diagnóstico de casos suspeitos 

de pitiose na região Nordeste do Brasil. Do total de casos suspeitos para pitiose 

recebidos, 80% foram positivos por Nested-PCR, enquanto apenas 20% foi positivo para 

cultivo microbiológico. Nossos resultados representam os primeiros registros de pitiose 

em diferentes estados nordestinos, além de obtermos o primeiro isolado clínico do 

Maranhão. Nos dois capítulos desse trabalho abordamos as técnicas de biologia 

molecular como promissoras no diagnóstico diferencial tanto da criptococose quanto da 

pitiose e o quanto essas ferramentas podem contribuir para melhora no prognóstico de 

animais afetados, bem como para fornecer dados epidemiológicos para melhor 

compreensão da distribuição dessas doenças. 

Palavras chaves: Multiplex-PCR, Nested-PCR, P. insidiosum, Nordeste Brasileiro, 

Complexo Cryptococcus, gene PRP8  



 

 
 

Abstract 

Fungal infections have expanded worldwide and due to the difficulty of diagnosis and 

treatment have become a threat to the health of animals and humans. The World Health 

Organization has recently highlighted the Cryptococcus species complex as critical 

agents and threats to public health due to the expansion of infection and antifungal 

resistance. In this context, the importance of rapid and accurate diagnosis is highlighted 

in order to establish better treatment options and consequent improvement in prognosis. 

Similarly, pythiosis is an endemic infection in Brazil, but simple epidemiological 

information, such as case notification and possible risk areas, is lacking, especially in 

the Northeast region of Brazil. In this work, we determine molecular techniques for 

differential detection in the diagnosis of cryptococcosis and pythiosis. In chapter 1, we 

standardized the multiplex-PCR technique using the PRP8 gene to differentiate species 

of the Cryptococcus complex. Our standardized methodology allowed us to differentiate 

the species C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii and C. gatti by 

the electrophoretic band pattern resulting from a single PCR reaction. In Chapter 2, we 

tested the sensitivity of the nested-PCR technique in the diagnosis of suspected cases 

of pythiosis in the Northeast region of Brazil. Of the total number of suspected cases for 

pythiasis received, 80% were positive by Nested-PCR, while only 20% were positive for 

microbiological culture. Our results represent the first records of pythiosis in different 

northeastern states, and we also obtained the first clinical isolate from Maranhão. In the 

two chapters of this paper, we discuss promising techniques for the differential diagnosis 

of both cryptococcosis and pythiosis, and how these techniques may for improving the 

prognosis of affected animals, as well as to provide epidemiological data for a better 

understanding of the distribution of these diseases.  

Key Words: Multiplex-PCR, Nested-PCR, P. insidiosum, Northeast Brazil, Cryptococcus 

complex, PRP8 gene 
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INTRODUÇÃO GERAL 

As   micoses   são   enfermidades consideradas negligenciadas em todo 

o mundo. Dados epidemiológicos mostram que apesar das altas taxas de 

mortalidade constatadas, as micoses acabam não sendo diagnosticadas seja por 

falta do amparo de material específico ou por não suspeita clínica. Levantamento 

de informações revelam que os números anuais de ocorrências de infecções 

fúngicas são subestimados e, geralmente, os dados governamentais 

apresentados são baseados nos resultados de pesquisas científicas 

(BONGOMIN et al, 2017; GAFFI., 2018).  

O Fundo Global de Ações contra Infecções Fúngicas (www.gaffi.org)  nos 

revela uma situação crítica e alarmante. A cada ano mais de 400.000 pessoas 

desenvolvem pneumonia fúngica, por exemplo, e morrem sem acesso ao 

diagnóstico e à terapia, em média um bilhão de pessoas têm micoses de pele, 

mais de um milhão de olhos ficam cegos devido às ceratites fúngicas, e estima-

se que mais de 300 milhões de seres humanos de todas as idades sofrem de 

alguma infecção fúngica grave no planeta, sendo que, desse total, mais de um 

milhão e meio irão a óbito. No Brasil, estimativas mostram que anualmente mais 

de três milhões de indivíduos sofrem de alguma doença fúngica grave e mesmo 

sendo claramente impactantes para a saúde pública, nenhuma doença fúngica 

tem notificação compulsória e tampouco são objeto de vigilância epidemiológica 

de rotina, exceção dos estados brasileiros que instituíram essa notificação por 

iniciativa própria no seu âmbito de gestão (GIACOMAZZI et al., 2016; GAFFI., 

2018; DE MATOS et al., 2020).  

As alternativas utilizadas para o tratamento das micoses em geral são 

caras, de eficácia questionável e associadas a muitos efeitos colaterais. Vacinas 

capazes de prevenir micoses são inexistentes, o que reforça a necessidade de 

pesquisas, medidas protetivas e de controle no intuito de garantir a saúde da 

população, além de incentivos na educação em saúde visando o esclarecimento 

sobre as micoses em escolas. São doenças extremamente onerosas, causando 
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problemas inclusive no âmbito econômico pois o custo do tratamento de doenças 

fúngicas pode superar o valor de R$400 mil por paciente o que torna necessárias 

ações concretas, soluções inovadoras e apoio financeiro à pesquisa no cenário 

das doenças fúngicas (MCCARTHY; WALSH, 2017; RODRIGUES., 2019).  

Neste cenário, temos a criptococose que é uma enfermidade infecciosa 

de etiologia fúngica de distribuição mundial. Causada pelo complexo de 

leveduras que envolve as espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattii, a micose saprozoonótica apresenta evolução aguda, subaguda ou crônica, 

infecta, além de humanos, diferentes espécies de animais silvestres e 

domésticos. A infecção ocorre majoritariamente em pacientes com 

comprometimento imunológico, não possui predisposição sexual ou etária e é 

adquirida pela inalação do agente em forma de esporos aerossolizados como 

basidiósporos ou da própria levedura ressecada. A doença é caracterizada pelo 

acometimento do tecido pulmonar, sistema nervoso central (envolvendo as 

meninges) e por lesões localizadas em pele e membranas mucosas das 

cavidades oronasal. Pelo caráter oportunista, nos casos de imunossupressão 

avançada a criptococose apresenta altas taxas de mortalidade (CANAVARI et 

al., 2017; MEYA et al., 2019; CARRIJO et al., 2021; DO CARMO et al., 2022). 

As espécies do gênero Cryptococcus pertencem ao filo Basidiomycota, da 

classe Basidiomicetes, ordem Tremellales e família Tremellaceae. São fungos 

leveduriformes que na forma de parasitismo evidenciam morfologia celular 

ovoide ou esférica de 3 a 8 µm envoltas por uma estrutura capsular 

mucopolissacarídica. Dentre as espécies existentes são relatados em maior 

número os casos atribuídos a C. neoformans mas a infecção por C. gattii 

apresenta uma virulência ainda maior, pois é capaz de causar doença grave de 

forma primária em indivíduos imunocompetentes. Cerca de 223.100 casos de 

meningite criptocócica são relatadas globalmente a cada ano, e estima-se que 

em 181.100 dos casos o indivíduo evolui para óbito. A grande parte das mortes 

constatadas acontecem em países subdesenvolvidos com recursos limitados, 

que sofrem com a escassez de medicamentos apropriados e o alto custo de 

tratamentos eficazes, o que revela a urgência em desenvolver terapêutica e 



 

16 
 

métodos diagnósticos rápidos e eficientes contra esses patógenos fúngicos 

(KWON-CHUNG et al., 2014; RAJASINGHAM et al., 2017; IYER et al., 2021). 

A profilaxia e controle da criptococose é considerada difícil, pois a principal 

problemática quanto aos aspectos de saúde pública está ligada a exposição 

ambiental, uma vez que o contato com as fontes de infecção é cotidiano na 

grande parte dos centros urbanos. A presença de propágulos infectantes de 

Cryptococcus neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans é 

cosmopolita, ocorrendo em diversas fontes ambientais, principalmente em 

excretas ressecadas de pássaros com enfoque nas de pombos (Columba livia), 

além de matéria vegetal em decomposição e ocos de árvores. O acúmulo de 

fezes de pombos no ambiente urbano é considerado perigoso e áreas com 

agregação de pássaros devem ser limpas regularmente para a redução do 

número de fungos ambientais patogênicos. A presença de Cryptococcus gattii 

tem sido frequentemente descrita na literatura em associação a árvores em 

regiões subtropicais e tropicais (ROSARIO et al., 2008; COSTA et al., 2009; 

SPENNEMANN & WATSON, 2017). 

O protocolo de investigação para o diagnóstico laboratorial da 

criptococose segue um modelo baseado no exame micológico direto, isolamento 

fúngico, testes bioquímicos para identificação das espécies, exame 

histopatológico e imunodiagnóstico. No geral, esses exames são trabalhosos e 

imprecisos, como por exemplo os testes fenotípicos devido a subjetividade da 

intepretação dos resultados, ou podem apresentar resultados falso-positivos nas 

técnicas imunológicas ou serem muito demorados, como na tentativa do 

isolamento microbiológico (HUSTON & MODY, 2009; WENGENACK & 

BINNICKER, 2009).  

Com um alto potencial para suprir as limitações das técnicas empregadas 

no diagnóstico convencional os métodos moleculares existem como ferramentas 

disponíveis de alta sensibilidade e especificidade, capazes de detectar 

sequências gênicas do complexo Cryptococcus spp. de culturas puras e 

espécimes clínicos de forma ágil e satisfatória, como também podem ser 

empregados para identificação, tipagem e estudos de epidemiologia molecular. 

Esse tipo de diagnóstico é imprescindível e cada vez mais precisa ser inserido 
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na rotina clínica. Estudos epidemiológicos da criptococose que usaram como 

base as técnicas moleculares revelaram oito genótipos: VNI (sorotipo A), VNII 

(sorotipo A), VNIII (híbrido AD), VNIV (sorotipo D) para C. neoformans e VGI, 

VGII, VGIII, VGIV (sorotipos B e C) para C. gattii (LEAW et al., 2006; BOVERS 

et al., 2007; LEAL et al., 2008; TRILLES et al., 2008; MEYER et al., 2009).  

O uso dos métodos moleculares contribui para melhorar o entendimento 

e o diagnóstico desta micose pelas análises de regiões definidas do genoma 

fúngico, auxiliam na compreensão dos dados epidemiológicos e da história 

natural da criptococose. Além disso permitem fornecer dados importantes ao 

monitoramento da presença, bem como o estabelecimento de genótipos, em 

determinada população ou região, diferenciando cepas patogênicas ambientais 

ou até mesmo diferenciar casos positivos de criptococose das demais doenças 

ocasionadas por leveduras. Uma ótima opção para tais feitos é a Multiplex PCR 

(LEAL et al., 2008; SIDRIM et al., 2010).  

A aplicação da Multiplex PCR para fins de diagnóstico microbiológico é 

considerada promissora pois permite à amplificação de duas ou mais sequências 

alvo em apenas uma reação de PCR de forma rápida e utilizando pouca 

quantidade de DNA. Com diferentes combinações de primers a técnica pode ser 

utilizada para a identificação de C. neoformans e C. gattii, incluindo seus 

sorotipos. Além disso, a técnica de Multiplex PCR proporciona economia 

importante de tempo e esforço na rotina laboratorial. Desde a sua introdução, a 

técnica mostrou-se efetiva no ramo das doenças infecciosas, sendo considerada 

um valioso método na identificação de agentes virais, bacterianos, parasitários 

e fúngicos (ELNIFRO et al., 2000; LEAL et al., 2008; SIDRIM et al., 2010).  

Neste mesmo cenário das infecções negligenciadas, a pitiose representa 

uma doença crônica não transmissível, de natureza piogranulomatosa e que 

afeta diversas espécies animais, incluindo o ser humano. A enfermidade é 

causada pelo oomiceto Pythium insidiosum, reino Stramenopila, filo Oomycota, 

classe Oomycetes, ordem Peronosporales e família Pythiaceae 

(ALEXOPOULOS et al., 1996; GAASTRA et al., 2010; PERMPALUN et al., 

2019). São mais de 120 espécies pertencentes ao gênero já descritas na 

literatura, no entanto, a espécie de maior importância atualmente e responsável 
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pela endemicidade em muitos países é o Pythium insidiosum, um microrganismo 

com hifas hialinas e cenocíticas, micélio curto e produtor de zoósporos, com 

maior afinidade por ambientes aquáticos, como pântanos e campos alagados 

(CHOI et al., 2017). Após liberados e em contato com a pele de animais e seres 

humanos em ambiente aquático, os zoósporos promovem um encistamento na 

pele e dá-se início à produção do tubo germinativo, que corresponde ao início da 

formação da hifa, forma parasitária que promove a destruição tecidual, e em 

equinos a formação de massas teciduais chamadas kunkers (GAASTRA et al., 

2010; WATANABE et al., 2015). 

