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RESUMO

Na regido Amazonica, o clima tropical € o principal fator que favorece o desenvolvimento de infecgdes
fingicas superficiais e oportunistas, especialmente pela elevada temperatura ¢ umidade relativa do ar,
oferecendo condi¢des ideais a continuidade no ciclo de vida dos fungos oportunistas e patogénicos.
Dentre as micoses mais prevalentes nesta regido, encontra-se a pitiriase versicolor (PV), uma das
principais dermatoses atendidas nos servi¢os de saude em dermatologia, podendo acometer pessoas de
ambos os géneros, idade, raga e classe social. Diferentes espécies do género Malassezia spp., algumas
das quais recentemente descritas por meio de estudos genéticos, sdo responsaveis pela PV e, a despeito
de sua alta prevaléncia em diversas regides do mundo e no Brasil, ainda sdo poucos os estudos com
abordagem mais aprofundada acerca dos aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais desta micose
em nossa regido. A investigacdo sobre a susceptibilidade destas espécies as drogas antifiingicas é de
fundamental importancia para o avangco do conhecimento cientifico na perspectiva de uma melhor
abordagem clinica e terapéutica da PV. A realiza¢do de testes para avaliacdo da suscetibilidade in vitro
aos agentes antifungicos para leveduras ¢ fungos filamentosos (antifungigrama), se constitui em uma
importante ferramenta para o monitoramento da resisténcia de cepas flingicas e também para auxiliar na
escolha do melhor esquema terapéutico. Diante disto, o Clinical and Laboratorial Standards Institute
(CLSI), antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), t€ém desenvolvido
métodos de referéncia para a avaliagdo da susceptibilidade fliingica, entretanto, devido as exigéncias
nutricionais diferenciadas dessas espécies, ainda ndo existe um protocolo especifico para testes com
Malassezia spp. que tenha sido recomendado por este ou por algum outro 6rgdo credenciado para a
regulamentacdo de procedimentos clinicos ¢ laboratoriais. O presente estudo teve como objetivo
principal contribuir para a elaboracdo de um protocolo simplificado para avaliacdo da susceptibilidade
de trés espécies de Malassezia, sendo, 01 isolado de M. furfur, 01 de M.obtusa e 01 de M. sympodialis
frente as drogas cetoconazol, itraconazol e fluconazol. Para isto, foram realizados bioensaios com base
no método de microdiluicdo em caldo, em diferentes condigdes experimentais, as quais foram definidas a
partir de algumas variantes metodoldgicas encontradas em publicagdes nos ultimos 10 anos, quanto as
condigdes otimas de crescimento, no qual foram testadas trés diferentes concentragdes de inoculo, quatro
tipos de meios de cultura, duas temperaturas de incubagao e diferentes critérios de leitura dos resultados.
De acordo com os resultados obtidos, as condi¢des que permitiram melhor desempenho durante os
experimentos nas curvas de crescimento e nos bioensaios com a drogas foram: concentra¢do do inoculo
de 0,5 a 2,5x10* céls/mL; temperatura de incubacdo de 32 °C; meio de cultura Leeming-Notman
modificado com algumas altera¢des em sua composicao, e leitura espectrofotométrica em 620nm apos 3
dias de incubacdo. Nestas condi¢des, os valores de CIMs obtidos foram: CIM <0,03 ug/mL, para o
cetoconazol e itraconazol para inibir 50% e 80% do crescimento de M. obtusa e M. furfur. Para o fluconazol foram
encontradas CIMs de 2 e de 4 pug/mL para inibir 50% do crescimento de M. sympodialis e M. obtusa
respectivamente, e CIM de 4 e 8 pg/mL para inibi¢ao de 80%; enquanto que para M. furfur foi encontrada uma
CIM <0,03 pg/mL desta droga para inibir 50% e 80% do crescimento fungico. Portanto, apesar de preliminares,
considerando o niumero reduzido de amostras analisadas, os resultados obtidos neste estudo forneceram
informagdes importantes na perspectiva da elaboracdo de um protocolo para testes de susceptibilidade as
espécies de Malassezia.

Palavras chave: Testes de susceptibilidade, Pitiriase versicolor e Malassezia spp..
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ABSTRACT

In the Amazon, the tropical climate is the main factor that favors the development of superficial fungal
infections and opportunistic, especially the high temperature and relative humidity, providing ideal
conditions for continuity in the life cycle of pathogenic and opportunistic fungi. Among the most
prevalent mycosis in this region, is pityriasis versicolor (PV), a major skin diseases treated at health
care in dermatology, can affect people of both genders, age, race and social class. Different species of
Malassezia spp., Some of which recently described by means of genetic studies, are responsible for
PV and, despite its high prevalence in several regions of the world and in Brazil, there are few studies
with more detailed approach on epidemiological, clinical and laboratory features of this mycosis in our
region. Research on the susceptibility of these species to antifungal drugs is fundamental to the
advancement of scientific knowledge in order to better clinical management and treatment of PV. The
testing for evaluation of in vitro susceptibility to antifungal agents for yeasts and molds (vitro
antifungal susceptibility), constitutes an important tool for monitoring the resistance of fungal strains
and also to assist in choosing the best therapeutic regimen. Given this, the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), formerly National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
have developed methods for the assessment of fungal susceptibility, however, due to different
nutritional requirements of these species, there is still no specific protocol for testing with Malassezia
spp. that has been recommended by this or any other body accredited for the regulation of clinical and
laboratory procedures. The present study with the main objective to contribute to the development of a
simplified protocol for assessing the susceptibility of three species of Malassezia, being isolated from
01 M. furfur, 01 and 01 M.obtusa M. sympodialis front to drugs ketoconazole, itraconazole and
fluconazole. For this, bioassay were performed using the method in broth at different experimental
conditions, which were defined from some methodological variants found in publications in the last 10
years, for the optimum conditions for growth, which were tested three different concentrations of
inoculum, four types of culture media, incubation temperatures and two different criteria for
interpretation of results. According to the results, the conditions that led to better performance during
the experiments and the growth curves in bioassays with the drugs were: inoculum concentration of
0.5 to 2.5 x104 cells / mL and incubation temperature of 32 ° C; medium modified Leeming-Notman
with some changes in its composition, and spectrophotometric reading at 620 nm after 3 days of
incubation. Accordingly, the MIC values obtained were: MIC < 0.03 mg / mL for ketoconazole and
itraconazole to inhibit 50% and 80% of the growth of M. obtusa and M. furfur. For the fluconazole
MICs were found for 2 and 4 mg / mL to inhibit 50% of the growth of M. sympodialis and M. obtusa
respectively, and MIC of 4:08 g / mL for inhibition of 80%, while for M. furfur found an MIC < 0.03
mg / mL of this drug to inhibit 50% and 80% of fungal growth. Therefore, although preliminary,
considering the small number of samples analyzed, the results of this study provided important
information in view of developing a protocol for susceptibility testing of Malassezia species.

Keyword: Susceptibility testing, Pityriasis versicolor and Malassezia spp..
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JUSTIFICATIVA

A pitiriase versicolor (PV) constitui-se em uma das mais comuns infec¢des que
acometem o ser humano. Causada por diferentes espécies fungicas do género Malassezia spp.
manifesta-se geralmente por meio de manchas na pele ou descamacdo no couro cabeludo e
podem acometer criangas, jovens e adultos independente do género, raga e classe social.

Apesar de ser uma micose superficial em que o maior desconforto ao paciente parecga
ser apenas de ordem estética, pelo surgimento de manchas na pele, a PV tende a evoluir de
forma cronica, ¢ em muitos casos torna-se recidivante, disseminada e de “rebeldia”
terapéutica. Isto, associado a descrigdo recente de novas espécies de Malassezia spp., tem
despertado crescente interesse no meio cientifico no sentido de se desenvolver estudos
atualizados sobre os seus aspectos epidemiologicos, clinicos e laboratoriais.

Na regido Amazonica, a maioria das publicagdes encontradas refere-se a estudos sobre
a freqii€ncia da pitiriase versicolor em uma determinada populacao de pacientes atendidos em
servicos de dermatologia ou de micologia, sendo, portanto, necessarios novos estudos para
um melhor conhecimento da distribuicdo das diferentes espécies de Malassezia spp, bem
como da possivel implica¢dao destas nas manifestacdes clinicas, tipo evolutivo da doenga e na
resposta terapéutica dos pacientes.

Em decorréncia das mudangas na epidemiologia das infec¢des fungicas observadas
nos ultimos anos, em nivel global, no que se refere ao aumento na freqiiéncia e espectro
clinico, tem sido dada maior atencdo a uma questdo de elevada importancia clinica e
epidemiologica, a "selecao" de cepas resistentes as drogas antifungicas. Na pratica clinica ¢
comum a observacdo de casos resistentes na PV, contudo, ainda se desconhecem os fatores
responsaveis por essa resisténcia aos antimicdticos, a qual pode ser inerente a espécie fingica
em questao, ou mesmo, ser um fator proprio do hospedeiro.

No entanto, uma das lacunas existentes no conhecimento ndo somente desta, mas da
maioria das infec¢des causadas por fungos, diz respeito ao aspecto da susceptibilidade das
diferentes espécies fungicas aos antimicoticos. Isto se deve principalmente a caréncia de
metodologias padronizadas que permitam a realizagdo de testes de susceptibilidade levando
em consideracdo as condicoes ideais para os diferentes grupos de fungos, haja vista a grande
diversidade morfofisiologica existente entre os mesmos.

Nesta area, destaca-se a importante iniciativa do Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI - organizagdo internacional interdisciplinar, que por meio de estudos
multicéntricos padronizou o protocolo M27-A2 atualizado em 2002, para as leveduras que
causam infec¢des invasivas, incluindo as espécies de Candida spp e Cryptococcus
neoformans. Este protocolo foi admitido como método de referéncia para testes de diluigao
em caldo para a determinagao da susceptibilidade de leveduras, por 6érgaos como a OPAS e
ANVISA. Entretanto, varias adaptagdes ja foram propostas em diferentes estudos, no intuito
de se ampliar a sua aplicagdo a outras espécies fungicas, a exemplo do género Malassezia spp.
que necessita de acidos graxos de cadeia longa para seu pleno desenvolvimento, ou
simplesmente, de tornar a técnica menos laboriosa, ou de garantir maior agilidade, precisao e
reprodutibilidade na leitura dos testes.

Diante deste cendrio, o presente estudo visa contribuir para o desenvolvimento de um
protocolo simplificado de avaliagao da susceptibilidade das diferentes espécies de Malassezia
spp., a partir de um estudo comparativo de diferentes propostas metodologicas baseadas na
técnica de microdilui¢do em caldo, utilizando como padrao ouro, o protocolo M27-A2 do
CLSI.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pitiriase versicolor

1.1.1 Epidemiologia

Dentre todas as micoses a pitiriase versicolor (PV) tem sido uma das mais comumente

encontradas em diversas regides do mundo, com frequéncia de até mais de 50% em areas de

clima tropical. Trata-se de uma doenga cosmopolita que nao diferencia raga, género e classe

social, porém, quando ¢ observada a frequéncia da PV em regides de clima tropical,

principalmente nas Américas, Central e do Sul, o seu indice demonstra ser relativamente alto,

quando comparado a outras doencas de pele (GUPTA et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Na Venezuela, em um estudo na comunidade pesqueira da regido semiarida do Estado

Flacon, a prevaléncia de PV demonstrou-se ser aproximadamente 15,5% (QUINTERO;

PERFETTI, 2004), enquanto na Republica Dominicana (Santo Domingo), esses indices se

mostraram ainda mais elevados, conforme demonstrado por Arenas et al. (2001) que em

média sdao diagnosticados 120 casos por dia como infecgdes fungicas naquela regido, dos

quais 30 a 60% correspondem a PV (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Segundo Framil (2006), no Brasil:

Os registros epidemioldgicos da PV se referem apenas a estudos realizados
em populagdes selecionadas: militares, estudantes; asilos, centros
assistenciais, clinicas particulares e ambulatorios de hospitais. Em qualquer
um desses estudos, as conclusdes ndo podem ser extrapoladas para a
populagdo em geral, por resultados de amostras selecionadas, nao
representativas dessa populagio. E preciso destacar que os dados
apresentados na literatura nem sempre sdao comparaveis, dependendo da
metodologia utilizada, populacdo estudada e fatores geo-climaticos.

