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RESUMO

Introdução: A pitiose é uma doença granulomatosa crônica, amplamente distribuída no mundo,
acometendo humanos e animais, sendo causada pelo oomiceto Pythium insidiosum. Esta doença
tem  semelhança  clínica  com  outras  enfermidades,  especialmente  infecciosas,  dificultando  o
diagnóstico, que é bastante fastidioso e de alto custo. Diante disso, é de grande relevância a
pesquisa  de  novos  métodos  que  auxiliem  eficientemente  na  identificação  de  P.insidiosum.
Objetivo: Avaliar a triagem bioquímica como ferramenta auxiliar no diagnóstico laboratorial da
pitiose.  Para  isso,  foram  utilizados  isolados  clínicos  de  P.insidiosum  (n=4),  Conidiobolus
lamprauges (n=4), bem como cepas padrão de P.insidiosum (n=4) e de Pythium aphanidermatum
(n=1). Resultado: Testes de triagem bioquímica, em especial a hidrólise de ureia, auxiliam na
diferenciação dos agentes etiológicos de infecções granulomatosas. Entretanto, a diferenciação
interespécies não demonstrou eficácia. Conclusão: A triagem bioquímica demonstrou ser um
método simples, rápido, custo-efetiva e que pode auxiliar no diagnóstico diferencial da pitiose de
outras enfermidades granulomatosas.
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INTRODUÇÃO

A pitiose é uma doença granulomatosa crônica que acomete humanos e animais e ocorre em áreas
tropicais, subtropicais ou temperadas (MENDOZA et al., 1996). O agente causador da pitiose é o
oomiceto aquático Pythium insidiosum,  pertencente ao Reino Stramenopila,  Classe Oomycota,
Ordem Pythiales, Família Pythiaceae, gênero Pythium (DE COCK et al., 1987; DICK et al., 2001).

A doença, em geral, caracteriza-se pela presença de lesões granulomatosas em tecido cutâneo e
subcutâneo e tende a apresentar evolução rápida. As principais espécies afetadas são a equina,
canina  e  humana.  Na  espécie  humana,  a  doença  apresenta-se,  principalmente,  nas  formas
oftálmica, subcutânea e sistêmica, sendo as duas últimas associadas a α e β-talassemias, comuns
no Sudeste da Ásia (IMWIDTHAYA, 1994). Nos indivíduos acometidos, não há predisposição por
sexo, idade ou raça, e a forma de infecção ocorre por meio de zoósporos ambientais, não havendo
relatos de transmissão direta entre animais e entre animais e o homem (MENDOZA et al., 1996).

A Tailândia é o país com maior ocorrência de pitiose humana devido a diversos fatores associados
à doença, como a prevalência de α e β-talassemias, o clima tropical úmido e principalmente a
exposição  devido  ao  trabalho  nas  plantações  inundativas  de  arroz,  ambiente  propício  ao
desenvolvimento do patógeno (TRISCOTT et al., 1993).

No Brasil, é observado um aumento nos casos da enfermidade em animais, sendo que o Pantanal
Mato-Grossense é considerado o local de maior ocorrência da pitiose equina no mundo (SANTOS
et al., 2014). Contudo, a pitiose é amplamente encontrada em todo o País. Há relatos no Rio de
Janeiro (SANAVRIA et al., 2000), Paraíba (TABOSA et al., 1999), Mato Grosso (CARVALHO et al.,
1984), Rio Grande do Sul (WEIBLEN et al., 2016).

No Brasil, em relação a espécie humana, há um único relato de caso proveniente do Estado de São
Paulo,  no  qual  o  diagnóstico  foi  dificultoso,  e  somente  a  utilização de  técnicas  moleculares
possibilitaram a correta identificação do agente P. insidiosum (BOSCO et al., 2005; MARQUES et
al., 2006).

