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RESUMO

Pythium insidiosum é o agente etiologico da pitiose, uma infecgéo
granulomatosa crbnica, com prevaléncia em regides de clima tropical e
subtropical que acomete mamiferos, principalmente equinos, cdes e humanos.
Este micro-organismo é um falso fungo que apresenta uma ampla distribuicao
geografica, sendo muito prevalente na América do Sul (pitiose equina e canina)
e na Tailandia (pitiose humana). Estudos moleculares tém permitido
diagnostico precoce e melhor compreensdo das relagbes filogenéticas,
dividindo o patdogeno em trés clados (I, Il e lll ou A, B e C). Entretanto essas
informagdes sdo ainda bastante limitadas e novas regides génicas poderiam
ajudar a esclarecer a historia evolutiva dessa espécie. Assim sendo, este
trabalho visou estabelecer as relagdes filogenéticas entre 52 isolados de P.
insidiosum, americanos e asiaticos, por meio do sequenciamento de trés novas
regides génicas: a regido do fator de alongamento da traducéo (Tef-1a), a e B
tubulina, além da padronizagao da técnica de Pulse Filed Gel Electrophoresis
(PFGE) para esta espécie. A regidao do Tef-1a mostrou-se menos polimorfica
em relagado a a e B tubulina, entretanto separou as cepas aqui trabalhadas em
dois clados distintos, sendo um composto apenas de cepas classificadas
previamente como sendo do clado lll (asiaticas), e agrupou todas as cepas
americanas junto as cepas do clado Il. A filogenia baseada no gene da 8
tubulina separou os isolados nos trés clados esperados. Em relagdo a a
tubulina houve diferenciagdo dos isolados em clados | e Il, ndo observando
amplificagdo do clado Ill. As cepas do clado Il se subdividiram em dois clados
monofiléticos. Concluimos que os resultados da filogenia dos genes aqui
trabalhados sdo congruentes com os dados até entdo estudados para essa
especie, corroborando a hipotese de expansao clonal das cepas asiaticas para
o continente americano. As analises de PFGE estdo em fase de padronizacao
dos perfis eletroforéticos e acreditamos que podera complementar os dados

sobre as relagdes evolutivas de Pythium insidiosum.

Palavras chaves: Pitiose, Pythium insidiosum, Tef-1a, a- tubulina, B-tubulina,

Filogenia, identificacdo molecular, padrao de restrigao.



ABSTRACT

Pythium insidiosum is the etiological agent of pythiosis, a chronic
granulomatous infection, prevalent in tropical and subtropical regions that
affects mammals, especially horses, dogs and humans. This is a fungus-like
microorganism that has a wide geographical distribution and is very prevalent in
South America (equine and canine pythiosis) and Thailand (human pythiosis).
Molecular studies have allowed early diagnosis and better understand of
phylogenetic relationships, and the pathogen is currently divided into three
clades (I, Il and Ill or A, B and C). However, this information is still quite limited
for this pathogen and new gene regions could help understanding the
evolutionary history of this species. Therefore, this study aimed to establish the
phylogenetic relationships among 52 american and asian P. insidiosum isolates
by sequencing three new gene regions: the translation elongation factor (Tef-
1a), a and B tubulin, in addition to the standardization of the Pulse Filed Gel
Electrophoresis (PFGE) technique for this species. The Tef-1a region showed
little polymorphic in relation to a and 3 tubulin, however it separated the strains
here studied into two distinct clades, being composed only of strains previously
classified as clade lll (Asian), and grouped all the American strains next to the
clade Il strains. The 3 tubulin gene-based phylogeny separated the isolates into
the three expected clades. Regarding a tubulin there was differentiation of
isolates in clades | and Il, not observing amplification of clade Ill. The clade |l
strains were subdivided into two monophyletic clades. We conclude that the
results of the phylogeny of the genes here evaluated are consistent with the
data previously studied for this species, corroborating the hypothesis of clonal
expansion of Asian strains to the American continent. PFGE analyzes are in the
phase of standardization of electrophoretic profiles and we believe it may

complement the data on the evolutionary relationships of Pythium insidiosum.

