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Orientador: Janio Morais Santurio
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 01de fevedeird011.

Malassezia pachydermatié& um fungo oportunista, associado a dermatomicesaspatias
em animais domésticos e selvagens. O objetivo destiedo foi comparar o perfil de
susceptibilidade de isolados clinicos Me pachydermatisfrente antifungicos tépicos e
sistémicos, atraves de duas técnicas padronizadasChSI: microdiluicdo em caldo (M27-
A3, 2008) e disco-difusdo (M44-A, 2004). Para todsgestes foi utilizada uma cepa padréo
de Candida albicans (ATCC 28367) como controle de qualidade. Isoladies M.
pachydermatisestados através do método de microdiluicdo eno@gdesentaram em ordem
decrescente de susceptibilidade: anfotericina-B0¥d)Q fluconazol (97,83%), cetoconazol
(95,66%), itraconazol (93.48%), seguido de clotdalee miconazol (86,96%). Pelo método
de disco-difusdo 97,83% dos isolados foram sussstévnistatina, 95,66% ao itraconazol e a
anfotericina-B; 91,32% ao cetoconazol, 89,14% acodthazol; e 86,96% ao miconazol e
clotrimazol. Através da inducao de resisténni&itro, de 30 isolados d&l. pachydermatis

ao fluconazol (100%) foi possivel evidenciar résista cruzada pelo método de
microdiluicdo em calddrente aos antifingicos azolicos, itraconazol (93%gtoconazol
(97%) e voriconazol (100%). O estudo da atividagélgéos essenciais gerados pelo método
de microdiluicdo em caldo, baseado nas médias geoasedas CFMs, evidenciou-se que
concentragdes acima de 195.42 ug/mL de dleo esseleiorégano, 332.49 pg/mL de Oleo
essencial de orégano mexicano e 448.8 ug/mL deessencial de canela, possuem acéo
fungicidain vitro sobreM. pachydermatisindependente da sensibilidade ou resisténcia ao
fluconazol. A atividade de Oleos essenciais frévitgpachydermatigluconazol resistente, é
um achado que consolida a importancia destes pamaas futuros voltados a terapéutica
desta micose. Apesar dos dados de susceptibil@ma@sentados pelas cepas sensiveld.de
pachydermatissugerirem que o fluconazol ainda € uma droga segara terapéutica da
maioria dos casos de malasseziose superficial wasiva, € fundamental que estudos de
vigilancia epidemioldgica sejam realizados contineate para evidenciar mudancgas no perfil
microbiolégico em funcédo de praticas terapéuticas.

Palavras-chaveMalassezia pachydermatiSusceptibilidade. Resisténcia. Antifingicos. Glessenciais.
Disco-difusédo. Microdiluicdo em caldo.



ABSTRACT
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SUSCEPTIBILITY OF FLUCONAZOLE SENSITIVE AND
FLUCONAZOLE RESISTANT Malassezia pachydermatis
ISOLATES AGAINST ANTIFUNGALS AND ESSENTIAL OILS