Segundo o mesmo autor a comparagao de dados epidemioldgicos deve ser feita entre

areas com caracteristicas semelhantes, climaticas, socioecondmicas e populacionais.
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Zaitz et al. (1979), publicaram resultados de estudo retrospectivo realizado no
ambulatorio de dermatologia da Santa Casa de Sao Paulo, onde, entre 1795 consultas
realizadas no ano de 1977, a frequéncia de PV foi de 3,79%.

Outro estudo, realizado em Mato Grosso, demonstrou uma frequéncia de 39% de PV
em 150 voluntarios que apresentavam lesoes sugestivas da doenga (FORJAZ et al., 1983).

Em Jodo Pessoa na Paraiba, Martins; Lima (1987) (apud FRAMIL, 2006, p.20)
estudando uma populagao de 116 pacientes atendidos com suspeita clinica de PV em Centro
de Saude da rede publica e encontraram alta frequéncia de PV (97,4%), acometendo
principalmente a populacdo carente econdmica e socialmente.

Martins et al. (1989) (apud FRAMIL, 2006, p.20), em Santo André, municipio de Sao
Paulo, examinaram 4.267 individuos e isolaram Malassezia furfur (Robbin) Baillon (1889),
em 132 pessoas (31%).

Bechelli et al. (1990), por meio de estudo epidemiologico compararam prevaléncia de
PV em Ribeirdo Preto/Sdo Paulo (5,96%) com a encontrada no Acre (13,2%), a partir da
analise de lesdes e afeccdes em escolares (6 a 16 anos).

Barbosa; Ribeiro (2002), em laboratério da rede privada de Goiania citaram a
freqliéncia de PV de 17% entre 512 casos de micoses superficiais, atendidos no periodo de
1998 a 1999.

Coelho et al. (2005), em Florianopolis, Santa Catarina, avaliaram as micoses mais
frequentes nesta cidade, sendo que a PV ocorreu em 9% dos casos.

Em Manaus, Amazonas, Furtado et al. (1997), avaliaram os aspectos epidemiologicos
da PV entre 305 pacientes com suspeita da micose e submetidos a exame micologico direto.
Observaram que a PV ¢ muito frequente no meio analisado, atingindo todas as idades, em
especial, adolescentes e adultos; ocorrendo com maior frequéncia entre adultos (66%). Outro

estudo, também realizado no Amazonas, encontrou uma incidéncia de 27% de PV dentre 256
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casos de micoses atendidos no Laboratorio de Micologia Médica do Instituto Nacional de

Pesquisas do Amazonas - INPA, entre margo € novembro de 2003 (OLIVEIRA et al., 2006).

1.1.2 Etiologia

Até a metade da ultima década, eram conhecidas apenas as espécies Malassezia furfur
(Robbin) Baillon (1889); Malassezia pachydermatis (Weidman) Dodge (1935) e Malassezia
sympodialis Simmons et Guého (1990). Considerando a evolucdo e as mudangas dos
procedimentos laboratoriais, foram utilizados diferentes critérios para a identificacao
taxondmica, tais como: caracterizagao morfologica, desenvolvimento da colonia em relagao
as variagdes de temperaturas, necessidades nutricionais em relagao a determinados tipos de
acidos graxos, capacidade de hidrolisar a uréia, e caracterizagdo molecular. Assim, foi
possivel a identificagdo de quatro novas espécies. Malassezia globosa Midgley, Guého et
Guillot, 1996, Malassezia obtusa Midgley, Guillot et Guého, 1996, Malassezia restricta
Guého, Guillot et Midgley, 1996 e Malassezia slooffiae Guillot, Midgley et Guého, 1996
(GUEHO et al., 1996; GUILLOT et al., 1996; MAYSER et al., 1997).

Para distinguir essas sete espécies, foram consideradas as caracteristicas
morfofisiologicas de cada, tais como: espessura e presenga de multicamada da parede celular
e producdo de blastoconidios pelo processo de brotamento monopolar ou simpodial. Além
disso, também foi estudada a caracterizacdo molecular das sete espécies de Malassezia spp.
por meio do sequenciamento da regido correspondente a LSU do rRNA (GUILLOT et al.,
1995).

Mais recentemente, novas técnicas moleculares como sequenciamento de rDNA,
analises filogenéticas, sequenciamento de nucleotideos das regides ITS, IGS1 de varios genes

do rRNA, permitiram a incorporagdo de quatro novas espécies a esse género: Malassezia
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dermatis Sugita, Takashima, Nishikawa et Shinoda sp. nov. (2002), Malassezia nana Hirai,
Kano, Makimura, Yamaguchi et Hasegawa sp. nov. (2004), Malassezia japonica Sugita,
Takashima, Kodama, Tsuboi, et Nishikawa sp. nov. (2003), e Malassezia yamatoensis Sugita,
Takashima, Tajima, Tsuboi et Nishikawa sp. nov. (2004) (SUGITA et al., 2002; SUGITA et

al., 2003; SUGITA et al., 2004; HIRAI et al., 2004).

1.1.3 Ecologia

As leveduras do género Malassezia spp. sao consideradas membros da biota normal da
pele e passam a determinar manifestagdes clinicas sob condi¢gdes que permitem a pseudo-
filamentacao dessas leveduras. Um estudo realizado por Roberts, no Reino Unido, em 1969,
encontrou 97% de individuos sadios portadores do fungo no couro cabeludo e 92% no tronco.
Viarios fatores sdo considerados predisponentes para o rompimento do equilibrio levedura-
homem, tais como: diminui¢ao das células escamosas, como ocorre em regides tropicais, uso
prolongado de corticoterapia, pré-disposicao genética, estado nutricional precario, infecgdes
cronicas, sudorese excessiva, gravidez, utilizagdo de lubrificantes na pele e temperatura

elevada (ZAITZ, 1997; GUPTA et al., 2002).

1.1.4 Clinica

As espécies de Malassezia spp. t€m sido associadas a diferentes formas clinicas que
podem se manifestar em seres humanos e animais, ou mesmo a outras dermatoses, tais como:
dermatite seborréica, foliculite, psoriase, blefarite seborréica, papilomatose reticular
confluente e dermatite atépica (BROBERG et al, 1990; GUEHO et al., 1998; SAMPAIO;
RIVITTI, 2000; GUPTA, 2004; ASHBEE, 2006).

A PV ¢ uma micose superficial cronica, recorrente, usualmente assintomatica, que se

manifesta geralmente por meio de manchas hipocrémicas ou hipercromicas principalmente no
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pescogo, torax, membros superiores, abdome e face. As lesdes, que por sua vez, podem ser
unicas ou multiplas apresentam uma despigmentagdo quando expostas aos raios solares
(LACAZ, 2002; ALJABRE, 2003). Uma das razdes que tém sido sugeridas para este distarbio
da pigmentacao da pele esta no bloqueio da transferéncia de melanosomas para queratindcitos
e inibicao da produgdo de melanina, ambos por produgdo do acido azelaico ou lipoxigenase

pela levedura (ASHBEE, 2006).

1.1.5 Diagnostico

a) Diagnostico Clinico

O diagnéstico clinico de PV baseia-se no aspecto e localizacdo das lesdes; sinal de
Besnier (descamagao da pele ao passar a unha) e de Zileri (ampliacdo da lesdo ao esticar a
pele) positivos; e ainda pode ser feito o teste com a lampada de Wood, no qual havera uma
fluorescéncia verde amarelada quando a lesdo for exposta a luz UV (SIDRIM; ROCHA,

2004).

b) Diagnostico laboratorial

1. Exame Direto a fresco

O exame micologico utilizando hidroxido de potassio (KOH) a 20% permite a
visualizagao de células arredondadas ou ovaladas, associadas ou ndo a pseudo-hifas grossas,
septadas, curtas e tortuosas. Estas estruturas podem ainda ser visualizadas com maior nitidez

quando se adiciona tinta parker ou azul de metileno ao KOH (SIDRIM; ROCHA, 2004).

ii. Cultivo

Em meios de cultura normalmente utilizados para o crescimento dos fungos, como o
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agar Sabouraud dextrose, as espécies de Malassezia spp., leveduras de carater lipofilico sao
incapazes de crescer com exce¢cdo da unica espécie lipofilica ndo-lipodependente (M.
pachydermatis). As outras espécies lipo-dependentes necessitam de meios enriquecidos com
acidos graxos de cadeias longas para seu pleno desenvolvimento. O uso de dleo de oliva
adicionado de bile de boi ao agar Sabouraud dextrose ¢ comum na rotina de muitos
laboratdrios, mostrando-se ideal para o desenvolvimento dessas espécies (SIDRIM; ROCHA,
2004; LACAZ et al., 2005).

O meio de Agar Dixon modificado, que possui em sua composigdo glicerol, dcido
oleico, Tween 40, peptona, bile de boi e extrato de malte (GUILLOT et al., 1996), tem sido
utilizado para o cultivo das espécies de Malassezia spp.. Neste meio as colonias de
Malassezia spp. apresentam-se normalmente umidas, cremosas, friaveis, de colora¢ao branco
amarelada. A temperatura 6tima de crescimento para estas leveduras oscila de 32°C + 2°C,

sendo que algumas espécies sdo capazes de resistir até 41°C (GUEHO et al., 1996).

1.1.6 Tratamento

O tratamento de PV pode ser realizado por antifingicos especificos e ndo especificos.
Entre os antifiingicos ndo especificos podem ser utilizados sulfeto de selénio a 2,5% e
tiosulfato de sodio 25% associado ao 4cido salicilico a 1%, em locdes de propilenoglicol a
50% (MIRANDA et al., 2006). Estes medicamentos, encontrados sob a forma de lo¢des ou
xampus, agem devido a sua acdo queratinolitica, retirando células mortas. O forte odor
deixado pelo medicamento na pele do individuo representa uma dificuldade na aceitagcdo deste
tipo de terapia (GUPTA et al., 2002).

Antifingicos especificos, de uso tépico e oral, incluem os derivados azdlicos
(cetoconazol, clotrimazol, itraconazol, fluconazol, econazol), alilaminas (terbinafina) e

benzilaminas (butenafina) (GUPTA et al., 2004).
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Cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol sdo bastante efetivos no tratamento
da PV (GUPTA et al., 2003) e atuam na inibicdo da sintese de ergosterol, principal
constituinte da membrana, por meio da inibi¢do do citocromo P-450 dependente da enzima
lanosterol 14-o-demetilase, acarretando um aumento da permeabilidade da membrana e
inibicao do crescimento celular (VANDEN BOSCHE, 1997; MAERTENS, 2004).

O cetoconazol, primeiro derivado azoélico utilizado como antifungico na PV (GUPTA
et al.,, 2002), ¢ bem absorvido por via oral, porém, tem seu uso limitado devido a sua
hepatotoxicidade (SUNESHINE et al., 1998). O tratamento por quatro semanas com doses
diarias de 200 mg ¢ considerada eficaz (GUPTA et al., 2002).

O itraconazol ¢ altamente lipofilico podendo acumular- se nos tecidos adiposos e pele
(KOSE et al., 2005), sendo melhor absorvido quando ingerido durante as refeigdes. Reagdes
adversas como dor abdominal, nauseas, dispnéia e cefaléia, t€ém sido observadas durante a
administragdo desse antifingico (CARRILLO-MUNOZ et al., 2001). No tratamento da PV ¢
geralmente utilizada dose de 200 mg/dia durante sete dias (THOMA et al., 2005).

Estudos recentes tém sugerido o fluconazol como opcgao efetiva no tratamento da PV
(GUPTA et al., 2002). E considerado antifungico de amplo espectro, apresentando-se com
uma estrutura estavel e altamente soluvel em agua. Por ser hidrofilico sua concentracao nos
tecidos nao alcanga niveis tdo elevados como ocorre com o itraconazol, assim, o fluconazol
permanece no sangue (meio rico em agua ¢ pobre em lipideos) por mais tempo. Cefaléia,
nausea, exantema e dor abdominal sdao alguns efeitos adversos que esse antifiungico provoca
(MARTIN, 1999). Esse farmaco tem sido administrado na posologia de 150 mg/semana, ou
200 mg em dose unica, que pode ser repetida depois de duas semanas para tratamento da PV
(THOMA et al., 2005).