A Tailândia e o Brasil são os países que possuem maior prevalência de 

pitiose humana e equina, respectivamente (GAASTRA et al., 2010). No Brasil, 

são maiores o relatos de pitiose animal, especialmente em equinos, e estão 

relacionados à épocas de maior pluviosidade ( SALLIS; PEREIRA; RAFFI, 2003; 

REIS et al., 2003; MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; CARMO et al., 2015). 

Em um estudo de 2011, pesquisadores da região do pantanal brasileiro 

verificaram uma prevalência de 12,5% de equinos infectados e mortalidade 

média de 5,88%. Os resultados do estudo foram obtidos por histopatologia e 

isolamento do agente etiológico (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011). Em 

2015, um inquérito sorológico realizado no sul do país evidenciou uma 

prevalência de 11,1% dos equinos amostrados, associando uma maior 

soropositividade à presença de açudes nas propriedades (WEIBLEN et al., 

2015). Pesquisadores também da região sul obtiveram os primeiros resultados 

de estudo molecular no Brasil, detectando o agente diretamente de lesões 

cutâneas de 100% dos equinos enfermos por nested-PCR (BOTTON et al., 

2011). Embora existam outras abordagens diagnósticas para a pitiose equina, 

somente a PCR (Polimerase Chain Reaction) e o isolamento por cultivo 

microbiológico podem confirmar a ocorrência do oomiceto na lesão, sendo o 

PCR o método mais fácil, rápido e seguro para isto (BOTTON et al., 2011). 

O diagnóstico tardio da pitiose, impede a completa ressecção cirúrgica, 

favorece a progressão da lesão no tecido envolvido ou o comprometimento de 

estruturas vitais adjacentes, resultando num prognóstico ruim para o paciente, o 

que revela a necessidade do emprego e desenvolvimento de técnicas que 

possibilitem um diagnóstico rápido e precoce para a pitiose, principalmente o  
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diagnóstico diferencial de lesões granulomatosas que possam ser confundidas 

com esta enfermidade (JAEGER; ROTSTEIN; LAW, 2002; FERNANDES et al., 

2012).  

O desenvolvimento de técnicas moleculares específicas para detecção de P. 

insidiosum foi imprescindível para um diagnóstico diferencial rápido, bem como 

um prognóstico bem sucedido. Desenvolvida a partir da região gênica rDNA-ITS, 

a técnica de Nested-PCR para espécie tem se mostrado eficaz nesse aspecto, 

pois permite o diagnóstico específico sem a necessidade de sequenciamento, 

como exige as PCRs convencionais (GROOTERS & GEE, 2002; PAZ et al., 

2021). Além disso, essa técnica apresenta alta sensibilidade e permite 

diagnóstico microbiológico a partir do DNA extraído de amostras clínicas, que 

podem apresentar baixa concentração de material genético do hospedeiro, bem 

como tecido, sangue, e no caso da pitiose equina, a partir de Kunkers, sem a 

necessidade de cultivo microbiológico (PAZ et al., 2021).  No entanto, técnicas 

moleculares como essa são relativamente novas e pouco difundidas e utilizadas 

no diagnóstico microbiológico, principalmente em regiões onde a doença é 

negligenciada. 

De modo geral, há muito a ser explorado sobre a pitiose no Brasil, os estudos 

sorológicos e moleculares se concentram nas regiões centro, sudeste e sul 

(WATANABE et al., 2015). No entanto sabe-se por exemplo que o estado que 

mais compra a vacina para pitiose equina é o estado do Maranhão, onde não 

existe relato da doença na literatura (Embrapa, 2014). A doença permanece sem 

maiores investigações na região Nordeste, onde já foram relatados alguns 

surtos, tanto em ovinos, equinos, bovinos e casos isolados em cães e gatos 

(TABOSA et al., 2004; CARRERA et al., 2013; FRADE et al., 2017; LEAL, 2018; 

MAIA et al., 2016; SOUTO et al., 2020).  

O diagnóstico da pitiose equina na região Nordeste do país é deficiente, 

restringindo-se ao diagnóstico clínico e histopatológico, deixando dúvidas em 

relação a outros possíveis diagnósticos diferenciais, como a habronemose, a 

zigomicose e o sarcóide equino. São necessárias investigações moleculares do 

agente etiológico presente nas lesões desses animais, a fim de 

compreendermos melhor a epidemiologia da doença também nessa região do 

país (LEAL, 2018; MAIA et al., 2020; SOUTO et al., 2020).  
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OBJETIVOS 

Dessa forma, o presente trabalho propõe padronizar a técnica Multiplex PCR 

para diferenciação dos agentes etiológicos da criptococose, além de diagnosticar 

por método molecular diferencial (nested-PCR) o agente causador da pitiose 

equina, Pythium insidiosum, em diferentes estados do Nordeste brasileiro.  
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CAPÍTULO 1: Padronização de ensaio Multiplex PCR na diferenciação das 
espécies do complexo Cryptococcus spp. 

 

1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1 Criptococose 
  

A criptococose é uma micose sistêmica, de distribuição cosmopolita, que 

acomete humanos e animais, sendo, neste último caso, mais frequente nos 

felinos (MALIK et al., 2006), também conhecida como torulose ou blastomicose 

européia (DARZÉ et al., 2000). É uma doença oportunista, causada por uma 

levedura encapsulada do gênero Cryptococcus, pertencente ao filo dos 

basidiomicetos, com mais de 30 espécies (KON et al., 2008, MAZIARZ; 

PERFECT, 2016), destacando-se Cryptococcus neoformans var grubii, 

Cryptococcus neoformans var. neoformans e Cryptococcus gattii como as mais 

comumente associadas com a doença (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Foi 

descrito pela primeira vez em 1894 e 1895 na Alemanha por Otto Busse e 

Abraham Buschke como um organismo semelhante ao Saccharomyces, isolado 

da tíbia de uma mulher (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Foi isolado inicialmente na 

natureza do suco de pêssego por Francisco Sanfelice em 1894 e do solo por 

Emmons em 1951 (EMMONS et al., 1955). 

 O fungo revela-se como leveduras com morfologia globosa ou ovalada, 

medindo cerca de 3 a 8μm de diâmetro, com brotamento único ou múltiplo, de 

colo estreito, e envolvidas por característica cápsula mucopolissacarídica a qual 

é mais evidente em parasitismo do que in vitro. Apresenta-se como colônia de 

cor branca a creme, brilhante, de textura mucóide, margem lisa e regular, após 

três dias à temperatura de 25 a 37 ºC, em cultivo nos meios como Agar 

Sabouraud glicose 2% e Agar extrato de malte e levedura. A capacidade de 

produção de melanina com formação de colônias marrons em meios com extrato 

de sementes de Níger é característica de Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii, não ocorrendo em outras espécies do gênero Cryptococcus 

e nem outras leveduras de interesse médico. As espécies do complexo C. 
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neoformans se diferem em aspectos bioquímicos, biológicos, ecológicos, 

antigênico e genéticos das espécies do complexo C. gattii (KON et al., 2008; 

BOSCO et al., 2016; MARTINS et al., 2017).  

As espécies do complexo Cryptococcus neoformans – Cryptococcus gattii 

também são diferenciadas por técnicas microbiológicas, sorológicas e 

moleculares (LESTER, 2011). O complexo C. neoformans é composto das 

espécies C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. deneoformans (cepa C. 

neoformans var. neoformans - sorotipo D). Enquanto o complexo C. gattii 

(sorotipo B e C), anteriormente conhecido como C. neoformans var. gattii, 

compreende as cinco espécies: C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. 

tetragattii e C. decagattii (HAGEN et al., 2015). 

 Os agentes etiológicos da criptococose podem ser frequentemente 

isolados de diversas fontes, como, frutas e vegetais, ocos e cascas de árvores, 

mucosa oronasal, pele de animais e pessoas saudáveis e, principalmente, no 

solo rico em excretas de aves (QUEIROZ et al., 2008) onde pode permanecer 

viável por mais de dois anos (MARCASSO et al., 2005). As aves dificilmente se 

infectam pelo fungo, na maioria das vezes são apenas portadoras, devido à alta 

concentração de nitrogênio em suas fezes que favorece o desenvolvimento e a 

manutenção fúngica no solo (MÜLLER; NISHIZAWA, 2017).  

 

1.2 Epidemiologia e fatores de risco 
 

 A criptococose era considerada uma infecção incomum antes da explosão 

da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) no mundo, quando sua 

incidência aumentou significativamente em meados da década de 1980, levando 

a que 80% dos casos de criptococose fossem associados a infecção pelo 

retrovírus, sendo que na década de 1970 a associação era principalmente a 

neoplasias, transplante de órgãos e certos tratamentos imunossupressores 

(MAZIARZ; PERFECT, 2016). Embora os casos de meningite criptocócica 

associada ao HIV tenha diminuído nos países com recursos disponíveis e com 

o aumento da acessibilidade a terapia antirretroviral, houve uma estimativa de 

223.100 casos incidentes em todo o mundo no ano de 2014, dos quais 162.500 

(73%) ocorreram na África subsaariana (RAJASINGHAM et al., 2017). 
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 A frequência de casos de criptococose entre a população não portadora 

do HIV e não transplantada aumentou, sendo atribuída ao uso de terapias 

imunomoduladoras (BRATTON et al., 2012; SCHMALZLE et al., 2016). Em 

ambientes com recursos disponíveis, a mortalidade por meningite criptocócica é 

mais alta no grupo de pacientes imunossuprimidos, onde o diagnóstico tardio é 

um fator agravante (PERFECT; BICANIC, 2015; DEMING et al., 2019). 

 O estabelecimento do quadro clínico e a disseminação da infecção 

guardam estreita relação com a imunidade do hospedeiro. Como na maioria dos 

casos de infecções fúngicas, a imunidade celular é a que prepondera. A 

resistência natural de alguns espécimes é tão evidente que, por ocasião do 

surgimento dos primeiros sintomas ou lesões, deve-se buscar causas 

imunossupressoras predisponentes (LARSSON et al., 2003).  Nos animais, além 

de imunossupressão iatrogênica (glicocorticóides) se buscam, também, 

infecções virais (leucemia - FeLV e imunodeficiência adquirida viral felina - FIV) 

ou riquetsianas (erliquiose canina), neoplasias e diabetes melito (GROSS; 

IHRKE, 1992).  

 Dentre os animais domésticos, o gato é o mais acometido, não sendo 

relatado predisposição sexual ou etária, porém, a infecção foi diagnosticada em 

maior número em gatos de meia idade a idosos. Quanto a predisposição racial, 

acredita-se que gatos de raças puras tenham maior susceptibilidade genética 

para alguns agentes infecciosos, incluindo Cryptoccoccus spp. Em cães, a 

doença é considerada esporádica e quando ocorre possui uma prevalência 

maior em animais de faixa etária mais jovem, atingindo animais com menos de 

6 anos, no qual não foi observado predisposição sexual. Os felinos por 

possuírem hábitos diferentes em comparação aos caninos, como maior acesso 

à rua, maior contato com árvores, matéria orgânica e fezes de aves pode 

justificar essa diferença no padrão epidemiológico da doença (PEREIRA et al., 

2013).  

O acesso a rua em ambientes urbanos é um agravante que aumenta a 

predisposição de cães e gatos a contraírem a doença, no entanto, em ambientes 

fechados e ambientes domiciliares o risco também ocorre, devido ao contato com 

poeira, plantas, solo e objetos contaminados (LESTER, 2011). 