Malassezia pachydermatis an opportunistic fungus associated to dermatosgs and
otopathies in domestic and wild animals. The aimtlié study was to compare the
susceptibility profile of clinical isolates dfl. pachydermatisagainst topic and systemic
antifungals, through two standardized CLSI techeggubroth microdilution (M27-A3, 2008)
and disk diffusion (M44-A, 2004). A standa@hndida albicansstrain (ATCC 28367) was
used as quality controM. pachydermatigsolates assayed through the broth microdilution
method showed susceptibility to anfotericina-B @)0fluconazole (97,83%), ketoconazole
(95.66%), itraconazole (93,48%), followed by clot@izole and miconazole (86.96%). The
disk diffusion method showed susceptibility of B&8 to nystatin, 95,66% to itraconazole
and to amphotericin B, 91,32% to ketoconazole, 8%,10 fluconazole and of 86.96% to
miconazole and clotrimazole. Through the vitro induction of resistance to fluconazole
(100%), cross-resistance was observed throughrtth icrodilution method among the 30
M. pachydermatidgsolates against the azoles itraconazole (93%pckaazole (97%) and
voriconazole (100%). The study of the activitiestioé essential oils obtained through the
broth microdilution, based on geometric means @f thinimum fungicidal concentration,
showed that concentrations above 195.42 ug/mL4832g/mL and 448.8 ug/mL of oregano,
Mexican oregano and cinnamon essential oils, réisedg have fungicidal action against.
pachydermatisindependently of the sensitivity or resistancdliconazole. The fungicidal
activity of the essential oils against fluconazasistant M. pachydermatisstrains is
important for further therapeutic studies of thigawsis. Despite the susceptibility observed
among sensitiveM. pachydermatisstrains suggesting fluconazole as a safe drugtHer
treatment of most cases of superficial and invagndasseziosis, it is essential continuous
surveillance studies to detect changes in the ticlagical profile due to therapeutic
practices.

Key words:Malassezia pachydermatiResistance. Antifungal. Essential oils. Suscdtib
disk diffusion. Broth microdilution.
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1. INTRODUCAO

Os fungos leveduriformes do géneMalassezia anteriormente descritos como
Pityrosporum sdo organismos comensais da pele da maioriaattesbvados (CARFACHIA
et al, 2005). “Dermatite porMalassezia ou Malasseziose sao termos utilizados para
descrever doengas cutaneas associadas ao aumsteofudego nas regides afetadas. Este
aumento em determinadas regifes anatbmicas paetein influenciar a ocorréncia e a
extensdo das lesdes de pele. Varias condicbes, doemmas enddcrinas, imunologicas ou
parasitarias poderiam alterar a “funcdo de bafreila pele e favorecer a reproducédo
exacerbada destas leveduras (CHEN & HILL, 2005).

A classificacdo atual do génetalasseziacompreende treze espécies, doze das quais
sao lipidiodependentesVi( furfur, M. globosa M. obtusa M. restricta M. sloofiag M.
sympodialis M. dermatis M. nang M. japonicg M. yamatoensisM. equi sp. nov. eM.
capraesp. nov.) e uma espécie nao lipidiodependavitqgachydermati§CABANES et al,
2007, CAFARCHIAet al, 2008a).

Malassezia pachydermatés uma levedura comum da pele de carnivoros seisage
domeésticos, sendo considerada um fungo oportudestarescente importancia em caes e
humanos (NARDONEt al, 2004), podendo tanto assumir o papel de um habitaormal,
como de um patdgeno oportunista do meato acusktern® e tegumento. Quando em
infeccdo ativa necessita de tratamento prolongagmwssui frequente recorréncia. Para a
malasseziose ndo existe um Unico agente ou tratareeas preparacdes destinadas para esta
enfermidade, usualmente, contém varios principto®sa Casos de insucesso terapéuticos
sdo relatados e ocorrem principalmente quando Aaorsalizados exames diagndsticos,
sendo o0s animais tratados com antibacterianos endgms e desprovidos de acéo
antifingica. Considerando-se que o fendbmeno dastéesia dos antifiungicos € pouco
explorado enM. pachydermatisos casos de insucesso terapéutico acima refeyatbesm ser
determinados também por este fendmeno (BOEKH®@LAT, 2010).

O desenvolvimento de novos agentes antifungicos dderentes mecanismos de
acdo, bem como o possivel efeito sinérgico obtidaa@mbinacdo de agentes antifingicos
com drogas de outras classes farmacéuticas, temuéslo grande interesse no estudo da
susceptibilidade a terapias antifangicas (JOHNSDHEI, 2004). Em funcéo disso, testes de
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suscetibilidaden vitro, padronizados pelos protocolos apresentados debd (Clinical and
Laboratory Standards Institute), tém exploradondsracdes entre os agentes antifungicos e
compostos com acao antimicética contra diversogdsipatogénicos.