Até o ano de 2011, P. insidiosum era considerada a única espécie do gênero com capacidade
patogênica em animais, incluindo o homem. Porém, foi relatado um caso de infecção em humano
envolvendo a espécie Pythium aphanidermatum (CALVANO et al., 2011). Farmer et. al. (2015)
também relataram o isolamento de P. aphanidermatum em um paciente com ferimento de guerra,
o  que levanta  hipóteses  sobre  quais  as  espécies  com potencial  de  infecção em hospedeiros
mamíferos.

Há  uma  atenção  especial  na  ocorrência  da  doença  em  equinos,  pois  resulta  em  perdas
econômicas, além disso há um alto custo envolvido na identificação e no tratamento. Contudo, o
diagnóstico da pitiose também é fundamental em outras espécies, incluindo animais de produção
pecuária, como em ovinos, uma vez que Santurio et al. (2008) relataram quatro casos de rinite
granulomatosa em ovelhas da raça Santa Inês, em que dois animais morreram subitamente após
28 dias da doença e os outros dois foram submetidos a eutanásia após 50 dias de evolução da
doença devido ao intenso comprometimento respiratório superior. O diagnóstico definitivo desse



Tipo de trabalho: TRABALHO COMPLETO (MÍNIMO 08 PÁGINAS, MÁXIMO 15 PÁGINAS)

relato  foi  realizado  através  da  utilização  de  técnicas  de  biologia  molecular,  confirmando  P.
insidiosum. A identificação correta e precoce é imprescindível, uma vez que fungos do gênero
Conidiobolus  também são  causadores  de  rinite  granulomatosa  em ovinos,  tornando  difícil  a
diferenciação clínica dessas doenças infecciosas, de caráter granulomatoso (UBIALI et al., 2013).

A pitiose, tanto no homem quanto nos animais é de difícil diagnóstico clínico, pois manifesta-se
clinicamente  de  variadas  formas.  O  diagnóstico  laboratorial  é  realizado  através  do  exame
histopatológico e isolamento para identificação do agente. O isolamento é feito através da cultura
em meio adequado, onde posteriormente observam-se estruturas morfológicas e reprodutivas para
identificação. Porém, o diagnóstico por esses métodos é difícil, lento e de baixa sensibilidade
(GROOTERS, 2003; FARMER et. al., 2015).

Outros  métodos  laboratoriais  com  maior  especificidade  e  sensibilidade  incluem  a
imunohistoquímica (BROWN et al., 2008), a sorologia através da técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) (MENDOZA et al., 1997; SANTURIO et al., 2006), a imunodifusão (MILLER
& CAMPBELL 1982; KAUFMAN et al., 1990), e técnicas de biologia molecular como a Nested-PCR
e o sequenciamento gênico a partir da amplificação do DNA ribossomal (BOTTON et al., 2011).
Destaca-se a importância do diagnóstico precoce da pitiose, que está intimamente relacionado
com o sucesso do tratamento do indivíduo acometido (GAASTRA et al., 2010).

A resposta terapêutica é variável em humanos e animais, devido as características singulares de P.
insidiosum,  que o difere dos fungos na composição da parede celular,  além da produção de
zoósporos móveis, não havendo assim, uma terapia padrão para a pitiose. Todavia, no tratamento
emprega-se uma combinação de terapias,  que incluem uso de substâncias químicas,  técnicas
cirúrgicas e a imunoterapia (SANTURIO et al., 2006).

Diante do aumento de casos de pitiose no Brasil e da semelhança clínica com outras infecções,
especialmente granulomatosas, há a necessidade de novos métodos que auxiliem no diagnóstico
laboratorial  e  diferencial  da  enfermidade,  uma  vez  que  os  métodos  convencionais  para  a
identificação de P. insidiosum são demorados e de alto custo. Dessa forma, a triagem bioquímica
pode ser uma ferramenta para um diagnóstico mais rápido e acessível, podendo ser inserida na
rotina laboratorial.

