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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto patdégeno para mamiferos e o Unico
agente etioldgico da pitiose. E descrita em regibes de clima tropical, subtropical e
temperado, em paises do continente Americano, Oceania e Africa, afetando
diversas espécies domeésticas e selvagens, assim como também humanos
(GAASTRA et al., 2010). No Brasil, a pitiose tem sido bem documentada e ocorre
em equinos (MARCOLONGO- PEREIRA et al. 2012), bovinos (GRECCO et al.
2009), ovinos (SANTURIO et al. 2008), caninos (PEREIRA et al. 2013) e humanos
(MARQUES et al. 2006), porém a maioria dos casos corresponde a lesdes
cutaneas em equinos (SANTURIO et al. 2006).

As terapias utilizadas para o tratamento da pitiose apresentam resultados
variados e podem incluir o emprego da imunoterapia, cirurgia e combinacdo de
antimicrobianos. Diversos estudos de suscetibilidade in vitro com P. insidiosum
utilizando diferentes classes de farmacos, incluido antifingicos, tem demonstrado
resultados variados (FONSECA et al., 2014). Todavia, observa-se que as infeccoes
clinicas causadas por P. insidiosum pobremente respondem a esses métodos
terapéuticos (GAASTRA et al. 2010). Diante dessas dificuldades, a busca por
novos compostos com atividade antimicrobiana frente a P. insidiosum s&o
necessarios para complementar os métodos terapéuticos da pitiose.

Bacillus amyloliguefaciens € uma bactéria gram-positiva, teldrica, néo
patogénica, capaz de produzir endosporos que lhe permitem sobreviver por
longos periodos em condicbes adversas. A temperatura ideal para o crescimento
celular é entre 30 e 40°C. Alguns estudos tém demonstrado que B.
amyloliquefaciens produz substancias ativas, entre elas iturina A, que apresenta
atividade antimicrobiana sobre bactérias (BATISTA, 1993) e fungos
fitopatogéncios (YOSHIDA et al., 2001; YU et al., 2002).

O objetivo deste trabalho é avaliar in vitro a inibicdo do crescimento micelial
de P. insidiosum utilizando o extrato bruto de B. amyloliquefaciens.

2. METODOLOGIA

Para a realizacdo dos testes in vitro foram utilizados oito isolados de P.
insidiosum e um isolado de B. amyloliquefaciens pertencentes a micoteca do
Laboratorio de Micologia (UFPel).

A técnica de suscetibilidade baseou-se no método de difusdo em disco,
com adaptacdes. B. amyloliquefaciens foi cultivado em frascos estéreis contendo
25 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion), incubado a 37°C em agitacdo de 120
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rpm/3 dias. A solucao teste foi obtida por centrifugacdo da cultura a 2.500 rpm por
10 minutos. Do sobrenadante total, uma aliqguota de 15uL foi utilizada para
impregnacao dos discos de papel filtro previamente esterilizados.

O teste de suscetibilidade foi realizado em placas de Petri contendo meio
agar levedura 0,1%. Discos de cultura de P. insidiosum, de aproximadamente
lcm de didmetro, foram distribuidos na posicdo central de cada placa.
Posteriormente, quatro discos impregnados com o0 sobrenadante de B.
amyloliquefaciens foram dispostos em cruz, a uma distancia de aproximadamente
2cm dos discos de cultura e 2cm dos bordos das placas. Os testes foram
realizados em duplicata para cada isolado testado. As placas foram incubadas em
estufa a 37°C/3 dias. A leitura levou em consideracdo a medida do halo de
inibicdo e o resultado final foi expresso como a média do valor do halo de inibi¢cao
em milimetros (mm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores médios dos halos de inibicdo
dos oito isolados de P. insidiosum avaliados. Considerando-se as médias de
todos os isolados, observa-se que o valor médio que inibiu o crescimento

micelial de P. insidiosum in vitro foi de 26,8 mm.

Tabela 1:Médias dos halos de inibicdo do crescimento de P. insidiosum

P. insidiosum Médias das medidas (mm)
Pl 02 22
Pl 03 24,2
Pl 04 26
Pl 12 26,5
Pl 16 30,6
Pl 18 29,7
Pl 19 29,1
Pl 24 18,8
Valor médio 26,8

A sintese de substancias naturais antimicrobianas por bactéria e fungos é
conhecida hd muito tempo. Em oomicetos e fungos, ANJAIAH et al. (2003),
demonstraram que bactérias do género Pseudomonas, provenientes de
materiais clinicos e de solos, foram capazes de produzir metabdlitos, como o
cianeto de hidrogénio, que apresentou forte atividade antimicrobiana frente aos
patdogenos de plantas Pythium ultimun, Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum. Similarmente, THONGSRI et al. (2012)
mostraram a atividade antimicrobiana da pirrolnitrina oriunda de Pseudomonas
stutzeri como o Unico composto conhecido com atividade anti- Pythium.

B. amyloliquefaciens produz substancias com atividade antimicrobiana,
assim como iturina A, capazes de inibir Rhizoctonia solani e outros fungos
fitopatdbgenos (YOSHIDA et al., 2001; YU et al., 2002). Todavia, estudos com
espécies de Pythium sdo escassos. Os resultados preliminares do presente
estudo evidenciam o potencial antimicrobiano desta cepa de B.
amyloliquefaciens sobre P. insidiosum.



4. CONCLUSOES

Os resultados preliminares deste estudo nos permitem concluir que a bactéria
B. amyloliquefaciens inibe o crescimento micelial de P. insidiosum. No entanto,
estudos necessitam ser desenvolvidos para determinar as substancias ativas com
potencial antimicrobiano, assim como também avaliar um namero maior de
isolados de P. insidiosum. Pesquisas que objetivem o desenvolvimento de novos
medicamentos antimicrobianos sao importantes para incrementar alternativas ao
tratamento da pitiose em animais.
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