A malasseziose embora represente importante irded@dica de pequenos animais,
determinando casos de otite externa e dermatite,Brasil, seus dados baseiam-se
principalmente, em levantamentos relacionados &uémcia, aspectos clinicos ou
terapéuticos. Existe uma caréncia de estudos rasigne enfoquem o0 agente propriamente
dito e seu perfil de susceptibilidade a antifungice sua correlacdo com a clinica
(BOEKHOUT et al, 2010). Estes aspectos justiicam a necessidadeestados
microbiolégicos mais aprofundados sobrMalasseziasp., que sirvam de suporte para uma
melhor avaliacdo e conduta terapéutica, ndo sdimaac veterinaria, como em casos que a
literatura cita seu envolvimento com enfermidadashemanos. Com base nestes aspectos 0s
objetivos deste trabalho foram:

a) Comparar a susceptibilidade de amostras previ@melentificadas deM.
pachydermatissoladas de casos clinicos de dermatite e otitm@aatraves de duas técnicas
padronizadas pelo CLSI, microdiluicdo em caldo (M&Bj e disco difusao (M44-A), frente
aos antifungicos topicos e sistémicos: miconazetoaonazol, itraconazol, fluconazol,
clotrimazol, nistatina e anfotericina-B.

b) Descrever o perfil de susceptibilidade de cgmasiamente classificadas como
sensiveis e resistentes ao fluconazol frente voairol, cetoconazol e itraconazol.

c) Verificar a susceptibilidade de isolados sensigaesistentes ao fluconazol frente a
trés Oleos essenciais extraidos de condimentosamwégdriganum vulgarg orégano

mexicano Lippia graveolanye canelaCinnamomum zeylanicym
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2. REVISAO

2.1. Género Malassezia

A Malassezia furfurfoi a primeira levedura do género a ser descrigay@ou as
antigas Pityrosporumn ovalee P. orbiculare e foi criada por Baillon em 1889, em
homenagem a Malasses que havia estudado a leverdur874 (BAILLON, 1889).

Em animais, foi Weidman em 1925, que isolou a lava&dle um rinoceronte indiano
(Rhinoceras unicornisgom lesdes de pele, sendo primeiramente denomipiggi@sporum
pachydermatiglevido as semelhancgas c@&ityrosporumhumano com a caracteristica de ndo
apresentar lipodependéncia. Essa caracteristicasfadada por Lodder, em 1952, quando
concluiu que a levedura isolada por Weidman creszi@avelmente bem em meios de cultura
sem adicao de substancias oleosas diferindo desiaesP. ovalee doP. orbiculare,cujo
crescimento em tais condi¢es era inexistavitdassezia pachydermatisa unica espécie do
género capaz de crescer em meio de cultivo com Sglaouraud dextrose sem suplemento
lipidico (GUILLOT & BOND, 1999).

Em 1853, Robin denominou o agente causador dapéiversicolor em humanos de
Microsporum furfur por associa-lo adM. audoumiie causar lesbes com caracteristicas
furfuraceas relacionando o com dermatdfitos (SLOQ@%71: GUILLOT et al, 1995a).
Porém, o primeiro relato da natureza fungica do&geausador da pitiriase versicolor, com
lesdo superficial descamativa e despigmentadafefts por Eichstedt em 1846 quando
células fungicas foram evidenciadas a partir daraas cutaneas de pacientes humanos. Um
ano mais tarde, Sluyer (1847), descreve detalhaatenessas estruturas fungicas que recebe a
denominac&o descrita por Robin (GUILLOT & GUEHO938).