Key words: pythiosis, Pythium insidiosum, Tef-1a, a- tubulin, B-tubulin,

phylogeny, molecular identification, restriction pattern
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1 - INTRODUGAO

A pitiose € uma infecgdo crbnica, granulomatosa, frequentemente
confundida com algumas micoses subcutaneas. E causada por um oomiceto do
género Pythium, um falso fugo, que acomete, principalmente, equinos e caes
nas Américas (MENDOZA & ALFARO, 1986; FISCHER et al., 1994) e
humanos no sudeste asiatico (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al.,
2006a).

A pitiose vem sendo descrita como uma infeccdo emergente,
(VANITTANAKOM et al., 2004; SANTURIO et al., 2006), entretanto ha relatos
de casos da doenca deste 1884, ano em foi descrita pela primeira vez por
veterinarios britanicos que trabalhavam com cavalos na india. A doenca ficou
conhecida como “bursattee” ou “bursatte”, do indiano “burus”, “bursator’ ou
“pausette, que significa estagdo chuvosa, periodo este de maior incidéncia da
doenca (SMITH, 1884; GAASTRA et al.,, 2010). Apesar de ja relatada, seu
agente etiologico s6 veio a ser isolado entre 1901 e 1924, por cientistas
holandeses, o qual ficou conhecido como “Hyphomycosis destruens” na época,
entretanto o nome nao foi validado, pois ndo observaram esporulagdo (DE
HAAN & HOOGKAMER, 1901; WITKAMP, 1924; GAASTRA et al., 2010).
Acreditava-se que era um zigomiceto (BRIDGES & EMMONS, 1961). Somente
em 1974, quando cientistas transferiram a cultura de agar Sabouraud para um
meio aquoso observaram a formacdo de zodsporo biflagelados, entdo o
reconheceram como sendo um oomiceto do género Pythium (AUSTWICK &
COPLAND, 1974). Embasados nesta descoberta, denominaram a doenca
como pitiose (CHANDLER et al., 1980) e seu agente etiolégico foi formalmente
denominado Pythium insidiosum apds as evidéncias de muitos estudos
morfolégicos e a observagdo do desenvolvimento de estruturas reprodutivas
sexuais in vitro (DE COCK et al., 1987).

Apesar da preferéncia ecologica de P. insidiosum ainda ndo ser bem
descrita, sabe-se que a espécie ocorre principalmente em aguas superficiais,
menos frequente em aguas profundas e ocasionalmente no solo (MENDOZA,
et al.,, 1993, 1996). A presenca de agua € uma condi¢do necessaria para a
formacao de zodsporos, forma infectante do patégeno, assim sendo, periodos
de grandes indices pluviométricos e inundagdes sao considerados recursos

naturais para disper¢cdo de Pythium insidiosum em areas endémicas
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(SUPABANDHU et al., 2008; GAASTRA et al., 2010), com mais casos da
doenca descritos nestes periodos ( MILLER, 1982; DOS SANTOS et al, 2011)

Uma questao relevante a ser estudada a respeito desta infeccao € seu
diagndstico e tratamento, pois ha semelhanca da manifestagdo clinica com
algumas micoses que atingem o tecido subcutdaneo e a morfologia do P.
insidiosum pode ser confundida com fungos zigomicetos, podendo assim ter
um tratamento comprometido devido ao diagndstico equivocado. Apesar de
muito parecido morfologicamente com um fungo, ha uma grande diferencga
quimica e bioquimica na composicdo de sua parede celular, membrana
plasmatica e algumas vias proteicas, estruturas que podem ser alvos de
farmacos antifungicos, comprometendo o progndstico da pitiose (BEAKES
1987; 1989).