Os dados do Sistema de Informação de Mortalidade (SIM) do Ministério 

da Saúde do Brasil demonstram que as micoses sistêmicas causam em média 
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3.583 mortes anuais em 23,6% dos municípios brasileiros, sendo a criptococose 

responsável por cerca de 25% dessas mortes. A doença apesar de apresentar 

elevada taxa de mortalidade, assim como as demais infecções fúngicas 

sistêmicas, não está incluída à lista de doenças de notificação compulsória 

nacional, o que dificulta dimensionar os verdadeiros números da doença no país 

(PRADO et al., 2009, Ministério da Saúde, 2020). 

 

1.3 Patogenia 
 

 A infecção criptocócica geralmente se dá pela inalação de basidiósporos 

ambientais ou pequenas células de levedura (<5 µm) que se depositam nos 

alvéolos pulmonares (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021). A resposta do 

hospedeiro à infecção criptocócica envolve alguns mecanismos, como a ação de 

células T helper com citocinas, incluindo fator de necrose tumoral (TNF), 

interferon- e interleucina-2, o que resulta em uma inflamação granulomatosa 

(PERFECT, 2005). A inoculação traumática nos tecidos foi descrita e pode 

ocorrer com menor frequência (MAZIARZ; PERFECT 2016). 

 Em alguns hospedeiros, a doença por C. gattii se mostrou mais provável 

de se apresentar como uma infecção pulmonar granulomatosa progressiva, mas 

menos provável de se disseminar para o sistema nervoso central (SNC), 

diferente da doença causada por C. neoformans. Essa observação geral foi feita 

em surtos humanos e caracterizada em modelos de camundongos, mas 

permanece uma sobreposição substancial entre as espécies (PHILLIPS et al., 

2015; PERFECT, 2015; KROCKENBERGER et al., 2010). 

 Quanto à transmissão, não foi provado que pode ser passada diretamente 

de humanos para humanos, animais para humanos ou vice-versa, mas a 

transmissão presumida de humano para humano foi descrita (BEYT; WALTMAN, 

1978; GLASER; GARDEN,1985). Há relatos de vários casos de suposta 

transmissão de criptococose por transplante de órgãos (SINGH et al., 2012; 

CAMARGO, 2017).  

 Dentre os principais fatores de virulência do Cryptococcus neoformans 

destacam-se a termotolerância, os componentes da parede celular e da cápsula, 

a capacidade de adesão, os receptores de hormônios e a produção de enzimas 

(KUROKAWA et al., 1998). Embora a produção de cápsulas seja um processo 
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metabólico de alto custo, confere ao organismo diversas vantagens patogênicas: 

atua como barreira contra a fagocitose e dificulta a produção de anticorpos. 

Alterações na produção de cápsulas geram cepas avirulentas (ZAVALA; 

BADDLEY, 2020). 

 

1.4 Clínica 
 

 C. neoformans e C. gattii têm predileção por estabelecer doença clínica 

no trato respiratório inferior e no sistema nervoso central, embora a infecção 

possa se disseminar infectando outros locais menos frequentes como a pele, 

próstata, olhos e ossos/articulações, no entanto, deve-se enfatizar a capacidade 

de disseminar amplamente e infectar a maioria dos órgãos em pacientes 

gravemente imunossuprimidos e, portanto, tem a capacidade de aparecer em 

qualquer local do corpo humano (MAZIARZ; PERFECT, 2016; GUSHIKEN; 

SAHARIA; BADDLEY, 2021). Em pacientes imunocompetentes, devido aos 

maus resultados associados a um diagnóstico tardio, também é importante 

considerar e avaliar apresentações atípicas de criptococose (GUSHIKEN; 

SAHARIA; BADDLEY, 2021). 

 No ser humano, a meningite criptocóccica é a infecção do SNC mais 

frequente em portadores do HIV. Os sintomas geralmente são inespecíficos e 

podem ser subagudos, desenvolvendo-se ao longo de semanas, e são 

semelhantes aos observados em outros tipos de meningite, no entanto, em 

algumas ocasiões, pode surgir de forma mais aguda ou não apresentar 

características típicas, como cefaleia. Os sintomas comuns incluem cefaleia, 

febre, neuropatias cranianas, alteração mental, letargia, perda de memória e 

sinais de irritação meníngea (MAZIARZ; PERFECT, 2016; GUSHIKEN; 

SAHARIA; BADDLEY, 2021). O trato respiratório serve como a principal porta de 

entrada para a infecção, com isso, a infecção pulmonar está presente em até 

50% dos pacientes com criptococose e é mais frequente em pacientes com 

infecção por C. gattii. As manifestações pulmonares podem variar de 

colonização assintomática das vias aéreas a nódulos pulmonares simples em 

uma radiografia de tórax e pneumonia de progressão rápida com a presença de 

uma síndrome do desconforto respiratório agudo. Quando sintomática, os 

infectados podem apresentar febre, tosse, dispneia, sudorese noturna, mal-
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estar, dor torácica e, raramente, hemoptise. Pacientes imunocomprometidos são 

mais frequentemente sintomáticos do que pacientes imunocompetentes 

(MAZIARZ; PERFECT, 2016; ZAVALA; BADDLEY, 2020; GUSHIKEN; 

SAHARIA; BADDLEY, 2021). 

 A forma nasal é a mais comum em gatos, apresentando-se como doença 

naso-sinusal crônica, isoladamente ou em conjunto com disseminação local para 

a pele, tecido subcutâneo, ossos e linfonodos regionais (submandibulares). 

Induz edema nasofacial seguido de ulceração profunda não cicatrizante 

drenando exsudato gelatinoso, corrimento nasal crônico (unilateral ou bilateral) 

com aspecto seroso, mucopurulento ou sanguinolento, dispneia estertora e 

inspiratória, espirros e linfadenopatia submandibular. Anorexia e subsequente 

perda de peso também podem ser resultado da anosmia que afeta gatos com 

doença nasal crônica. Criptococose é um importante diferencial em gatos com 

secreção nasal crônica, independentemente da presença ou não de edema facial 

e/ou ulceração da pele. A doença do trato respiratório inferior pode se seguir e 

pode se manifestar radiologicamente apenas como nódulos pulmonares ou 

mediastinais. Observa-se a formação de massas firmes ou pólipos no tecido 

subcutâneo, principalmente sobre a região nasal, conferindo um aspecto 

característico de “nariz de palhaço” (PENNISI et al., 2013). O envolvimento do 

SNC provavelmente surge após a disseminação local através da placa 

cribriforme; nesses casos, surge a cegueira súbita por neurite óptica, 

acompanhada de convulsões ou alterações comportamentais. Em outros casos, 

a disseminação provavelmente ocorre por via hematogênica e induz 

encefalomielite granulomatosa com lesões únicas ou múltiplas. Muitos gatos 

apresentam dores na cabeça ou na coluna; outros sinais de envolvimento 

meníngeo (hiperestesia, rigidez de nuca) não são comuns (PENNISI et al., 2013).  

 Nos cães, a infecção geralmente é mais grave, sendo a principal 

manifestação clínica a síndrome neurológica, que se dá como uma 

meningoencefalomielite, porém, estes são mais prováveis de desenvolver uma 

doença disseminada grave (MARCASSO et al., 2005). Os sinais clínicos variam 

de acordo com o local da lesão, podendo ser observado depressão, 

desorientação, nistagmo, vocalização, diminuição da consciência, ataxia, 

espasticidade, andar em círculos, paresia, paraplegia, convulsões, anisocoria, 

midríase, déficit visual, cegueira, surdez, perda de olfato e dor cervical 
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(HONSHO et al., 2003; NELSON; COUTO, 2001; PEREIRA; COUTINHO, 2003). 

Na síndrome ocular, as anormalidades mais comuns são uveíte anterior, 

coriorretinite granulomatosa exsudativa, hemorragia retiniana, papiloedema, 

neurite óptica, midríase, fotofobia, blefarospasmo, opacidade de córnea, edema 

inflamatório da íris e/ou hifema, cegueira (HONSHO et al., 2003; LARSSON et 

al., 2003). 

 

1.5 Diagnóstico 
 

 O diagnóstico definitivo da criptococose é feito pelo isolamento do agente 

proveniente de uma amostra clínica ou pela detecção direta do fungo de 

amostras de fluidos corporais por meio da coloração com tinta da China 

(Nanquim). Existem vários outros métodos utilizados para o diagnóstico de 

criptococose, como a histopatologia de tecidos infectados, métodos sorológicos 

e métodos moleculares, porém estes, apesar de disponíveis e amplamente 

utilizados para fins de pesquisa, não são utilizados corriqueiramente na prática 

clínica de rotina (MAZIARZ; PERFECT, 2016). 

 

1.5.1 Exame direto/tinta da China (nanquim)  
 O método mais rápido para o diagnóstico da meningite criptocóccica é o 

exame direto do líquido cefalorraquidiano (LCR) para detecção das leveduras 

encapsuladas pela preparação de tinta nanquim. Ele pode ser visualizado como 

uma célula de levedura globular encapsulada com ou sem brotamento, variando 

em tamanho de 5 a 20 µm de diâmetro. A sensibilidade da coloração com 

nanquim do LCR depende da carga fúngica e é relatada como sendo de 30% a 

50% na meningite criptocóccica não relacionada à AIDS e até 80% na doença 

relacionada à AIDS. Os falsos positivos podem resultar de linfócitos intactos, 

outras células de tecido e formas de levedura inviáveis, o que limita ainda mais 

a utilidade diagnóstica da microscopia direta do LCR para meningite 

criptocóccica (DIAMOND; BENNETT, 1974). 

 

1.5.2 Cultura e identificação 
 Cryptococcus spp. podem ser cultivados prontamente a partir de amostras 

biológicas, como LCR (líquido cefalorraquidiano/líquor), escarro e biópsia de 
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pele em meios de cultura fúngicos de rotina. As colônias são geralmente 

observadas em placas de Ágar Sabouraud 2% após 48 a 72 horas de incubação 

a 30°C a 35°C em condições aeróbicas e aparecerão como colônias opacas, 

brancas a creme que podem ficar laranja-amarronzadas ou marrons após 

incubação prolongada. A aparência mucóide da colônia está relacionada ao 

tamanho da cápsula ao redor das leveduras. Apesar do crescimento 

relativamente rápido para a maioria das cepas, as culturas devem ser mantidas 

por até 4 semanas, principalmente para pacientes que recebem tratamento 

antifúngico. Também é recomendado o cultivo em meio de sementes de Níger, 

meio diferencial que evidencia a produção de melanina em C. neoformans e C. 

gattii. O uso de agar Mycosel não é indicado em suspeitas de criptococose, uma 

vez que Cryptococcus spp. é sensível à presença de ciclohexamida presente 

nesse meio (MAZIARZ; PERFECT, 2016). 

 

1.5.3 Citologia e histopatologia 
A identificação por coloração histológica pode ser feita a partir de tecidos 

como pulmão, pele, medula óssea, cérebro e outros órgãos. A coloração 

histopatológica e a citologia de sedimentos de LCR centrifugados e outros fluidos 

corporais são mais sensíveis do que o método de coloração com tinta da China 

(MALABONGA; BASTI; KAMHOLZ, 1991; LEE et al., 1993; SRIPA; 

KANJANAVIROJKUL; PUAPAIROJ, 1997; SATO et al., 1999). O agente é 

observado como uma levedura que se reproduz por brotamento de base estreita. 

A levedura é mais bem identificada por colorações especiais que coram a 

cápsula polissacarídica, incluindo mucicarmina, ácido periódico-Schiff e 

colorações de azul de Alcian (CASADEVALL; PERFECT, 1998). A coloração de 

Fontana-Masson identifica a melanina na parede celular da levedura. Outros 

corantes fúngicos, como Calcofluor, que se liga à quitina fúngica, ou prata 

metenamina Gomori, que mancha a parede celular fúngica, também são usados 

para identificar o organismo a partir de amostras clínicas (KANJANAVIROJKUL; 

SRIPA; PUAPAIROJ, 1997; CASADEVALL; PERFECT, 1998;). 
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1.5.4 Sorologia 
O diagnóstico de criptococose melhorou significativamente com o 

desenvolvimento de testes sorológicos para o antígeno capsular polissacarídeo 

criptocócico (CrAg), que é eliminado durante a infecção. Técnicas de aglutinação 

de látex e imunoensaio enzimático estão amplamente disponíveis (usando soro 

e LCR), sendo a primeira a metodologia mais usada até recentemente, com 

sensibilidades e especificidades gerais de 93% a 100% e 93% a 98%, 

respectivamente (WU; KOO, 1983; TANNER et al., 1994). A baixa carga fúngica, 

como na meningite crônica de baixo grau ou nos estágios iniciais da infecção, e 

o armazenamento inadequado de amostras podem causar resultados falso-

negativos em testes de aglutinação de látex (BLOOMFIELD et al., 1963). O teste 

semiquantitativo oferece muitas vantagens sobre os outros métodos sorológicos, 

incluindo rapidez (aproximadamente 15 minutos), requisitos mínimos de 

infraestrutura laboratorial, estabilidade à temperatura ambiente, baixo custo e 

maior captura de polissacarídeos de C. gattii (JARVIS et al., 2011). 

