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Resumo

As infecgdes fungicas tém se expandido em todo o mundo e devido a dificuldades no
diagnéstico e tratamento, tem acarretado grave ameaca a saude de animais e humanos.
A Organizacdo Mundial da Saude destacou recentemente o Complexo de espécies de
Cryptococcus como agentes criticos de ameaca a saude publica devido a expansao da
infeccdo e resisténcia antifUngica. Nesse contexto, destaca-se a importancia do
diagnéstico rapido e preciso a fim de se estabelecer melhores op¢des de tratamento e
consequente melhora no prognéstico. Da mesma forma a pitiose € uma doenca
endémica no Brasil, porém, com informagdes epidemioldgicas simples, como notificagao
de casos e possiveis area de risco, inexistentes, principalmente na regidao do Nordeste
Brasileiro. Neste trabalho determinamos técnicas moleculares para detecgao diferencial
no diagnédstico da criptococose e pitiose. No capitulo 1 padronizamos a técnica de
Multiplex-PCR a partir do gene PRP8 para diferenciacdo das espécies do complexo
Cryptococcus. Nossa metodologia padronizada possibilitou diferenciar pelo padrao de
bandas em eletroforese, resultantes de uma uUnica reagdo de PCR, as espécies C.
neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii e C. gatti. No Capitulo 2
testamos a sensibilidade da técnica de Nested-PCR no diagndstico de casos suspeitos
de pitiose na regido Nordeste do Brasil. Do total de casos suspeitos para pitiose
recebidos, 80% foram positivos por Nested-PCR, enquanto apenas 20% foi positivo para
cultivo microbioldgico. Nossos resultados representam os primeiros registros de pitiose
em diferentes estados nordestinos, além de obtermos o primeiro isolado clinico do
Maranh&o. Nos dois capitulos desse trabalho abordamos as técnicas de biologia
molecular como promissoras no diagnéstico diferencial tanto da criptococose quanto da
pitiose e 0 quanto essas ferramentas podem contribuir para melhora no progndéstico de
animais afetados, bem como para fornecer dados epidemiologicos para melhor

compreensao da distribuicdo dessas doengas.

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 Maranh&o. 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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INTRODUGAO GERAL

As micoses sao enfermidades consideradas negligenciadas em todo
o mundo. Dados epidemiolégicos mostram que apesar das altas taxas de
mortalidade constatadas, as micoses acabam nao sendo diagnosticadas seja por
falta do amparo de material especifico ou por ndo suspeita clinica. Levantamento
de informagdes revelam que os numeros anuais de ocorréncias de infecgcoes
fungicas s&o subestimados e, geralmente, os dados governamentais
apresentados sido baseados nos resultados de pesquisas cientificas
(BONGOMIN et al, 2017; GAFFI., 2018).

O Fundo Global de Agdes contra Infecgdes Fungicas (www.gaffi.org) nos

revela uma situagao critica e alarmante. A cada ano mais de 400.000 pessoas
desenvolvem pneumonia fungica, por exemplo, € morrem sem acesso ao
diagndstico e a terapia, em média um bilhdo de pessoas tém micoses de pele,
mais de um milh&o de olhos ficam cegos devido as ceratites fungicas, e estima-
se que mais de 300 milhdes de seres humanos de todas as idades sofrem de
alguma infecg¢ao fungica grave no planeta, sendo que, desse total, mais de um
milhdo e meio irdo a dbito. No Brasil, estimativas mostram que anualmente mais
de trés milhdes de individuos sofrem de alguma doenca fungica grave e mesmo
sendo claramente impactantes para a saude publica, nenhuma doencga fungica
tem notificagdo compulséria e tampouco sédo objeto de vigilancia epidemiolégica
de rotina, excecao dos estados brasileiros que instituiram essa notificacao por
iniciativa propria no seu ambito de gestdo (GIACOMAZZI et al., 2016; GAFFI.,
2018; DE MATOS et al., 2020).

As alternativas utilizadas para o tratamento das micoses em geral sao
caras, de eficacia questionavel e associadas a muitos efeitos colaterais. Vacinas
capazes de prevenir micoses sao inexistentes, o que reforca a necessidade de
pesquisas, medidas protetivas e de controle no intuito de garantir a saude da
populagao, além de incentivos na educacédo em saude visando o esclarecimento

sobre as micoses em escolas. Sdo doencgas extremamente onerosas, causando
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problemas inclusive no ambito econdmico pois o custo do tratamento de doencgas
fungicas pode superar o valor de R$400 mil por paciente o que torna necessarias
acdes concretas, solugdes inovadoras e apoio financeiro a pesquisa no cenario

das doengas fungicas (MCCARTHY; WALSH, 2017; RODRIGUES., 2019).

Neste cenario, temos a criptococose que é uma enfermidade infecciosa
de etiologia fungica de distribuicdo mundial. Causada pelo complexo de
leveduras que envolve as espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, a micose saprozoonotica apresenta evolugédo aguda, subaguda ou crénica,
infecta, além de humanos, diferentes espécies de animais silvestres e
domésticos. A infecgdo ocorre majoritariamente em pacientes com
comprometimento imunolégico, n&o possui predisposigao sexual ou etaria e é
adquirida pela inalacdo do agente em forma de esporos aerossolizados como
basidiosporos ou da propria levedura ressecada. A doencga € caracterizada pelo
acometimento do tecido pulmonar, sistema nervoso central (envolvendo as
meninges) e por lesdes localizadas em pele e membranas mucosas das
cavidades oronasal. Pelo carater oportunista, nos casos de imunossupressao
avancgada 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 género Cryptococcus pertencem ao filo Basidiomycota, da
classe Basidiomicetes, ordem Tremellales e familia Tremellaceae. Sao fungos
leveduriformes que na forma de parasitismo evidenciam morfologia celular
ovoide ou esférica de 3 a 8 um envoltas por uma estrutura capsular
mucopolissacaridica. Dentre as espécies existentes sao relatados em maior
numero os casos atribuidos a C. neoformans mas a infecgao por C. gattii
apresenta uma viruléncia ainda maior, pois € capaz de causar doenga grave de
forma primaria em individuos imunocompetentes. Cerca de 223.100 casos de
meningite criptocdcica sao relatadas globalmente a cada ano, e estima-se que
em 181.100 dos casos o individuo evolui para 6bito. A grande parte das mortes
constatadas acontecem em paises subdesenvolvidos com recursos limitados,
que sofrem com a escassez de medicamentos apropriados e o alto custo de

tratamentos eficazes, o que revela a urgéncia em desenvolver terapéutica e
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meétodos diagnosticos rapidos e eficientes contra esses patdégenos fungicos
(KWON-CHUNG et al., 2014; RAJASINGHAM et al., 2017; IYER et al., 2021).

A profilaxia e controle da criptococose é considerada dificil, pois a principal
problematica quanto aos aspectos de saude publica esta ligada a exposicéo
ambiental, uma vez que o contato com as fontes de infecgdo € cotidiano na
grande parte dos centros urbanos. A presenga de propagulos infectantes de
Cryptococcus neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans €
cosmopolita, ocorrendo em diversas fontes ambientais, principalmente em
excretas ressecadas de passaros com enfoque nas de pombos (Columba livia),
além de matéria vegetal em decomposi¢cao e ocos de arvores. O acumulo de
fezes de pombos no ambiente urbano é considerado perigoso e areas com
agregacao de passaros devem ser limpas regularmente para a redugdo do
numero de fungos ambientais patogénicos. A presenga de Cryptococcus gattii
tem sido frequentemente descrita na literatura em associacdo a arvores em
regides subtropicais e tropicais (ROSARIO et al., 2008; COSTA et al., 2009;
SPENNEMANN & WATSON, 2017).

O protocolo de investigagdo para o diagnédstico laboratorial da
criptococose segue um modelo baseado no exame micolégico direto, isolamento
fungico, testes bioquimicos para identificagdo das espécies, exame
histopatoldgico e imunodiagnostico. No geral, esses exames séo trabalhosos e
imprecisos, como por exemplo os testes fenotipicos devido a subjetividade da
intepretacao dos resultados, ou podem apresentar resultados falso-positivos nas
técnicas imunoldgicas ou serem muito demorados, como na tentativa do
isolamento microbiolégico (HUSTON & MODY, 2009; WENGENACK &
BINNICKER, 2009).

Com um alto potencial para suprir as limitagdes das técnicas empregadas
no diagnostico convencional os métodos moleculares existem como ferramentas
disponiveis de alta sensibilidade e especificidade, capazes de detectar
sequéncias génicas do complexo Cryptococcus spp. de culturas puras e
espécimes clinicos de forma agil e satisfatoria, como também podem ser
empregados para identificacao, tipagem e estudos de epidemiologia molecular.

Esse tipo de diagndstico € imprescindivel e cada vez mais precisa ser inserido
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na rotina clinica. Estudos epidemioldgicos da criptococose que usaram como
base as técnicas moleculares revelaram oito gendtipos: VNI (sorotipo A), VNII
(sorotipo A), VNIII (hibrido AD), VNIV (sorotipo D) para C. neoformans e VGI,
VGill, 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 diagnodstico desta micose pelas anélises de regides definidas do genoma
fungico, auxiliam na compreensdao dos dados epidemiologicos e da historia
natural da criptococose. Além disso permitem fornecer dados importantes ao
monitoramento da presenga, bem como o estabelecimento de gendtipos, em
determinada populagéo ou regiao, diferenciando cepas patogénicas ambientais
ou até mesmo diferenciar casos positivos de criptococose das demais doencas
ocasionadas por leveduras. Uma 6tima opgao para tais feitos € a Multiplex PCR
(LEAL et al., 2008; SIDRIM et al., 2010).

A aplicagao da Multiplex PCR para fins de diagndstico microbiologico &
considerada promissora pois permite a amplificacdo de duas ou mais sequéncias
alvo em apenas uma reacdao de PCR de forma rapida e utilizando pouca
quantidade de DNA. Com diferentes combinagdes de primers a técnica pode ser
utilizada para a identificagdo de C. neoformans e C. gattii, incluindo seus
sorotipos. Além disso, a técnica de Multiplex PCR proporciona economia
importante de tempo e esforgo na rotina laboratorial. Desde a sua introducgao, a
técnica mostrou-se efetiva no ramo das doencas infecciosas, sendo considerada
um valioso método na identificagdo de agentes virais, bacterianos, parasitarios
e fungicos (ELNIFRO et al., 2000; LEAL et al., 2008; SIDRIM et al., 2010).