Atualmente o diagndstico das infecgbes fungicas envolve exame
micolégico direto, cultura e histopatologia, processos muitas vezes demorados,
que dependem da qualidade da amostra clinica, viabilidade do patégeno e
experiéncia do profissional do laboratorio, fatos que compromentem o resultado
(WAGNER et al., 2018).

A biologia molecular tem acrescentado muitas informagdes a respeito
da histéria evolutiva de muitos patégenos na Microbiologia. Estudos na area da
genética molecular tém permitido avangos no uso de técnicas e
consequentemente mais assertividade e rapidez no diagnostico e
esclarecimentos a respeito da dindmica intraespecifica e interespecificas dos
patogenos. Além disso, estas técnicas demostram maior sensibilidade na
identificacdo do patdgeno, quando comparado as técnicas tradicionais
mencionadas anteriormente (RICKERTS et al., 2007; BUITRAGO et al., 2013;
RAMPINI et al., 2016; WAGNER et al., 2018).

Estudos envolvendo Pythium insidiosum tém permitido um melhor
entendimento em relagdo a suas caracteristicas génicas e suas relagdes
filogenéticas permitido o estabelecimento de marcadores moleculares tanto
para fins de diagndstico quantos para se entender suas relagdes evolutivas (
SCHURKO et al., 2003; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al.,
2012; ; RIBEIRO et al., 2017). A regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) do
DNA nuclear ribossomal, muito usada no diagndéstico molecular de fungos, ja
foi usada para tragar a filogenia de P. insidiosum, e permitiu a separagao das
cepas em trés clados distintos (I, Il e Ill), sendo o clado | composto unicamente

por isolados provenientes do continente americano, e os clados Il e Il
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composto majoritariamente por isolados da Tailandia, bem como de outras
regides, como Japéo, Australia, india e também dois isolados do continente
americano (SCHURKO et al., 2003a; 2003b). Em um estudo realizado por
Kammarnjesadakul et al. (2011), analisando as regides ITS e Cox-Il (citocromo
oxidase do DNA mitocondrial) foi observado a separagédo dos isolados de P.
insidiosum em trés clados distintos, denominados A, B e C, sendo clado A
composto por isolados do continente americano e clados B e C por isolados do
continente asiatico (Tailandia). Esses resultados foram corroborados por
Azevedo et al. (2012), ao incluirem isolados provenientes das regides centro-
oeste e sul do Brasil nessas analises filogenéticas. Além disso, a regido ITS
tem sido usada com éxito na identificagdo de P. insidisoum, permitindo um
diagndstico preciso e rapido sendo mais assertivo que técnicas tradicionais
(BOSCO et al., 2005; BERNHEIM et al., 2019).

No entanto para fins de informagdes evolutivas, dindmica populacional
da espécie e estabelecimento de novos marcadores moleculares para estudos
filogenéticos e diagnoticos, estudos com P. insidiosum ainda sdo restritos.
Dessa forma, vimos a necessidade de avangos no conhecimento genémico da

especie em questao e suas relagdes evolutivas.

1.1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Oomicetos: o género Pythium ssp.

O género Pythium, pertence ao filo Oomycota, que por sua vez pertence
ao Reino Stramenopila, um dos trés reinos resultantes da divisdo do que era
conhecido como “Reino Fungi” de forma geral (BRUNS et al.,, 1991; KWON-
CHUNG, 1994). Compreende na sua maioria micro-organismos fitopatogénicos
e possui mais de 100 espécies validadas e mais de 300 propostas, sendo em
sua maioria cosmopolita, saprofitas de diferentes substratos, tanto na agua
como no solo, podendo parasitar algas, fungos, plantas e animais, inclusive
humanos (KIRK et al, 2008; SCHROEDER et al., 2013). Os oomicetos séo
organismos heterotréficos, filamentosos e multicelulares, assim como muitos
fungos, porém se diferem destes a nivel somatico estrutural e molecular. A
nivel estrutural por apresentar celulose e B-glucanas na composicao da parede