 

1.5.5 Métodos de diagnóstico molecular  
Os métodos moleculares são importantes alternativas inclusive para o 

diagnóstico da criptococose na fase inicial. São mais rápidos em relação aos 

métodos convencionais de diagnóstico, apresentando boa sensibilidade e 

especificidade para detecção e identificação das espécies de interesse clínico 

de Cryptococcus. Para sua execução são necessárias pequenas quantidades de 

amostras e que, em comparação a outros métodos, permitem diagnósticos mais 

eficientes, auxiliando inclusive em estudos de geoprocessamento em saúde, 

distribuição geográfica, prevalência em hospedeiros e virulência, o que melhora 

a compreensão da epidemiologia e a diferenciação das espécies crípticas. Os 

benefícios desses métodos frente ao prognóstico da criptococose são 

indispensáveis, uma vez que cada espécie apresenta diferentes perfis de 

susceptibilidades a antifúngicos (DANESI et al., 2014; GRACIELE-MELO et al., 

2016; PROEPI, 2018). 

A pesquisa de novos métodos laboratoriais e aperfeiçoamento dos que já 

existem possibilitam o diagnóstico mais rápido e preciso. Testes de diagnóstico 

para a criptococose utilizando a reação em cadeia da polimerase (PCR) têm sido 

descritos e propostos. Os ensaios moleculares baseados na amplificação do 
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DNA podem facilmente detectar Cryptococcus spp., sendo a multiplex PCR uma 

técnica que possibilita a detecção de várias sequências de DNA alvo em uma 

única reação, apresentando vantagens como rapidez, especificidade e 

reprodutibilidade na detecção, contribuindo na diferenciação não apenas de 

genótipos, mas também sorotipos do próprio gênero e identificação de focos 

primários de infecção por Cryptococcus de forma assertiva (ITO-KUWA et al., 

2007; LEAL et al., 2008).  

Dessa forma, nesta parte do trabalho visamos padronizar a técnica 

Multiplex PCR para identificação dos agentes etiológicos da criptococose. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Microrganismos  
 

Para este estudo foram utilizadas culturas isoladas e identificadas, 

fornecidas pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz/RJ). Como controle positivo e 

amplificação dos agentes, utilizamos as cepas de Cryptococcus neoformans var. 

grubii C. neoformans var. neoformans, Cryptococcus gattii. Para o teste de 

especificidade da amplificação dos agentes, utilizamos as cepas de Candida 

albicans, Candida krusei e Candida parapisilosis. Todos os microrganismos são 

representados na tabela 1. As culturas foram mantidas em ágar Sabouraud a 

35°C.  

Tabela 1. Isolados de Cryptococcus spp utilizados na padronização de Multiplex-PCR. 

TAXON 
REGISTRO 

CFP 
REGISTRO EM OUTRA 

COLEÇÃO 
CARACTERÍSTICAS 

Cryptococcus neoformans 
var. grubii  

CFP 55 WN 148 VNI 

Cryptococcus neoformans 
var. grubii 

CFP 56 WN 626 VNII 

Cryptococcus neoformans CFP 57 WN 628 VNIII 

Cryptococcus neoformans  CFP58 WN 629 VNIV 

Cryptococcus gattii CFP 59 WN 179 VGI 

Cryptococcus gattii CFP 60 WN 178 VGII 

Cryptococcus gattii CFP 61 WN 161 VGIII 

Cryptococcus gattii CFP 62 WN 779 VGIV 

Candida albicans CFP 65 ATCC 90028  

Candida krusei CFP 338 ATCC 6258  

Candida parapsilosis CFO 64 ATCC 90018  
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2.2 Extração de DNA das cepas cultivadas 

 
Para a obtenção do DNA fúngico, realizamos a extração de DNA das 

colônias dos isolados utilizando Yeast Genomic DNA Isolation Kit (NORGEN 

BIOTEK CORPORATION®) específico para extração de DNA de levedura, 

seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante. A etapa de quebra enzimática 

por lyticase fora substituída por quebra mecânica utilizando Precellys® 24 (Bertin 

Instruments) com três ciclos de 40 segundos a 6000 rotações por minuto. 

 

2.3 Desenho dos primers  
 

Para o desenho dos primers de diferenciação das espécies de 

Cryptococus spp. e suas variações, foi selecionada a região gênica da proteína 

PRP8, uma região altamente conservada relacionada ao maquinário 

splicessoma. Esta região mostrou-se eficiente para estudos filogenéticos de 

alguns grupos de fungos patogênicos, como os fungos da ordem Onygenales 

(THEODORO et al., 2008; 2011; THEODORO & BAGAGLI, 2009; GARCES et 

al., 2020). Para este estudo foram utilizadas as sequências da região PRP8 das 

espécies de Cryptococcus depositadas no banco virtual (GenBank/NCBI), como 

apresentado na TABELA 1. Assim, foi realizado um estudo inicial da região 

gênica utilizando o software Augustus, estimando a distribuição e tamanho dos 

introns presentes. As regiões com presença destes introns foram utilizadas para 

o desenho dos primers, para a obtenção de fragmentos de diferentes tamanhos. 

O estudo in sílico foi realizado utilizando o software MEGA X, onde as regiões 

foram alinhadas e analisadas manualmente. Os primers desenhados foram 

analisados quanto à sua especificidade e qualidade, considerando formação de 

dímeros e hairpins, utilizando as ferramentas Primer-BLAST e OligoAnalyzer 

Tool.  

Amplamente distribuídos nas espécies fúngicas, especialmente em 

fungos da ordem Onygenales e em Cryptococcus sp. o intein PRP8 pode ser 

achado na forma de mini-intein ou full-length-intein, devido à ausência ou 

presença da Homing-endonuclease (HE), respectivamente. Este intein encontra-

se inserido na proteína PRP8, que é a principal proteína dentro do spliceossomo, 
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sistema encarregado da retirada dos introns durante o splicing do RNA 

mensageiro. O intein PRP8 têm sido utilizados para fins diagnósticos mediante 

padrões de bandas em eletroforese (BUTLER; POULTER, 2005; PERLER, 2008; 

GARCIA GARCES; CORDEIRO; BAGAGLI, 2018). 

Tabela 2. Número de depósitos no banco virtual (GenBank/NCBI) das espécies de Cryptococcus 
spp. utilizadas para o desenho de primers. 

Espécie Variedade Cepa Número de acesso NCBI 

Cryptococcus gattii NA EJB2 ATAL01000259.1 

Cryptococcus gattii NA MF34 VHDQ01000014.1 

Cryptococcus gattii NA Ru294 ASCO01000021.1 

Cryptococcus gattii NA WM1802 JACUVQ010000179.1 

Cryptococcus neoformans grubii BK147 FWZN01000238.1 

Cryptococcus neoformans grubii H99 XM_012191174.1 

Cryptococcus neoformans grubii H99 NPNB01000014.1 

Cryptococcus neoformans grubii RCT21 APKL01000007.1 

Cryptococcus neoformans neoformans JEC21 XM_566595.2 

Cryptococcus neoformans neoformans XL280alpha CP072811.1 

Cryptococcus neoformans neoformans B-3501A AAEY01000001.1 

 

2.4 Ensaios do Multiplex PCR 
 

As amplificações para todas as regiões foram realizadas usando o 

termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, CA, EUA) e 

GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison USA), com volume total de 25µL.  



 

33 
 

A padronização do Multiplex foi realizada em duas etapas, sendo a 

primeira etapa, o teste de especificidade dos primers e a segunda, teste de 

padronização para o perfil ciclagem da reação de PCR.  

Na primeira etapa, para o teste de especificidade, foram utilizadas as três 

espécies de Candida ssp. como o controle do agente negativo. Estes são 

considerados leveduras oportunistas e também é frequentemente associada a 

infecções hospitalares.  

Na segunda etapa, foram realizados testes de gradiente de temperatura 

com 50ºC, 51ºC e 52ºC para a determinação da melhor temperatura de 

anelamento e condições de ciclagem para os dois jogos de primers que foram 

empregados. A amplificação efetiva das espécies Cryptococcus foi verificada 

utilizando os DNAs extraídos das colônias anteriormente citadas. 

Para a tentativa de otimização do ensaio de PCR também fora realizado 

um estudo de gradiente de DMSO, ajustado nos percentuais de 3%, 5% e 7,5%. 

Após a amplificação, o produto de PCR foi submetido a corrida 

eletroforética em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídio e colocado 

em cuba de eletroforese com tampão Tris-acetato-EDTA (0.5X) (Amresco®) para 

visualização sob a luz ultravioleta e fotodocumentação. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Desenho de primers Multiplex PCR 

Foram desenhados três primers na região PRP8: CrypPRP8F (primer 1, 5'- 

GCG TTC AAG GAA GCT GGT ATT G -3'), CrypPRP8R (primer 2, 5'- GTT GTT 

RAT ACC CTG ACA CC -3') e CrypPRP8int (primer 3, 5'- TTC CCT AGT TGG 

RTC AAG -3'). Os primers foram analisados in silico quanto a sua especificidade 

pelo primer BLAST e quanto a formação de dímeros de primer utilizando 

OligoAnalyzer™ Tool, apresentando resultados satisfatórios em ambos 

aspectos.  

A região gênica em que o primer foi desenhado, tal como o tamanho dos 

fragmentos dos amplicons do multiplex, estão representados na Figura 1. Nesta 
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é possível visualizar os três primers desenhados e os amplicons de diferentes 

tamanhos gerados nesta região polimórfica para cada uma das espécies do 

complexo. Assim, o conjunto dos primers 1-2 mostram amplificação de um 

fragmento de 315pb e 316pb em C. neoformans e C. gatii respectivamente, 

enquanto que amplificam fragmentos menores de 215pb em C. grubii, que não 

foi apresentada a região de introns. O conjunto de primers 3-2, amplificam 

apenas C. neoformans (129pb) e C. grubii (78pb), apresentando região 

polimórfica no primer 3 que impede o anelamento com C. gatii. 

 

 

Figura 1: Representação esquemática dos primers desenhados na região gênica PRP8 nas 
espécies de C. neoformans var. grubii, C. neoformans var. neoformans e C. gatii. Cada uma das 
setas coloridas demonstra um dos primers desenhados para o multiplex, com o tamanho de 
amplicons indicados no canto inferior-direito. As depressões em cada representação do gene 
indicam regiões de introns.  

 

3.2 Ensaios do Multiplex PCR 

Para início do ensaio do Multiplex PCR, utilizamos o perfil de ciclagem de 

desnaturação inicial de 95oC/ 3 min; 35 ciclos de 95oC / 40 seg, 52oC / 40 seg e 

72oC / 30 seg; e extensão final em 72oC por 5 min. 
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Os ensaios iniciais demonstraram resultados promissores quanto à 

especificidade, apresentando amplificações apenas para as espécies de 

Cryptococcus. Ambos conjuntos de primers não apresentaram nenhuma 

amplificação para as espécies de Candida, que serviram como controles 

negativos de especificidade dos primers desenhados.  

Em relação ao tamanho dos amplicons, as bandas apresentaram 

tamanhos esperados de acordo com estudos in silico. Foi possível visualizar os 

diferentes tamanhos de fragmentos em gel de eletroforese, mesmo em 

amplicons com tamanhos relativamente próximos como no fragmento do 

conjunto de primers 3-2, de C. neoformans (129pb) e C. grubii (78pb) como 

demonstrado na Figura 2.  