Um novo triazolico, voriconazol, que apresenta uma atividade antifungica para

Candida spp, Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans e dermatofitos duas vezes maior
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quando comparado aos triazdlicos de referéncia (itraconazol e fluconazol) (DONNELLY;
PAUW, 2004; MAERTENS, 2004), tem sido utilizado em testes de susceptibilidade para
leveduras do género Malassezia spp. apresentando-se com valores de concentragdo inibitoria
minima “muito baixos” (VELEGRAKI et al., 2004). Embora estes resultados mostrem
atividade “in vitro”, pouco se conhece a respeito de sua acdo “in vivo” quando se refere ao
tratamento de PV.

Terbinafina, farmaco pertencente a classe das alilaminas ¢ considerado um fungicida
que atua inibindo a enzima esqualeno epoxidase, e conseqiientemente leva a uma diminuigdo
na formacao do ergosterol. A terbinafina ¢ altamente seletiva para a esqualeno epoxidase do
fungo, provavelmente devido a diferengas na seqiiéncia de aminodcidos desta enzima
comparada com a dos mamiferos.

Devido a sua natureza lipofilica possui boa absor¢do, penetrando nos tecidos
queratinizados (cabelo, pele e unhas) (GUPTA et al., 2003). A administragdo por via oral,
deste medicamento mostra-se com pouca eficacia, no entanto por via topica tem mostrado
bons resultados no tratamento de PV. O mecanismo de acdo quando utilizada por via topica,
provavelmente ocorre devido a sua acao direta no microrganismo presente na derme (GUPTA
et al., 2004).

Hidroclorato de butenafina apresenta mecanismo de acdo semelhante as alilaminas.
Este antifungico mostra atividade “in vitro” para dermatofitos e leveduras dos géneros
Candida e Malassezia spp.. Uso topico de creme a 1%, diariamente por 2 a 6 semanas, tem
mostrado ser eficaz no tratamento da PV (GUPTA et al., 2000).

Devido as frequentes recidivas observadas apds tratamento dessa micose, torna-se de
grande importancia a pesquisa de testes de susceptibilidade “in vitro” para leveduras do
género Malassezia spp. o que poderd contribuir para melhor orientar no uso de medicagdo

contra PV.
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1.2 O Género Malassezia spp.

1.2.1 Classifica¢ao taxondmica

Na classe dos Blastomycetes encontra-se a familia de fungos imperfeitos,
Cryptococcaceae, que incluem inimeros géneros patogénicos como Candida, Cryptococcus,
Geotrichum, Trichosporon, Rhodotorula, € Malassezia spp.. Esse Gltimo ¢ caracterizado por
leveduras lipofilicas lipo-dependentes e lipofilicas nao lipo-dependentes, as quais podem estar
presentes na microbiota normal da pele de seres humanos e de animais homeotérmicos
(LEEMING et al., 1989; SIDRIM; DIOGENES, 1999; LACAZ et al., 2002; HIRAI et al.,
2004).

A nomenclatura e taxonomia do género Malassezia spp. tem sido controversa desde os
primeiros achados dessa levedura, obtida da pele de pacientes com suspeita de PV, descritos
por Eichstedt em 1846 (apud CHEN; HILL, 2005 p.5). Devido ao fungo apresentar filamentos
associados a blastospéros foi, assim, considerado como uma nova espécie de dermatofito
oportunista, nomeado como Microsporum furfur por Robin em 1853. Porém, em 1889 Baillon
0 renomeou para Malassezia furfur, baseado em estudos realizados por Malassez em 1874,
que descreveu células em forma ovoide sem hifas em descamacgao do couro cabeludo, ou seja,
sem filamentos associados a blastoporos. Em 1913, foi referido como Pityrosporum ovale por
Castellani; Chambers (apud CHEN; HILL, 2005 p.5).

Entretanto, a partir da década de 70, alguns estudos foram realizados usando uma
variedade de condigdes que induziram a producao de hifas em meios de cultivo comprovando
ndo haver diferenca entre P. malassezii € P. ovale. Confirmando, assim, que o género
Malassezia spp. apresenta um dimorfismo natural (formas leveduriformes e/ou a presenga de
pseudo-hifas) em diferentes estagios do seu ciclo de vida (apud CHEN; HILL, 2005 p.5).

O género Malassezia spp. agrupa leveduras mitosporicas € até o momento nao esta
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estabelecida sua fase sexual. Devido as suas caracteristicas ultraestruturais essas leveduras
podem ser classificadas como pertencentes ao subfilo basidiomicota. As leveduras do género
Malassezia spp. possuem uma invaginacdo da membrana plasmatica, que interrompe
transversalmente toda parede celular, adquirindo disposi¢ao helicoidal. Essa caracteristica
justifica sua classificagao no subfilo basidiomicota (GUILLOT et al., 1995).

A reprodugdo assexuada ocorre por meio da formagao de blastoconidios, com processo
tipico de germinagao enteroblastica monopolar. O broto formado se separa da célula mae por
meio de um septo com posterior fissdo. Essa separacdo geralmente deixa uma cicatriz
pronunciada na célula mae que traz sucessivas germinacdes €, como consequéncia, a

formagdo de um colarete no local de onde emergiram os brotos (AHEAM; SIMMONS, 1998).

1.2.2 Caracteristicas morfofisiologicas das espécies de Malassezia spp.

Embora estas espécies tenham algumas semelhancas, Guého et al. (1996) apresenta
algumas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas que as diferenciam:

M. furfur - Observam-se células ovais, cilindricas ou esféricas, com brotos formados
na base larga da célula e filamentos originando- se em qualquer ponto da superficie celular.

M. pachydermatis - E uma levedura zoofilica encontrada principalmente em animais,
podendo ser isolada da pele de todas as espécies, sobre o qual se observa um colarinho ou
cicatriz devido aos sucessivos brotamentos.

M. sympodialis - Sao observadas células ovais a globosas. E diferenciada de M. furfur
por apresentar brotamento simpodial.

M. globosa - Sao observadas células esféricas com brotos formados na base estreita.
Algumas vezes pode ser observada a producao de pequenos filamentos, proximos ao local de
formagdo do broto, podendo inclusive ocorrer no ponto onde a célula-mae e a célula-filha se

unem.
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M. obtusa - Evidenciam-se células cilindricas grandes com brotos formados na base
larga da célula-mae, enquanto que filamentos podem ser formados sobre qualquer ponto da
superficie da célula.

M. restricta - Observam-se células esféricas ou ovais e brotos formados na base
estreita (Unica espécie a apresentar reacao negativa para catalase).

M. slooffiae - Apresenta células cilindricas curtas, enquanto que os brotos ocorrem na

base larga da célula-mae.

1.2.3 Identificacao das espécies de Malassezia spp.

A técnica comumente utilizada para identificacdo das espécies inclui métodos
fisiologicos, ultraestruturais € moleculares, sendo que para sete espécies o0 mais pratico sao as
provas fisioldgicas sobre a utilizacdo de Tween’s (20, 40, 60 e 80) em diferentes

concentragoes (0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0%, 10,0%), conforme descrito por Guého et al. (1996).

1.2.4 Testes de Susceptibilidade a drogas antifingicas

Os testes de susceptibilidade sdo importantes ferramentas para o controle terapéutico
das infecgdes microbianas e para o monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos.
Segundo Pfaller; Liang YU (2001) os testes de suscetibilidade t€m como objetivo central
predizer o provavel efeito da administragdo do composto testado na resolu¢ao de uma doenga.
Conforme os autores, o teste ideal deve: fornecer uma medida real da atividade de dois ou
mais agentes antimicrobianos; ter associagdo com a atividade “in vivo”; predizer o provavel
resultado da terapia; fornecer uma ferramenta 1til no monitoramento do desenvolvimento de
cepas resistentes; e comprovar o potencial terapéutico dos agentes antimicrobianos

recentemente descobertos.
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A resisténcia a drogas antifungicas ¢ atualmente considerada uma importante questao
em saude publica no aspecto clinico e epidemioldgico. O desenvolvimento de testes
padronizados para avaliacdo da susceptibilidade a antifungicos tem sido o foco de intensos
estudos nos ultimos anos.

No intuito de desenvolver métodos padronizados para testes de suscetibilidade “in
vitro” a antifungicos, o “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS),
atualmente denominado de “Clinical and Laboratorial Standards Institute” (CLSI),
estabeleceu em 1982, um sub-comité que seria responsavel pela analise das diferentes
variaveis envolvidas nos testes “in vitro”, tais como: preparacdo e tamanho do inoculo;
composi¢do do meio de cultura; temperatura e tempo da incubagdo; e determinacdo do
“endpoint” da concentracgao inibitéria minima (CIM) (REX et al., 2001).

Como cada vez mais, os laboratorios estdo reduzindo custos e tempo, os testes de
microdilui¢ao em caldo similar aos testes de macrodilui¢do, requerem pequenas quantidades
de meios e reagentes, incluindo as drogas antifingicas. Apesar de os testes de macrodiluicdao
serem mais largamente conhecidos e bem padronizados, alguns laboratorios aplicam os testes
de microdiluicdo, principalmente, em leveduras por causa do seu baixo custo e menor
necessidade de equipamentos (RADETSKY et al., 1986; GUINET et al., 1988; TAKAHAGI-
NAKAIRA et al., 2009).

Assim, o referido subcomité, priorizando os fungos leveduriformes, propos em 1992 o
protocolo M27-P do CLSI como método de referéncia para testes de suscetibilidade de
espécies de Candida spp. e Criptococcus neoformans em meio liquido, denominado de
técnica de dilui¢do em caldo ou macrodiluicao (NCCLS, 2002)

Esta técnica consiste na preparacao de diferentes concentracdes do antifingico em
meios liquidos contidos em tubos de ensaio, nos quais se adiciona o inoculo padronizado do

fungo. Em 1995, este protocolo foi revisado ¢ modificado, resultando na recomendagao da



29

técnica de diluicdo em placas de microtitulacdo ou técnica de microdiluicdo, o qual foi
nomeado de M27-T. Este ultimo protocolo proporcionou maior facilidade de execugdo e de
leitura, bem como, maior reprodutibilidade nos testes. Posteriormente, o CLSI publicou novo
protocolo da técnica de microdiluicdo em caldo, 0 M27-A, estabelecendo os “pontos de corte”
ou “breakpoints” para espécies de Candida testando-se trés drogas antifingicas: Anfotericina
B, 5-Fluorocitosina (5-FC) e derivados Azdlicos (REX et al., 2001).

Em virtude da grande diferenca morfofisiologica entre leveduras e fungos
filamentosos (ou bolores) um novo protocolo teria que ser desenvolvido para a avaliacao da
suscetibilidade de fungos filamentosos. Neste intuito, o subcomité do CLSI propds o
protocolo M38-P como método de referéncia para espécies de Aspergillus, Fusarium,
Pseudoallescheria boydii e zigomicetes, tendo por base o protocolo M27-A (REX et al.,
2001).

Resumindo, as principais caracteristicas técnicas dos protocolos M27 e M38 do CLSI
para leveduras e fungos filamentosos sao, respectivamente:

- Tipo de teste: quantitativo; macrodiluicdo ou microdiluicao em caldo.
- Meio de cultura utilizado: RPMI modificado.
- Antifingicos: Anfotericina B, 5-FC e triazois.
- Concentragao final do inoculo: 5 x 10° a 2,5 X 10° céls/mL para leveduras e 0,4 a 5 x 10*
UFC/ml para fungos filamentosos. Na preparacdo dos inoculou padronizados propde-se o
ajuste espectrofotométrico da turbidez ou densidade otica da suspensao de células.
- Condigdes de incubagdo: Temperatura de 35°C e pH 7,0.
- Periodo: 24-48 ou 72 horas de incubacao.
- Leitura: CIM ou % de inibicdo, sendo > 80% ou CIM™ e > 50% ou CIM™’.
Entretanto, apesar dos avangos e melhorias obtidos com a padronizagdo dos métodos

de antifungigrama pelo CLSI, algumas dificuldades ainda persistiram, bem como, a baixa
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correlagdo com a evolugdo clinica; a complexidade metodolédgica; o alto custo; a demora do
teste; e a dificuldade na leitura. Além do que, os métodos de referéncia ndo podiam ser
aplicados para testar todas as espécies fungicas de interesse médico, € o protocolo M-27 nao ¢
capaz de detectar cepas resistentes a Anfotericina B (REX et al., 2001).