Neste mesmo cenario das infecgbes negligenciadas, a pitiose representa
uma doenga crénica nao transmissivel, 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 familia Pythiaceae
(ALEXOPOULOS et al., 1996; GAASTRA et al.,, 2010; PERMPALUN et al.,
2019). Sado mais de 120 espécies pertencentes ao género ja descritas na

literatura, no entanto, a espécie de maior importancia atualmente e responsavel
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pela endemicidade em muitos paises é o Pythium insidiosum, um microrganismo
com hifas hialinas e cenociticas, micélio curto e produtor de zodsporos, com
maior afinidade por ambientes aquaticos, como pantanos e campos alagados
(CHOI et al., 2017). Apds liberados e em contato com a pele de animais e seres
humanos em ambiente aquatico, os zodsporos promovem um encistamento na
pele e da-se inicio a produgao do tubo germinativo, que corresponde ao inicio da
formacao da hifa, forma parasitaria que promove a destruigdo tecidual, e em
equinos a formagao de massas teciduais chamadas kunkers (GAASTRA et al.,
2010; WATANABE et al., 2015).

A Tailandia e o Brasil sdo os paises que possuem maior prevaléncia de
pitiose humana e equina, respectivamente (GAASTRA et al., 2010). No Brasil,
sao maiores o relatos de pitiose animal, especialmente em equinos, e estdo
relacionados a 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 regido do pantanal brasileiro
verificaram uma prevaléncia de 12,5% de equinos infectados e mortalidade
média de 5,88%. Os resultados do estudo foram obtidos por histopatologia e
isolamento do agente etioldgico (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011). Em
2015, um inquérito sorologico realizado no sul do pais evidenciou uma
prevaléncia de 11,1% dos equinos amostrados, associando uma maior
soropositividade a presengca de agudes nas propriedades (WEIBLEN et al.,
2015). Pesquisadores também da regido sul obtiveram os primeiros resultados
de estudo molecular no Brasil, detectando o agente diretamente de lesdes
cutaneas de 100% dos equinos enfermos por nested-PCR (BOTTON et al.,
2011). Embora existam outras abordagens diagnédsticas para a pitiose equina,
somente a PCR (Polimerase Chain Reaction) e o isolamento por cultivo
microbiolégico podem confirmar a ocorréncia do oomiceto na lesdo, sendo o
PCR o método mais facil, rapido e seguro para isto (BOTTON et al., 2011).

O diagnéstico tardio da pitiose, impede a completa ressecgao cirurgica,
favorece a progressao da lesao no tecido envolvido ou o comprometimento de
estruturas vitais adjacentes, resultando num progndstico ruim para o paciente, o
que revela a necessidade do emprego e desenvolvimento de técnicas que

possibilitem um diagnédstico rapido e precoce para a pitiose, principalmente o
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diagnostico diferencial de lesbes granulomatosas que possam ser confundidas
com esta enfermidade (JAEGER; ROTSTEIN; LAW, 2002; FERNANDES et al.,
2012).

O desenvolvimento de técnicas moleculares especificas para detecgao de P.
insidiosum foi imprescindivel para um diagnéstico diferencial rapido, bem como
um prognostico bem sucedido. Desenvolvida a partir da regido génica rDNA-ITS,
a técnica de Nested-PCR para espécie tem se mostrado eficaz nesse aspecto,
pois permite o diagnostico especifico 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
diagnostico microbioldgico a partir do DNA extraido de amostras clinicas, que
podem apresentar baixa concentragdo de material genético do hospedeiro, bem
como tecido, sangue, e no caso da pitiose equina, a partir de Kunkers, sem a
necessidade de cultivo microbiolégico (PAZ et al., 2021). No entanto, técnicas
moleculares como essa sao relativamente novas e pouco difundidas e utilizadas
no diagndstico microbioldgico, principalmente em regides onde a doenga €

negligenciada.

De modo geral, ha muito a ser explorado sobre a pitiose no Brasil, os estudos
sorologicos e moleculares se concentram nas regides 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 Maranhao, onde nao
existe relato da doencga na literatura (Embrapa, 2014). A doenga permanece sem
maiores investigacdes na regido Nordeste, onde ja foram relatados alguns
surtos, tanto em ovinos, equinos, bovinos e casos isolados em cées 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 diagndstico da pitiose equina na regido Nordeste do pais é deficiente,
restringindo-se ao diagnostico clinico e histopatoloégico, deixando duvidas em
relacdo a outros possiveis diagndsticos diferenciais, como a habronemose, a
zigomicose e o sarcoide equino. S8o necessarias investigacbes moleculares do
agente etiolégico presente nas lesbes desses animais, a fim de
compreendermos melhor a epidemiologia da doenga também nessa regido do
pais (LEAL, 2018; MAIA et al., 2020; SOUTO et al., 2020).
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OBJETIVOS

Dessa forma, o presente trabalho propde padronizar a técnica Multiplex PCR
para diferenciagdo dos agentes etioldgicos 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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CAPITULO 1: Padronizacao de ensaio Multiplex PCR na diferenciacio das
espécies do complexo Cryptococcus spp.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Criptococose

A criptococose € uma micose sistémica, de distribuicdo cosmopolita, que
acomete humanos e animais, sendo, neste ultimo caso, mais frequente nos
felinos (MALIK et al., 2006), também conhecida como torulose ou blastomicose
européia (DARZE et al., 2000). E uma doenca oportunista, causada por uma
levedura encapsulada do género 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 doenca (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 tibia de uma mulher (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Foi isolado inicialmente na
natureza do suco de péssego 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 8um de didmetro, com brotamento unico ou multiplo, de
colo estreito, e envolvidas por caracteristica capsula mucopolissacaridica a qual
€ mais evidente em parasitismo do que in vitro. Apresenta-se como coldnia de
cor branca a creme, brilhante, de textura mucdide, margem lisa e regular, apos
trés dias a temperatura de 25 a 37 °C, em cultivo nos meios como Agar
Sabouraud glicose 2% e Agar extrato de malte e levedura. A capacidade de
produgao de melanina com formacgao de colénias marrons em meios com extrato
de sementes de Niger €& caracteristica de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, ndo ocorrendo em outras espécies do género Cryptococcus

e nem outras leveduras de interesse médico. As espécies do complexo C.
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neoformans se diferem em aspectos bioquimicos, bioldgicos, ecoldgicos,
antigénico 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 s&o diferenciadas por técnicas microbioldgicas, sorologicas 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 etiologicos da criptococose podem ser frequentemente
isolados de diversas fontes, como, frutas e vegetais, ocos e cascas de arvores,
mucosa oronasal, pele de animais e pessoas saudaveis e, principalmente, no
solo rico em excretas de aves (QUEIROZ et al., 2008) onde pode permanecer
viavel por mais de dois anos (MARCASSO et al., 2005). As aves dificilmente se
infectam pelo fungo, na maioria das vezes sédo apenas portadoras, devido a alta
concentragao de nitrogénio em suas fezes que favorece o desenvolvimento e a
manutencao fungica no solo (MULLER; NISHIZAWA, 2017).

1.2 Epidemiologia e fatores de risco

A criptococose era considerada uma infecgao incomum antes da explosao
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) no mundo, quando sua
incidéncia aumentou significativamente em meados da década de 1980, levando
a que 80% dos casos de criptococose fossem associados a infecgdo pelo
retrovirus, sendo que na década de 1970 a associacdo era principalmente a
neoplasias, transplante de 6rgdos e certos tratamentos imunossupressores
(MAZIARZ; PERFECT, 2016). Embora os casos de meningite criptocdcica
associada ao HIV tenha diminuido nos paises com recursos disponiveis e com
o0 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 Africa subsaariana (RAJASINGHAM et al., 2017).
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A frequéncia de casos de criptococose entre a populagdo nao portadora
do HIV e ndo transplantada aumentou, sendo atribuida ao uso de terapias
imunomoduladoras (BRATTON et al.,, 2012; SCHMALZLE et al., 2016). Em
ambientes com recursos disponiveis, a mortalidade por meningite criptococica é
mais alta no grupo de pacientes imunossuprimidos, onde o diagnéstico tardio &
um fator agravante (PERFECT; BICANIC, 2015; DEMING et al., 2019).

O estabelecimento do quadro clinico e a disseminacao da infeccao
guardam estreita relagdo com a imunidade do hospedeiro. Como na maioria dos
casos de infecgbes fungicas, a imunidade celular é a que prepondera. A
resisténcia natural de alguns espécimes é tao evidente que, por ocasidao do
surgimento dos primeiros sintomas ou lesdes, deve-se buscar causas
imunossupressoras predisponentes (LARSSON et al., 2003). Nos animais, além
de imunossupressdo iatrogénica (glicocorticdides) se buscam, também,
infecgdes virais (leucemia - FeLV e imunodeficiéncia adquirida viral felina - FIV)
ou riquetsianas (erliquiose canina), neoplasias e diabetes melito (GROSS;
IHRKE, 1992).

Dentre os animais domésticos, o gato € o mais acometido, ndo sendo
relatado predisposigao sexual ou etaria, porém, a infecgao foi diagnosticada em
maior numero em gatos de meia idade a idosos. Quanto a predisposi¢ao racial,
acredita-se que gatos de ragas puras tenham maior susceptibilidade genética
para alguns agentes infecciosos, incluindo Cryptoccoccus spp. Em caes, a
doenca é considerada esporadica e quando ocorre possui uma prevaléncia
maior em animais de faixa etaria mais jovem, atingindo animais com menos de
6 anos, no qual ndo foi observado predisposicdo sexual. Os felinos por
possuirem habitos diferentes em comparagédo aos caninos, como maior acesso
a rua, maior contato com arvores, matéria organica e fezes de aves pode
justificar essa diferengca no padrao epidemiolégico da doenca (PEREIRA et al.,
2013).