Em 1955, Gustafson substituiu a nomenclaturRitlgosporum pachydermatmsor P.
cani, e em 1974 foi estabelecido que todas as levedlomagénero que crescessem sem
suplementacéo de lipidios seriam agrupadas em igo taxon,P. canis,que atualmente foi
substituido porMalassezia pachydermati@pud GHILLOT & BOND, 1999). Sloof, em
1955, foi quem primeiro revelou a levedura em céetando-a em cerca de 70% do total de

amostras estudadas de casos de otite externa (SL@QF. Guillot & Guého, em 1995b,
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estudaram amostras dé. pachydermatigprovenientes de caes e rinocerontes, afirmando,
através de técnicas moleculares, gue todas asrasasdb lipodependentes conceituam-se em
um unico taxonM. pachydermatisConfirmou-se que esta espécie esta adaptada emaiani
embora esta espécie possa, ocasionalmente, sartr@deoem humanos (DWORECKA &
TOKA, 1999). Akerstedt & Vollset (1996) citam quéezedura tem sido associada a casos de
diversas infec¢cBes em animais domésticos, silestreo homem.

Em 1993, a taxonomia do géndwtalasseziafoi reconhecida por Guillot & Guého
através do sequenciamento do rRNA. Como resultadeehuma ampliacdo do género para
sete espécies distintas e a inclusdo dessas nepésies foi confirmada por Guillet al.
(1996) e Aspirozt al. (1999) através de varios critérios: diferencasfoh@gicas, sorotipicas,
metabolicas, bioquimicas e cariotipagem.

Porém, foi um importante estudo feito por Guéhal. (1996), através de anélise
morfolégica de coldnias, estudos fisiologicos inulio: temperatura de incubacdo,
capacidade de crescimento em diversas concentrdeb@&sveen (Polyoxyethylene sorbitan
mono-palmitate), reacdo de catalase e hidréliseurdda que as bases fenotipicas da
identificacdo foram melhor propostas. Estudos mliceoscopicos, descreveram quatro novas
espécies déMalassezia todas lipodependenteM( restricta, M. sloofiae, M. obtusa M.
globosg. A partir desse estudo, novos testes para dierefio entreM. furfur de M.
sympodialise M. slooffiaeforam propostos (MAYSERt al, 1997), onde somente a primeira
espécie tem a capacidade de metabolizar o crorifdbleo de ricino) e de transformar a
esculina em esculetina e glicose.

Atualmente, com o crescente interesse por novasctémoleculares para elucidar a
biologia de microorganismos, € mais facil a comg@wade genomas para sua diferenciagéo.
As sete espécies ja descritdk (urfur, M. sympodialisM. sloofiae M. globosa M. obtusa
M. restrictae M. pachydermatjsforam confirmadas por tipagem molecular atrav@$BEGE
(pulsed field gel electrophoreyi® RAPD (andon amplified polymorphic DNAonde
relataram-se a ocorréncia de variacfes genéticamaas as espécies (BOEKHOUWT al,
1998).

Guptaet al. (2000), ao analisar genes por PCR-REA, tambémircomi as mesmas
espécies ddalasseziamas ressaltou que a diferenciacao, por este métotreM. globosa
e M. restrictando € muito confiavel, e preconizou o estudo deasicaracteristicas, como
morfologia celular e prova da catalase. Outro esttehlizado por Guilloet al. (2000),

descreveram uma técnica baseada em PCR-REA de tgooma regido gendémica (LSU do
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rRNA) para distinguir as espécies tkalasseziaja identificadas através de enzimas de
restricdo Banl, Haell e Msple concluiram que este método é confiavel e deeéecucao.
Sugitaet al. (2001), identificaranM. dermatis de pacientes humanos com dermatite atdpica,
por sequenciamento de rRNA. Em sequéncia, no arRDd®@, Sugitaet al. descreveranil.
japonicaisolada de paciente com dermatite atopica e pess®ma manifestacdes clinicas de
malasseziose, também por sequtienciamento do rDNA.