Com base  em estudos  recentes,  este  trabalho  teve  como objetivo  aplicar  testes  de  triagem
bioquímica utilizando-se cepas padrão e isolados clínicos de P. insidiosum, P. aphanidermatum e
Conidiobolus lamprauges, buscando verificar a efetividade e possível aplicação destes testes para
diferenciação entre fungos de doenças granulomatosas e, também, a diferenciação interespécie
entre P. insidiosum e P. aphanidermatum.
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METODOLOGIA

Foram utilizadas para a realização dos testes bioquímicos, isolados clínicos de P. insidiosum (n=4)
e de C. lamprauges (n=4), cepas padrão de P. insidiosum (n=4) e P. aphanidermatum (n=1),
previamente identificados através de amplificação da região intergênica ITS (Internal Transcribed
Spacer)  ut i l izando  os  primers  ITS1  (5’GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’)  e  ITS4
(5’CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’ (WHITE et al., 1990) e sequenciamento (Tabela 1).

 

Tabela 1 - Isolados clínicos e cepas padrão dos micro-organismos utilizados nos testes.

Espécie Isolado/Cepa Origem
P. insidiosum 118 Equino, Brasil
P. insidiosum 137 Equino, Brasil
P. insidiosum 156 Equino, Brasil
P. insidiosum 292 Equino, Brasil
P. insidiosum PC3 Humano, Tailândia
P. insidiosum CBS 119454 Humano, Tailândia
P. insidiosum CBS 57585 Equino, Costa Rica
P. insidiosum CBS 70283 Equino, Japão
P. aphanidermatum P36-3 Ambiental, Coreia
C. lamprauges 260 Ovino, Brasil
C. lamprauges 303 Ovino, Brasil
C. lamprauges 446 Ovino, Brasil
C. lamprauges 614 Ovino, Brasil

Fonte: Autor.

 

As amostras utilizadas são provenientes da micoteca do Laboratório de Pesquisas Micológicas
(LAPEMI) e estavam em cultivo em ágar meio-mínimo. A partir desses cultivos, foram re-isoladas
em placas de Ágar Farinha de Milho (Corn Meal Agar - CMA, Biolog®). Após crescimento em
estufa a 37ºC durante 48h, esses cultivos foram utilizados para realizar os testes de triagem
bioquímica.

A triagem bioquímica foi realizada conforme metodologia de Vilela et al. (2015), com algumas
modificações (foram utilizados tubos tipo Eppendorf® para centrifugação,  pois  foi  observado
maior praticidade em relação aos tubos tipo Falcon®  utilizados no estudo. Adicionalmente foi
observado que houve bom crescimento das hifas no caldo Sabouraud, sem necessidade de incubar
uma segunda vez em novo caldo). Porções de 3,0mm foram retiradas do cultivo e esses foram
incubados em frascos tipo Erlenmeyer contendo 150mL de caldo Sabouraud Dextrose 2% (SDB) a
37ºC sob agitação por 72h.



Tipo de trabalho: TRABALHO COMPLETO (MÍNIMO 08 PÁGINAS, MÁXIMO 15 PÁGINAS)

Após  72h  de  incubação  e  crescimento  das  hifas,  o  micélio  foi  distribuído  em  tubos  tipo
Eppendorf®, cerca de 0,5 gramas por tubo. Esses tubos foram centrifugados durante 15min a
13500rpm e, após, o sobrenadante foi descartado. As hifas presentes no precipitado foram lavadas
três vezes com 500μL de água destilada estéril e centrifugadas, como descrito anteriormente, a
fim de eliminar qualquer vestígio de açúcar. A massa fúngica resultante foi usada imediatamente
para a realização dos testes bioquímicos.

A triagem bioquímica foi composta pelos testes:

1. Avaliação do uso de citrato como fonte de carbono pelo micro-organismo, através de placas de
ágar Simmons’ citrato (Kasvi®);

2. Avaliação da hidrólise de ureia através de placas de ágar ureia de Christiansen (Himedia®);

3. Avaliação da hidrólise dos seguintes açúcares: arabinose, celobiose, dulcitol, galactose, glicose,
lactose, maltose, manitol, rafinose, ramnose, sacarose, xilose e trealose (Vetec®);

4. Teste de catalase, avaliando a produção ou não de bolhas, utilizando reagente de H2O2 3%
(Farmax®).

Os meios de cultura foram preparados conforme indicação dos fabricantes e distribuídos em
placas de Petri estéreis para a realização dos testes.