O acesso a rua em ambientes urbanos € um agravante que aumenta a
predisposi¢ao de caes e gatos a contrairem a doenga, 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 Informagao de Mortalidade (SIM) do Ministério

da Saude do Brasil demonstram que as micoses sistémicas causam em média
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3.583 mortes anuais em 23,6% dos municipios brasileiros, sendo a criptococose
responsavel por cerca de 25% dessas mortes. A doenga apesar de apresentar
elevada taxa de mortalidade, assim como as demais infecgdes fungicas
sistémicas, ndo esta incluida a lista de doencas de notificagcdo compulséria
nacional, o que dificulta dimensionar os verdadeiros numeros da doenca no pais
(PRADO et al., 2009, Ministério da Saude, 2020).

1.3 Patogenia

A infecgao criptocdcica geralmente se da pela inalagdo de basididsporos
ambientais ou pequenas células de levedura (<5 pym) que se depositam nos
alvéolos pulmonares (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021). A resposta do
hospedeiro a infecgao criptocécica envolve alguns mecanismos, como a agao de
células T helper com citocinas, incluindo fator de necrose tumoral (TNF),
interferon-y e interleucina-2, o que resulta em uma inflamagédo granulomatosa
(PERFECT, 2005). A inoculagéo traumatica nos tecidos foi descrita e pode
ocorrer com menor frequéncia (MAZIARZ; PERFECT 2016).

Em alguns hospedeiros, a doenga por C. gattii se mostrou mais provavel
de se apresentar como uma infec¢ao pulmonar granulomatosa progressiva, mas
menos provavel de se disseminar para o sistema nervoso central (SNC),
diferente da doenga causada por C. neoformans. Essa observagao geral foi feita
em surtos humanos e caracterizada em modelos de camundongos, mas
permanece uma sobreposig¢do substancial entre as espécies (PHILLIPS et al.,
2015; PERFECT, 2015; KROCKENBERGER et al., 2010).

Quanto a transmissao, nao foi provado que pode ser passada diretamente
de humanos para humanos, animais para humanos ou vice-versa, mas a
transmissao presumida de humano para humano foi descrita (BEYT; WALTMAN,
1978; GLASER; GARDEN,1985). Ha relatos de varios casos de suposta
transmissao de criptococose por transplante de 6rgéos (SINGH et al., 2012;
CAMARGO, 2017).

Dentre os principais fatores de viruléncia do Cryptococcus neoformans
destacam-se a termotolerancia, os componentes da parede celular e da capsula,
a capacidade de adeséo, os receptores de horménios e a produgao de enzimas

(KUROKAWA et al., 1998). Embora a produgédo de capsulas seja um processo
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metabdlico de alto custo, confere ao organismo diversas vantagens patogénicas:
atua como barreira contra a fagocitose e dificulta a producéo de anticorpos.
Alteracbes na produgdo de capsulas geram cepas avirulentas (ZAVALA;
BADDLEY, 2020).

1.4 Clinica

C. neoformans e C. gattii tém predilecdo por estabelecer doenga clinica
no trato respiratorio inferior e no sistema nervoso central, embora a infecgéo
possa se disseminar infectando outros locais menos frequentes como a pele,
préstata, olhos e ossos/articulagdes, no entanto, deve-se enfatizar a capacidade
de disseminar amplamente e infectar a maioria dos érgdos 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 diagndstico tardio, também € importante
considerar e avaliar apresentacbes atipicas de criptococose (GUSHIKEN;
SAHARIA; BADDLEY, 2021).

No ser humano, a meningite criptococcica € a infecgdo do SNC mais
frequente em portadores do HIV. Os sintomas geralmente séo inespecificos e
podem ser subagudos, desenvolvendo-se ao longo de semanas, e sé&o
semelhantes aos observados em outros tipos de meningite, no entanto, em
algumas ocasides, pode surgir de forma mais aguda ou n&o apresentar
caracteristicas tipicas, como cefaleia. Os sintomas comuns incluem cefaleia,
febre, neuropatias cranianas, alteracdo mental, letargia, perda de memoaria e
sinais de irritacdo meningea (MAZIARZ; PERFECT, 2016; GUSHIKEN;
SAHARIA; BADDLEY, 2021). O trato respiratério serve como a principal porta de
entrada para a infecgdo, com isso, a infeccao pulmonar esta presente em até
50% dos pacientes com criptococose e € mais frequente em pacientes com
infeccdo por C. gatti. As manifestagcbes pulmonares podem variar de
colonizagao assintomatica das vias aéreas a nédulos pulmonares simples em
uma radiografia de térax e pneumonia de progressao rapida com a presencga de
uma sindrome do desconforto respiratério agudo. Quando sintomatica, os

infectados podem apresentar febre, tosse, dispneia, sudorese noturna, mal-

25



estar, dor toracica e, raramente, hemoptise. Pacientes imunocomprometidos sao
mais frequentemente sintomaticos 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 doenga
naso-sinusal crénica, isoladamente ou em conjunto com disseminacgao local para
a pele, tecido subcutadneo, ossos e linfonodos regionais (submandibulares).
Induz edema nasofacial seguido de ulceragdo profunda nédo cicatrizante
drenando exsudato gelatinoso, corrimento nasal crénico (unilateral ou bilateral)
com aspecto seroso, mucopurulento ou sanguinolento, dispneia estertora e
inspiratéria, espirros e linfadenopatia submandibular. Anorexia e subsequente
perda de peso também podem ser resultado da anosmia que afeta gatos com
doenga nasal crénica. Criptococose € um importante diferencial em gatos com
secrecgao nasal crénica, independentemente da presencga ou nao de edema facial
e/ou ulceragao da pele. A doencga do trato respiratério inferior pode se seguir e
pode se manifestar radiologicamente apenas como ndédulos pulmonares ou
mediastinais. Observa-se a formagdo de massas firmes ou pdlipos no tecido
subcutaneo, principalmente sobre a regido nasal, conferindo um aspecto
caracteristico de “nariz de palhago” (PENNISI et al., 2013). O envolvimento do
SNC provavelmente surge apos a disseminagcdo local através da placa
cribriforme; nesses casos, surge a cegueira subita por neurite O6ptica,
acompanhada de convulsdes ou alteragdes comportamentais. Em outros casos,
a disseminagdo provavelmente ocorre por via hematogénica e induz
encefalomielite granulomatosa com les6es unicas ou multiplas. Muitos gatos
apresentam dores na cabeg¢a ou na coluna; outros sinais de envolvimento
meningeo (hiperestesia, rigidez de nuca) ndo sdo comuns (PENNISI et al., 2013).

Nos caes, a infeccdo geralmente é mais grave, sendo a principal
manifestacdo clinica a sindrome neurolégica, que se da como uma
meningoencefalomielite, porém, estes s&o mais provaveis de desenvolver uma
doenca disseminada grave (MARCASSO et al., 2005). Os sinais clinicos variam
de acordo com o local da lesdo, podendo ser observado depressao,
desorientagdo, nistagmo, vocalizagdo, diminuigdo da consciéncia, ataxia,
espasticidade, andar em circulos, paresia, paraplegia, convulsdes, anisocoria,

midriase, 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 sindrome ocular, as anormalidades mais comuns s&o uveite anterior,
coriorretinite granulomatosa exsudativa, hemorragia retiniana, papiloedema,
neurite Optica, midriase, fotofobia, blefarospasmo, opacidade de cornea, edema
inflamatorio da iris e/ou hifema, cegueira (HONSHO et al., 2003; LARSSON et
al., 2003).

1.5 Diagnéstico

O diagnastico definitivo da criptococose é feito pelo isolamento do agente
proveniente de uma amostra clinica ou pela detecgdo direta do fungo de
amostras de fluidos corporais por meio da coloracdo com tinta da China
(Nanquim). Existem varios outros métodos utilizados para o diagndstico de
criptococose, como a histopatologia de tecidos infectados, métodos sorolégicos
e métodos moleculares, porém estes, apesar de disponiveis e amplamente
utilizados para fins de pesquisa, ndao sao utilizados corriqueiramente na pratica
clinica de rotina (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

1.5.1 Exame direto/tinta da China (nanquim)
O método mais rapido para o diagndstico da meningite criptocéccica é o

exame direto do liquido cefalorraquidiano (LCR) para detec¢do das leveduras
encapsuladas pela preparacédo 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 ym de didmetro. A sensibilidade da coloragdo com
nanquim do LCR depende da carga fungica e é relatada como sendo de 30% a
50% na meningite criptocdccica néo relacionada a AIDS e até 80% na doenga
relacionada a AIDS. Os falsos positivos podem resultar de linfécitos intactos,
outras células de tecido e formas de levedura inviaveis, o que limita ainda mais
a utilidade diagnodstica da microscopia direta do LCR para meningite
criptococcica (DIAMOND; BENNETT, 1974).