Assim, novos estudos foram realizados, no sentido de se implementar os testes de
referéncia M27 e M38 do CLSI, trazendo modificagdes para tornar mais facil a execucao do
teste, reduzir o tempo e os custos operacionais, melhorar a leitura da CIM, melhorar as
condigdes de crescimento das cepas, e de ampliar a aplicagdao dos testes para outras espécies
de fungos. Dentre os métodos alternativos, a maioria emprega o formato da microtitulacao ou
microdilui¢do, no qual a leitura ¢ realizada espectrofotometricamente ou colorimetricamente
(REX et al., 2001).

Os métodos colorimétricos de microdiluicdo foram padronizados com o objetivo de
proporcionar maior facilidade e precisdo na determinacao do ponto de corte da CIM, e de ser
um método mais rapido para teste de cepas de importancia clinica. Nestes métodos, podem ser
empregados indicadores de crescimento colorimétricos, que sdo indicadores de reagdes de
oxidagdo/reducdo dos quais o “Alamar Blue” (Alamar Biosciences, Sacramento, California)
tem sido o mais comumente usado e o melhor estudado. No comércio ja existem produtos que
utilizam esta metodologia, tais como: “YestOne Colorimetric Antifungal”; ASTY
“Colorimetric Microdilution Panel” e “Fungitest” (PFALER; LIANG YU, 2001).

Apesar de todos os esforgos, verifica-se ainda a auséncia de uma metodologia padrao
que possa ser amplamente empregada para os mais diversos agentes fungicos, o que dificulta
a interpretacdo e comparacdo dos resultados obtidos. As principais dificuldades dizem
respeito a padronizacdo de algumas etapas metodoldgicas, tais como: o meio de cultura

utilizado, o pH do meio e dos tampodes, preparagao do inoculo, tempo e temperatura de
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incubacdo, e as variacdes morfofisiologicas e metabdlicas das diferentes espécies fungicas de
interesse médico (LORIAN, 1996; CUENCA-ESTRELLA;TUDELLA, 2002).

Assim, a técnica de microdilui¢do em caldo preconizada pelo CLSI, apesar de ter sido
muito importante para a evolucdo dos testes de susceptibilidade para diversos
microrganismos, seja por suas caracteristicas de reprodutibilidade ou pela vantagem da
utilizacdo de inimeras amostras em uma mesma placa, trata-se de um método laborioso, de
custo consideravel, além de nao ser aplicado para todas as espécies de leveduras, a exemplo o
género Malassezia spp. (PFALER; LIANG YU, 2001).

A avaliacao do CLSI para leveduras esta descrita no documento M27-A2, porém esta
sendo modificada por diversos autores para avaliar a suscetibilidade das espécies de
Malassezia spp. da sua caracteristica mais peculiar, a necessidade de acidos graxos de cadeia
longa. Até o presente momento a maioria dos trabalhos apontam diversos caminhos para
realizagao dos testes de suscetibilidade por meio do método de microdiluicao, desde a
adaptacao do método colorimétrico ao de microdiluicio (NAKAMURA et al., 2000), como o
uso de Ureia de Christensen, “Alamar blue” dentre outros, até o uso de meios de cultura com
diferentes suplementos, como o caso do Leeming Notman modificado com as seguintes
concentragdes na sua composicao: 0,1% glicose; 0,1% peptona; 0,8% sal de bile; 0,2% extrato
de levedura; 0,1% glicerol; 0,5% Tween 60; 3% de o6leo de oliva; 50ug/mL cloranfenicol
(MIRANDA, 2006). Todos eles sempre com variagdes nos MIC's, preparo de inoculo, tempo

e temperatura de incubagao.

No que se refere a composicdo do meio de cultura para o desenvolvimento das
espécies de Malassezia spp. e avaliacdo da susceptibilidade a antifungicos, encontram-se
estudos com diferentes achados laboratoriais e contribui¢des clinicas, principalmente aos

requerimentos nutricionais e condi¢gdes de crescimento diferenciados desta levedura.
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Para testes de suscetibilidade das espécies de Malassezia spp. o método precisa ser
adaptado em diferentes etapas, principalmente quando se refere ao meio de cultura, ja que
estes fungos necessitam de acidos graxos de cadeia longa (C12-C14) para seu crescimento
(GARAU et al., 2003). Desta forma, para se obter uma boa reprodutibilidade dos resultados
sd0 necessarias algumas modificacdes metodoldgicas principalmente quanto a utilizacao de
meios de cultura especificos, com excecdo da espécie Malassezia pachydermatis
(VELEGRAKI et al., 2004).

De 2000 até hoje algumas propostas metodologicas foram desenvolvidas por
diferentes autores na tentativa de contribuir para novos conhecimentos sobre a
susceptibilidade “in vitro” desta espécie:

Nakamura et al.(2000) recomenda o método colorimétrico de microdilui¢ao em caldo
a partir da utiliza¢do da Ureia de Christensen com base na mudanga de cor de amarelo (sem
atividade) para vermelho (com atividade) para espécies de Malassezia spp. Neste estudo, para
o preparo do inoculo, as amostras foram suspensas em agua destilada com 0,04% de Tween
80 (pH 7.4) e homogeneizadas com o auxilio de pérolas de vidro. O inoculo foi ajustado em
espectrofotometro considerando a densidade 6ptica (DO) de 1,0 em comprimento de onda de
660 nm.

Garau et al. (2003), baseando-se no estudo de Nakamura et al. (2000), utilizou
“Alamar blue” como indicador colorimétrico de crescimento. Neste sistema, o crescimento do
fungo nos pocos da placa de microtitulacdo contendo as diferentes concentragdes do
antifingico causa mudanca de cor pelo indicador, de azul para roéseo, devido a sua atividade
metabolica.

Rukayadi; Hwang, (2006), preparou seu inoculo utilizando uma centrifuga, lavando
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para diminuir os grumos de Malassezia

spp. Neste estudo a concentracdo de inoculo foi ajustada pela escala de McFarland a 5x10°
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UFC/mL, e os meios de cultura de Sabouraud dextrose em caldo e agar foram testados,
utilizando a temperatura de incubacao de 35°C e leitura em 48h.

Rincon et al.(2006), fizeram uma modificagdo do método de microdiluicao em caldo
utilizando uréia de Christensen’s com a adicao de 0,1% Tween 80 e 0,5% Tween 40. No
preparo do inoculo as suspensdes uniformes foram preparadas com a ajuda de “swabs”
esterilizados em 4gua destilada estéril (acrescido de 0,04% de Tween 80). E sua concentragdao
foi ajustada para 10° UFC/mL pelo espectrofotdmetro com absorbancia de 1.0 a 660 nm de
comprimento de onda para M. globosa e M. restrita, ¢ de 0,425 a 0,435 a 530 nm para as
outras espécies. As placas do teste foram incubadas em temperatura de 32°C + 2°C, por um
periodo de 96h para M.globosa € M. restricta; e 72h para as outras espécies.

Miranda (2006), em um estudo sobre a atividade dos derivados azdlicos sobre espécies
de Malassezia spp., utilizou o meio de Leeming-Notman modificado com as seguintes
concentragdes na sua composicao: 0,1% glicose; 0,1% peptona; 0,8% sal de bile; 0,2% extrato
de levedura; 0,1% glicerol; 0,5% Tween 60; 3% de 6leo de oliva; 50ug/mL cloranfenicol. O
preparo do in6culo foi realizado de acordo com o protocolo CLSI de 2002.

O género Malassezia spp. tem sido cada vez mais estudado na literatura mundial na
tentativa de conhecer melhor sua epidemiologia e patogénese. As espécies M. globosa e M.
sympodialis t€m sido consideradas como os principais agentes etioldogicos da PV (CHEN;
HILL, 2005), o que reforca a importdncia de se estudar tanto as caracteristicas
epidemiologicas quanto a ecologia e morfofisiologia de cada espécie fora dessas regides
costumeiramente estudadas, podendo até ser, tais caracteristicas, diferentes numa regidao
peculiar como a Amazodnia.

Na regido Amazonica, varios fatores ecoldgicos seriam propicios ao desenvolvimento
de micoses, tais como temperatura e umidade relativa do ar elevadas podendo estar associados

a etiologia das micoses nessa regido, proporcionando condigdes excelentes a continuidade do
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ciclo de vida desses fungos oportunistas. Além disso, aspectos socioecondomicos poderiam se
constituir condi¢des favoraveis para tal dispersdo fungica.

Assim, estudos adicionais da sensibilidade a drogas utilizadas na rede publica de saude
abrem perspectivas para mudangas e melhorias na abordagem clinica e terapéutica, uma vez
que ¢ comum na pratica clinica a ocorréncia de casos de cronicidade e recidivas em pacientes
que receberam o tratamento comumente preconizado.

Diante disto, o presente trabalho tem como principal objetivo desenvolver um
protocolo simplificado para testes de susceptibilidade “in vitro” utilizando o método de
microdiluigdo em caldo, de cepas clinicas de Malassezia spp previamente isoladas e
identificadas no servico de Micologia da Fundagdao “Alfredo da Matta”- FUAM, frente as
drogas antifungicas de uso frequente no tratamento da PV. Para isto, diferentes protocolos e
variagcoes metodoldgicas foram testadas, utilizando como padrdo ouro o documento M27-A2
do CLSI com uma adaptagdo no que se refere ao meio de cultura, o qual precisara ser

enriquecido com suplementos que permitam o crescimento de Malassezia spp..
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar diferentes varidveis metodologicas, com base na técnica de microdiluicao
em caldo, contribuindo para elaboracdo de protocolo simplificado para avaliar a

susceptibilidade de espécies de Malassezia spp. a derivados azolicos.

2.2 Especificos

2.2.1 Awvaliar diferentes condi¢gdes de crescimento de isolados de M. furfur, M. sympodialis
e M. obtusa

2.2.2 Analisar variaveis metodolédgicas da técnica de microdiluicdo em caldo para teste de
susceptibilidade dos isolados de Malassezia spp. a drogas antifungicas

2.2.3 Definir condigdes adequadas na perspectiva de elaboragdo de protocolo simplificado

para teste de susceptibilidade de Malassezia spp.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Trata-se de estudo descritivo, transversal, com a intengdo de elaborar um protocolo
simplificado para avaliar a susceptibilidade de espécies de Malassezia spp. aos principais
derivados azolicos, no qual serdo analisadas diferentes variagdes metodoldgicas da técnica de

microdilui¢ao em caldo.

3.2 Aspectos Eticos

O trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da FUAM (CEP-
FUAM), para a devida apreciacao e solicitagdo de dispensa do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) dos pacientes, uma vez que foram utilizados no presente estudo

subculturas de material biolégico (raspado cutaneo) obtido em pesquisa anterior.

3.3 Universo de Estudo

3.3.1 Amostras
Para a verificagdo do protocolo foram utilizadas 3 cepas fungicas oriundas de
pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de pitiriase versicolor (01 de M. furfur; 01 de
M. sympodialis ¢ 01 de M. obtusa), participantes do projeto de mestrado da médica Patricia
Moraes: “Estudo clinico e epidemiologico de pacientes com pitiriase versicolor atendidos em
um centro de referéncia em dermatologia tropical na cidade de Manaus/AM” no periodo de
2008.
As cepas encontram-se armazenadas em glicerol a -80°C, 6leo mineral em temperatura
ambiente e em meios de Agar Sabouraud Bile-Oliva ¢ Agar Dixon modificado, a 4°C em

geladeira (CRESPO et al., 2000).



3.3.2 Identificacdo prévia das amostras

A identificacdo prévia das cepas de Malassezia spp. oriundas de pacientes foi

realizada no projeto de Mestrado da médica Patricia Moraes, ja referido no subtdpico 3.3.1,

com base em aspectos morfoldgicos (macro e micromorfologia) e bioquimicos propostos por

Guého et al. (1996) e Guillot et al. (1996). Para a caracterizagdo bioquimica, foi considerado o

crescimento em meios de cultura especificos para leveduras lipofilicas lipo-dependentes com

a utilizacdo de Tween em diferentes concentracdes, como unica fonte de acidos graxos de

cadeia longa, além de subcultivo em meio de cultura especifico sem a adicdo de qualquer

fonte de acidos graxos, para identificar a espécie lipofilica ndo lipo-dependente. Para a

defini¢ao das espécies foi utilizado o esquema de identificagao apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema de identificacdo bioquimica das espécies de Malassezia spp. de acordo com

Guého et al. (1996).

