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1. INTRODUÇÃO 
 
P. insidiosum,oomiceto do Reino Stramenipila(DE COCK et al., 1987),. éa 

única espécie conhecida capaz de causar doença em animais e humanos 
(MOORE-LANDECKER, 1996). P. insidiosumé um microrganismo aquático que 
para a produção de zoósporos (estruturas infectantes) necessita temperaturas 
entre 30 e 40ºC e acúmulo de água em banhados e lagoas (MILLER; CAMPBELL, 
1982). A pitiose é uma doença crônica, piogranulomatosa, frequentemente 
observada em equinos e caninos e de difícil tratamento. Casos esporádicos 
também têm sido relatados em bovinos, felinos, ovinos, aves e espécies 
selvagens mantidas em cativeiro, como jaguar, urso e camelo (SANTURIO et al., 
2006). Em humanos, é uma enfermidade de prognóstico desfavorável, sendo 
comum no sudeste da Ásia (KRAJAEJUN et al., 2006). Vários estudos de 
suscetibilidade de P. insidiosum frente a antifúngicos têm sido realizados nos 
últimos anos (ARGENTA et al., 2008; 2012; CAVALHEIRO et al., 2009; PEREIRA 
et al., 2007). Como o CLSI (ClinicalandLaboratory Standards Institute) não 
padroniza testes de suscetibilidade a este microrganismo, Pereira et al (2008) 
padronizaram a técnica de macrodiluição em caldo utilizando inoculopreparado a 
partir de contagem de zoósporos induzidos pela técnica de zoosporogenese 
descrita por Mendoza; Prendas (1988). Entretanto, esta metodologia apresenta 
algumas desvantagens como o tempo para produção dos zoósporos ( em torno 
de 6 dias), ausência de zoosporogênese e dificuldades na obtenção do número 
de zoósporos para a realização da técnica (Pereira, 2012 – comunicação 
pessoal). Desta forma, estudos que avaliemmetodologias menos laboriosas de 
preparação de inóculos são necessários. Assim, o objetivo deste trabalho é 
avaliar e comparar a suscetibilidade de P. insidiosum a antifúngicos utilizando-se 
duas preparações diferentes de inóculosaplicados a testes in vitro de 
microdiluição em caldo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 



 

 
Isolados de Pythiuminsidiosum: Doze isolados deP.insidiosum oriundos de 

equinos com pitiose foram utilizados para a preparação dos inóculose posterior 
testes de suscetibilidade. Todas as amostras foram previamente caracterizadas 
por métodos morfológicos e moleculares. 

Preparação dos inóculos: neste estudo foram utilizadas duas preparaçõesde 
inoculo. A primeiracompreendeu uma suspensão de 20.000 – 30.000 
zoósporos/mL de P. insidiosum, obtidos por meio da técnica de zoosporogênese, 
como previamente descrito e padronizado por Pereira et al. (2007). O segundo 
inóculo foi preparado a partir de uma suspensão demicélio de P. insidiosum. Esta 
suspensão foi obtida a partir do cultivo do microrganismo em ágar 
leveduraincubado durante 96 horas em estufa a 37ºC. Estas culturas foram 
inundadas com 10mL de água destilada estéril e o micélio foi raspado com auxilio 
de lâmina de bisturi esterilizada. Posteriormente, essa solução foi transferida para 
um tubo de ensaio e o inoculo obtido foi então ajustado em espectrofotômetro a 
uma transmitância de 80 a 85% a 530 nm. Ambas as preparações deinóculoforam 
diluídas1:10 em caldo RPMI 1640 glicosado e tamponado a pH 7,0 com 0,165 M 
de MOPS (ácido morfolínicopropanosulfônico). 

Para os testes in vitro foi realizadaa técnica de microdiluição em caldo, em 
duplicata, de acordo com as normas descritas no documento M38-A2 doCLSI 
(ClinicalandLaboratory Standards Institute).Os antifúngicos usadosforam: 
miconazol, cetoconazol e terbinafina, diluídos primeiramente em DMSO 
(dimetilsulfócido) na concentração 1000 vezes maior que ade uso e apósem água 
destilada estéril até se obter as concentrações que variaramde 64µg/mL até 
0,125µg/mL. A leitura levou em consideração o crescimento ou não de hifas, 
sendo identificada a concentração inibitória mínima (CIM), definida como a menor 
concentração em que não houve o crescimento de hifas.  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro dos 12 isolados de P. 
insidiosum estão especificados na Tabela 1. 