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

bioldgicas, como LCR (liquido cefalorraquidiano/liquor), escarro e biopsia de
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pele em meios de cultura fungicos de rotina. As colbnias sdo geralmente
observadas em placas de Agar Sabouraud 2% ap6ds 48 a 72 horas de incubacéo
a 30°C a 35°C em condi¢des aerdbicas e aparecerdo como colOnias opacas,
brancas a creme que podem ficar laranja-amarronzadas ou marrons apos
incubagdo prolongada. A aparéncia mucoide da coldnia esta relacionada ao
tamanho da capsula ao redor das leveduras. Apesar do crescimento
relativamente rapido para a maioria das cepas, as culturas devem ser mantidas
por até 4 semanas, principalmente para pacientes que recebem tratamento
antifungico. Também é recomendado o cultivo em meio de sementes de Niger,
meio diferencial que evidencia a producado de melanina em C. neoformans e C.
gattii. O uso de agar Mycosel néo € indicado em suspeitas de criptococose, uma
vez que Cryptococcus spp. € sensivel a presenga de ciclohexamida presente
nesse meio (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

1.56.3 Citologia e histopatologia
A identificagdo por coloragao histoldgica pode ser feita a partir de tecidos

como pulmao, pele, medula Ossea, cérebro e outros 6rgdos. A coloragéo
histopatoldgica e a citologia de sedimentos de LCR centrifugados e outros fluidos
corporais sao mais sensiveis do que o método de coloragdo 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 coloragcdes especiais que coram a
capsula polissacaridica, incluindo mucicarmina, acido periddico-Schiff e
coloragdes de azul de Alcian (CASADEVALL; PERFECT, 1998). A coloragéo de
Fontana-Masson identifica a melanina na parede celular da levedura. Outros
corantes fungicos, como Calcofluor, que se liga a quitina fungica, ou prata
metenamina Gomori, que mancha a parede celular fungica, também sao usados
para identificar o organismo a partir de amostras clinicas (KANJANAVIROJKUL;
SRIPA; PUAPAIROJ, 1997; CASADEVALL; PERFECT, 1998;).
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1.6.4 Sorologia
O diagndstico de criptococose melhorou significativamente com o

desenvolvimento de testes soroldgicos para o antigeno capsular polissacarideo
criptocécico (CrAg), que é eliminado durante a infecgéo. Técnicas de aglutinagéo
de latex e imunoensaio enzimatico estdo amplamente disponiveis (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 fungica,
como na meningite crénica de baixo grau ou nos estagios iniciais da infecgéo, e
o0 armazenamento inadequado de amostras podem causar resultados falso-
negativos em testes de aglutinagao de latex (BLOOMFIELD et al., 1963). O teste
semiquantitativo oferece muitas vantagens sobre os outros métodos sorolégicos,
incluindo rapidez (aproximadamente 15 minutos), requisitos minimos de
infraestrutura laboratorial, estabilidade a temperatura ambiente, baixo custo e

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

1.6.5 Métodos de diagndstico molecular
Os métodos moleculares sdo importantes alternativas inclusive para o

diagndstico da criptococose na fase inicial. Sdo mais rapidos em relagdo aos
métodos convencionais de diagndstico, apresentando boa sensibilidade e
especificidade para deteccao e identificacdo das espécies de interesse clinico
de Cryptococcus. Para sua execugao sao necessarias pequenas quantidades de
amostras e que, em comparagao a outros métodos, permitem diagndsticos mais
eficientes, auxiliando inclusive em estudos de geoprocessamento em saude,
distribuicdo geografica, prevaléncia em hospedeiros e viruléncia, o que melhora
a compreensdo da epidemiologia e a diferenciacdo das espécies cripticas. Os
beneficios desses métodos frente ao prognéstico da criptococose séao
indispensaveis, uma vez que cada espécie apresenta diferentes perfis de
susceptibilidades a antifungicos (DANESI et al., 2014; GRACIELE-MELO et al.,
2016; PROEPI, 2018).

A pesquisa de novos métodos laboratoriais e aperfeicoamento dos que ja
existem possibilitam o diagndstico mais rapido e preciso. Testes de diagndstico
para a criptococose utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
descritos e propostos. Os ensaios moleculares baseados na amplificacdo do
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DNA podem facilmente detectar Cryptococcus spp., sendo a multiplex PCR uma
técnica que possibilita a deteccédo de varias sequéncias de DNA alvo em uma
unica reagado, apresentando vantagens como rapidez, especificidade e
reprodutibilidade na deteccdo, contribuindo na diferenciacdo néo apenas de
genotipos, mas também sorotipos do proprio género e identificagdo de focos
primarios de infecgdo 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 identificagdo dos agentes etiologicos da criptococose.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Para este estudo foram utilizadas culturas isoladas e identificadas,
fornecidas pela Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz/RJ). Como controle positivo e
amplificagdo dos agentes, utilizamos as cepas de Cryptococcus neoformans var.
grubii C. neoformans var. neoformans, Cryptococcus gattii. Para o teste de
especificidade da amplificacdo dos agentes, utilizamos as cepas de Candida
albicans, Candida krusei e Candida parapisilosis. Todos 0s microrganismos sao
representados na tabela 1. As culturas foram mantidas em agar Sabouraud a
35°C.

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

REGISTRO REGISTRO EM OUTRA

TAXON CFP COLECAO CARACTERISTICAS
Cryptococcus neqformans CFP 55 WN 148 VNI
var. grubii
Cryptococcus neqformans CFP 56 WN 626 VNII
var. grubii
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 VGl
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 Extracao de DNA das cepas cultivadas

Para a obtengdo do DNA fungico, realizamos a extragdo de DNA das
colonias dos isolados utilizando Yeast Genomic DNA Isolation Kit (NORGEN
BIOTEK CORPORATION®) especifico para extracdo de DNA de levedura,
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante. A etapa de quebra enzimatica
por lyticase fora substituida por quebra mecéanica utilizando Precellys® 24 (Bertin

Instruments) com trés ciclos de 40 segundos a 6000 rotagdées por minuto.

2.3 Desenho dos primers

Para o desenho dos primers de diferenciacdo das espécies de
Cryptococus spp. e suas variagoes, foi selecionada a regido génica da proteina
PRP8, uma regido altamente conservada relacionada ao maquinario
splicessoma. Esta regido mostrou-se eficiente para estudos filogenéticos de
alguns grupos de fungos patogénicos, como os fungos da ordem Onygenales
(THEODORO et al., 2008; 2011; THEODORO & BAGAGLI, 2009; GARCES et
al., 2020). Para este estudo foram utilizadas as sequéncias da regido PRPS8 das
espécies de Cryptococcus depositadas no banco virtual (GenBank/NCBI), como
apresentado na TABELA 1. Assim, foi realizado um estudo inicial da regido
génica utilizando o software Augustus, estimando a distribuigdo e tamanho dos
introns presentes. As regides com presencga destes introns foram utilizadas para
o desenho dos primers, para a obteng¢ao de fragmentos de diferentes tamanhos.
O estudo in silico foi realizado utilizando o software MEGA X, onde as regides
foram alinhadas e analisadas manualmente. Os primers desenhados foram
analisados quanto a sua especificidade e qualidade, considerando formacgao de
dimeros e hairpins, utilizando as ferramentas Primer-BLAST e OligoAnalyzer
Tool.

Amplamente distribuidos nas espécies fungicas, 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 a auséncia ou
presenga da Homing-endonuclease (HE), respectivamente. Este intein encontra-

se inserido na proteina PRP8, que € a principal proteina dentro do spliceossomo,
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sistema encarregado da retirada dos introns durante o splicing do RNA
mensageiro. O intein PRP8 tém sido utilizados para fins diagnésticos mediante
padrdes de bandas em eletroforese (BUTLER; POULTER, 2005; PERLER, 2008;
GARCIA GARCES; CORDEIRO; BAGAGLI, 2018).

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

Espécie Variedade Cepa Numero de acesso NCBI
Cryptococcus gattii NA EJB2 ATAL01000259.1
Cryptococcus gattii NA MF34 VHDQO01000014.1
Cryptococcus gattii NA Ru294 ASCO001000021.1
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 AAEY(01000001.1

2.4 Ensaios do Multiplex PCR

As amplificagbes para todas as regides 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 25uL.
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A padronizagdo do Multiplex foi realizada em duas etapas, sendo a
primeira etapa, o teste de especificidade dos primers e a segunda, teste de

padronizagao para o perfil ciclagem da reacédo de PCR.

Na primeira etapa, para o teste de especificidade, foram utilizadas as trés
espécies de Candida ssp. como o controle do agente negativo. Estes séo
considerados leveduras oportunistas e também é frequentemente associada a

infecgcdes hospitalares.

Na segunda etapa, foram realizados testes de gradiente de temperatura
com 50°C, 51°C e 52°C para a determinacdo da melhor temperatura de
anelamento e condi¢des de ciclagem para os dois jogos de primers que foram
empregados. A amplificacao efetiva das espécies Cryptococcus foi verificada

utilizando os DNAs extraidos das col6nias anteriormente citadas.

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

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

Apos a amplificacdo, o produto de PCR foi submetido a corrida
eletroforética em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e colocado
em cuba de eletroforese com tampao Tris-acetato-EDTA (0.5X) (Amresco®) para

visualizagao sob a luz ultravioleta e fotodocumentacgao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Desenho de primers Multiplex PCR

Foram desenhados trés primers na regidao PRP8: CrypPRPS8F (primer 1, 5'-
GCG TTC AAG GAA GCT GGT ATT G -3'), CrypPRPS8R (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 formagdo de dimeros de primer utilizando
OligoAnalyzer™ Tool, apresentando resultados satisfatorios em ambos

aspectos.

A regiao génica em que o primer foi desenhado, tal como o tamanho dos

fragmentos dos amplicons do multiplex, estao representados na Figura 1. Nesta
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€ possivel visualizar os trés primers desenhados e os amplicons de diferentes
tamanhos gerados nesta regido polimoérfica para cada uma das espécies do
complexo. Assim, o conjunto dos primers 1-2 mostram amplificacdo 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 néao
foi apresentada a regido de introns. O conjunto de primers 3-2, amplificam
apenas C. neoformans (129pb) e C. grubii (78pb), apresentando regido

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

PRP8 C. neoformans 1000 bp

1 2
- f R I to b !

|
PRP8 C. gattii

1 2
IR ‘ Wy ' P { '
Vo { Py {1 I (I |

PRP8 C. grubii

1 32
Wy \ I i f il '|il | 'IP
|- | | \ | - \
(I { | [ i { Y, |

vy
| |

|

1

W ComrRPar C. neoformans 1-2: 315 bp / 3-2: 129 bp

2 CrypPRPER C. grubii 1-2: 215 bp /3-2: 78 bp

v C. gattii 1-2: 316 bp/ 3-2: No amplification
3

\_’;'

CrypPRP8int

Figura 1: Representacdo esquematica dos primers desenhados na regidao génica 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 depressées em cada representagcao do gene
indicam regides de introns.