No ensaio inicial, as bandas dos primers 3-2 não ficaram muito evidentes, 

com a necessidade de testagem das ciclagens e temperaturas, para a 

determinação de melhores condições para ambos conjuntos. Assim, realizamos 

o teste de ciclagem com gradientes de temperatura que estão representados na 

Figura 2. A temperatura de anelamento não mostrou uma variação significativa 

nas bandas do conjunto de primer 3-2 obtidas.  

Figura 2. Resultado Multiplex-PCR. Teste de gradiente de temperatura para melhor resolução 
das bandas do Multiplex-PCR, representado em verde, 50°C; em amarelo, 51°C e em vermelho 
52°C. A: primers 1 e 2, CrypPRP8F e CrypPRP8R, respectivamente; B: primers 3 e 2 
(CrypPRP8int e CrypPRP8R, respectivamente).  1: C. grubi; 2: C. neoformans; 3: C. gatti.  
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Para a tentativa de melhoramento da amplificação do primer 3-2, testamos 

ainda, a adição de DMSO em diferentes concentrações. O DMSO sabidamente 

otimiza a reação de PCR quebrando as estruturas secundárias formados nos 

DNAs, que podem atrapalhar a reação de PCR . Aparentemente, esta adição 

demostrou uma sutil melhora na visualização das bandas, mesmo em menores 

concentrações (Figura3). Ainda, a amostra de C. gatii não apresentou a 

problemática da falsa positividade que pode ocorrer com uso deste composto em 

maiores concentrações como descrito na literatura. 

 

 

A técnica de Multiplex PCR empregada para fins de diagnóstico, apresenta 

em geral baixa sensibilidade, o que impossibilita a aplicação direta de amostras 

clínicas, no entanto é uma ferramenta molecular de alta especificidade que 

proporciona ao avaliador em uma única reação detectar várias sequências de 

DNA alvo, obtendo respostas capazes de diferenciar um microrganismo dentro 

de um complexo de espécies relacionadas, podendo ser realizada para espécies 

de fungos filamentosos ambientais e até mesmo em pesquisa com leveduras do 

complexo Cryptococcus, contribuindo na diferenciação rápida a nível de espécie 

e identificação de focos primários de infecções (LEAL et al., 2008; SOUZA et al., 

2013). 

1   2    3         1   2    3         1    2   3   -      

Figura 3. Teste de adição de DMSO em três gradientes para melhor resolução das bandas do Multiplex-PCR para o 
conjunto de primers 3 e 2 (CrypPRP8int e CrypPRP8R, respectivamente). Verde: 3% de DMSO, amarelo: 5% de DMSO 
e vermelho 7,5 % de DMSO.  1: C. grubi; 2: C. neoformans; 3: C. gatti. -: controle negativo. 
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5. CONCLUSÃO 

A PCR MULTIPLEX mostrou-se como uma técnica promissora, pois foi 

identificada uma região polimórfica que pode ser usada como marcadora; desta 

forma, padronizamos uma técnica de diferenciação para as espécies do 

complexo Cryptococcus sp, sendo possível chegar-se ao diagnóstico a nível de 

espécie com a utilização de apenas uma reação de PCR e sem a necessidade 

de sequenciamento. Sendo assim, verifica-se economia de tempo e de recursos 

para o diagnóstico específico e inequívoco da criptococose, além de contribuir 

para melhores esclarecimentos da epidemiologia do agente. 
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CAPÍTULO 2: Diagnóstico molecular diferencial da pitiose no Nordeste 
Brasileiro 

1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
1.1 Pitiose e o oomiceto Pythium insidiosum  

 

Os oomicetos são microrganismos pertencentes a um grupo diversificado de 

eucariotos em habitats terrestres, límnicos e marinhos em todo o mundo e são 

considerados em sua maioria patógenos vegetais devastadores (CHOI et al., 

2017). Neste grupo existe uma grande diversidade de formas, variando desde 

saprófitos de vida livre, até patógenos oportunistas de plantas e animais 

(SAVORY et al., 2018).  

O gênero Phytophthora com suas espécies se destacam. O patógeno P. 

infestans, amplamente conhecido por provocar a fome da batata na Irlanda em 

meados do século XIX (RISTAINO, 2002). Outros oomicetos como o 

Aphanomyces invadans e Saprolegnia parasítica são patógenos de peixes, 

causando graves prejuízos econômicos a piscicultura mundial (DEREVNINA et 

al., 2016a).  

Os gêneros Pythium e Saprolegnia do filo Stramenopila são capazes de 

infectar animais, mas somente os oomicetos (Pythium insidiosum, Pythium 

aphanidermatum e espécies Lagenidium) foram relatados como causadores de 

infecções fatais ou de prognóstico ruim em seres humanos ( GROOTERS et al., 

2003; KRAJAEJUN et al., 2006; CALVANO et al., 2011; REINPRAYOON et al., 

2013; FARMER et al., 2015; RUJIRAWAT et al., 2017). O gênero Pythium 

composto aproximadamente 120 espécies distribuídas em distintos habitats. 

Muitas são patógenos vegetais, enquanto outras são saprófitas do solo, ou 

parasitam insetos, mamíferos, algas ou peixes (MARTIN; LOPER, 1999). P. 

insidiosum é o único com capacidade de causar infecção em humanos e outros 

animais (GAASTRA et al., 2010).  

A pitiose é uma doença de caráter crônico que acomete frequentemente 

equinos, humanos e os cães, tendo como agente o oomiceto Pythium insidiosum, 

considerado um pseudofungo devido suas características morfológicas, 

bioquímicas e moleculares (GAASTRA et al., 2010). Em termos taxonômicos, P. 

insidiosum pertence ao gênero Pythium, família Pythiaceae, ordem 
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Peronosporales, classe Oomycetes, filo Oomycota, reino Straminopila 

(ALEXOPOULOS et al., 1996; MCGOWAN; FITZPATRICK, 2017; 

PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019) 

Após análise filogenética da região rDNA-ITS o gênero Pythium apresentou 

uma subdivisão das espécies relacionados a forma esporangial (globoso e 

filamentoso), distinguindo-o em 11 clados filogenéticos categorizados de A a K, 

alocando P. insidiosum no clado C juntamente com P. grandisporangium, um 

microrganismo isolado de substratos em ambientes marinhos (LÉVESQUE; DE 

COCK, 2004). Outros estudos da região rDNA-ITS revelaram que a espécie P. 

insidiosum está dividida em três clados genéticos que exibem um alto grau de 

isolamento geográfico (SCHURKO et al., 2003a).  

Apesar da grande semelhança morfológica com os fungos, os oomicetos 

possuem características biológicas que os distinguem de vários outros 

microrganismos eucarióticos (KAMOUN, 2003; KWON-CHUNG, 1994). São 

organismos diploides, com hifas cenocíticas, a maioria são esteroides 

auxotróficos e sua membrana plasmática contêm lipídios com e ácidos graxos 

de cadeia longa que substituem os esteróis. As paredes celulares da maioria 

consistem principalmente de 1,3-b-glucanos, alguns 1,6-b-glucanos e 1,4-b-

glucanos (celulose) e hidroxiprolina. A quitina, que é um dos principais 

constituintes presentes na parede celular dos fungos, foi detectada em pequenas 

quantidades e em apenas alguns oomicetos, ainda, este falso-fungo apresenta 

uma característica bioquímica que se torna decisiva no tratamento da pitiose: a 

ausência da molécula de ergosterol em sua membrana plasmática. Esta 

molécula é comumente encontrada em fungos e é alvo da maioria dos agentes 

antifúngicos, o que torna o tratamento de pitiose ainda mais desafiador 

(LATIJNHOUWERS; DE WIT; GOVERS, 2003). 

A pitiose é uma doença não transmissível de ocorrência esporádica 

(GAASTRA et al., 2010). Tem como forma infectante os zoósporos liberados 

pelos esporângios de P. insidiosum em ambiente aquático. Em observação 

microscópica os zoósporos são globosos a ovóides e apresentam dois flagelos, 

que possibilitam a locomoção dos mesmos até o seu encistamento, início do 

desenvolvimento de um tubo germinativo e posteriormente um filamento de hifa 

alongado após 24 h de incubação a 37°C (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 
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1993). Cada esporângio pode conter de 4 a 20 zoósporos, que quando liberados 

possuem motilidade ativa por cerca de 10 a 60 minutos antes do encistamento e 

germinação (VANITTANAKOM et al., 2004).  

1.2 Epidemiologia da pitiose 
 

O primeiro caso de pitiose equina tenha foi relatado em 1884, porém somente 

em 1987, mais de um século depois, Pythium insidiosum foi descrito como 

agente etiológico da enfermidade. Conhecida em diferentes regiões por 

“bursatte”, “dermatite granular”, “hifomicose destruens equi”, “ficomicose”, 

“granuloma ficomicótico”, “câncer dos pântanos” (swamp cancer), ou ainda 

"Ferida Brava" e "Ferida da Moda" na região do Pantanal Mato-grossense (DE 

COCK et al., 1987; LEAL et al., 2001; GROOTERS et al., 2002; SANTURIO et 

al., 2006; GAASTRA et al., 2010) . 

Existem casos descritos em vários partes no mundo, em destaques países 

localizados em  regiões tropicais e subtropicais ( MENDOZA; NEWTON, 2005; 

BOSCO et al., 2005; RIVIERRE et al., 2005; MACHADO; MARQUES et al., 2006; 

APPAVU; PRAJNA; GAASTRA et al., 2010; WEIBLEN; ESCOBAR, 2018; 

BERNHEIM et al., 2019; RAJAPANDIAN, 2020) . A Tailândia e o Brasil são os 

países que possuem maior prevalência de pitiose humana e equina, 

respectivamente (KRAJAEJUN et al., 2006; GAASTRA et al., 2010). No Brasil 

ocorre o contrário há muitos relatos de pitiose em animais, especialmente em 

equinos ( REIS et al., 2003; SALLIS; PEREIRA; RAFFI, 2003; MARCOLONGO-

PEREIRA et al., 2012;  CARMO et al., 2015) , e cães ( TORRES NETO et al., 

2009; PEREIRA et al., 2010; FERNANDES et al., 2012; TORRES et al., 2014) e 

um único caso em humano (BOSCO et al., 2005; MARQUES et al., 2006). 

Acreditamos que em ambas as regiões ocorre falta de diagnóstico, uma vez que 

as condições ambientais são muito semelhantes e favoráveis ao 

desenvolvimento do patógeno. 

A pitiose humana no sudeste da Ásia ocorre com grande incidência durante 

a estação chuvosa e verão e durante o pico de produção na lavoura de arroz, 

sendo mencionada como uma doença ocupacional aos agricultores 

(VANITTANAKOM; SZEKELY; KHANTHAWONG, 2014).  Como grande parte da 

Tailândia consiste em pântanos, adequados ao ciclo de vida de P. insidiosum, 
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as pessoas que vivem nessas áreas têm maior probabilidade de entrar em 

contato com o patógeno e adquirir infecção. A doença em  humanos apresenta 

altas taxas de mortalidade neste país, variando entre 36,4 a 40% 

(SERMSATHANASAWADI et al., 2015; KRAJAEJUN et al., 2006).  

Apesar de apresentar distribuição global, os estudos epidemiológicos de 

exposição ao P. insidiosum na população em geral são escassos. No Brasil, 

casos de pitiose nos equinos são relatados em todas as regiões brasileiras, com 

maior prevalência no Pantanal Mato-grossense, com relação direta com o 

período das chuvas (LEAL et al., 2001). Em um estudo observou-se prevalência 

de 12,5%, com variação de incidência mensal de 5,88 a 28,57%, taxa de 

mortalidade média de 5,88%, e letalidade 45,45% (SANTOS; SANTURIO; 

MARQUES, 2011). Estudos que evidenciam o desfecho da pitiose equina são 

raros, em uma análise retrospectiva na qual relata o atendimento clínico-cirúrgico 

de 28 casos de pitiose equina atendidos junto ao Serviço de Cirurgia de Grandes 

Animais, do Hospital Veterinário da FMVZ/Unesp, Botucatu, verificou-se que 

quanto mais distal a lesão nos membros, pior é o prognóstico para essa espécie 

animal (WATANABE et al., 2015). 