Para o teste do citrato, o teste de ureia e os testes dos açúcares, foi inoculado 0,5g de hifas. Após,
as placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 48h. Foram feitas duas leituras, uma após 24h de
incubação e outra após 48h de incubação.

Para as placas de ágar púrpura de bromocresol contendo os açúcares, foi considerado reação
positiva quando houve a mudança de cor do meio originalmente roxo, para amarelo, no local de
crescimento das hifas. Isto indicou que houve a hidrólise do açúcar presente no meio. Mudança de
cor apenas no local do inóculo, foi considerada reação negativa.

Quanto  ao  teste  de  catalase,  foi  utilizado  a  mesma  quantidade  de  hifas  (0,5g),  que  foram
depositadas em uma placa de Petri estéril e sobre a massa de hifas, gotejadas duas gotas de H22 a
3%. A leitura foi realizada imediatamente, onde a produção de bolhas foi considerada reação
positiva, enquanto a não produção foi considerada reação negativa.

Durante a triagem bioquímica, todos os testes foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS

No teste de hidrólise de açúcares, todas as cepas e isolados tanto do gênero Pythium spp. quanto
do gênero Conidiobolus  sp. tiveram resultado negativo para os açúcares arabinose, celobiose,
dulcitol,  galactose, lactose, manitol,  rafinose, ramnose e xilose.  Alguns isolados de ambos os
gêneros produziram alteração de cor no local do inóculo, contudo após 24h a placa retornou a cor
roxa  original,  não  sofrendo  alteração  do  meio  roxo  no  crescimento  das  hifas,  sendo  assim,
considerados resultados negativos.

A hidrólise de ureia,  maltose,  sacarose e trealose mostraram-se os testes mais eficientes na
diferenciação dos gêneros Pythium spp. e Conidiobolus sp., onde destaca-se o teste da ureia, que
demonstra resultados evidentes e de fácil observação. Todas as cepas do gênero Pythium spp.
hidrolisaram a ureia, a maltose, a sacarose e a trealose e todas as cepas do gênero Conidiobolus
sp. apresentaram reação negativa para a hidrólise de ureia, bem como para a maltose, a sacarose
e a trealose.

Além disso, o teste do citrato teve reação positiva para todas os isolados de Conidiobolus sp. e
reação negativa para todos os isolados de Pythium spp.

O teste da catalase não teve resultados eficientes para diferenciar os gêneros nem espécies
avaliados, uma vez que todas os isolados apresentaram reação positiva ao teste, observado pela
produção de bolhas em todos os micélios pesquisados.

Os resultados de todos os testes realizados, estão apresentados na tabela 2.
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DISCUSSÃO

Diante da dificuldade para diagnosticar a pitiose e dos altos custos para identificação laboratorial
do agente P. insidiosum, assim como a semelhança clínica a outras enfermidades causadas por
outros  agentes,  especialmente,  infecciosos,  incluindo os  oomicetos  (GROOTERS et  al.,  2003;
MENDOZA & VILELA, 2013; VILELA et al.,  2015), têm-se a necessidade da busca por novas
metodologias e ferramentas que auxiliem na identificação desse relevante oomiceto patógeno de
humanos e animais.

Assim, este estudo demonstra sua importância da triagem bioquímica como técnica auxiliar ao
diagnóstico, uma vez que esta metodologia pode direcionar com rapidez o tratamento; uma vez
que este é de suma importância a implementação da terapêutica o mais breve possível, a fim de
evitar complicações da doença (GAASTRA et al., 2010). Os resultados da triagem bioquímica,
neste estudo, foram realizados em até 48h demonstrando ser uma ferramenta útil, rápida e custo-
eficaz para identificar o agente etiológico, comparada as outras técnicas laboratoriais disponíveis.
Desta forma, a metodologia da triagem bioquímica é uma ferramenta auxiliar no diagnóstico
precoce da pitiose.