No ano seguinte, Sugitet al. (2004) descreveram uma nova espécie denomikada
yamatoensisa qual foi isolada de pacientes humanos com diensgborréica e de pessoas
saudaveis, com a técnica empregada anteriormeme2(®4, Hiraiet al. propuseram uma
outra espécigyl. nang isolada de felinos e bovinos com otite exteramhtém identificada
por sequenciamento do rDNA. Mais recentemente, ez al. (2007) descreveram duas
novas espécied/. capraee M. equina confirmadas por seqienciamento das regides D1/D2
do gene 26S e ITS 5.8S do rRNA; da subunidade RNiA polimerase (RPB1) e do gene
“chitin synthase”, e também pelos padrdes de R#sini fragment lenght polimorphism
(RFLP).

A importancia na diferenciacdo de espécies ou péoess deMalasseziando reside
apenas no fato de identificac@er si mas sim no fato de que possa haver diferencas na
viruléncia e na susceptibilidade a antifiungicosHETTTFELDT et al, 2002).

2.2.Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis considerada um habitante normal e patégeno opstaudo
meato acustico externo de cdes e gatos, tambémgmder encontrada no reto, pele interdigital,
tegumento cutaneo, sacos anais e vagina (B@&N#, 1996). E considerada um dos mais frequentes
microorganismos associados com otite externa ems (BAXTER, 1975; CHENGAPA, 1983;
LANGONI et al, 1991) e, nos ultimos anos, os estudos tambémtaporssa levedura como
causadora de dermatite canina (LARSSE€MNI, 1988; PLANTet al, 1992; NOBREet al, 1998).
Assim como os acaros de génBremodessp. e as bactérias do gén&taphylococcusp., a levedura
M pachydermatig constituinte da microbiota saprébica cutdnea&s @ gatos, embora seja um
agente oportunista (NAHAS, 1997).
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2.2.1. Taxonomia

Devido as caracteristicas reprodutivas (assexuguk® estrutura lamelar, pelas
caracteristicas genéticas, pela capacidade de libadroa uréia, a espécidalassezia
pachydermatis pertence ao rein&ungi, filo Basidiomycota classeBlastomycetesordem
Cryptococcalese familia Cryptococcaceaeao géneroMalassezia (BAILLON, 1889,
SCHIOTTFELDTet. al, 2002; ASPIROZt al, 1999; GUILLOT & BOND, 1999).

2.2.2. Morfologia e identificagao

Morfologicamente M. pachydermatisse apresenta como leveduras com células
pequenas com parede celular espessa, com multi@lasdas, medindo 2 a 7um, a
reproducdo na pele € assexuada com producdo decbliaisleos por um processo monopolar
repetitivo ou brotamento, formando uma célula géahmvodide ou cilindrica quando esta se
desliga da célula mae (KEDDIE, 1996; GUILLOEt al, 1995a). Hifas sdo raramente
observadas no exame direto das lesbes ou a pagimeios de cultura. A identificacdo
morfolégica pode ser realizada através de exanetodatravés da observagcdo microscopica
(40 ou 100 X) do material advindo de lesbes ouulieias, corado com corantes azuis (azul
de algodao, azul de metileno, etc.) (GUILL@fTal, 1998).

2.2.3. Epidemiologia das infec¢des causadadp@achydermatiero homem e animais

Em animais a maioria dos casos de malasseziosasssiéiada com otite externa em
cées e apresenta formacgOes excessivas de ceruragd® pdeterminando eritema do meato
acustico externo (HIRA&t al. 2004). O exsudato produzido na otite externa \dgianarrom
escuro a negro. Esses animais demonstram freqpeatelo, entretanto a apresentagao
clinica ndo é especifica e o diagnostico deve asedrlo na identificacdo da levedura, pela

citologia do cerume e cultura do agente (HUANG, 4)99Assim sendo, 0s autores
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consideram que a presenca de células compativeislagicamente com &l. pachydermatis
em um exame direto ndo significa doenca, mas &mpgasde numerosas células por campo é
considerada patogénica (PLAN&t al, 1992; GRIFFIN, 1996; BONDet al, 1996).
Entretanto, Ribeiro et al, (1997) enfatizaram queerpretacdo deste exame laboratorial deve
ser prudente ja que foi evidenciada a ocorréncieétldas deM. pachydermati€m numero
elevado tanto em animais higidos como em animatadds pelo agente.