Outras espécies animais também apresentaram diagnóstico confirmado para 

pitiose no Brasil, como os bovinos, cuja incidência média anual foi de 0,22% sem 

relato de óbito (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011), sendo relatado três 

surtos de pitiose bovina (GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009; 

KONRADT et al., 2016) . Dois surtos de pitiose ovina (TABOSA et al., 2004),  e 

em quatro surtos os animais realizaram pastoreio em águas estagnadas, como 

lagos artificiais, rios e açudes nas regiões dos estudos ( TABOSA et al., 2004; 

GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009; KONRADT et al., 2016). 

 

1.3 A importância econômica da pitiose equina no Brasil 
 

Com o quarto maior rebanho equino do mundo o Brasil possui mais de cinco 

milhões de cabeças, segundo dados da Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO), com distribuição entre as regiões do Brasil, 

Sudeste (1.373.299), Nordeste (1.340.456), Centro-Oeste (1.140.957), Norte 
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(981.739) e Sul (915.347) (IBGE, 2018). Sendo as maiores prevalências no 

Pantanal Matogrossense com relação direta com o período das chuvas (outubro-

março) (LEAL et al., 2001), e nos Pampas do Rio Grande do Sul, acarretando 

prejuízos significativos (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; WEIBLEN et al., 

2015). No semiárido do Brasil, entre as dermatopatias mais frequentemente 

diagnosticadas em equídeos, a pitiose foi a doença de pele com maior 

frequência, representando 24,38% dos casos diagnósticos (PESSOA et al., 

2014). No Rio Grande do Sul a pitiose representou 16,5% dos casos (63/435) 

(MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012). 

Na pitiose bovina as perdas econômicas são menores pois os bovinos 

apresentam cura espontânea com remissão total das lesões entre três semanas 

a três meses, sem qualquer registro de perda de escore corporal. Nos equinos, 

no entanto as lesões que incialmente são circunscritas, à medida que cronificam 

tornam-se elípticas com superfície central projetada, friáveis e com secreções 

serosanguinolentas, apresentando focos necróticos com extração de kunkers 

com dois a 20mm. Os sintomas podem evoluir, em três a sete meses, para grave 

caquexia que normalmente antecede as mortes, apresentando taxas de 

letalidade de 45,45% (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011). 

Desta forma, quando a doença não é  diagnosticada e tratada precocemente, 

as perdas econômicas podem ser maiores pois devido a virulência da pitiose em 

equinos o animal geralmente vem a óbito, ou em alguns casos  torna-se 

necessário a eutanásia ( REIS et al., 2003; BANDEIRA et al., 2009; SOUTO et 

al., 2016). Além disso, as chances de recidivas são descritas na literatura (REIS 

et al., 2003), aumentando os custos com o tratamento veterinário, que em muitos 

casos é longo, chegando a 12 meses  (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012). 

 

1.4 Sinais clínicos  
 

As infecções causadas por P. insidiosum em equinos afetam principalmente 

os tecidos cutâneos e subcutâneos. As lesões normalmente são únicas e 

localizadas nas porções distais dos membros, principalmente dos posteriores e 

na região ventral do abdômen  caracterizadas por seu crescimento lento, 
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insidioso e de forma circular, formando grandes granulomas ulcerados com até 

50 cm de diâmetro ( SALLIS; PEREIRA; RAFFI, 2003; MARCOLONGO-

PEREIRA et al., 2012; WATANABE et al., 2015).  

Exclusivamente na espécie equina, há a formação de material necrótico 

cinza-amarelado, denominado de “kunkers", presentes nos tecidos e fístulas de 

drenagem com tamanhos variando deste um grão de arroz a 20 mm. Essas 

estruturas são formadas pela degranulação de eosinófilos sobre as hifas 

invasivas de P. insidiosum. Novos eosinófilos degranulam sobre os velhos e a 

massa estrutural cresce em tamanho.  Nos casos de pitiose crônica, o único local 

onde as hifas de P. insidiosum podem ser encontradas é dentro dos kunkers 

(CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995; LEAL et al., 2001; GAASTRA 

et al., 2010). 

A pitiose equina é uma doença altamente pruriginosa com caquexia  

progressiva dos animais acometidos (REIS et al., 2003). Formas incomuns foram 

relatadas, com envolvimento ósseo (ALFARO; MENDOZA, 1990), intestinal 

(ALLISON; GILLIS, 1990; BROWN; ROBERTS, 1988) e pulmonar (GOAD, 

1984). A doença disseminada nesta espécie animal foi relatada em três casos 

crônicos no Brasil acometendo diversos órgãos, como glândula mamária, fígado, 

pulmão, septos nasais, nódulos linfáticos e baço (REIS et al., 2003).  

Em humanos as principais formas de manifestações clínicas da doença são 

cutânea/subcutânea, vascular, ocular e disseminada (KRAJAEJUN et al., 2006; 

PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019). As lesões são 

caracterizadas por edema crônico, nódulo e úlcera infiltrativa granulomatosa, em 

especial nos membros inferiores (BOSCO et al., 2005; KRAJAEJUN et al., 2006). 

As principais características clínicas nos casos de pitiose vascular variaram de 

claudicação a ulceração gangrenosa, úlcera crônica, necrose nos dedos dos 

pés, massa pulsátil e isquemia aguda dos membros. Outros sintomas verificados 

são febre, parestesia, prurido, vesícula/bolha, úlcera cutânea, celulite, edema 

nas pernas, ausência de pulso arterial, massa na virilha (aneurisma ilíaco ou 

femoral) e massa abdominal (aneurisma da aorta) (KRAJAEJUN et al., 2006; 

SERMSATHANASAWADI et al., 2015). Na Tailândia, a pitiose vascular em 

humanos, apresenta determinada predisposição em pacientes com anemia 

hemolítica crônica, e têm a beta-talassemia a doença subjacente mais comum 
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(PUPAIBOOL et al., 2006; SERMSATHANASAWADI et al., 2015). Nos 

acometimentos oculares os enfermos geralmente apresentam úlcera de córnea 

ou queratite, assim como dor, irritação, diminuição da acuidade visual, fotofobia, 

edema palpebral, infiltrados corneanos e hipópio (HASIKA et al., 2019; 

KRAJAEJUN et al., 2006)..  

Os cães são a segunda espécie animal mais acometida, e a doença é 

caracterizada pelo desenvolvimento de lesões cutâneas/subcutâneas e/ou 

gastrointestinais (PEREIRA et al., 2010). Cães com pitiose gastrointestinal 

desenvolvem espessamento segmentar focal ou multifocal grave e/ou massas 

granulomatosas expansíveis envolvendo o estômago, intestino delgado, cólon, 

reto e, algumas vezes esôfago. Os sinais clínicos associados incluem perda de 

peso, vômitos, diarreia, hematoquesia, tenesmo, disquesia, perda de peso, dor 

abdominal, aumento dos linfonodos mesentéricos, múltiplos nódulos firmes no 

reto e no cólon descendente e, raramente na próstata ( JAEGER; ROTSTEIN; 

LAW, 2002; RODRIGUES et al., 2006; BERRYESSA et al., 2008; TROST et al., 

2009; PEREIRA et al., 2010; FERNANDES et al., 2012; REAGAN et al., 2019;). 

A forma gastrointestinal é frequentemente fatal, pois a localização e extensão da 

lesão frequentemente impedem a ressecção cirúrgica completa (BERRYESSA 

et al., 2008; REAGAN et al., 2019; TROST et al., 2009).  A pitiose cutânea e/ou 

subcutânea é segunda forma mais relatada em cães, com lesões ulceradas e 

pruriginosas na derme, febre e linfadenopatia (GROOTERS, 2003; TORRES 

NETO et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; OLDENHOFF et al., 2014; TORRES 

et al., 2014) . 

Em outras espécies animais, a pitiose já foi relatada em bovinos, ovinos e 

caprinos. Nos bovinos as lesões cutâneas são caracterizadas por edemas 

perilesionais, claudicações (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011), ou lesões 

ulceradas, apresentando inicialmente pequenas áreas alopécicas e deprimidas 

de aspecto hemorrágico que ao evoluírem tornam-se áreas ulceradas, úmidas, 

hiperêmicas ou hemorrágicas, de tamanhos variados, podendo chegar a 15cm 

no seu eixo maior, que desaparecem espontaneamente no período máximo de 

90 dias (GRECCO et al., 2009; SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011; 

KONRADT et al., 2016). 
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Em ovinos os sinais clínicos incluem aumento de volume e úlceras na região 

do vestíbulo nasal, com presença de secreção serosanguinolenta bilateral, 

fístula oronasal, aumento dos linfonodos retrofaríngeos, anorexia, epistaxe leve 

e intermitente, e acentuada deformidade nasal ( SILVA et al., 2007; SANTURIO 

et al., 2008; CARRERA et al., 2013). A forma gastrointestinal foi relatada em dois 

cordeiros (PESSOA et al., 2012).  No estado da Paraíba foi relatado o primeiro 

caso de pitiose em caprinos.  O animal que tinha acesso a ambiente aquático, 

apresentou claudicação e perda de peso associados a uma lesão cutânea 

ulcerativa, exsudativa e pruriginosa no membro posterior esquerdo (CARMO et 

al., 2015). 

A pitiose é considerada rara em felinos domésticos (GROOTERS, 2003), 

embora já tenha sido relatada em quatro gatos com massas cutâneas e 

subcutâneas após levantamento de casos no Laboratório de Diagnóstico Médico 

Veterinário da Louisiana (DUNCAN et al., 1992). Também fora relatada em um 

caso apresentando massa nasal e retrobulbar (BISSONNETTE et al., 1991), um 

caso com massa sublingual (FORTIN; CALCUTT; KIM, 2017) e dois casos com 

pitiose intestinal (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005). Um estudo recente 

revelou um caso incomum em felino com apresentação clínica de grande lesão 

cutânea ulcerativa, pruriginosa, redonda e de rápido crescimento causadas por 

P. insidiosum (DOWST et al., 2019). 

Em animais selvagens, infecções por  P. insidiosum foram relatadas 

causando massa abdominal em um tigre de Bengala (Panthera tigris tigris) na 

Flórida (BUERGELT; POWE; WHITE, 2006), e massa multilobular com fibrose 

extensa e numerosos focos necróticos no lobo esquerdo do pulmão em uma 

onça-pintada (Pantera onca) na América Central (CAMUS; GROOTERS; 

AQUILAR, 2004). Em camelídeos foram relatados quatro casos até o momento, 

um causando pitiose gástrica em um camelo (Bactrianus camelus) mantido em 

cativeiro (HECK et al., 2018), dois dromedários (Camelus dromedarius) com 

pitiose vulvar com emagrecimento progressivo (VIDELA et al., 2012), e um caso 

de um dromedário (C. dromedarius) que desenvolveu pitiose cutânea, gástrica e 

linfática (WELLEHAN et al., 2004). 

Em aves, a pitiose foi relatada causando ulcerações multifocais na pele das 

asas, pescoço, cabeça e membros de uma caraúna-de-cara-branca (Plegadis 
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chihi) na Califórnia (PESAVENTO et al., 2008) e em um avestruz (Struthio 

camelus) no Brasil com disfagia causada pela obstrução da mucosa do esôfago 

(SOUTO et al., 2019). 

 

1.5 Diagnóstico laboratorial 
 

A pitiose é uma doença subdiagnosticada, levando a alta mortalidade 

quando tratada como infecções fúngicas que não respondem adequadamente 

às terapias tradicionais ( MARQUES et al., 2006; HILTON et al., 2016). Embora 

o diagnóstico diferencial seja crucial, muitos laboratórios não dispõem das 

técnicas de cultura necessárias para identificar o patógeno e o rápido 

crescimento bacteriano de amostras com infecção bacteriana secundária 

acabam em muitos casos impedindo o isolamento de P. insidiosum (GROOTERS 

et al., 2002).   

Para o diagnóstico da pitiose são utilizadas as técnicas de cultivo, 

histopatologia, imuno-histoquímica, sorologia e técnicas moleculares ( GEE, 

2002; BOSCO et al., 2005; RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; GAASTRA et 

al., 2010; GROOTERS; LOHNOO et al., 2019).  