3.4 Fluxo de Procedimentos

As etapas utilizadas nos procedimentos de avaliagdo das variaveis: concentragdo do

inoculo fungico, tempo e temperatura de cultivo e meio de cultura, para elaboracdo do
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protocolo simplificado na realizagdo de testes de susceptibilidade utilizando a técnica de

microdilui¢do em caldo, estdo apresentadas na Figura 2.

Cepasarmazenadas
de Malassezia spp.

Preparo da Suspensao Fungica

v

Preparo do Indculo

Comtrés drogas e quatro l Com Salina e quatro
Meiosde Cultura J‘ \ Meiosde Cultura

s incubaggoem duas ),_________]
Temperaturas

v
___________ Leitura Visual X Leitura
Espectrofotométrica por seis dias

1

1

]

1

1

Bioensaio: -

l e I Curvas de Crescimento

Teste de susceptibilidade .

Analise dos Resultados

Figura 2 — Fluxo de procedimentos para elaboracdo de protocolo simplificado em testes de
susceptibilidade.

3.5 Reativacao das cepas fingicas

As cepas de Malassezia spp. preservadas em Agar Dixon modificado acrescido de
glicerol e mantidas a - 80°C, foram descongeladas e um pequeno fragmento da coldnia foi

reativado, subcultivado em tubo de ensaio contendo o mesmo meio.

3.6 Curva de Crescimento

No intuito de se definir as condigdes ideais para a realizagao dos bioensaios com as

drogas antifungicas, algumas etapas foram previamente submetidas a padronizacao utilizando
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curvas de crescimento das espécies de Malassezia spp. em diferentes condi¢des. Etapas estas
correspondentes: a padronizagcdo do inoculo, de meio de cultura, do tempo e temperatura de
incubagdo, além dos critérios de leitura dos ensaios aplicadas entre 04 variacdes
metodologicas da técnica de microdiluicdo em caldo, descritas por diferentes autores
(NAKAMURA et al., 2000; GARAU et al., 2003; MIRANDA, 2006; RUKAYADI;
HWANG, 2006), a fim de se elaborar um protocolo simplificado para testes de
susceptibilidade das espécies de Malassezia spp. As etapas correspondentes ao preparo da
suspensao fungica, das solucdes antifiingicas e inoculagdo em microplaca, ndo serdo objetos

de padronizagdo, seguindo-se o protocolo M27-A2 do CLSI (2002).
3.6.1 Preparo da suspensdo fungica

Ap6s a reativacdo das cepas em Agar Dixon modificado foram preparadas suspensdes
de cada espécie, transferindo uma algada da colonia para um tubo de hemolise contendo 5 mL
de salina esterilizada, o qual foi submetido a agitacdo em vortex por 20 segundos para
dispersar os grumos das colonias de Malassezia spp. até a homogeneizacao.

Esta suspensao teve sua concentracao de células ajustada para se obter uma densidade
optica (D.O.) de 0,425 a 0,435 em 530 nm, com a utilizagcdo de espectrofotometro Coleman
495-D. Estes valores de D.O. foram correspondentes a uma concentragao de células de 1,0 -
5,0 x 10° céls/mL (tubo de suspensdo), conforme descrito no protocolo M27-A2 do CLSI
(CLSI, 2002) (Figura 3).

A partir desta suspensdo em salina, foram realizadas curvas de crescimento para a

padronizagdo do inoculo, do tempo e temperatura de incubagdo, e do meio de cultura.
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Figura 3 — Representacdo do preparo da suspensdo fingica.

3.6.2 Inoculos fungicos

Foram testados 3 inoculos com diferentes concentragdes de células fungicas,
correspondendo a: Concentragdo 1, de 0,5 a 2,5 x 10° céls/mL; Concentragdo 2, de 0,5 a 2,5 x
10* céls/mL e Concentragao 3, de 0,5 a 2,5 x 10° céls/mL. Para a obtencao destas
concentragdes foram realizadas dilui¢des seriadas da suspensdo fingica em salina nos quatros

meios de cultura a serem testados (item 3.5.3), conforme demonstrado na Figura 4.

~
Suspensao
(1,0-5,0 X 10°céls/mL)
v”‘__ —-\\/ ‘\\\ —
1:50 1:10 :
v g 3 Diluigio em
1:20 1:10 1:10 caldo nutriente
v v v

Concentragao I Concentragao II Concentragao IIT Concentragio do
(0,5-2,5 X 10° céls/mL) (0,5-2,5X 10*céls/mL) (0,5-2,5X 10° céls/mL) Indculo

Figura 4 — Preparo dos inoculos a partir de diluigdes seriadas em caldo nutriente.
3.6.3 Meios de cultura

Foram testados 04 diferentes meios de cultura liquidos ou caldos nutrientes, a fim de
se definir que permitird melhor crescimento da levedura no menor tempo possivel, e que nao

interfira na qualidade da leitura dos resultados.
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Os meios testados foram:

a) RPMI 1640 modificado por Velegraki et al. (2004) contendo glicose (20g/L),
bile de boi (4g/L) (Oxoid), glicerol (1mL/L) (Sigma), 0,5g de monoestearato de
glicerol (0,5g/L) (Sigma) e Tween 20 (0,4mL/L) (Sigma);

b) Leeming-Notman modificado (LNm) por Miranda (2006), e com alteragdes em
alguns constituintes ficando a seguinte composicdo: glicose (2%), peptona
(0,1%), sal de bile (0,4%), extrato de levedura (0,2%), glicerol (0,1%), Tween
60 (0,05%), Tween 20 (0,05%) e 50 pg/mL de cloranfenicol;

c) Caldo de Sabouraud Dextrose adaptado por Rukayadi; Hwang (2006) com
1%(v/v) de puro 6leo de oliva;

d) Ureia de Christensen suplementado com 0,1% Tween 80 e 0,5% Tween 40,
ajustando o pH para 5,2, de acordo com Rincén et al. (2006).

O meio de cultura “b” teve sua composi¢ao alterada a partir de testes preliminares no
qual se buscou uma maior limpidez do meio de cultura, com a diminuicdo da quantidade de
bile de 0,8% para 0,4%, glicerol de 0,2% para 0,1% e Tween 60 de 0,5% para 0,05%, além da
retirada do 6leo de oliva de 3% para 0%, em contra partida foram incrementados nos outros
constituintes nutricionais como glicose de 0,1% para 2% e Tween 20 de 0% para 0,05%. Por
isso, esse meio com essas novas concentragdes de suplementos é representado pela sigla
LNm* para diferenciar do LNm proposto por Miranda (2006).

Os componentes basicos dos referidos meios e suas concentracdes estdo descritos no

anexo B.

3.6.4 Tempo e temperatura de incubagao
O tempo e a temperatura ideais foram também avaliados pelas curvas de crescimento
nos quatro meios de cultura liquidos, e com as trés concentragdes de inoculo a serem testados,

conforme demonstrado na Figura 5.
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As leituras foram realizadas diariamente, com inicio no quarto dia de incubacao até o
tempo de crescimento méaximo, definido por meio de espectrofotometria em comprimento de
onda de 620 nm, pela transferéncia do conteudo de quatro “pocinhos” da microplaca contendo
inoculo e meio de cultura, para uma segunda microplaca em condigdes assépticas, assim,
evitando-se a contaminagdo do restante dos pocos que foram avaliados nos dias posteriores.
Foi considerada a média das leituras em quadriplicata. Como controle negativo foi
considerado o meio de cultura correspondente, sem a adi¢cao do inoculo fungico.

As temperaturas de 32° e 35 °C foram testadas, a fim de se determinar qual a

temperatura de incubacao que proporcionou o melhor desenvolvimento do inoculo.
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Figura 5 — Representagdo de uma microplaca da curva de crescimento com uma concentragdo de
inoculo, uma temperatura e os diferentes meios de cultura liquidos. Os nimeros dentro dos pogos sdo

respectivamente os dias em que ocorrera a leitura dos mesmos em quadriplicata.
LNm* = Leeming-Notman modificado.

3.7 Bioensaio

Nos testes de susceptibilidade das espécies de Malassezia spp. em caldo nutriente,
foram utilizadas as analises comparativas, variaveis metodologicas descritas pelos seguintes
autores, ja referidas como etapas de padronizacdo: Nakamura et al. (2000); Garau et al.
(2003); Miranda (2006) e Rukayadi; Hwang (2006).

Como padrao-ouro, foi considerado o protocolo M27-A2 (CLSI, 2002), com o devido
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enriquecimento com substancias lipidicas ao meio de cultura RPMI, para o desenvolvimento
das espécies lipo-dependentes (VELEGRAKI et al., 2004).

Foram utilizadas 10 diluigdes seriadas de 3 drogas antifungicas (item 3.6.1), testando-
se as 3 concentragdes de inoculos (Concentragdo 1, 2, e 3) (item 3.5.2), e os quatro meios de
cultura liquidos RPMI, LNm*, Ureia Christensen's e Caldo Sabouraud (item 3.5.3). A
temperatura de incubagdo e o periodo 6timo de crescimento foram padronizados na curva de

crescimento de suas respectivas espécies.

3.7.1 Drogas antifingicas

Trés drogas antifungicas foram utilizadas: Cetoconazol, Itraconazol e Fluconazol,
adquiridas comercialmente da Sigma-Aldrich Quimica® e armazenadas de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Conforme o documento M27-A2 (CLSI, 2002) foram preparadas solu¢des-padrao das
drogas antifungicas em concentragdes de 1280 pug/mL para Fluconazol e de 160 pg/mL para
Cetoconazol e Itraconazol. Para solubilizar as drogas foi utilizada agua eletrodeionizada (Elix
Millipore®) para Fluconazol e DMSO a 100% (MERCK) para Itraconazol e Cetoconazol. A
partir dessa solu¢do-padrdao foram preparadas as 10 diluicdes de uso de cada droga, para
serem colocadas nas microplacas.

O protocolo M27-A2, sugere para Fluconazol as concentragdes de 128 pg/mL, 64
pg/mL, 32 pg/mL,16 ug/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL e 0.25 pg/mL.
Cetoconazol e Itraconazol foram diluidos nas concentragdes de 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL,

2 ug/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.125 pg/mL, 0.06 ng/mL e 0.03 ug/mL.

3.7.2 Preparo da microplaca
Os testes foram realizados em triplicata, onde adicionou-se a cada pogo 100 pL da

solucdo antifingica e 100 pL dos inoculos flingicos. Como controle-positivo foram
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adicionados 100 pL do diluente da droga e 100 uL do inoculo fungico, € como controle-
negativo foram adicionados 100 pLL do meio de cultura correspondente sem o inoculo fungico
e 100 puL do diluente da droga (Figura 6).

As microplacas foram incubadas na temperatura 6tima de incubagdo, durante seis dias
de crescimento para cada espécie. Durante esse periodo as microplacas foram submetidas a
leituras didrias para a determinacdo das concentracdes inibitoérias minimas das drogas

antifingicas.

Indculo (suspensao

+ meio de cultura)
r + drogas T

A

s 1)

C u ‘uMelol
D 33,

E 2424

FAZA3A @) veio2
G\ 2h ) -

I Controle-positivo I

—I Agua eletrodeionizada

~| Controle-negativo

Figura 6 — Ilustracdo da disposi¢do na microplaca do indculo, controles positivo e negativo e diluigcdes
de duas drogas, em apenas um meio de cultura. Os nimeros dentro dos pogos representam as diluigdes
seriadas das drogas em triplicata.

3.7.3 Leitura e Interpretacao dos Resultados

Para esta etapa foram comparadas duas técnicas de leitura levando em consideragao a
sua reprodutibilidade e sensibilidade, na definicdo das concentragdes inibitdrias minimas.
Assim, as placas de microdilui¢do foram submetidas a uma leitura visual, conforme descrito
no protocolo M27-A2 (CLSI, 2002) observando presenca ou auséncia de crescimento visivel,
e uma leitura por espectrofotometria utilizando-se um leitor de microplacas (Reader 250 da

Biomérieux, 2008), na qual foram mensuradas as absorbancias (densidade Optica) e calculado
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o percentual de inibicao do crescimento em relagdao ao controle-positivo.

Na técnica de leitura visual, os pocos de microdilui¢do (inoculo + droga) receberam
uma pontuacao (“escore”) onde o crescimento observado foi comparado com o controle-
positivo (isento de droga), utilizando a seguinte escala: 0 = opticamente claro; 1 =
crescimento indefinido; 2 = redug¢do proeminente de crescimento; 3 = ligeira reducao do
crescimento; ¢ 4 = nenhuma reducao do crescimento.