3.2 Ensaios do Multiplex PCR

Para inicio do ensaio do Multiplex PCR, utilizamos o perfil de ciclagem de
desnaturacao inicial de 95°C/ 3 min; 35 ciclos de 95°C / 40 seg, 52°C / 40 seg e
72°C / 30 seg; e extensao final em 72°C por 5 min.
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Os ensaios iniciais demonstraram resultados promissores quanto a
especificidade, apresentando amplificagdes apenas para as espécies de
Cryptococcus. Ambos conjuntos de primers nao apresentaram nenhuma
amplificagdo para as espécies de Candida, que serviram como controles
negativos de especificidade dos primers desenhados.

Em relacdo ao tamanho dos amplicons, as bandas apresentaram
tamanhos esperados de acordo com estudos in silico. Foi possivel visualizar os
diferentes tamanhos de fragmentos em gel de eletroforese, mesmo em
amplicons com tamanhos relativamente proximos 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 ndo ficaram muito evidentes,
com a necessidade de testagem das ciclagens e temperaturas, para a
determinacao de melhores condi¢gdes para ambos conjuntos. Assim, realizamos
o teste de ciclagem com gradientes de temperatura que estao representados na

Figura 2. A temperatura de anelamento ndo mostrou uma variagao significativa

nas bandas do conjunto de primer 3-2 obtidas.

Figura 2. Resultado Multiplex-PCR. Teste de gradiente de temperatura para melhor resolugéo
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 amplificagao do primer 3-2, testamos
ainda, a adicao de DMSO em diferentes concentracées. O DMSO sabidamente
otimiza a reagao de PCR quebrando as estruturas secundarias formados nos
DNAs, que podem atrapalhar a reacdo de PCR . Aparentemente, esta adicdo
demostrou uma sutil melhora na visualizagdo das bandas, mesmo em menores
concentragdes (Figura3). Ainda, a amostra de C. gatii ndo apresentou a
problematica da falsa positividade que pode ocorrer com uso deste composto em

maiores concentragdes como descrito na literatura.

Figura 3. Teste de adigdo de DMSO em trés gradientes para melhor resolugdo 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.

A técnica de Multiplex PCR empregada para fins de diagndstico, apresenta
em geral baixa sensibilidade, o que impossibilita a aplicagao direta de amostras
clinicas, no entanto € uma ferramenta molecular de alta especificidade que
proporciona ao avaliador em uma unica reacao detectar varias sequéncias 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 diferenciag&o rapida a nivel de espécie
e identificagédo de focos primarios de infecgdes (LEAL et al., 2008; SOUZA et al.,
2013).

36



5. CONCLUSAO

A PCR MULTIPLEX mostrou-se como uma técnica promissora, pois foi
identificada uma regido polimorfica que pode ser usada como marcadora; desta
forma, padronizamos uma técnica de diferenciagdo para as espécies do
complexo Cryptococcus sp, sendo possivel chegar-se ao diagndstico a nivel de
espécie com a utilizacdo de apenas uma reagao de PCR e sem a necessidade
de sequenciamento. Sendo assim, verifica-se economia de tempo e de recursos
para o diagnostico especifico e inequivoco da criptococose, além de contribuir

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

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Pitiose e o oomiceto Pythium insidiosum

Os oomicetos sdo microrganismos pertencentes a um grupo diversificado de
eucariotos em habitats terrestres, limnicos e marinhos em todo o mundo e séao
considerados em sua maioria patégenos vegetais devastadores (CHOI et al.,
2017). Neste grupo existe uma grande diversidade de formas, variando desde
saproéfitos de vida livre, até patégenos oportunistas de plantas e animais
(SAVORY et al., 2018).

O género Phytophthora com suas espécies se destacam. O patdégeno 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 parasitica sao patdogenos de peixes,
causando graves prejuizos econdmicos a piscicultura mundial (DEREVNINA et
al., 2016a).

Os géneros Pythium e Saprolegnia do filo Stramenopila sdo capazes de
infectar animais, mas somente os oomicetos (Pythium insidiosum, Pythium
aphanidermatum e espécies Lagenidium) foram relatados como causadores de
infeccdes fatais ou de progndstico 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 género Pythium
composto aproximadamente 120 espécies distribuidas em distintos habitats.
Muitas sao patdégenos vegetais, enquanto outras sao saproéfitas do solo, ou
parasitam insetos, mamiferos, algas ou peixes (MARTIN; LOPER, 1999). P.
insidiosum € o unico com capacidade de causar infecgcdo em humanos e outros
animais (GAASTRA et al., 2010).

A pitiose € uma doenca de carater crénico que acomete frequentemente
equinos, humanos e os cées, tendo como agente o oomiceto Pythium insidiosum,
considerado um pseudofungo devido suas caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e moleculares (GAASTRA et al., 2010). Em termos taxonémicos, P.

insidiosum pertence ao género Pythium, familia Pythiaceae, ordem
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Peronosporales, classe Oomycetes, filo Oomycota, reino Straminopila
(ALEXOPOULOS et al, 1996; MCGOWAN; FITZPATRICK, 2017;
PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019)

Apds andlise filogenética da regiao rDNA-ITS o género Pythium apresentou
uma subdivisdo 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 (LEVESQUE; DE
COCK, 2004). Outros estudos da regiao rDNA-ITS revelaram que a espécie P.
insidiosum esta dividida em trés clados genéticos que exibem um alto grau de
isolamento geografico (SCHURKO et al., 2003a).

Apesar da grande semelhanga morfolégica com os fungos, os oomicetos
possuem caracteristicas bioldégicas que os distinguem de varios outros
microrganismos eucarioticos (KAMOUN, 2003; KWON-CHUNG, 1994). Séo
organismos diploides, com hifas cenociticas, a maioria sao esteroides
auxotréficos e sua membrana plasmatica contém lipidios com e acidos graxos
de cadeia longa que substituem os esterois. 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 € 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 caracteristica bioquimica que se torna decisiva no tratamento da pitiose: a
auséncia da molécula de ergosterol em sua membrana plasmatica. Esta
molécula € comumente encontrada em fungos e é alvo da maioria dos agentes
antifungicos, o que torna o tratamento de pitiose ainda mais desafiador
(LATIUNHOUWERS; DE WIT; GOVERS, 2003).

A pitiose € uma doenca ndo transmissivel de ocorréncia esporadica
(GAASTRA et al., 2010). Tem como forma infectante os zoosporos liberados
pelos esporangios de P. insidiosum em ambiente aquatico. Em observacao
microscopica os zoosporos séo globosos a ovoides e apresentam dois flagelos,
que possibilitam a locomog¢ao dos mesmos até o seu encistamento, inicio do
desenvolvimento de um tubo germinativo e posteriormente um filamento de hifa
alongado apods 24 h de incubagéo a 37°C (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO,
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1993). Cada esporangio pode conter de 4 a 20 zodsporos, que quando liberados
possuem motilidade ativa por cerca de 10 a 60 minutos antes do encistamento e
germinacao (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 etiolégico da enfermidade. Conhecida em diferentes regides por
“‘bursatte”, “dermatite granular’, “hifomicose destruens equi’, “ficomicose”,
“‘granuloma ficomicético”, “céncer dos pantanos” (swamp cancer), ou ainda
"Ferida Brava" e "Ferida da Moda" na regido 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 varios partes no mundo, em destaques paises
localizados em regides 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 Tailandia e o Brasil sdo os
paises que possuem maior prevaléncia de pitiose humana e equina,
respectivamente (KRAJAEJUN et al., 2006; GAASTRA et al., 2010). No Brasil
ocorre o contrario ha 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 caes ( TORRES NETO et al.,
2009; PEREIRA et al., 2010; FERNANDES et al., 2012; TORRES et al., 2014) e
um unico caso em humano (BOSCO et al., 2005; MARQUES et al., 2006).
Acreditamos que em ambas as regides ocorre falta de diagndstico, uma vez que
as condigdes ambientais sdo muito semelhantes e favoraveis ao

desenvolvimento do patégeno.

A pitiose humana no sudeste da Asia ocorre com grande incidéncia durante
a estacao chuvosa e verao e durante o pico de producédo na lavoura de arroz,
sendo mencionada como uma doenga ocupacional aos agricultores
(VANITTANAKOM; SZEKELY; KHANTHAWONG, 2014). Como grande parte da
Tailandia consiste em pantanos, adequados ao ciclo de vida de P. insidiosum,
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as pessoas que vivem nessas areas tém maior probabilidade de entrar em
contato com o patégeno e adquirir infecgdo. A doenga em humanos apresenta
altas taxas de mortalidade neste pais, variando entre 36,4 a 40%
(SERMSATHANASAWADI et al., 2015; KRAJAEJUN et al., 2006).

Apesar de apresentar distribuicdo global, os estudos epidemiolégicos de
exposicédo ao P. insidiosum na populagdo em geral sdo escassos. No Brasil,
casos de pitiose nos equinos sao relatados em todas as regides brasileiras, com
maior prevaléncia no Pantanal Mato-grossense, com relagdo direta com o
periodo das chuvas (LEAL et al., 2001). Em um estudo observou-se prevaléncia
de 12,5%, com variagdo de incidéncia 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 séo
raros, em uma analise retrospectiva na qual relata o atendimento clinico-cirurgico
de 28 casos de pitiose equina atendidos junto ao Servico de Cirurgia de Grandes
Animais, do Hospital Veterinario da FMVZ/Unesp, Botucatu, verificou-se que
quanto mais distal a lesdo nos membros, pior € o prognostico para essa espécie
animal (WATANABE et al., 2015).

Outras espécies animais também apresentaram diagndstico confirmado para
pitiose no Brasil, como os bovinos, cuja incidéncia média anual foi de 0,22% sem
relato de 6bito (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011), sendo relatado trés
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 aguas estagnadas, como
lagos artificiais, rios e agudes nas regides dos estudos ( TABOSA et al., 2004;
GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009; KONRADT et al., 2016).