O método convencional de identificação de Pythium spp. é baseado na 

morfologia do estágio anamórfico e na produção de zoósporos. No entanto, esse 

método é minucioso, demorado e inespecífico para P. insidiosum, pois além de 

utilizar técnicas de manipulação e cultura que aumentam as chances de 

isolamento do agente etiológico, o diagnóstico bem-sucedido de pitiose baseado 

em cultura depende da identificação subsequente do patógeno, que compartilha 

características morfológicas (hifas largas, hialinas e esparsadamente septadas) 

semelhantes a fungos. Além disso, a produção de zoósporos biflagelados é 

compartilhado por outras espécies de Pythium, bem como por membros dos 

gêneros Phytophthora e Lagenidium (GROOTERS et al., 2002a). 

 P. insidiosum apresenta bom crescimento microbiológico em meios de 

cultura como, em ágar fubá e ágar Sabouraud dextrose, ágar-chocolate, o ágar-

sangue e ágar infusão de cérebro e coração (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 

1996; VANITTANAKOM et al., 2004). Não é verificado crescimento de P. 
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insidiosum  em ágar Mycosel®, devido aos antimicrobianos presentes em sua 

formulação, principalmente a ciclohexamida (VANITTANAKOM et al., 2004). 

As observações da cultura revelaram o rápido crescimento dos isolados em 

vários meios, tanto a 37 quanto a 28°C. Microscopicamente, os organismos 

produziram hifas hialinas a esbranquiçadas, cenocíticas com ramos largos em 

ângulo agudo e esparsamente septados com um diâmetro das hifas de 4 a 10 

μm, micélio aéreo curto, e sem produção de esporos (BOSCO et al., 2008).  

As lesões histológicas causadas por P. insidiosum se caracterizaram por 

reação piogranulomatosa com áreas centrais de necrose, com granulomas 

infiltrados e/ou circundados por eosinófilos, acompanhados de um menor 

número de neutrófilos, macrófagos epitelióides, plasmócitos e células gigantes 

multinucleadas (TROST et al., 2009).  Os cortes apresentam bons resultados 

quando corados pela técnica de metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS), 

com visualização das hifas com ramificações irregulares, raras septações e 

diâmetro de 4-10μm (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; TROST et al., 2009) 

e não apresentam boa coloração com hematoxilina-eosina (HE) (SUPABANDHU 

et al., 2008; TROST et al., 2009). 

As características histológicas de P. insidiosum são semelhantes à 

lagenidiose (Lagenidium giganteum) e fungos das ordens Entomophthorales e 

Mucorales do filo Zygomycota, apesar de serem causadas por organismos 

filogeneticamente distintos, tornando-as difíceis de distinguir das hifas destes 

microrganismos apenas pela análise morfológica ( KAUFMAN, 1998;  

GROOTERS et al., 2002; GROOTERS, 2003; MENDOZA; PRASLA; AJELLO, 

2004).  

Para o estudo de doenças infecciosas e neoplásicas em animais, a imuno-

histoquímica é uma ferramenta auxiliar de diagnóstico devido a sua alta 

especificidade e sensibilidade, utilizada para detectar e identificar vários 

elementos fúngicos em tecidos fixados em formol (GALIZA et al., 2014). A 

imunohistoquímica é uma boa técnica para o diagnóstico de pitiose, pois 

combina a histopatologia com o uso de anticorpos mono ou policlonais, no 

entanto, reações cruzadas com fungos Entomophthorales e Mucorales podem 

ocorrer (GROOTERS, 2003).  
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O diagnóstico sorológico pode ser realizado por imunodifusão e ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), frequentemente utilizados no 

diagnóstico de pitiose humana (KRAJAEJUN et al., 2002). Em 2002 foi 

padronizada a técnica ELISA específica para pitiose canina (GROOTERS et al., 

2002b) para monitorar a resposta imunológica à terapia médica ou cirúrgica 

nesta espécie ( GROOTERS et al., 2002b; BERRYESSA et al., 2008; HUMMEL 

et al., 2011; PEREIRA et al., 2013), posteriormente modificada para o 

diagnóstico sorológico em felinos (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005). Foi 

desenvolvido um teste imunocromatográfico utilizando a proteína bacteriana 

A/G, para detectar IgGs anti-P. insidiosum em humanos e animais (cães, 

cavalos, coelhos e bovinos). Os testes proporcionaram 100% de especificidade, 

e 90,6% de sensibilidade (INTARAMAT et al., 2016). 

Muitos estudos demostraram a identificação molecular de P. insidiosum a 

partir da amplificação da região ITS-5.8S (Internal Transcribed Spacer) do DNA 

ribossomal, e posterior sequenciamento genético (BOSCO et al., 2005; GRANT 

et al., 2016; PEREIRA et al., 2013; REIS et al., 2003). O desenvolvimento de 

técnicas moleculares específicas para detecção de P. insidiosum iniciou-se em 

2002 com a padronização de uma nested-PCR utilizando a região rDNA-ITS 

(GROOTERS; GEE, 2002). Posteriormente foi proposta uma nested-PCR em 

único tubo com amplificação de regiões da subunidade 18S do gene rRNA de P. 

insidiosum (THONGSRI et al., 2013). 

Em 2015 foi proposta uma qPCR (quantitative real-time PCR) padronizada 

para a detecção de P. insidiosum utilizando iniciadores moleculares derivados 

da região gênica exo-1,3-b-glucanase (PinsEXO1). Foram utilizadas 29 

amostras clínicas de humanos, quatro isolados ambientais e duas amostras 

provenientes de animais (01 equino e 01 larva de mosquito) (KEERATIJARUT et 

al., 2015).   

A técnica de qPCR é um excelente método para o diagnóstico de patógenos, 

pois possui a capacidade de detectar e quantificar os ácidos nucléicos em uma 

ampla gama de amostras clínicas (BUSTIN et al., 2009). O processo de detecção 

na qPCR é o principal diferencial em relação aos demais ensaios de PCR, pois 

não necessita de manipulação pós-amplificação, devido os sinais fluorescentes 

serem diretamente detectados à medida que a amplificação do DNA ocorre, e os 
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resultados são obtidos em uma hora, ou menos, com alta sensibilidade e 

especificidade (ESPY et al., 2006; MACKAY, 2004). 

Em 2017 houve a padronização de uma PCR-multiplex (RUJIRAWAT et al., 

2017) utilizando os iniciadores moleculares universais para fungos ITS1 e ITS4 

(WHITE et al., 1990), juntamente com iniciadores moleculares anti-sense 

sintetizados durante a pesquisa, que proporcionaram a identificação de SNPs 

(Single Nucleotide Polymorphisms) na região do rDNA, e a identificação das 

amostras de acordo com os clados filogenéticos de P. insidiosum (RUJIRAWAT 

et al., 2017).  

Também merece destaque a padronização da qPCR-HRM (High Resolution 

Melting-curve) que realiza a diferenciação de isolados de P. insidiosum em 

clados filogenéticos a partir da amplificação da subunidade II do gene 

mitocondrial do citocromo c oxidase (COX II) (WORASILCHAI; PERMPALUNG; 

CHINDAMPORN, 2018). A High Resolution Melting-curve (HRM) foi 

desenvolvida em 2002 pela Universidade de Utah (USA) e a empresa Idaho 

Technology (USA), cuja finalidade é a amplificação do DNA na presença de 

corante intercalante, emitindo a fluorescência durante a formação controlada do 

amplicon. Este processo resulta em uma curva de dissociação (melting), que 

depende principalmente do conteúdo de guanina e citosina (GC), comprimento 

e a sequência do produto de PCR. Está é uma técnica simples e econômica que 

pode ser usada para genotipagem ou detecção de SNP’s sem a necessidade de 

sequenciamento (REED; WITTWER, 2004; ERALI; VOELKERDING; WITTWER, 

2008) . 

Por eliminar etapas, como a nested-PCR, eletroforese e sequenciamento 

genético, e ser realizada em uma única reação, a qPCR-HRM está sendo 

utilizada para a distinção de diferentes agentes etiológicos (CHENG et al., 2006), 

incluindo os fungos da ordem Mucorales (HRNCIROVA et al., 2010), 

Cryptococcus spp. (GAGO et al., 2011), Candida spp. (ARANCIA et al., 2011; 

DUYVEJONCK et al., 2015), Alternaria spp. (GARGANESE et al., 2018), 

Fonsecaea spp. (SHI et al., 2018), e diferenciação das espécies do complexo 

Trichophyton mentagrophytes (SUN et al., 2016). A qPCR também foi utilizada 

para identificação de 18 espécies de fungos, utilizando as regiões ITS1 e ITS2 

(LU et al., 2017). 
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Em 2018 foi padronizada a técnica de RFLP (Restriction Fragment Lengh 

Polymorphism - análise de restrição por tamanho do fragmento) empregando a 

amplificação termofílica de DNA da helicase (tHDA), que utiliza as ações das 

helicases para separar a fita dupla de DNA e polimerases de DNA para a síntese 

de novas fitas sem o uso de termocicladores. O ensaio utilizada iniciadores 

moleculares derivados da COX II para amplificar DNA de P. insidiosum e outros 

microrganismos semelhantes, e a enzima de restrição CviKI-1 para diferencia-

los (WORASILCHAI et al., 2018). 

 

1.5.1 Diagnósticos diferenciais para pitiose equina 
 

Massas cutâneas são comuns na espécie equina, e em vários casos o 

agente etiológico não é definido, salientando a importância de técnicas 

laboratoriais robustas para um diagnóstico definitivo (AXON; ROBINSON; 

LUCAS, 2004; SCHWARZ; BURFORD; KNOTTENBELT, 2009). Espera-se que 

o diagnóstico precoce e preciso minimize as taxas de mortalidade da pitiose a 

partir da instauração imediata do tratamento correto (CHAREONSIRISUTHIGUL 

et al., 2013).  

Em estudo retrospectivo realizado no Laboratório de Diagnóstico Veterinário 

da Oregon, State University analisou-se dados sobre lesões cutâneas nodulares 

e proliferativas em cavalos, burros e mulas durante 3,5 anos. Foram identificadas 

116 lesões nodulares e proliferativas não neoplásicas, compreendendo 18% de 

todas as lesões estudadas. As principais causas diagnosticas foram tecido de 

granulação exuberante, granuloma eosinofílico, granuloma fúngico, cistos e 

habronemose constituindo 91% das lesões não neoplásicas em equinos 

(VALENTINE, 2005).  

Casos de pitiose inicialmente diagnosticados e tratados como infecções 

fúngicas são descritos na literatura ( MENDOZA; PRASLA; AJELLO, 2004; 

BOSCO et al., 2005; MARQUES et al., 2006;). Em Minas Gerais, Brasil, foi 

relatado o caso em uma égua com uma lesão na região inguinal do membro 

posterior direito, apresentando um curso clínico de, aproximadamente, 10 meses 

de evolução, nos quais, durante os seis primeiros meses foi tratado apenas para 
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habronemose cutânea. Nos últimos quatro meses o animal recebeu 

imunoterapia para P. insidiosum após diagnóstico clínico, apresentando melhora 

clínica no final do tratamento, no entanto, o animal emagreceu, abortou e, 

posteriormente, foi a óbito (MACIEL et al., 2008).  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Amostras   
 

Cinco amostras clínicas de lesões de equinos sugestivas de pitiose 

(kunkers), foram obtidas de equinos de cinco estados do Nordeste brasileiro. 

Cada amostra individual de tecido (n = 5) foi colhida de animal diferente que 

exibiu uma lesão cutânea granulomatosa característica. As amostras foram 

acondicionadas em frasco coletor universal ou tubo falcon, ambos de 50mL, 

contendo salina (0,9%) e cloranfenicol (50μg/mL) e enviadas para serem 

processadas no Laboratório de Micologia Médica, Setor de Microbiologia, do 

Instituto de Biociências/UNESP. A origem das amostras, a localização da lesão 

e os demais dados dos animais podem ser conferidos na Tabela 1. 

Tabela 1. Dados referentes à amostras clínicas de equinos com lesões sugestivas de pitiose 

provenientes de cinco Estados do Nordeste brasileiro. 