Houve diferença entre os MICs de acordo com o tipo de preparação do 
inóculo. Entretanto, observou-se que, o maior montante de isolados avaliados, 
tanto com o inóculocom hifas quanto com zoósporos, comportou-se dentro da 
mesma faixa de variação deMICs, sendo de 4 – 2 µg/mL para miconazol (7 e 8 
isolados para inoculo com hifas e zoósporos,respectivamente) e de 16 – 8 µg/mL 
para terbinafina (10 e 11 isolados para inoculo com hifas e zoósporos, 
respectivamente). Exceção ocorreu com o cetoconazol onde a maioria dos 
isolados evidenciou MICs de 8- 4 µg/mL (9 isolados) quando o teste de 
suscetibilidade foi realizado com hifas e MICs de 32 – 16 µg/mL (11 isolados) 
quando o inóculofoi preparado a partir de zoósporos. Sugere-se que a variação 
entre os valores de MICs observados entre os dois inóculosavaliados podem ser 
inerentes ao processo de preparação do próprio inóculo. Todavia, o significado e 
a origem dessas diferenças precisam ser estudadas. 

 
 
 
 
 
 



 

Tabela 1: Valores dos MICs para inóculos de hifas e zoósporos para cada 
antifúngico testados: 

 

Antifúngico 
Hifas MIC* em µg/mL 
(nº isolados) 

Zoósporos MIC* em 
µg/mL (nº isolados) 

Miconazol 

16 µg/mL (4) 16 µg/mL (2) 
8 µg/mL (1) 8 µg/mL (2) 
4 µg/mL (2) 4 µg/mL (5) 
2 µg/mL (5) 2 µg/mL (3) 

Cetoconazol 

32 µg/mL(1) 32 µg/mL (4) 
16 µg/mL (2) 16 µg/mL (7) 
8 µg/mL(4) 8 µg/mL(0) 
4µg/ mL (5) 4 µg/mL(1) 

Terbinafina 

32 µg/mL (1) 32 µg/mL (0) 
16 µg/mL(6) 16 µg/mL (3) 
8 µg/mL (4) 8 µg/mL (8) 
4 µg/mL (1) 4 µg/mL (1) 

 * MIC= concentraçãoinibitória mínima 

Nos estudos que avaliaram a suscetibilidade in vitro de P. insidiosumapenas 
Sekhonet al (1992), utilizou inóculode hifas, obtendo MICs que variaram de 25 -
12,5µg/ml para cetoconazol, o que é similar aos MICs encontrados em nosso 
estudo (4 - 32 µg/mL). Já com miconazol, os MICsapresentaram-se bastante 
diferentes, variando de2-32 µg/mL para os 12 isolados aqui avaliados, e de 0,78-
0,39 µg/mLnos 8 isolados do trabalho de Sekhon et al (1992).  

Cavalheiro et. al (2009) e Argenta et al. (2008, 2011) avaliaram a 
suscetibilidade de P. insidiosum a cetoconazol, miconazol e terbinafina, entre 
outros fármacos utilizando inóculo padronizado com suspensão de zoósporos. Os 
resultados desses autores foram similares aos encontrados no presente 
estudo,em ambos os inóculosavaliados.A preparação do inóculocom zoósporos 
de P. insidiosum é mais trabalhoso, necessitando de maior tempo para sua 
preparação. Além disso, como utiliza a metodologia da zoosporogênese, a 
frequência de contaminação é alta e muitas vezes não se consegue obter o 
número de zoósporos necessários (20.000 a 30.000/mL) a serem empregados 
nos testes de suscetibilidade. Por outro lado, o emprego de inóculocom hifas de 
P. insidiosum se mostrou menos laborioso, envolvendo menos tempo e menor 
risco de contaminações secundárias durante sua preparação. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
Os resultados obtidos permitem inferir que o inóculoutilizando suspensão de 

hifas de P. insidiosum pode se constituir numa boa opção para os testes de 
suscetibilidade in vitro com P. insidiosum. Entretanto, o significado das diferenças 
observadas entre os MICs deverá ser melhor avaliado, assim como também é 
necessário testar-se maior número de isolados para confirmar os resultados. 
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