O teste do citrato de Simmons indica a capacidade de certos micro-organismos utilizarem o citrato
como única fonte de carbono para o seu metabolismo. O ágar citrato de Simmons contém citrato
de sódio como única fonte de carbono, fosfato de amônia como única fonte de nitrogênio e o azul
de bromotimol como indicador de pH. Quando o citrato é utilizado, este é removido do meio e CO2

é liberado. O CO2 combina-se com o sódio do citrato de sódio e água para formar carbonato de
sódio, um produto alcalino, que aumenta o pH, mudando a cor do meio de verde (negativo) para
azul (positivo).

A atividade da urease é detectada pelo crescimento em meio ágar ureia de Christiansen, onde há
um indicador de pH. Quando a ureia é hidrolisada, a amônia se acumula no meio e o torna
alcalino. Ocorre aumento no pH, causando a mudança de cor no indicador de amarelo palha para
rosa pink, indicando uma reação positiva. A ausência de mudança na coloração indica um teste
negativo.

Os testes bioquímicos são amplamente utilizados para triagem de bactérias, demonstrando ser
uma ferramenta de grande valia para auxiliar no diagnóstico do agente infeccioso. Vilela et al.
(2015) investigaram a importância de estudos envolvendo a triagem bioquímica para oomicetos,
constatando que o desenvolvimento de zoósporos em meio de indução (MENDOZA & PRENDAS,
1988) aliado a uma triagem bioquímica poderia identificar P. insidiosum.

Mesmo  com  a  necessidade  de  confirmação  molecular,  estes  testes  apresentam  uma  maior
facilidade  de  realização  pelos  laboratórios,  com maior  rapidez  na  obtenção  dos  resultados,
podendo sugerir uma linha de triagem de oomicetos e indicando para um tratamento rápido, que é
essencial na terapêutica da pitiose (GAASTRA et al., 2010).

O teste do citrato e a hidrólise de ureia, maltose, scarose, trealose mostraram-se relevantes para a
triagem entre os gêneros Pythium spp. e Conidiobolus sp. nas cepas testadas, permitindo uma
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diferenciação  rápida  entre  gêneros.  Todavia  a  diferenciação  entre  P.  insidiosum  e  P.
aphanidermatum  não  foi  possível  através  de  nenhum  dos  testes  avaliados  neste  estudo,
demonstrando que a diferenciação interespécies requer maior atenção.

Krajaejun et al. (2018) publicaram um estudo onde demonstraram que pode haver diferenças de
resposta na hidrólise de açúcares e de ureia para algumas cepas de P. insidiosum, indicando que
este método requer maiores estudos e padronização. Krajaejun et al. (2018) observaram que as
cepas que não hidrolisaram dextrose, maltose, sacarose e trealose foram, em sua maioria, cepas
de crescimento lento. Enquanto para a hidrólise de ureia, esse aspecto não foi observado, podendo
estar envolvido na discrepância de resultados.

Assim, fica claro que apesar de ser um método exequível, rápido e de fácil acesso, devem ser
feitos novos estudos, ampliando o número de isolados, a fim de padronizar essa metodologia para
futuro uso na rotina laboratorial.

 

CONCLUSÃO

De  acordo  com  os  resultados  obtidos  e  a  metodologia  utilizada  neste  trabalho,  a  triagem
bioquímica mostra-se útil como uma ferramenta auxiliar no diagnóstico laboratorial da pitiose,
com menores custos e mais rapidez que a maioria dos métodos comumente empregados. Há
necessidade de maiores estudos e padronização da metodologia, uma vez que outras pesquisas
demonstram discrepância de resultados em relação a hidrólise de açúcares e ureia. Também se
sabe  da  necessidade  de  confirmação  do  agente  Pythium  através  de  biologia  molecular,
assegurando e garantindo os resultados. Como objetivo de auxiliar no diagnóstico para prover um
tratamento precoce da doença e diferenciar a pitiose de outras patogenias de semelhança clínica,
bem como o gênero Pythium  de outros agentes infecciosos, especialmente, os causadores de
enfermidades  granulomatosas,  a  triagem  bioquímica  pode  ser  considerada  uma  ferramenta
bastante promissora.
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