celular (ao invés de quitina como ocorre em fungos verdadeiros), zodsporos



biflagelados, estado vegetativo diploide, com meiose ocorrendo na
gametogénese, mitocondrias com crista tubular, vacuolos citoplasmatico de
corpo denso e estocagem de micolaminarina (1,3- B- glucana, soluvel em agua)
€ uma via alternativa na sintese de lisina (BEAKES et al., 1987; 1989; 2012).
Uma outra caracteristica importante que difere os oomicetos dos fungos é
quanto ao papel do ergosterol, nos fungos verdadeiros este é o principal
esteroide, ja os oomicetos sdo auxotroficos, ou seja, incorporaram esteroides
do meio ao invés de produzi-los, além disso estas moléculas ndo sao
essenciais no crescimento vegetativo, apenas para o desenvolvimento das
estruturas sexuais (HENDRIX, 1964; 1970). As diferengcas a nivel molecular
sdo evidenciadas por estudos filogenéticos mediante analises moleculares
envolvendo regides génicas, as quais demostram que o grupo dos oomicetos
se encontra filogeneticamente mais proximos de diatomaceas e algas que de
fungos (BRUNS et al., 1991; ADHIKARI et al., 2013; TANGPHATSORNRUANG
et al., 2016).

1.1.2 Pythium insidosum e pitiose

O agente etiolégico da pitiose € Pythium insidiosum, que por meio de
estudos baseados na sistematica filogenética, analises moleculares e
estruturais foi reclassificado no Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales, Familia Pythiaceae (DE COCK et al.,
1987; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Pithium insidiosum cresce na forma micelial, com hifas cenociticas
morfologicamente semelhante a fungos zigomicetos, diferindo destes pela
composicao da parede celular, ndo apresentando quitina, sendo esta composta
majoritariamente por celulose, (B-glucana e hidroxiprolina. Adicionalmente, a
molécula de ergosterol se encontra ausente em sua membrana plasmatica e se
reproduz principalmente de forma assexuada. Os zodsporos sao células unicas
nucleadas e biflageladas sendo um flagelo anterior e um posterior os quais se
movimentam de forma helicoidal em direcbes aleatdrias (GRIFFITH et al.,
1992; WALKER et al., 2007).

O ciclo de vida do P. insidiosum foi proposto pela primeira vez em 1983,
onde Miller mostrou que os zodsporos apresentam quimiotaxia a alguma
substancia presente nos pélos de mamiferos e em tecido vegetal (MILLER,

1983). O ciclo de vida envolve a colonizagédo de plantas aquaticas, que servem



de substratos para seu desenvolvimento e reproducdo. Ao encontrar o tecido
vegetal, os zoosporos livres no meio aquatico se encistam e iniciam a formagao
de suas hifas por meio da emissao de um tubo germinativo, dessa forma ocorre
a colonizagao da planta com o desenvolvimento das hifas. Nas extremidades
dessas hifas ocorre a formagao de zoosporangios onde se desenvolverdao os
zoosporos biflagelados, oriundos da reprodugdo assexuada, que apos a
maturacgéo sao liberados no meio aquatico em busca de um novo tecido vegetal
onde reiniciara seu ciclo de vida. A infeccdo e o desenvolvimento da doenca
ocorrem quando estes zoosporos livres no ambiente aquatico entram em
contato com o tecido animal lesionado. O ciclo de vida e quando ocorre a
infecgao esta ilustrado no Esquema 1. Estudos demostram que os zodsporos
secretam uma glicoproteina que permite a adesao na superficie tecidual onde
se encistam (ESTRADA-GARCIA, 1990; MENDOZA et al., 1993).