1.3 A importancia econdmica da pitiose equina no Brasil

Com o quarto maior rebanho equino do mundo o Brasil possui mais de cinco
milhdes de cabegas, segundo dados da Organizagdo das Nagbdes Unidas para
Alimentacéo e Agricultura (FAO), com distribuigdo entre as regides 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 prevaléncias no
Pantanal Matogrossense com relagao direta com o periodo das chuvas (outubro-
margo) (LEAL et al., 2001), e nos Pampas do Rio Grande do Sul, acarretando
prejuizos significativos (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; WEIBLEN et al.,
2015). No semiarido do Brasil, entre as dermatopatias mais frequentemente
diagnosticadas em equideos, a pitiose foi a doengca de pele com maior
frequéncia, representando 24,38% dos casos diagndsticos (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 econbémicas sd0 menores pois 0s bovinos
apresentam cura espontanea com remissao total das lesdes entre trés semanas
a trés meses, sem qualquer registro de perda de escore corporal. Nos equinos,
no entanto as lesées que incialmente sao circunscritas, a medida que cronificam
tornam-se elipticas com superficie central projetada, friaveis e com secregdes
serosanguinolentas, apresentando focos necroticos com extragdo de kunkers
com dois a 20mm. Os sintomas podem evoluir, em trés 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 doenga ndo é diagnosticada e tratada precocemente,
as perdas econbémicas podem ser maiores pois devido a viruléncia da pitiose em
equinos o animal geralmente vem a 6bito, ou em alguns casos torna-se
necessario a eutanasia ( REIS et al., 2003; BANDEIRA et al., 2009; SOUTO et
al., 2016). Além disso, as chances de recidivas sao descritas na literatura (REIS
et al., 2003), aumentando os custos com o tratamento veterinario, que em muitos
casos € longo, chegando a 12 meses (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012).

1.4 Sinais clinicos

As infeccbes causadas por P. insidiosum em equinos afetam principalmente
os tecidos cutdneos e subcutidneos. As lesbes normalmente sdo Unicas e
localizadas nas porg¢des distais dos membros, principalmente dos posteriores e

na regido ventral do abdémen caracterizadas por seu crescimento lento,
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insidioso e de forma circular, formando grandes granulomas ulcerados com até
50 cm de diametro ( SALLIS; PEREIRA; RAFFI, 2003; MARCOLONGO-
PEREIRA et al., 2012; WATANABE et al., 2015).

Exclusivamente na espécie equina, ha a formacdo de material necrético
cinza-amarelado, denominado de “kunkers", presentes nos tecidos e fistulas de
drenagem com tamanhos variando deste um grao de arroz a 20 mm. Essas
estruturas sdo formadas pela degranulacdo de eosindfilos sobre as hifas
invasivas de P. insidiosum. Novos eosinofilos degranulam sobre os velhos e a
massa estrutural cresce em tamanho. Nos casos de pitiose crénica, o unico local
onde as hifas de P. insidiosum podem ser encontradas & dentro dos kunkers
(CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995; LEAL et al., 2001; GAASTRA
et al., 2010).

A pitiose equina € uma doencga altamente pruriginosa com caquexia
progressiva dos animais acometidos (REIS et al., 2003). Formas incomuns foram
relatadas, com envolvimento 6sseo (ALFARO; MENDOZA, 1990), intestinal
(ALLISON; GILLIS, 1990; BROWN; ROBERTS, 1988) e pulmonar (GOAD,
1984). A doenga disseminada nesta espécie animal foi relatada em trés casos
cronicos no Brasil acometendo diversos érgaos, como glandula mamaria, figado,

pulmao, septos nasais, nodulos linfaticos e bago (REIS et al., 2003).

Em humanos as principais formas de manifestagdes clinicas da doenga sao
cutanea/subcutanea, vascular, ocular e disseminada (KRAJAEJUN et al., 2006;
PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019). As lesdes sao
caracterizadas por edema cronico, nédulo e ulcera infiltrativa granulomatosa, em
especial nos membros inferiores (BOSCO et al., 2005; KRAJAEJUN et al., 2006).
As principais caracteristicas clinicas nos casos de pitiose vascular variaram de
claudicagao a ulceragdo gangrenosa, ulcera crbénica, necrose nos dedos dos
pés, massa pulsatil e isquemia aguda dos membros. Outros sintomas verificados
sao febre, parestesia, prurido, vesicula/bolha, ulcera cuténea, celulite, edema
nas pernas, auséncia de pulso arterial, massa na virilha (aneurisma iliaco ou
femoral) e massa abdominal (aneurisma da aorta) (KRAJAEJUN et al., 2006;
SERMSATHANASAWADI et al.,, 2015). Na Tailandia, a pitiose vascular em
humanos, apresenta determinada predisposicdo em pacientes com anemia
hemolitica crbnica, e tém a beta-talassemia a doenga subjacente mais comum
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(PUPAIBOOL et al., 2006; SERMSATHANASAWADI et al., 2015). Nos
acometimentos oculares os enfermos geralmente apresentam ulcera de cérnea
ou queratite, assim como dor, irritagcdo, diminuicdo da acuidade visual, fotofobia,
edema palpebral, infiltrados corneanos e hipépio (HASIKA et al., 2019;
KRAJAEJUN et al., 2006)..

Os caes sédo a segunda espécie animal mais acometida, e a doenga é
caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes cutadneas/subcutaneas e/ou
gastrointestinais (PEREIRA et al., 2010). Cdes com pitiose gastrointestinal
desenvolvem espessamento segmentar focal ou multifocal grave e/ou massas
granulomatosas expansiveis envolvendo o estdbmago, intestino delgado, cdlon,
reto e, algumas vezes eso6fago. Os sinais clinicos associados incluem perda de
peso, vomitos, diarreia, hematoquesia, tenesmo, disquesia, perda de peso, dor
abdominal, aumento dos linfonodos mesentéricos, multiplos nédulos firmes no
reto e no célon descendente e, raramente na préstata ( 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 localizagéo e extensao da
lesdo frequentemente impedem a ressecgao cirurgica completa (BERRYESSA
et al., 2008; REAGAN et al., 2019; TROST et al., 2009). A pitiose cutanea e/ou
subcuténea é segunda forma mais relatada em cédes, com lesdes ulceradas e
pruriginosas na derme, febre e linfadenopatia (GROOTERS, 2003; TORRES
NETO et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; OLDENHOFF et al., 2014; TORRES
etal., 2014) .

Em outras espécies animais, a pitiose ja foi relatada em bovinos, ovinos e
caprinos. Nos bovinos as lesbes cutdneas sao caracterizadas por edemas
perilesionais, claudicagdes (SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011), ou lesdes
ulceradas, apresentando inicialmente pequenas areas alopécicas e deprimidas
de aspecto hemorragico que ao evoluirem tornam-se areas ulceradas, umidas,
hiperémicas ou hemorragicas, de tamanhos variados, podendo chegar a 15cm
no seu eixo maior, que desaparecem espontaneamente no periodo maximo de
90 dias (GRECCO et al., 2009; SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011;
KONRADT et al., 2016).
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Em ovinos os sinais clinicos incluem aumento de volume e ulceras na regido
do vestibulo nasal, com presenga de secregao serosanguinolenta bilateral,
fistula oronasal, aumento dos linfonodos retrofaringeos, anorexia, epistaxe leve
e intermitente, e acentuada deformidade nasal ( SILVA et al., 2007; SANTURIO
etal., 2008; CARRERA et al., 2013). A forma gastrointestinal foi relatada em dois
cordeiros (PESSOA et al., 2012). No estado da Paraiba foi relatado o primeiro
caso de pitiose em caprinos. O animal que tinha acesso a ambiente aquatico,
apresentou claudicagcao e perda de peso associados a uma lesao cutanea
ulcerativa, exsudativa e pruriginosa no membro posterior esquerdo (CARMO et
al., 2015).

A pitiose é considerada rara em felinos domésticos (GROOTERS, 2003),
embora ja tenha sido relatada em quatro gatos com massas cuténeas e
subcutaneas apods levantamento de casos no Laboratério de Diagnéstico Médico
Veterinario 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 apresentacgao clinica de grande leséo
cutanea ulcerativa, pruriginosa, redonda e de rapido crescimento causadas por
P. insidiosum (DOWST et al., 2019).

Em animais selvagens, infec¢gdes por P. insidiosum foram relatadas
causando massa abdominal em um tigre de Bengala (Panthera tigris tigris) na
Flérida (BUERGELT; POWE; WHITE, 2006), e massa multilobular com fibrose
extensa e numerosos focos necroticos no lobo esquerdo do pulmdo em uma
onga-pintada (Pantera onca) na América Central (CAMUS; GROOTERS;
AQUILAR, 2004). Em camelideos foram relatados quatro casos até o momento,
um causando pitiose gastrica em um camelo (Bactrianus camelus) mantido em
cativeiro (HECK et al., 2018), dois dromedarios (Camelus dromedarius) com
pitiose vulvar com emagrecimento progressivo (VIDELA et al., 2012), e um caso
de um dromedario (C. dromedarius) que desenvolveu pitiose cutanea, gastrica e
linfatica (WELLEHAN et al., 2004).

Em aves, a pitiose foi relatada causando ulceracées multifocais na pele das
asas, pescogo, cabega e membros de uma carauna-de-cara-branca (Plegadis
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chihi) na California (PESAVENTO et al., 2008) e em um avestruz (Struthio
camelus) no Brasil com disfagia causada pela obstru¢do da mucosa do es6fago
(SOUTO et al., 2019).

1.5 Diagnéstico laboratorial

A pitiose € uma doenga subdiagnosticada, levando a alta mortalidade
quando tratada como infec¢des fungicas que nao respondem adequadamente
as terapias tradicionais ( MARQUES et al., 2006; HILTON et al., 2016). Embora
o diagnostico diferencial seja crucial, muitos laboratorios ndo dispéem das
técnicas de cultura necessarias para identificar o patégeno e o rapido
crescimento bacteriano de amostras com infeccdo bacteriana secundaria
acabam em muitos casos impedindo o isolamento de P. insidiosum (GROOTERS
et al., 2002).

Para o diagnédstico da pitiose sao utilizadas as técnicas de cultivo,
histopatologia, imuno-histoquimica, 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 identificagdo de Pythium spp. € baseado na
morfologia do estagio anamorfico e na produgao de zodsporos. No entanto, esse
método € minucioso, demorado e inespecifico para P. insidiosum, pois além de
utilizar técnicas de manipulacdo e cultura que aumentam as chances de
isolamento do agente etioldgico, o diagnostico bem-sucedido de pitiose baseado
em cultura depende da identificagdo subsequente do patdégeno, que compartilha
caracteristicas morfoldgicas (hifas largas, hialinas e esparsadamente septadas)
semelhantes a fungos. Além disso, a producédo de zodsporos biflagelados é
compartilhado por outras espécies de Pythium, bem como por membros dos
géneros Phytophthora e Lagenidium (GROOTERS et al., 2002a).