Foram definidas as concentragdes inibitorias minimas das drogas antifungicas capazes
de inibir 50% (MIC) e 80% do crescimento do inoculo (MIC™), em relagio ao controle-
positivo (FRAMIL, 2006).

Uma vez definidas as condi¢des ideais dos testes de susceptibilidade de espécies de
Malassezia spp. para elaboracdo de um protocolo, o mesmo foi submetido a andlise para

avaliacdo da reprodutibilidade.

3.8 Analise Estatistica dos Resultados.

Os resultados obtidos na curva de crescimento, concernentes ao tempo, temperatura
de incubagdo e meio de cultura, foram representados em graficos e tabelas e submetidos a
analise descritiva, a partir do calculo das médias e desvio-padrao (DP) dos resultados das

leituras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas, sendo a primeira
correspondente aos experimentos de padronizacao das condigdes dos bioensaios, por
meio da realizagdo de curvas de crescimento avaliando-se as seguintes varidveis:
tamanho do inoculo, tipo de meio de cultura, tempo e temperatura de incubagdo e
critérios de leitura dos ensaios; e a segunda etapa, correspondente aos bioensaios para
avaliacdo de diferentes espécies de Malassezia frente a trés drogas antiflingicas, com
base no método de microdilui¢ao em caldo.

Foram submetidos aos ensaios trés isolados de Malassezia, sendo: 01
Malassezia furfur, 01 Malassezia obtusa e 01 Malassezia sympodialis, as quais
corresponderam as principais espécies isoladas em estudo anterior conduzido por
Motta, 2009 envolvendo um total de 116 pacientes com pitiriase versicolor atendidos
no periodo de 2008 a 2009, no servigo de Micologia da Fundacao de Dermatologia e

Venerologia Tropical “Alfredo da Matta”.

4.1 Curva de Crescimento

As curvas de crescimento dos trés isolados de Malassezia foram realizadas
em diferentes condi¢gdes de inoculo, meios de cultura e temperatura de incubagao, no
intuito de se avaliar as condi¢des ideais de crescimento das espécies fungicas
analisadas.

Assim, foram testadas trés diferentes concentracdes de inoculo, sendo:

concentracdo 1 = 0,5a2,5x 10° céls/mL; concentragdo 2 = 0,5a 2,5 x 10* céls/mL
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e concentracdo 3 = 0,5 a 2,5 x 10° céls/mL; quatro tipos de meios de cultura, sendo:
meio A = RPMI modificado, meio B = Caldo de Sabouraud Dextrose modificado,
meio C = Leeming-Notman modificado (LNm*), meio D =» Urcia de Christensen
modificado; e duas temperaturas de incubagdo, sendo: temperatura 1 = 32°C,
temperatura 2 = 35°C.

A avaliagdo do crescimento fungico foi realizada por meio de leitura
espectrofotométrica da densidade oOptica em comprimento de onda de 620 nm e
também andlise visual. Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
considerando-se a média dos resultados obtidos.

No entanto, em relacdo as temperaturas de incubagdo, a temperatura de 35°C
ndo permitiu uma avaliagao confidvel dos resultados, uma vez que, a partir do quarto
dia de incubacdo houve evaporacdo do meio de cultura concentrando assim o
inoculo dentro dos pocos da microplaca e, consequentemente, resultando em
densidades opticas elevadas, mesmo valendo-se de utilizagdo de agua nas fileiras das
extremidades da microplaca ou ao incuba-la em camera umida. Sendo assim, os
resultados dos testes utilizando esta temperatura de incubagdo foram
desconsiderados. Diferente dos obtidos na temperatura de 32°C, a qual se
demonstrou favordvel ao desenvolvimento das trés espécies de Malassezia spp.

O crescimento dos inoculos fungicos foi avaliado em duas temperaturas de
incubagdo: de 32°C e 35°C, as quais tém sido utilizadas com frequéncia em diferentes
estudos com espécies de Malassezia (GUEHO et al., 1996; GUILLOT et al., 1996;
MAYSER et al, 1997, MIRANDA, 2006). Entretanto, conforme comentado
anteriormente, os testes realizados em temperatura de 35°C ndo permitiram uma
avaliagdo confiavel dos resultados, visto que, a partir do quarto dia de incubacdo
houve evaporacdo do meio de cultura, concentrando, assim, o inoculo dentro dos

pocos da microplaca e, consequentemente, resultando em densidades Opticas
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elevadas. Vale ressaltar que a evaporacdo ocorria mesmo utilizando-se agua nas
fileiras das extremidades da microplaca ou ao incuba-la em camara imida. Portanto,
consideramos apenas os resultados obtidos na temperatura de 32°C, a qual se
demonstrou favoravel ao desenvolvimento das trés espécies de Malassezia.

As curvas de crescimento obtidas com o isolado de M. obtusa estdo
representadas na Figura 7 e, evidenciaram que a concentragdo de inoculo que teve
melhor desempenho foi a concentracdo 2, ou seja entre 0,5 a 2,5 x 10* céls/mL; o
pico maximo de crescimento desta levedura foi entre o sétimo e o nono dia de
incubagdo, e em relacdo aos meios de cultura, o meio LNm* foi o que proporcionou
melhor crescimento dos inoculos, com notavel diferenca em relagdo aos demais
meios testados, seguido do caldo Sabouraud modificado.

Gupta et al. (2000) também utilizaram uma concentra¢io de 1 x 10* cels/mL
para o estudo da susceptibilidade de sete espécies de Malassezia. Velegraki et al.
(2004), por sua vez, utilizaram na preparagao do inoculo de Malassezia para testes de
susceptibilidade, Tween 20 esterilizado contendo pérolas de vidro para melhorar a
dispersdo dos grumos da levedura, e ajustaram o inoculo para 2,0 a 3,5 x 10° UFC/mL
por espectrofotometria em comprimento de onda de 530 nm. Segundo Ashbee e Bond
(2010), a concentracdo de 0,5 a 2,5 x 10* cels/mL ¢ compativel com a quantidade de
células da Malassezia na pele humana, a qual varia, segundo os autores, entre 1 x 10°a

1x10* UFC/mL de Malassezia.
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Figura 7 — Curvas de crescimento obtidas do isolado de M. obtusa a partir da leitura em
cumprimento de onda de 620 nm, entre o quarto ¢ o nono dia de incubacdo em temperatura
de 30°C, considerando as trés diferentes concentragdes de inoculo.

A = Concentragdo de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL); B = Concentracdo de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x
10* céls/mL); C = Concentragdo de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL).

As mesmas condi¢des de inoculo, meio de cultura e periodo 6timo de

crescimento que foram destacadas para a M. obtusa, foram também as condigdes

ideais para o isolado de M. sympodialis, conforme observado na Figura 8.
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Figura 8 — Curvas de crescimento obtidas do isolado de M. symposialis a partir da leitura
em cumprimento de onda de 620 nm, entre o quarto e o nono dia de incubagdo em
temperatura de 30°C, considerando as trés diferentes concentragdes de inoculo.

A = Concentragdo de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL); B = Concentracdo de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x
10* céls/mL); C = Concentragdo de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL).

Em relagao ao isolado de M. furfur, a concentracdo 2 de inoculo e o meio de

cultura Leeming-Notman modificado (LNm*) também permitiram melhor
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desempenho na curva de crescimento, apesar de que o pico maximo de crescimento

foi alcangado entre o quarto € o quinto dia de incubagdo, enquanto para as outras

espécies foram entre o 7 ¢ 9 dia (Figura 9).
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Figura 9 — Curvas de crescimento obtidas do isolado de M. furfur a partir da leitura em
cumprimento de onda de 620 nm, entre o quarto ¢ o nono dia de incubacdo em temperatura
de 30°C, considerando as trés diferentes concentragdes de inoculo.
A = Concentragdo de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL); B = Concentracdo de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x
10* céls/mL); C = Concentragdo de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL).
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Conforme os dados obtidos nas curvas de crescimento (figuras 7 a 9), o meio de
cultura que se destacou foi o LNm*, o qual proporcionou melhores condi¢des de
crescimento para as trés espécies estudadas nas diferentes concentragdes de inoculo
testadas, com excecao do inoculo 1 da M. sympodialis (figuras 16 € 17).

Desde que este meio foi proposto por Leeming; Notman em 1987 para o
isolamento de M. furfur, o mesmo tem sido mais empregado para a realizacao de testes
de susceptibilidade desta levedura (GUPTA et al., 2000; HAMMER et al., 2000;
GARAU et al., 2003; SUGITA et al., 2005; MIRANDA, 2006).

O caldo Sabouraud modificado foi o segundo melhor meio de cultura em nosso
estudo, destacando-se no crescimento da M. furfur e proporcionando um crescimento
razoavel de M. obtusa, nas concentragdes 2 ¢ 3 de inoculo, contudo, o isolado de M.

sympodialis ndo teve crescimento satisfatorio neste meio.

O meio Ureia de Christensen modificado teve bom desempenho para o
crescimento da M. obtusa, porém nao foi favoravel ao crescimento das demais espécies.
Por fim, o meio RPMI modificado se revelou como o pior meio de cultura para o
crescimento dos trés isolados de Malassezia. Os resultados obtidos com estes dois
ultimos meios surpreenderam, visto que os mesmos também tém sido empregados por
alguns autores em de testes de susceptibilidade de Malassezia (VELEGRAKI et al.,

2004 e RINCON et al., 2006).

Segundo Rincédn et al. (2006) o meio sugerido pelo CLSI (2002), RPMI 1640,
nao ¢ apropriado para a maioria das espécies de Malassezia, sendo necessaria a adi¢ao
de suplementos lipidicos. Os autores fizeram a avaliacdo do desempenho de nove
formulacdes de suplementos lipidicos ao RPMI 1640 para o crescimento de isolados de
M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis, M. pachydermatis ¢ M. obtusa, e,

verificaram que o meio de cultura suplementado com Glicerol - 1%, Tween 80 - 0,05%,
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Peptona - 1% e Glicose - 1,8% em pH 7.0 apresentava uma transparéncia adequada, e
promovia crescimento adequado da M. furfur. Entretanto, esta composi¢ao nao foi
adequada para o crescimento das outras espécies testadas, as quais tiveram crescimento
satisfatorio com o meio Ureia de Christensen modificado com Tween 80 (0,1%) e

Tween 40 (0,5%).

Segundo Takahagi-Nakaira et al. (2009), a influéncia da composicao do meio de
cultura no desenvolvimento dos fungos ¢ claramente evidenciada, provocando além de
variacoes morfologicas significativas, alteragdes nas taxas de crescimento, e,
consequentemente, com impacto na susceptibilidade “in vitro” de diferentes isolados

fungicos.

Apo6s a etapa de padronizacdo das melhores condigdes para o crescimento dos
trés isolados de Malassezia, definidas nas curvas de crescimento, foram realizados os
bioensaios com as drogas antifingicas, testando-se ainda as trés concentracdes de
inoculo e os meios de cultura LNm* e caldo Sabouraud modificado, fazendo-se leituras

diarias das densidades opticas (DO) até o sexto dia de incubagao.

A partir desses resultados foi possivel observar perfis de susceptibilidade com
muitas semelhangas entre as espécies estudadas, nas mesmas condigdes experimentais,
em relacdo a concentragdo de inoculo, meios de cultura, tempo de crescimento e de agao
das drogas antifungicas. A determinagdo da CIM*® ¢ CIM™ na maioria dos ensaios pode
ser feita no 3° e 4° dia de incubagdo dos inoculos com as drogas, com exce¢ao da M.
furfur que apresentou crescimento mais rapido, e a CIM™ pode ser avaliada até mesmo

em 48 h.



54

4.2 Bioensaio com os antifiingicos

Para os bioensaios das espécies de Malassezia foram testadas trés drogas
antifingicas: cetoconazol, itraconazol e fluconazol nas concentragdes indicadas pelo
protocolo M27-A2/CLSI (2002). Assim, foram utilizadas as seguintes concentragoes:
fluconazol = 128 pg/mL, 64 ug/mL, 32 ug/mL,16 pg/mL, 8 ug/mL, 4 pg/mL, 2
pg/mL, 1 ug/mL, 0.5 ug/mL e 0.25 pg/mL; cetoconazol e itraconazol =» 16 ug/mL, 8
ug/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.125 pg/mL, 0.06 pg/mL

e 0.03 pg/mL.