Formagéo de
Z0O0Ssporangio
e ZoOsporos

Micdlio na Zodsporos atraido pelo pélos dos mamiferos
planta
hospedeira

Zoosporos fixam-se e encistam
em plantas aquaticas,
formacgéo do tubo vegetativo

Germinagéo na planta hospedeira |

Liberacéo
de
“kunkers”
na agua

Crescimento | e
vegetativo
(Pitiose)

Fixacao e encistamento em tecido lesionado,
formacae do tubo vegetativo

provinientes de: 1. Mendonza et al, 1993; 2. Gaastra et al, 2010; 3. Revista Veterinaria
(https://www.revistaveterinaria.com.br/saiba-mais-sobre-a-pitiose-equina/); 4. Santurio et al,

2004; 5. Alvarez et al, 2003.

P. insidiosum foi considerado por um determinado periodo como o unico
agente etiolégico da pitiose em animais, no entanto, dois casos de pitiose
humana foram reportados por outra espécie, Pythium aphanidermatum, o que
reforca a necessidade de mais estudos com este importante género
(CALVANO et al., 2011; FARMER et al., 2015).
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A pitiose é comum em regides tropicais e subtropicais, cuja incidéncia
aumenta apos periodos de chuvas. O Brasil € considerado um pais endémico
desta doenga, com a maioria dos casos em equinos na regido do Pantanal
Mato-Grossense, sendo esta considerada a de maior incidéncia da doenga no
mundo (SANTURIO et al.,, 2006; ZARO, 2013; SANTOS et al., 2014;
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2014).

O primeiro caso de pitiose humana, por P. insidiosum, foi relatado na
Tailandia em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), no entanto diversos casos ja
foram reportados também na Oceania e Americas ( MILLER, 1983; MENDOZA
et al., 1986; MENDOZA & ALFARO, 1986; TRISCOTT et al, 1993;
IMWIDTHAYA, 1994; SOHN et al., 1996; MENDOZA et al., 1996; MURDOCH &
PARR, 1997; GROOTERS et al., 2003; CAMUS et al., 2004; MENDOZA et al.,
2005; BOSCO et al., 2005; OMAR et al.,2019). Casos importados da doencga ja
foram reportados em paises fora da regido dos tropicos, os quais foram
registrados apds a passagem dos pacientes por areas endémicas de pitiose
(GAASTRA et al.,, 2010; MOSBAH et al.,, 2012; HUNG & LEDDIN, 2014;
LELIEVRE et al.,, 2015; CASTELLAR et al., 2017). No entanto, um caso
denominado autdctone foi relatado na Europa, em um paciente de 21 anos de
idade, com lesdo ocular apds ter nadado em lagoa na Espanha (BERNHEIM et
al., 2019).

Também foi relatado um caso na Africa, em Mali, em um c&o e mais 33
casos em equinos no Egito (RIVIERRE et al., 2005; MOSBAH et al., 2012).

A doenca ocorre principalmente em equinos, cdes e humanos
(MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993; FISCHER et al., 1994,
IMWIDTHAYA, 1994; DYKSTRA et al.,, 1999; KRAJAEJUN et al., 2006;
KEOPRASOM et al., 2013), no entanto ja foi relatada, menos frequentemente,
em felinos, bovinos, ovinos, caprinos, asininos e em animais silvestres em
cativeiro e também em uma ave silvestre nos Estados Unidos e em avestruz no
Brasil (MILLER et al 1985; ; SANTURIO et al 1998; RAKICH et al., 2002;
CAMUS et al., 2004; TABOSA et al., 2004; WELLAHAN et al., 2004; LEON &
PEREZ, 2005; BUERGELTD et al., 2006; PESAVENTO et al., 2008 SANTURIO
et al., 2008; GRECCO et al., 2009; VIDELA et al., 2011; ALVAREZ et al., 2013;
SANTOS et al., 2014; DO CARMO et al., 2015; HECK et al., 2018, SOUTO et
al., 2019). A ditribuicao e as principais espécies acometidas pela pitiose no

mundo estdo iliustradas no esquema a seguir (esquema 2).



Distribuicéo e principais acometidos pela Pitiose ho Mundo

Ares ondo nio hi
incidéncia da doenga

Esquema 2. llustragdo gerada no Paint (Microsoft Office 2010) de acordo com os trabalhos
relatando pitiose no mundo publicados até 2019. De acordo com a escala, as cores mais

escuras indicam os paises com maiores incidéncia e prevaléncia da pitiose no mundo.