P. insidiosum apresenta bom crescimento microbiolégico em meios de
cultura como, em agar fuba e agar Sabouraud dextrose, agar-chocolate, o agar-
sangue e agar infusdo de cérebro e coragdao (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS,
1996; VANITTANAKOM et al., 2004). Nao é verificado crescimento de P.
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insidiosum em &gar Mycosel®, devido aos antimicrobianos presentes em sua
formulacéo, principalmente a ciclohexamida (VANITTANAKOM et al., 2004).

As observagdes da cultura revelaram o rapido crescimento dos isolados em
varios meios, tanto a 37 quanto a 28°C. Microscopicamente, 0os organismos
produziram hifas hialinas a esbranquigadas, cenociticas com ramos largos em
angulo agudo e esparsamente septados com um diametro das hifas de 4 a 10
pMm, micélio aéreo curto, e sem produgéo de esporos (BOSCO et al., 2008).

As lesdes histolégicas causadas por P. insidiosum se caracterizaram por
reagcao piogranulomatosa com areas centrais de necrose, com granulomas
infiltrados e/ou circundados por eosindfilos, acompanhados de um menor
numero de neutréfilos, macrofagos epitelidides, plasmadcitos 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 visualizagdo das hifas com ramificagdes irregulares, raras septacgbes e
didmetro de 4-10um (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005; TROST et al., 2009)
e ndo apresentam boa coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) (SUPABANDHU
et al., 2008; TROST et al., 2009).

As caracteristicas histologicas de P. insidiosum sao semelhantes a
lagenidiose (Lagenidium giganteum) e fungos das ordens Entomophthorales e
Mucorales do filo Zygomycota, apesar de serem causadas por organismos
filogeneticamente distintos, tornando-as dificeis de distinguir das hifas destes
microrganismos apenas pela andlise morfologica ( KAUFMAN, 1998;
GROOTERS et al., 2002; GROOTERS, 2003; MENDOZA; PRASLA; AJELLO,
2004).

Para o estudo de doencas infecciosas e neoplasicas em animais, a imuno-
histoquimica € uma ferramenta auxiliar de diagndstico devido a sua alta
especificidade e sensibilidade, utilizada para detectar e identificar varios
elementos fungicos em tecidos fixados em formol (GALIZA et al.,, 2014). A
imunohistoquimica € uma boa técnica para o diagndstico de pitiose, pois
combina a histopatologia com o uso de anticorpos mono ou policlonais, no
entanto, reagdes cruzadas com fungos Entomophthorales e Mucorales podem
ocorrer (GROOTERS, 2003).

47



O diagnostico sorologico pode ser realizado por imunodifusdo e ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), frequentemente utilizados no
diagndstico de pitiose humana (KRAJAEJUN et al., 2002). Em 2002 foi
padronizada a técnica ELISA especifica para pitiose canina (GROOTERS et al.,
2002b) para monitorar a resposta imunoldgica a terapia médica ou cirurgica
nesta espécie ( GROOTERS et al., 2002b; BERRYESSA et al., 2008; HUMMEL
et al., 2011; PEREIRA et al., 2013), posteriormente modificada para o
diagnostico sorolégico em felinos (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005). Foi
desenvolvido um teste imunocromatografico utilizando a proteina bacteriana
A/G, para detectar IgGs anti-P. insidiosum em humanos e animais (caes,
cavalos, coelhos e bovinos). Os testes proporcionaram 100% de especificidade,
e 90,6% de sensibilidade (INTARAMAT et al., 2016).

Muitos estudos demostraram a identificagdo molecular de P. insidiosum a
partir da amplificagao da regido 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 especificas para detecgao de P. insidiosum iniciou-se em
2002 com a padronizagdo de uma nested-PCR utilizando a regido rDNA-ITS
(GROOTERS; GEE, 2002). Posteriormente foi proposta uma nested-PCR em
unico tubo com amplificagédo de regides 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 deteccao de P. insidiosum utilizando iniciadores moleculares derivados
da regido génica exo-1,3-b-glucanase (PinsEXO1). Foram utilizadas 29
amostras clinicas 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 gPCR é um excelente método para o diagnostico de patégenos,
pois possui a capacidade de detectar e quantificar os acidos nucléicos em uma
ampla gama de amostras clinicas (BUSTIN et al., 2009). O processo de detecgao
na qPCR é o principal diferencial em relacdo aos demais ensaios de PCR, pois
nao necessita de manipulacdo pés-amplificacdo, devido os sinais fluorescentes
serem diretamente detectados a medida que a amplificagdo do DNA ocorre, € 0s
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resultados sdo obtidos em uma hora, ou menos, com alta sensibilidade e
especificidade (ESPY et al., 2006; MACKAY, 2004).

Em 2017 houve a padronizagdo 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 identificacdo de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) na regido do rDNA, e a identificacdo das
amostras de acordo com os clados filogenéticos de P. insidiosum (RUJIRAWAT
et al., 2017).

Também merece destaque a padronizagado da qPCR-HRM (High Resolution
Melting-curve) que realiza a diferenciacéao de isolados de P. insidiosum em
clados filogenéticos a partir da amplificagdo da subunidade Il do gene
mitocondrial do citocromo c oxidase (COX Il) (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 amplificagdo do DNA na presenca de
corante intercalante, emitindo a fluorescéncia durante a formacao controlada do
amplicon. Este processo resulta em uma curva de dissociagao (melting), que
depende principalmente do conteudo de guanina e citosina (GC), comprimento
e a sequéncia do produto de PCR. Esta € uma técnica simples e econdmica que
pode ser usada para genotipagem ou detec¢ao 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 unica reacdo, a qPCR-HRM esta sendo
utilizada para a distingao de diferentes agentes etiolégicos (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 diferenciagdo das espécies do complexo
Trichophyton mentagrophytes (SUN et al., 2016). A qPCR também foi utilizada
para identificagdo de 18 espécies de fungos, utilizando as regides ITS1 e ITS2
(LU et al., 2017).
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Em 2018 foi padronizada a técnica de RFLP (Restriction Fragment Lengh
Polymorphism - analise de restricdo por tamanho do fragmento) empregando a
amplificagdo termofilica de DNA da helicase (tHDA), que utiliza as a¢bes das
helicases para separar a fita dupla de DNA e polimerases de DNA para a sintese
de novas fitas sem o uso de termocicladores. O ensaio utilizada iniciadores
moleculares derivados da COX Il para amplificar DNA de P. insidiosum e outros
microrganismos semelhantes, e a enzima de restricdo CviKl-1 para diferencia-
los (WORASILCHAI et al., 2018).

1.5.1 Diagnésticos diferenciais para pitiose equina

Massas cutdneas sao comuns na espécie equina, € em varios casos 0
agente etiolégico ndo é definido, salientando a importancia de técnicas
laboratoriais robustas para um diagndstico definitivo (AXON; ROBINSON;
LUCAS, 2004; SCHWARZ; BURFORD; KNOTTENBELT, 2009). Espera-se que
o diagndstico precoce e preciso minimize as taxas de mortalidade da pitiose a
partir da instauragéo imediata do tratamento correto (CHAREONSIRISUTHIGUL
et al., 2013).

Em estudo retrospectivo realizado no Laboratério de Diagndstico Veterinario
da Oregon, State University analisou-se dados sobre lesdes cutédneas nodulares
e proliferativas em cavalos, burros e mulas durante 3,5 anos. Foram identificadas
116 lesdes nodulares e proliferativas ndo neoplasicas, compreendendo 18% de
todas as lesdes estudadas. As principais causas diagnosticas foram tecido de
granulagdo exuberante, granuloma eosinofilico, granuloma fungico, cistos e
habronemose constituindo 91% das lesées ndo neoplasicas em equinos
(VALENTINE, 2005).

Casos de pitiose inicialmente diagnosticados e tratados como infecgbes
fungicas s&o 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 lesdo na regido inguinal do membro
posterior direito, apresentando um curso clinico de, aproximadamente, 10 meses

de evolucgao, nos quais, durante os seis primeiros meses foi tratado apenas para
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habronemose cutdnea. Nos Uultimos quatro meses o animal recebeu
imunoterapia para P. insidiosum ap6s diagndstico clinico, apresentando melhora
clinica no final do tratamento, no entanto, o animal emagreceu, abortou e,
posteriormente, foi a obito (MACIEL et al., 2008).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Cinco amostras clinicas de lesdes 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 lesdo cutanea granulomatosa caracteristica. As amostras foram
acondicionadas em frasco coletor universal ou tubo falcon, ambos de 50mL,
contendo salina (0,9%) e cloranfenicol (50ug/mL) e enviadas para serem
processadas no Laboratorio de Micologia Médica, Setor de Microbiologia, do
Instituto de Biociéncias/lUNESP. A origem das amostras, a localizagcédo da lesao

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

Tabela 1. Dados referentes a amostras clinicas de equinos com lesbes sugestivas de pitiose

provenientes de cinco Estados do Nordeste brasileiro.

Animal Racga Idade Sexo Origem Localizacdo da leséo
1 SRD 2 anos Macho  Mossord, Rio Grande do Norte Regido abdominal
2 SRD 2 anos Macho Presidente Dutra, Maranhdo  Membro toracico esquerdo
3 SRD 3 anos Macho Paulista, Pernambuco Regiao abdominal
4 SRD 3 anos Macho Palmeira dos indios, Alagoas ~ Membro pélvico esquerdo
5 SRD 3 anos Fémea Jodo Pessoa, Paraiba Regido dorsal

Para verificar a presenca de P. insidiosum, todas as amostras foram
submetidas a cultura microbiolégica com posterior deteccdo molecular das

colbnias crescidas e também a detecgdo molecular diretamente dos tecidos.