Os inoculos fungicos foram testados nas trés concentragdes (concentracao 1, 2 e
3), com os dois meios de cultura que permitiram melhor desempenho nas curvas de
crescimento, ou seja, o meio caldo Sabouraud modificado e o Leeming-Notman
modificado (LNm*). Todos os testes foram realizados em triplicata considerando-se a

média dos resultados.

As leituras foram realizadas diariamente e a determinacdo das concentragdes
inibitérias minimas das drogas - CIM™ ¢ CIM® foi realizada a partir do dia em que se
obteve crescimento visivel dos inoculos do isolado fingico (que foi equivalente a uma
DO acima de 0,1), considerando as densidades Opticas de 50% e 80%, respectivamente,
em relacao a DO do controle positivo. A leitura visual diaria com base nas diferencas de
turbidez da suspensdo dos inoculos fungicos ndo permitiu uma avaliacdo precisa e

reprodutivel dos resultados.

Novamente, o meio LNm* proporcionou as melhores condigdes de crescimento
em relagdo ao caldo Sabouraud modificado, e aparentemente ndo interferiu com a agao
antifingica das drogas testadas. Conforme anteriormente mencionado, o meio Leeming-

Notman (LN) tem sido empregado por diferentes autores para testes de susceptibilidade
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de espécies de Malassezia com resultados reprodutiveis, apesar das alteragdes na
composi¢ao de alguns constituintes e suplementos lipidicos, reforcando assim a
qualidade deste meio de cultura para a determinacao das CIMs, principalmente dos
derivados azolicos (GUPTA et al., 2000; GARAU et al., 2003; SUGITA et al., 2005;

MIRANDA, 2006)

Entretanto, Velegraki et al. (2004), ao compararem resultados de CIMs de
derivados azolicos e anfotericina B, obtidos com meio RPMI suplementado com acidos
graxos ¢ o LN, ndo obtiveram resultados concordantes, sugerindo os autores uma
vantagem do primeiro somente para testes com anforecina B, e ndo recomendaram este
meio para os azois. Garau et al. (2003) em estudo realizado em 2003 ndo obtiveram
éxito com o uso do meio LN para testar a susceptibilidade de 01 isolado de M. obtusa,
M. restricta e 24 isolados de M. globosa a diferentes derivados azolicos, apos trés dias
de incubagdo e o emprego de Alamar Blue para a leitura das CIMs no quarto dia.
Porém, neste mesmo estudo o uso do LN permitiu determinar as CIMs para as espécies

M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis € M. slooffiae .

Em relagdo aos valores de CIM obtidos em nosso estudo, apds trés dias de
incubagdo utilizando o caldo Sabouraud modificado, considerando-se apenas os testes
com o isolado de M. furfur que foi o Gnico que se desenvolveu satisfatoriamente nos
bioensaios com as drogas, foram necessarias concentracdes elevadas das drogas, (em
geral acima de 2 pg/mL) para se alcangar 80% ou mesmo 50% de inibicdo do

crescimento fungico, independente do tamanho do inoculo (Tabela 1).

Utilizando o meio caldo Sabouraud, os autores Rukayadi; Hwang (2006)
avaliaram a acdo de um composto isolado da Curcuma xantoriza Roxb denominado de
Xantorizol (XTZ) sobre 01 isolado de M. furfur e M. pachydermatis encontrando

atividade antifingica nesta substancia.
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4.2.1 Malassezia obtusa

Em caldo Sabouraud modificado, conforme demonstrado nas Figuras 10, 11 e
12, ndo foi observado crescimento significativo da M. obtusa frente aos antiflingicos,
independente da concentragdo da droga e da concentracao de inoculo utilizados. Porém,
isto foi devido principalmente as condi¢des do meio de cultura que nao favoreceram o
crescimento desta levedura, visto que nem mesmo o controle positivo (inoculo sem a

adicao da droga) se desenvolveu satisfatoriamente.

Esta falha no crescimento da M. obtusa em caldo Sabouraud modificado também

foi observada quando se realizou a curva de crescimento (Figura 7).
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Figura 10 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620nm, utilizando-se o caldo
Sabouraud modificado e trés concentragdes do inoculo fingico.
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C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
¢+ = Controle positivo.

Figura 11 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura dptica em 620nm, utilizando-se o caldo
Sabouraud modificado e trés concentragdes do inoculo fingico.
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¢+ = Controle positivo.

Figura 12- Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura dptica em 620nm, utilizando-se o caldo
Sabouraud modificado e trés concentragdes do inoculo fingico.

Quando se utilizou o meio LNm* para a realizacao dos testes de susceptibilidade
do isolado de M.obtusa, a analise dos resultados permitiu determinar os valores das

CIM para as trés drogas antifingicas, conforme demonstrado nas Figuras de 13 a 15.
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Para as drogas cetoconazol e itraconazol observou-se uma inibicado quase total
do crescimento da M. obtusa, mesmo nas minimas concentragdo dessas drogas,
independente das concentragdes do inoculo (Figuras 13 e 14).

Gupta et al. (2000) analisando isolados de M. furfur, M. sympodialis, M.
slooffiae e M. pachydermatis, conseguiram determinar valores das CIM em apenas dois
dias de incubacao utilizando o meio de cultura Leeming-Notman sélido, enquanto que
para M. globosa, M. obtusa e M. restricta isto nao pode ser feito antes do quinto dia de
incubacao. Neste mesmo estudo, a maioria dos isolados de Malassezia demonstraram
forte susceptibilidade para o cetoconazol, voriconazol e itraconazol, com valores de

CIM™ de <0,03 pg/mL.

Velegraki et al. (2004) estudando isolados de M. obtusa encontraram CIMs de
0,12 pg/mL de itraconazol para M. obtusa; e com fluconazol as CIMs foram de 2

ug/mL para M. obtusa (n=2).

Por sua vez, para o fluconazol observou-se uma CIM™ de 2 pg/mL no 3° dia, e
CIM™ de 8 pg/mL no 3° e 4° dia crescimento com o inoculo 1, enquanto que, com o
inoculo 2 a CIM* foi de 4 pg/mL e a CIM*’ de 8 pg/mL, tanto no 3° quanto no 4° dia de
crescimento; e, com o inoculo 3, obteve-se uma CIM®*® de 8 pg/mL (ndo houve CIM*°

para este inoculo).
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Figura 13- Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620nm, utilizando-se o meio
Leeming Notman modificado (LNm*) e trés concentragdes do inoculo fungico.
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Figura 14- Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620nm, utilizando-se o meio
Leeming Notman modificado (LNm*) e trés concentragdes do inoculo fingico.
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A = Concentragio de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
B = Concentragio de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x 10* céls/mL)
C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
c+ = Controle positivo.

Figura 15- Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. obtusa frente a diferentes
concentracdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620nm, utilizando-se o meio
Leeming Notman modificado (LNm¥*) e trés concentragdes do inoculo fingico.
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4.2.2 Malassezia sympodialis

Nao houve crescimento satisfatorio do isolado de M. sympodialis nos bioensaios
com as drogas antifungicas, inclusive no controle positivo, independente das
concentragdes de inoculo fungico, meios de cultura e concentragdes das drogas,
conforme demonstrado nas Figuras de 16 a 21. Portanto, diante de um crescimento
insignificante durante todo o periodo de incubagdo, as andlises com esta levedura
ficaram prejudicadas, ndo sendo possivel a determinacdo das CIMs nas diferentes
condigdes experimentais.

Isto ocorreu pelo fato de que, durante o periodo entre a realizacao da curva de
crescimento e a realizacdo dos bioensaios com as drogas, este isolado fungico
apresentou problemas de viabilidade, tendo sido muito dificil a sua reativagado, apesar de
0 mesmo encontrar-se sobre preservacdo por diferentes métodos na micoteca do

laboratdrio, conforme descrito no subitem 3.3.1 da metodologia.
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A = Concentragio de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
B = Concentragio de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x 10* céls/mL)
C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
c+ = Controle positivo.

Figura 16 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm,
utilizando-se o caldo Sabouraud modificado e trés concentra¢des do inoculo fingico.
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C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
¢+ = Controle positivo.

Figura 17 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620 nm, utilizando-
se o caldo Sabouraud modificado e trés concentragdes do inoculo fungico.
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Figura 18 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentragdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620 nm, utilizando-
se o caldo Sabouraud modificado e trés concentragdes do inoculo fungico.
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A despeito do problema com a viabilidade do isolado de M. sympodialis, vale
considerar, dada as semelhancas com os resultados obtidos com o isolado de M. obtusa,
que o maior crescimento desta levedura foi obtido quando se utilizou no meio de cultura
de Leeming-Notman modificado (LNm*) com o inoculo 3, sugerindo que este meio
testado ¢ mais favoravel ao crescimento com as trés espécies testadas. Ao considerar os
valores obtidos nessas condi¢des, esta levedura demonstrou sensibilidade de 100% para
as drogas cetoconazol e itraconazol, e em relacdo ao fluconazol, CIM*® de 2 pg/mL
CIM™ de 4 pg/mL (figuras 13, 14 e 15).

Gupta et al. (2000) estudando isolados de M. sympodialis, conseguiram
determinar CIM em apenas dois dias de incubag¢do, a maioria dos isolados de
Malassezia demonstraram forte susceptibilidade para o cetoconazol, voriconazol e

itraconazol, com valores de CIM*® de <0,03 pg/mL.

Em outro estudo Garau et al. (2003) ao analisar as espécies M. furfur e M.
sympodialis, encontraram CIMs de < 0,03 pg/mL para cetoconazol e itraconazol, e, para
fluconazol diferentes valores de CIM foram observados para diferentes isolados de M.
furfur, sendo: CIM de 4 pg/mL para 22 isolados, 0,25 pg/mL para 8 isolados, 0,5
png/mL para 7 isolados e 1 pg/mL para 4 isolados; enquanto que para M. sympodialis

(n=2), a CIM de fluconazol foi de 4 pg/mL.

Entretanto, conforme mencionado anteriormente, os valores de DO obtidos
nestes bioensaios com o isolado de M. obtusa nao foram suficientemente significantes

para se determinar com seguranga os valores das CIMs.
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A = Concentragio de inoculo 1 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
B = Concentragio de inoculo 2 (0,5 a 2,5 x 10* céls/mL)
C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
¢+ = Controle positivo.

Figura 19 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm,
utilizando-se o Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentragdes do inoculo fingico.
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C = Concentragio de inoculo 3 (0,5 a 2,5 x 10° céls/mL)
¢+ = Controle positivo.

Figura 20 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620 nm, utilizando-
se 0 Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentragdes do inoculo fingico.
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¢+ = Controle positivo.

Figura 21 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. sympodialis frente a
diferentes concentragdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620 nm, utilizando-

se 0 Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentragdes do inoculo fingico.
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4.2.3 Malassezia furfur

Em relagdo ao isolado de M. furfur, verificou-se crescimento significativo
somente com os inoculos 2 e 3 nos bioensaios utilizando o meio caldo Sabouraud
modificado, permitindo assim a determinagdo das CIMs, o que ndo foi possivel com as
outras espécies de Malassezia quando incubadas com este mesmo meio de cultura. Vale
ressaltar que esta espécie foi também a que teve melhor desempenho nas curvas de
crescimento quando se utilizou o caldo Sabouraud, conforme demonstrado
anteriormente na Figura 9.

Assim, nos testes com o cetoconazol, uma CIM® de 0,5 ug/mL e CIM™ de 0,03
pg/mL da droga foram obtidas no 3° dia de crescimento desta levedura quando na
concentracdo 2 do inoculo. Enquanto que, com o inoculo 3, uma CIM™ foi obtida
somente a partir do 4° dia com a maior concentragdo da droga (16 pg/mL) e a CIM™ foi
de 0,03 pg/mL, neste mesmo periodo de incubacao (Figura 22).

A susceptibilidade do isolado de M. furfur ao itraconazol com a utilizagdo de
caldo Sabouraud modificado foi a seguinte: com o inoculo 2 a CIM™ foi de 0,03 pg/mL
ea CIM™ 2 pg/mL, no 3° dia de incubagdo (Figura 23); enquanto que com o inoculo 3
a CIM™ foi de 0,03 pg/mL no 4° dia de incubacdo enquanto que a CIM® néo foi obtida
entre o 3° ¢ 0 4° dia de incubagao.