2.2.1 - Manifestacgoes Clinicas da Pitiose

De forma geral a doenga tem se manifestado por lesdes granulomatosas
nos tecidos cutdneo e subcutédneo em diferentes espécies animais (CHAFFIN
et al. 1995, GAASTRA et al., 2010; LEAL et al., 2001), por comprometimento
gastrointestinal em equinos e caes (MILLER, 1985, FISCHER et al., 1995),
ceratite em humanos (TANHEHCO et al., 2011, RATHI et al., 2018) e também
pela forma disseminada, caracterizada por infecgao sistémica com a formacao
de gangrena ou aneurisma (IMWIDTHAYA, 1994, CHITASOMBAT et al.,
2018a, b). A pitiose intestinal € a segunda forma de infecgdo mais comum,
entretanto detalhes da forma de contaminagéo sdo pouco conhecidos, sendo a
ingestdo de agua com zodsporo considerada a principal forma desta infec¢ao
(MENDOZA et al., 1993, BEZERRA et al., 2010, GAASTRA et al., 2010).

Os equinos sdo os animais mais acometidos pela pitiose sem haver
predisposi¢cao por idade, sexo ou raga. As regides anatdmicas mais afetadas
pela doenga compreendem as regides inferiores, como as extremidades distais
dos membros, regido ventral toracica e abdominal, fato explicado por serem as
partes que estdo em maior contato com a agua, sendo esse o fator
determinante para a infecgcao (MENDOZA et al., 1996). Os zodsporos penetram
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a superficie do tecido lesionado liberando enzimas proteoliticas e formando o
tubo germinativo (RAVISHANKAR et al., 2001; MACDONALD et al., 2002). Em
equinos sao observadas lesbes ulcerativas granulomatosas com bordos
irregulares contendo estruturas de coloracédo branco-amareladas com trajeto
semelhante ao das hifas, denominados kunkers, os quais correspondem a uma
reacdo imunoldgica muito intensa desencadeada pela degranulagdo de
eosinofilos e mastdcitos ao redor das hifas (MENDOZA & NEWTON, 2005). O
tamanho da leséo varia pelo tempo e local da infec¢ao, apresentando aspecto
muco-sanguinolento e hemorragico com intenso prurido, normalmente ocorre
uma lesdo unica, mas as vezes pode ser multifocal (CHAFFIN et al., 1995). A
pitiose equina também pode se disseminar para orgaos internos a partir de
infeccbes subcutaneas (REIS et al., 2003). Também foram observadas lesbes
atipicas no pantanal mato-grossense com aspectos deformantes porém sem
drenagem constante de secregéo e o tecido granulomatoso era recoberto por
uma pele grossa, a qual chamaram de “tumoragdo ndo ulcerada” que apés
anos permanecem do mesmo tamanho (LEAL et al., 2001a). A segunda forma
mais comum em equinos € a pitiose intestinal, com ulceragdo da mucosa e
obstrugdo do lumen (SANTURIO et al., 2006). Além dessas duas formas, a
pitiose equina pode atingir o tecido 6sseo adjacente a lesdo cutanea, em
membros, causando exostoses, ostedlises e osteomielite. Nestas lesdes pode
se visualizar a presenga de granulomas infiltrados por eosindfilos € massas
necroticas contendo hifas (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA,
1990).