As leveduras do génerdlalasseziaem humanos estdo associadas a quadros
patolégicos como pitiriase versicolor, dermatitebmetica e dermatite atopica, que
anteriormente eram apenas associadas a eddédiefur e hoje, o surgimento das demais
espécies levou a uma reavaliagdo no processo talialf{dSCHIOTTFELDTet al. 2002).M.
pachydermatisambém tem sido referida como causadora de infecgi&micas no homem,
particularmente em pacientes imunodeprimidos (LARQG:t al, 1988: WELBELet al,
1994). No entanto, informacdes sobre fungemiasdgitero sao limitadas e se restringem a
M. pachydermatie M. furfur. Os relatos estdo associados a surtos nosocamalignidades
de Tratamento Intensivo (UTI), e esporadicament@aaientes imunocompromometidds.
pachydermati® uma levedura zoofilica associada principalmerdét@a externa e dermatite
seborréica em caes, é frequentemente isolada dadpdiumanos e tem sido implicada em
infeccdes hospitalares, principalmente em paciem®sbendo nutricdo parenteral a base de
lipidios (DANKNERet al, 1987, CHRYSSANTHOL&t al, 2001).

Embora ainda ndo existam dados sistematicos sabwvee$ de risco para infeccbes
invasivas da espécikl. pachydermatisa ocorréncia em pacientes imunocomprometidos,
colonizagdo saproéfita do agente na pele de humanasimais podem ser pré-requisitos
fundamentais para determinar uma fungemia. Embdexgbes invasivas pela espéble
pachydermatigpossam ocorrer esporadicamente, na ultima décadas £m UTIs neonatais
tém sido amplamente divulgados (BARBERal, 1993, CHRYSSANTHOLUkt al, 2001,
SHATTUCK et al, 1996).

2.2.4. Patogenia em caes

Caes que apresentam doencas de pele associdiapachydermatispodem ter

aumentos de até 10.000 vezes na densidade pomahcia levedura nas lesbes, quando
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comparados com cédes saudaveis, no entanto, ainmaondestabelecido um limiar de
densidade populacional necessério para a infedtdadesdo aos tecidos e producdo de
enzimas, tem um importante papel na colonizacaaofezgdo (BOEKHOUTet al, 2010).
Entre os fatores de viruléncia e sobrevivénciazatilas poM. pachydermatisincluem-se a
firme aderéncia dessa levedura aos queratinégitaiendo alterar a coesao entre as células e,
ainda, danificar a queratina. Em adicéo, a prodagdenzimas que alteram a composi¢ao do
manto lipidico cutaneo, promovem inflamacéo loagdusda de ativacdo do complemento,
desencadeando processos inflamatérios que favorageemetracdo da levedura nos tecidos
(BOND& LLOYD, 1987).

2.2.5. Meios de cultivo

O isolamento deM. pachydermati® realizado em meio de cultivo dgar Saboraud,
acrescido de cloranfenicol e ciclohexamida incubsmm tempertauras entre 27° a 35°C; este
meio permite o isolamento da maioria das espé@darnyos responsaveis por dermatopatias
em carnivoros, tais como os dermatofitos e as leasd Na rotina laboratorial meios de
cultivo suplementados com uma fonte de acidos grabéon sido utilizados para cultivo de
Malasseziaspp., tais como o 4gar Dixon modificado (GUILL®fTal, 1998). A vantagem da
utilizacdo deste meio de cultura tem por objetigolar outras espécies que requerem
suplementacao lipidica (BOND & ANTHONY, 1995; GUIOT et al, 1997, GUILLOTet al
1998) além daM. pachydermatis Apés sete dias de incubacdo a 37°C as leveduras
apresentam-se como colénias com crescimento iapachydermatis particularmente
sensivel ao frio e a maioria das cepas tornamvs@vieis apos trés meses em temperatura 4°C
(GUILLOT & BOND, 1999). M. pachydermatisdiferentemente das demais espécies do
género, ndo utiliza lipidios como fonte de carb@npndo necessita de suplementacdo com
acido graxo de cadeia longa, no meio de cultura paseu desenvolvimento (GUEHDal,
1996).
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2.2.6. |dentificacéo