Nos testes de susceptibilidade ao fluconazol com o isolado de Malassezia furfur,
a CIM™ da droga foi de e a CIM® de 0,125 pug/mL no terceiro dia de incubagdo com o

inoculo 2; enquanto que com o inoculo 3 a CIM*® foi de 0,5 pg/mL e a CIM* de 4

pg/mL.
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Figura 22 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm, utilizando-se o

caldo Saboraud modificado e trés concentra¢des do inoculo fingico.
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Figura 23 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura 6ptica em 620 nm, utilizando-se o caldo

Saboraud modificado e trés concentragdes do inoculo fungico.
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Figura 24 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura dptica em 620 nm, utilizando-se o caldo

Saboraud modificado e trés concentragdes do inoculo fungico.
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Utilizando-se o meio de LNm* verificou-se que as drogas cetoconazol e
itraconazol (Figuras 25 e 27) foram capazes de inibir cerca de 100% do crescimento
fingico nas trés concentragdes de inoculo da M. furfur durante todos os dias de
incubagdo. Em relagdo aos bioensaios com o fluconazol obteve-se os seguintes perfis de
CIM: Para o inoculo 1 no 3° dia a CIM *° de 0,125 pg/mL e esta mesma concentragao
da droga representou a CIM™ no 4° dia de incubacio. Com o inoculo 2, no 3° dia a CIM
8 foi de 0,125 pg/mL, e no 4° dia a CIM %0 foi de 0,25 pg/mL e CIM 80 de 2 pg/mL. O
inoculo 3 permitiu a defini¢do das CIM ja no segundo dia de incubagdo, sendo a CIM *°
de 0,25 pg/mL e a CIM 80 de 8,0 ug/mL; no 3° dia a CIM Vde2 pug/mL e a CIM 80 de 4

pg/mL (Tabela 1).

Gupta et al. (2000) analisando isolados de M. furfur, conseguiram determinar
valores das CIM em dois dias de incubagdo com susceptibilidade para o cetoconazol,

voriconazol e itraconazol de CIM® de <0,03 pg/mL.

Velegraki et al. (2004) analisando isolados de M. furfur, encontraram os
seguintes valores de CIMs: 0,25 pg/mL de cetoconazol para M. furfur (n=2); e com

fluconazol as CIMs foram de 8 pg/mL para M. furfur (n=12).

Estudos realizados por Garau et al. (2003), determinaram para as espécies M.
furfur CIM de < 0,03 pug/mL para cetoconazol e itraconazol, e, para fluconazol
diferentes valores de CIM foram observados para diferentes isolados de M. furfur,
sendo: CIM de 4 pg/mL para 22 isolados, 0,25 pg/mL para 8 isolados, 0,5 pg/mL para 7

isolados e 1 pg/mL para 4 isolados.
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Figura 25 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de cetoconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm, utilizando-se o
Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentra¢des do inoculo fingico.
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¢+ = Controle positivo.

Figura 26 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de itraconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm, utilizando-se o
Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentra¢des do inoculo fingico.
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Figura 27 — Resultados dos testes de suscetibilidade do isolado de M. furfur frente a diferentes
concentracdes de fluconazol, obtidos a partir de leitura optica em 620 nm, utilizando-se o
Leeming-Notman modificado (LNm*) e trés concentra¢des do inoculo fingico.
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Os valores de CIM obtidos com o meio LNm*, por sua vez, foram mais
coerentes com resultados de outros trabalhos (GUPTA et al., 2000; GARAU et al.,
2003; SUGITA et al., 2005; MIRANDA, 2006), revelando, apds trés dias de incubagao,
CIMs <0,03 pg/mL, para o cetoconazol e itraconazol para inibir 50% e 80% do
crescimento de M. obtusa e M. furfur. Para o fluconazol foram encontradas CIMs de 2 e
de 4 pg/mL para inibir 50% do crescimento de M. sympodialis e M. obtusa
respectivamente, ¢ CIM de 4 e 8 pg/mL para inibicdo de 80%; enquanto que para M.
Sfurfur foi encontrada uma CIM <0,03 pg/mL desta droga para inibir 50% e 80% do

crescimento fungico (Tabela 1).

Em relacdo aos critérios de leitura, a leitura espectrofotométrica em 620 nm
permitiu boa precisdo para a definicao dos resultados, e reprodutibilidade, confirmando
com seguranca as CIMs obtidas nas triplicatas, além da coeréncia dos resultados dos
bioensaios com os que foram obtidos nas curvas de crescimento dos trés isolados de

Malassezia.

Tabela 1

CIMs obtidas em caldo de SABm / LNm* para trés espécies de Malassezia, apds trés
dias de incubagao.

CIm > cIim *
CET ITR FLU CET ITR FLU
M. obtusa SD/<0,03 SD/<0,03 SD/>4 SD/<0,03 |SD/<0,03 SD/>8
M. sympodialis SD/SD SD/SD SD/>2** SD/SD SD/SD SD/>4**
M. furfur <0,03/<0,03 | <0,03/<0,03 | <0,125/<0,125 | >0,5/<0,03 | >2/<0,03 | <0,125/<0,125

Resultados mostrados de SABm / LNm*; Todos os resultados mostrados sdo relativos a concentracdo de

inoculo 2 com excecdo do ** = Concentracido de Inoculo 3; SD = Sem desenvolvimento no C+
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De acordo com o documento M27-A2/CLSI para testes com levedura do género
Candida e Criptococcus, a leitura dos resultados ¢ feita visualmente com base na
turbidez da suspensdao do inoculo fungico utilizando uma escala que varia de 0 a 4,
entretanto este tipo de leitura ¢ muito subjetiva podendo prejudicar a reprodutibilidade
dos resultados em diferentes ensaios. Em nosso estudo, a leitura visual dos bioensaios

foi descartada por nao permitir resultados precisos e confiaveis.

Segundo White (1998) uma das maiores dificuldades do protocolo do CLSI
refere-se a determinagao dos “break points” para avaliar a susceptibilidade e resisténcia
de algumas espécies fungicas, podendo variar em mais de 128 vezes. De acordo com o
protocolo M27-A2 os “break points” para fluconazol sdo: <8 pg/mL, sensivel; 8 pg/mL
a 32 pug/mL, susceptivel dose dependente; e >64 ng/mL, resistente; para itraconazol:
<0,125 pg/mL, sensivel; 0,25 pg/mL a 0,5 pg/mL, susceptivel dose dependente; e >1,0

ng/mL, resistente.

Entretanto, para as espécies de Malassezia spp, nao ha ainda estudos cientificos
contundentes que permitam estabelecer os “break points” na interpretacdo dos
resultados das CIMs. O que se tem observado ¢ uma certa coeréncia entre resultados
com alguns derivados azolicos, tais como o cetoconazol e itraconazol, enquanto que
para o fluconazol, isto ndo tem sido muito observado, visto que alguns autores

descrevem resultados que variam de 0,25 a 8§ ug/mL.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo trés isolados fungicos pertencentes ao género Malassezia (M.
furfur, M. sympodialis e M. obtusa) foram submetidos a ensaios para avaliacdo de
diferentes condi¢des de crescimento, incluindo as variaveis: tamanho de inoculo, tipo de
meio de cultura, temperatura de incubacgado e critério de leitura, no intuito de contribuir
para a elaboracao de um protocolo para testes de susceptibilidade destas espécies as

drogas antifiingicas.

As condicoes dos ensaios foram definidas com base no método de microdiluigao
em caldo, mais especificamente no protocolo M27-A2 do CLSI, e em algumas
adaptagdes descritas por diferentes autores (GUPTA et al., 2000; GARAU et al., 2003;
SUGITA et al., 2005; MIRANDA, 2006). Assim, de acordo com os resultados obtidos
nas curvas de crescimento dos isolados fungicos e nos bioensaios com as drogas foi
estabelecido: o tamanho do inoculo mais apropriado para as condi¢des utilizadas neste
ensaio com as espécies estudadas foi de 0,5 a 2,5 x 10* céls/mL; a temperatura de
incubagdo que proporcionou as melhores condi¢des de desenvolvimento das espécies
foi de 32°C; o meio de cultura Leeming-Notman modificado* (LNm*) foi o que
apresentou mais uniformidade neste experimento; o periodo 6timo de crescimento
dos isolados fungicos foi diferenciado sendo para M. furfur entre 3 a 4 dias; M.
obtusa e M. sympodialis: entre 7 a 9 dias; o periodo de incubagdo nos bioensaios
com as drogas para definicdo das concentragdes inibitdérias minimas que apresentou
CIM mais baixas e confiaveis ocorreu no 3° dia; o melhor critério de leitura foi a

espectrofotométrica com filtro de 620 nm, por apresentar resultados uniformes.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos neste estudo e, na perspectiva de se consolidar
um protocolo simplificado, novos estudos necessitam ser realizados para dar
continuidade aos resultados desta pesquisa, a fim de que, futuramente, tais resultados
possam ser empregados para avaliar a susceptibilidade das principais espécies de
Malassezia e identificar possiveis correlacdes com genes de resisténcia, além de estudos

sobre a expressao génica de cada espécie nas suas diferentes formas clinicas.
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ANEXO A - Espécies do Género Malassezia - Maio 2010 por Hay; Midgley (2010)

Espécie Autor Ano Referéncia

I | Malassezia spp. Baill. 1889 | LEG; MB8831

2 | Malassezia caprae F.J. Cabatfies et al. 2007 | LEG; MB505600

3 | Malassezia dermatis Sugita, M. Takash.,, A.|2002 | LEG; MB375387
Nishikawa & Shinoda

4 | Malassezia equina F.J. Cabanes et al. 2007 | LEG; MB505601

5 | Malassezia furfur (C.P. Robin) Baill. 1889 | LEG; MB121793

6 | Malassezia globosa Midgley, E. Guého & J.| 1996 | LEG;MB437919
Guillot

7 | Malassezia japonica Sugita, M. Takash., M. |2003 | LEG; MB487700
Kodama, Tsuboi & A.
Nishikawa

8 | Malassezia nana A. Hirai, R. Kano, Makimura, | 2004 | LEG; MB371060
H. Yamaguchi & A. Haseg.

9 | Malassezia obtusa Midgley, J. Guillot & E.| 1996 | LEG; MB437920
Gueho

10 | Malassezia (Weidman) C.W. Dodge 1935 | LEG; MB253759

pachydermatis

11 | Malassezia restricta E. Guého, J. Guillot & 1996 | LEG; MB437921
Midgley

12 | Malassezia slooffiae E. Guého, J. Guillot & 1996 | LEG; MB437922
Midgley

13 | Malassezia R.B. Simmons & E. Guého 1990 | LEG; MB130281

sympodialis
24 | Malassezia Sugita, Takash., Tajima, 2004 | LEG; MB492026

yamatoensis

Tsuboi & Nishikawa

&9



ANEXO B — Meios de Cultura.

Leeming & Notman

90

Peptona Bacteriologica 10| g

Glicose 5\g

Ox bile 4l ¢g

Extrato de Levedura 0,1|¢g

Glicerol monoesterato 0,5 | mL/L

Tween 60 0,5 | mL/L

Glicerol 1 | mL/L

Leite integral de vaca 10 | mL/L

Caldo Sabouraud Dextrose

Peptona 10 | g/L

Dextrose 20 | g/L

Caldo Uréia de Christensen

Peptona lig

Glicose l|lg

NaCl 5|g

KH2P04 2 g

Uréia 20 | g

Vermelho de fenol 0,12 | g

RPMI

Constituinte g/L de Agua Constituinte g/L de Agua
L-arginina (base livre) 0,200 Biotina 0,0002
L-aspargina (anidra) 0,050 D-pantoténico 0,00025
L-aspartico, acido 0,020 Colina, cloreto de 0,003
L-cistina e 2HCI 0,0652 Félico, acido 0,001
L-glutamico, acido 0,020 Mioinositol 0,035
L-glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina (base livre) | 0,015 Piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B12 0,000005
L-lisina e HCI 0,040 Nitrato de cdlico x H20 | 0,100
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L-metionina 0,015 Cloreto de potdssio 0,400

L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio | 0,04884
(anidro)

L-prolina 0,020 Cloreto de sédio 6,000

L-serina 0,030 Fosfato de sddio, | 0,800
dibasico (anidro)

L-treonina 0,020 D-glicose 2,000

L-triptofano 0,005 Glutationa, reduzida 0,001

L-tirosina ® 2Na 0,02883 Vermelho fenol, Na 0,0053

L-valina

0,020