A espécie canina € a segunda mais frequentemente acometida pela
pitiose e pode se observar em caes oriundos de regides rurais, que
apresentaram contato com regides alagadas ou agua contaminada (FISCHER
et al., 1994; DYKSTRA et al.,, 1999). As lesbes podem ser cutdneas ou
gastrointestinais, sendo a segunda opgdo a forma mais frequente,
manifestando-se por disturbios digestivos como anorexia cronica e diarreia,
apresentando granulomas nodulares nas paredes de estdmago e instestino, as
quais sao perceptiveis a palpagdo abdominal (BENTINCK-SMITH et al., 1989).
As lesdes gastrointestinais apresentam inflamagdes piogranulomatosas com
areas necrosadas na parede do estdmago e intestino com deteccdo de
eosindfilo e hifas no exame histopatolégico (BENTINCK-SMITH et al., 1989).
No trato digestorio superior ja foi relatado esofagite crénica e nddulo na
orofaringe devido a infecgao por P. insidiosum (PATTON et al, 1998; HELMAN
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& OLIVER, 1999). Em gatos a pitiose € mais rara, entretanto ha relatos de
infeccdo superficial do trato respiratério e infecgdo gastrointestinal e leséo
sublingual (BISSONNETTE et al., 1991; RAKICH et al., 2002; FORTIN et al.,
2017). No Brasil a pitiose felina foi reportada em um gato que apresentou uma
massa granulomatosa em regido perianal. O animal era proveniente do estado
do Mato Grosso (SOARES et al., 2019).

Em bovinos ha relatos nos Estados Unidos, Brasil e Venezuela. Em
todos os relatos foram observados lesdes cutaneas em extremidade distal dos
membros, com edemas e ulceragdes, com infec¢gdes multifocais e presenca de
granulomas envoltos por tecido fibroso sem kunkers e observa-se cura
espontanea das lesdes (MILLER et al., 1985; SANTURIO et al., 1998; PEREZ
et al., 2005, GABRIEL et al., 2008).

Em ovinos temos registros de dois surtos no nordeste brasileiro em
2004, em um rebanho de 120 animais 40 foram infectados apds serem
colocados em uma area contendo um agude de pastagem na margem. E no
segundo rebanho, de um total de 80 animais, 6 foram infectados ao serem
expostos em uma area banhada onde havia pastagem. Os sinais clinicos foram
lesdes ulcerativas nos membros, no abdémen e regiao pré-escapular (TABOSA
et al., 2004).

A maior parte dos casos de pitiose humana € reportada na Tailandia,
onde houve o primeiro relato em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), e a
maioria esta relacionada a pacientes talassémicos (SATHAPATAYAVONGS et
al., 1989; LAOHAPENSANG et al., 2009; KEOPRASOM et al., 2013). A forma
mais comum de pitiose humana é a pitiose vascular, representando cerca de
59% dos casos reportados na Tailandia até 2008. E o caso mais grave de
pitiose pois pode progredir para forma disseminada da doenga, com altas taxas
de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes talassémicos. Os
sinais clinicos sao insuficiéncia arterial dos membros inferiores, prurido
cutaneo, ulcera cutanea, celulite, fasciculite necrosante, edema nas pernas,
auséncia de pulso arterial, aneurisma iliaco ou femoral e aneurisma da aorta
(KRAJAEJUN et al., 2006b). A segunda forma mais frequente de manifestacao
€ a pitiose ocular, onde os pacientes apresentam ulcera na cornea ou ceratite e
edema palpebral (KRAJAEJUN et al, 2006b; BERNHEIM et al.,, 2019;
PERMPALUNG et al., 2019). A terceira forma de manifestacdo da pitiose
humana séo através das lesbes granulomatosas cutaneas e subcutdneas

apresentando-se ulceradas e edematosas (KRAJAEJUN et al., 2006b).
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7 — Conclusoes

As trés regides génicas analisadas mostraram-se uteis para estabelecer as
relagdes filogenéticas em P. insidiosum. Dos genes estudados o gene da [3-
tubulina mostrou os melhores resultados sendo mais diverso genéticamente,
separando os isolados de acordo os clados sugeridos e também de acordo com
as diferentes regides geograficas.

Embora ndo tenhamos resultados conclusivos referentes a tipagem
molecular, acreditamos que o resultado sera bastante relevante para se
entender o padrao genémico dentro da especie e complementara os resultados

obtidos a respeitos das relagdes evolutivas.
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