Animal Raça Idade Sexo Origem Localização da lesão 

1 SRD  2 anos Macho Mossoró, Rio Grande do Norte Região abdominal 

2 SRD 2 anos Macho Presidente Dutra, Maranhão Membro torácico esquerdo 

3 SRD 3 anos Macho Paulista, Pernambuco Região abdominal 

4 SRD 3 anos Macho Palmeira dos Índios, Alagoas Membro pélvico esquerdo 

5 SRD 3 anos Fêmea João Pessoa, Paraíba Região dorsal 
 

Para verificar a presença de P. insidiosum, todas as amostras foram 

submetidas a cultura microbiológica com posterior detecção molecular das 

colônias crescidas e também à detecção molecular diretamente dos tecidos. 

2.2 Cultura microbiológica  
 

Pequenos fragmentos de amostras de tecido e kunkers foram lavados cerca 

de cinco vezes em salina (0,9%) e cloranfenicol (50μg/mL) com auxílio do vórtex 
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e na última lavagem incubadas na mesma solução por 30 minutos a 37°C. 

Depois disso, as amostras foram inoculadas em ágar Sabouraud e incubadas a 

37°C, sendo acompanhadas diariamente para observar o crescimento. Culturas 

que apresentavam aspectos macroscópicos semelhantes a P. insidiosum foram 

isoladas para detecção molecular. 

Figura 1. Lesões equinas das quais foram extraídas as amostras clínicas para o estudo.  

 

      d – kunkers em solução antibiótica estéril.   

2.3 Extração de DNA  
 

A extração do DNA ocorreu diretamente das amostras de tecido (kunkers) 

dos animais lesionados e das colônias isoladas em ágar Sabouraud (SAB). As 

amostras, após as lavagens, foram fragmentadas e ressuspendidas em tampão 

de lise dando início a extração de DNA conforme proposto por Van Burik et al. 

(1998), utilizando o kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, 

Alemanha). O DNA foi eluido em 100 µL de tampão de eluição (proveniente do 

Kit) e armazenado a -20ºC. Para análise da concentração e qualidade do DNA 

adotamos o critério de análise por espectrofotômetro NanoVue (GE 

Healthcare®) em comprimento de onda de 260 nm (ZHANG et al. 2009).  

 

2.4 Nested-PCR 
 

Após a extração, as amostras foram submetidas à amplificação utilizando os 

iniciadores moleculares ITS1 (50-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-30) e ITS2P 

(50-TCCTCCGCTTATTGATGATGC-30), e em seguida, foi realizada nova 

amplificação empregando-se os iniciadores moleculares específicos Pi1 (5’-

c d b a 
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TTCGTCGAAGCGGACTGCT-3’) e Pi2 (5’-GCCGTACAACCCGAGAGTCATA-

3’) para P. insidiosum (GROOTERS & GEE, 2002). Foram utilizados como 

controle positivo, DNA de isolado da coleção de P. Insidiosum (Eq 16) do 

Laboratório de Micologia Médica, Setor de Microbiologia, do Instituto de 

Biociências/UNESP e como controle negativo água ultrapura. 

Para a primeira amplificação, as reações foram realizadas em microtubos 

de 0,2 mL com volumes totais de 25 µL, contendo 10ng de DNA genômico, 1 µL 

de cada primer (diluição de 10pmol/µL), 7,5 µL de água ultrapura e 12,5µL de 

GoTaq® Green Master Mix (Promega). A incubação foi realizada em 

termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), seguindo as seguintes 

condições cíclicas: desnaturação inicial a 95oC durante 3min, 32 ciclos de 

desnaturação a 95oC durante 30s, anelamento a 57oC por 30s, extensão a 72oC 

durante 30s e extensão final a 72oC durante 10min.  

Para a segunda amplificação, as reações foram realizadas nas mesmas 

condições que descritos acima, utilizando 10ng do produto da primeira 

amplificação e os primers específicos da espécie. A incubação sofreu algumas 

modificações: desnaturação inicial a 94oC durante 3min, 28 ciclos de 

desnaturação a 94oC durante 30s, anelamento a 65oC durante 30s, extensão a 

72oC durante 30s e extensão final a 72oC durante 10min. 

A visualização do material amplificado foi avaliada por corrida 

eletroforética em gel de agarose a 1,5%. Foram utilizados 5µL do material 

amplificado e como marcador de peso molecular 5µL de 100pb ladder 

(Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo 

TBE 1X (89 mM Tris-HCl, 89 mM ácido bórico e 20 mM EDTA) por 12 minutos 

na voltagem 80V seguida de 20 minutos a 120V. Após o término da corrida o gel 

foi visualizado em transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema 

de documentação digital (VisionWorks® LS Analysis Software). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Diagnóstico Tradicional: Cultura microbiológica 
 

Houve crescimento microbiológico somente da amostra proviniente do 

animal 2, da região de Presidente Dutra, Maranhão, o que representa 20% dos 

casos submetidos a diagnóstico, tendo sido confirmado por diagnóstico 

molecular do DNA extraido da cultura isolada e do material genético dos kunkers. 

Após ser submetida ao Nested-PCR para detecção do agente, ampificou um 

fragmento de 105 pb, específico de P. insidiosum.  

Em 80% das amostras de kunkers recebidas e cultivadas não foi possível 

diagnóstico convencional, nem mesmo PCR simples, pois não houve isolamento 

microbiológico, apenas crescimento bacteriano resultante de contaminação 

secundária, mesmo após as lavagens com solução antibiótica. Isso 

provalvelmente aconteceu devido o período entre a coleta e o processamento do 

material clínico no laboratório.  

3.2 Diagnóstico molecular diferencial 
 

Detectamos resultado positivo em quatro das cinco amostras dos animais 

acometidos (4/5), o que representa 80% das amostras recebidas, sendo apenas 

a   amostra 4 negativa para P. isidiosum por Nested-PCR.  

Na Figura 2, podemos observar as bandas formadas no gel na utilização dos 

primers Pi1 e Pi2, com amplicons de105pb. 
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. 

 

Figura 4. Amplificação da segunda reação de nested-PCR com DNA extraído diretamente de kunkers de 
lesões de equinos utilizando primers Pi1 e Pi2, específico para P. insidiosum. 2. Amostra proveniente de 
Mossoró/RN e 3. Paulista/PE,. 4. Controle positivo, 5. controle negativo. Agua ultrapura  

 

Tabela 2. Amostras clínicas de equinos do Nordeste brasileiro com lesões granulomatosas e 
seus respectivos resultados; 

Animal Material Cultura Nested-PCR P. insidiusum 
1 kunkers - + 
2 kunkers + + 
3 tecido e kunkers - + 
4 tecido e kunkers - - 
5 kunkers - + 

    (+) resultado positivo; (-) resultado negativo 

 

A detecção molecular de P. insidiosum em 80% das amostras suspeitas e 

o crescimento microbiológico em apenas 20%, sugere que a Nested-PCR  seria 

a tecnica mais efetiva para fins de diagnóstico. 60% (3/5) não teriam o 

diagnóstico correto da doença caso fosse submetido somente ao cultivo 

microbiológico e isolamento. Esta técnica altamente sensível se mostra efetiva e 

importante para o diagnóstico da pitiose e uma ótima ferramenta para estudos 

epidemiológicos da doença. O diagnóstico por meio do cultivo microbiológico e 

até mesmo por meio de PCR tradicional que depende da cultura pura, fica 

comprometido de acordo com o tempo entre a coleta da amostra e seu 

processamento no laboratório, que pode propiciar o crescimento de 

contaminantes e até mesmo inviabilizar o patógeno ali presente. Dessa forma 

nossos resultados reforçam a importancia do diagnóstico diferencial por nested-

PCR para pitiose, principalmente para animais que se encontram em regiões 

afastadas (ZNAJDA et al, 2002; PESAVENTO et al, 2008; BOTTON et al, 2011). 

Além disso, a identificação morfológica do patógeno é trabalhosa e requer 

             M                      2                 3                     4                  5                        M 

105pb 
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conhecimento especializado. Para esse tipo de identificação, é necessário 

induzir a produção de estruturas reprodutivas in vitro, havendo dificuldades para 

tal (SCHURKO et al, 2003). A detecção molecular de casos de pitiose no 

Nordeste do Brasil são resultados inéditos, não havendo estudos do agente em 

equinos nos estados dessa região aqui representados.  

O diagnóstico eficaz e rápido é fundamental para a recuperação dos 

equinos suspeitos da doença. No entanto, as técnicas clássicas de diagnóstico, 

como cultivo microbiológico e a histopatologia, apresentam limitações, 

geralmente levando dias a semanas para o resultado final (GROOTERS, 2003). 

Dentre os métodos disponíveis para o diagnóstico de doenças infecciosas, os 

moleculares são sem dúvida o que apresentam melhor desempenho em relação 

a sensibilidade, precisão e rapidez (ESPY et al., 2006). Alguns autores 

mencionam erros que podem acontecer na PCR devido a pequena quantidade 

de hifas presentes no tecido coletado (ZNAJDA et al. 2002). Apesar disso, nosso 

resultado sugere que a sensibilidade do Nested-PCR é maior ao cultivo 

microbiológico, tecnica usualmente empregada no diagnóstico tradicional. 

 O diagnóstico diferencial da pitiose equina envolve algumas doenças de 

origem infecciosa, como a habronemose, o sarcóide equino e a papilomatose. 

No Nordeste brasileiro, a anamnese, os achados clínicos e histopatológicos, e 

raramente o cultivo microbiológico, costumam ser os únicos utilizados para a 

confirmação da pitiose. No entanto, é importante ressaltar que o diagnóstico 

errôneo pode resultar em um tratamento não eficaz para o animal ou até mesmo 

a eutanásia devido a não recuperação do paciente, o que reforça a importância 

de investimentos em técnicas moleculares frente a ocorrência de casos de 

pitiose nessa região (MENDOZA et al. 1985; CHAFFIN et al. 1995; LÓPEZ-

SANROMÁN et al. 2000; AXON et al. 2004; MACIEL et al. 2008,). 

 Solicitações de exames inconclusivos, suspeitas clínicas equivocadas, 

casos de falso-negativos no cultivo microbiólogico e a ausência do amparo de 

técnicas moleculares na região geram subnotificação da pitiose no Nordeste do 

Brasil. Neste contexto a Nested-PCR ganha mais destaque por ser uma técnica 

que não necessita e éxito do cultivo microbiológico nem do posterior 

sequenciamento para obeter o diagnóstico, pois pode ser realizada diretamente 
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de uma amostra do tecido acometido, como descrito  no surto de pitiose equina 

no Sudeste brasileiro por PAZ et al. (2021). 

 A pitiose configura-se como um problema de saúde pública eminente. 

Estudos realizados na Tailândia, evidenciaram a ocorrência dessa enfermidade 

em trabalhadores agrícolas que residem em áreas pantanosas, gerando lesões 

subcutâneas, inflamações crônicas dos vasos sanguíneos, ceratite, aneurismas 

e gangrena (THONGSRI et al. 2013, RUJIRAWAT et al. 2018). O que pode 

justificar de certo modo a maior ocorrência de pitiose humana na Tailândia é a 

maior presença de indiviuos com talassemia, fator predisponente para o 

desenvolvimento das lesões por P. insidiosum (THONGSRI et al. 2013). Assim 

como as doenças fúngicas, as doenças oomicóticas são frequentemente 

negligenciadas por profissionais de saúde, e, embora alguns trabalhos ressaltem 

a problemática de infecções negligenciadas no Brasil e no mundo, curiosamente 

não citam ou incluem a pitiose nesse grupo ( KWON-CHUNG, 1994; BROWN et 

al. 2012) . 

 

4. CONCLUSÃO 

Apesar do baixo número de amostras, este apresenta-se como um estudo 

inicial e instigante para a investigação molecular do P. insidiosum na região 

Nordeste, que até então se encontrava inexistente. Nosso estudo demostrou que 

técnicas moleculares de diagnóstico são mais sensíveis para detecção do 

patógeno. Dessa forma, apoiamos a necessidade de novos estudos mais 

avançados a partir deste, a fim de notificar todas as regiões brasileiras 

acometidas pela pitiose e investigar a variabilidade genética do agente circulante 

no Brasil. O monitoramento da ocorrência de casos juntamente com estudos 

para esta espécie a nível nacional é ainda inexistente; entretanto, análises como 

estas são imprescindíveis para estabelecer a distribuição espacial de P. 

insidiosum e assim notificar áreas de riscos para os animais acometidos no 

Brasil.  
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