2.2 Cultura microbiolégica

Pequenos fragmentos de amostras de tecido e kunkers foram lavados cerca

de cinco vezes em salina (0,9%) e cloranfenicol (50ug/mL) com auxilio do vortex
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e na ultima lavagem incubadas na mesma solugdo por 30 minutos a 37°C.
Depois disso, as amostras foram inoculadas em agar Sabouraud e incubadas a
37°C, sendo acompanhadas diariamente para observar o crescimento. Culturas
que apresentavam aspectos macroscopicos semelhantes a P. insidiosum foram

isoladas para detecgao molecular.

Figura 1. Lesbes equinas das quais foram extraidas as amostras clinicas para o estudo.

d — kunkers em solugao antibidtica estéril.

2.3 Extracao de DNA

A extracdo do DNA ocorreu diretamente das amostras de tecido (kunkers)
dos animais lesionados e das colbnias isoladas em agar Sabouraud (SAB). As
amostras, ap0ds as lavagens, foram fragmentadas e ressuspendidas em tamp&o
de lise dando inicio a extragcdo 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 uL de tampéo de eluicdo (proveniente do
Kit) e armazenado a -20°C. Para analise da concentragcédo e qualidade do DNA
adotamos o critério de analise por espectrofotdbmetro NanoVue (GE
Healthcare®) em comprimento de onda de 260 nm (ZHANG et al. 2009).

2.4 Nested-PCR

Apods a extracao, as amostras foram submetidas a amplificagao utilizando os
iniciadores moleculares ITS1 (50-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-30) e ITS2P
(50-TCCTCCGCTTATTGATGATGC-30), e em seguida, foi realizada nova

amplificagdo empregando-se os iniciadores moleculares especificos Pi1 (5'-
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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 colegdo de P. Insidiosum (Eq 16) do
Laboratério de Micologia Médica, Setor de Microbiologia, do Instituto de
Biociéncias/lUNESP e como controle negativo agua ultrapura.

Para a primeira amplificacado, as reacdes foram realizadas em microtubos
de 0,2 mL com volumes totais de 25 pL, contendo 10ng de DNA gendmico, 1 uL
de cada primer (diluicdo de 10pmol/pL), 7,5 yL de agua ultrapura e 12,5uL de
GoTaq® Green Master Mix (Promega). A incubagdo foi realizada em
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), seguindo as seguintes
condicdes ciclicas: desnaturagao inicial a 95°C durante 3min, 32 ciclos de
desnaturacao a 95°C durante 30s, anelamento a 57°C por 30s, extensao a 72°C
durante 30s e extenséo final a 72°C durante 10min.

Para a segunda amplificagao, as reagdes foram realizadas nas mesmas
condi¢gdes que descritos acima, utilizando 10ng do produto da primeira
amplificagdo e os primers especificos da espécie. A incubagao sofreu algumas
modificagdes: desnaturacdo inicial a 94°C durante 3min, 28 ciclos de
desnaturacao a 94°C durante 30s, anelamento a 65°C durante 30s, extensao a
72°C durante 30s e extensao final a 72°C durante 10min.

A visualizacdo do material amplificado foi avaliada por corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5%. Foram utilizados 5uL do material
amplificado e como marcador de peso molecular 5uL de 100pb /adder
(Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo
TBE 1X (89 mM Tris-HCI, 89 mM acido borico e 20 mM EDTA) por 12 minutos
na voltagem 80V seguida de 20 minutos a 120V. Apos o término da corrida o gel
foi visualizado em transluminador de luz UV e a imagem capturada pelo sistema

de documentagéo digital (VisionWorks® LS Analysis Software).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diagnéstico Tradicional: Cultura microbiolégica

Houve crescimento microbiolégico somente da amostra proviniente do
animal 2, da regiao de Presidente Dutra, Maranhao, o que representa 20% dos
casos submetidos a diagnostico, tendo sido confirmado por diagnostico
molecular do DNA extraido da cultura isolada e do material genético dos kunkers.
Apods ser submetida ao Nested-PCR para detecgdo do agente, ampificou um

fragmento de 105 pb, especifico de P. insidiosum.

Em 80% das amostras de kunkers recebidas e cultivadas ndo foi possivel
diagnostico convencional, nem mesmo PCR simples, pois ndo houve isolamento
microbiolégico, apenas crescimento bacteriano resultante de contaminacéo
secundaria, mesmo apdés as lavagens com solugdo antibidtica. Isso
provalvelmente aconteceu devido o periodo entre a coleta e o processamento do

material clinico no laboratoério.

3.2 Diagnoéstico 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 utilizagdo dos

primers Pi1 e Pi2, com amplicons de105pb.
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-

105pb

Figura 4. Amplificacdo da segunda reacado de nested-PCR com DNA extraido diretamente de kunkers de
leses de equinos utilizando primers Pi1 e Pi2, especifico para P. insidiosum. 2. Amostra proveniente de
Mossoré/RN e 3. Paulista/PE,. 4. Controle positivo, 5. controle negativo. Agua ultrapura

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

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

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo

A deteccao molecular de P. insidiosum em 80% das amostras suspeitas e
o crescimento microbioldgico em apenas 20%, sugere que a Nested-PCR seria
a tecnica mais efetiva para fins de diagnostico. 60% (3/5) n&o teriam o
diagnostico correto da doenga caso fosse submetido somente ao cultivo
microbiolégico e isolamento. Esta técnica altamente sensivel se mostra efetiva e
importante para o diagndstico da pitiose e uma 6tima ferramenta para estudos
epidemiologicos da doenga. O diagndstico por meio do cultivo microbiologico 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 laboratério, que pode propiciar o crescimento de
contaminantes e até mesmo inviabilizar o patdgeno ali presente. Dessa forma
nossos resultados reforgam a importancia do diagnostico diferencial por nested-
PCR para pitiose, principalmente para animais que se encontram em regides
afastadas (ZNAJDA et al, 2002; PESAVENTO et al, 2008; BOTTON et al, 2011).

Além disso, a identificagdo morfolégica do patéogeno € trabalhosa e requer
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conhecimento especializado. Para esse tipo de identificacdo, € necessario
induzir a producéao de estruturas reprodutivas in vitro, havendo dificuldades para
tal (SCHURKO et al, 2003). A detecgao molecular de casos de pitiose no
Nordeste do Brasil sdo resultados inéditos, ndo havendo estudos do agente em
equinos nos estados dessa regido aqui representados.

O diagndstico eficaz e rapido é fundamental para a recuperagcao dos
equinos suspeitos da doenga. No entanto, as técnicas classicas de diagndstico,
como cultivo microbiolégico e a histopatologia, apresentam limitagdes,
geralmente levando dias a semanas para o resultado final (GROOTERS, 2003).
Dentre os métodos disponiveis para o diagnéstico de doencgas infecciosas, os
moleculares sdo sem duvida o que apresentam melhor desempenho em relagao
a sensibilidade, precisdo 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, n0sso
resultado sugere que a sensibilidade do Nested-PCR é maior ao cultivo

microbioldgico, tecnica usualmente empregada no diagndstico tradicional.

O diagndstico diferencial da pitiose equina envolve algumas doencgas de
origem infecciosa, como a habronemose, o sarcéide equino e a papilomatose.
No Nordeste brasileiro, a anamnese, os achados clinicos e histopatoldgicos, e
raramente o cultivo microbiolégico, costumam ser os unicos utilizados para a
confirmagéo da pitiose. No entanto, & importante ressaltar que o diagnostico
errdneo pode resultar em um tratamento n&o eficaz para o animal ou até mesmo
a eutanasia devido a nao recuperagao do paciente, o que reforca a importancia
de investimentos em técnicas moleculares frente a ocorréncia de casos de
pitiose nessa regido (MENDOZA et al. 1985; CHAFFIN et al. 1995; LOPEZ-
SANROMAN et al. 2000; AXON et al. 2004; MACIEL et al. 2008,).

Solicitacbes de exames inconclusivos, suspeitas clinicas equivocadas,
casos de falso-negativos no cultivo microbiologico e a auséncia do amparo de
técnicas moleculares na regido geram subnotificacdo da pitiose no Nordeste do
Brasil. Neste contexto a Nested-PCR ganha mais destaque por ser uma técnica
que nao necessita e éxito do cultivo microbiolégico nem do posterior

sequenciamento para obeter o diagndstico, 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 saude publica eminente.
Estudos realizados na Tailandia, evidenciaram a ocorréncia dessa enfermidade
em trabalhadores agricolas que residem em areas pantanosas, gerando lesdes
subcutaneas, inflamagdes crénicas dos vasos sanguineos, ceratite, aneurismas
e gangrena (THONGSRI et al. 2013, RUJIRAWAT et al. 2018). O que pode
justificar de certo modo a maior ocorréncia de pitiose humana na Tailandia é a
maior presenca de indiviuos com talassemia, fator predisponente para o
desenvolvimento das lesdes por P. insidiosum (THONGSRI et al. 2013). Assim
como as doengas fungicas, as doengas oomicéticas sao frequentemente
negligenciadas por profissionais de saude, e, embora alguns trabalhos ressaltem
a problematica de infecgdes negligenciadas no Brasil e no mundo, curiosamente
nao citam ou incluem a pitiose nesse grupo ( KWON-CHUNG, 1994; BROWN et
al. 2012) .

4. CONCLUSAO

Apesar do baixo numero de amostras, este apresenta-se como um estudo
inicial e instigante para a investigacdo molecular do P. insidiosum na regiao
Nordeste, que até entdo se encontrava inexistente. Nosso estudo demostrou que
técnicas moleculares de diagndstico sdo mais sensiveis para detecgdo do
patégeno. Dessa forma, apoiamos a necessidade de novos estudos mais
avangados a partir deste, a fim de notificar todas as regides brasileiras
acometidas pela pitiose e investigar a variabilidade genética do agente circulante
no Brasil. O monitoramento da ocorréncia de casos juntamente com estudos
para esta espécie a nivel nacional € ainda inexistente; entretanto, analises como
estas sao imprescindiveis para estabelecer a distribuicdo espacial de P.
insidiosum e assim notificar areas de riscos para os animais acometidos no

Brasil.
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