A identificacdo deM. pachydermatisé realizada pela morfologia e aspectos
fisiologicos, e atualmente por métodos moleculafes.colénias sdo opacas de coloracdo
amarelo creme, passando a marrom alaranjada camforenvelhecimento; a superficie é
redonda ou em forma de capsula, a medida transved® 1,3um e a textura pode ser seca,
friavel, granulosa e algumas vezes gordurosa (GOILEt al, 1996). FisiologicamentéJ.
pachydermatis apresenta lipidiofilia, mas n&o ¢é lipodependentstaeé a principal
caracteristica que contribui na identificacdo. Alfisso, observa-se reacdo de catalase, urease
e prova de coloracdo por DDB (azul de diazdnio &itvas. A incorporacdo de Tween a
10% em agar glicose/peptona inibe o seu cresciméntemperatura 6tima de crescimento é
entre 32 e 35°C, podendo crescer também a 25°C (@, 1995). Apesar dessas
caracteristicas, pode-se também identificar a éspgdc pachydermatisatravés técnicas
moleculares para posterior avaliacdo de sua patmdade (GUILLOT et al, 1997,
AIZAWA et al, 1999, 2001; CARFACHIAet al, 2007 ).

2.3. Agentes antifingicos

Os antifungicos surgiram bem mais tarde que ostegdracterianos, por serem 0s
fungos, a exemplo do hospedeiro, seres eucaribinsazao dessa semelhanca, entre o Reino
Fungi e os seres humanos e animais e suas consegji@milaridades bioquimicas e
fisioldgicas, muitas substancias com propriedadeguagicas causam reacOes deletérias
inespecificas, podendo acarretar uma série deo®fedlaterais a terapia. Este € um dos
fatores que retardaram o uso destes farmacos, e continuam limitando os avang¢os no
campo da terapia antifungica (LACA&t al, 2002; SIDRIM & ROCHA, 2004). O arsenal
terapéutico antifingico tem aumentado muito nosndk anos, buscando atender a uma
demanda crescente na micologia médica, destacando-stratamento topico das
dermatomicoses. A terapia antifingica era pouctivaefe nao especifica, tendo sido o iodeto

de potassio o primeiro composto utilizado em 1@0&¢ hoje é utilizado para o tratamento da
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esporotricose, tanto nos animais quanto no homem.1B39, surgiu a griseofulvina, sé
utilizada em 1958 apOs a comprovacdo de sua dicéxitratamento da dermatofitose em
animais de laboratorio (NIMURAt al, 2001).

Com a descoberta da anfotericina B, em 1956, hguaede avanco no tratamento,
sendo o primeiro farmaco eficiente para o tratamet#s micoses sistémicas. Na mesma
época foi descoberta atividade antimicética de wmvddo pirimidinico, denominado 5 -
fluocitosina, que ampliou o arsenal terapéutico dasoses profundas. Porém o grande
impulso nesta area foi a descoberta da propriedati®ingica do benzimidazol, de onde
surgiram os derivados imidazolicos: miconazol (J9@¥btrimazol (1969), econazol(1975),
isoconazol (1979), tioconazol (1984), oxiconazoB8@), entre outros. Apds, novas
descobertas houve a sintese dos triazolicos; epeetos pelo fluconazol (1990), itraconazol
(1992), voriconazol (2002), ravuconazol (2004)remutros ainda em estudo. Estes ultimos
deixaram de apresentar efeitos colaterais no hegpedlém de apresentarem propriedades
farmacocinéticas mais favoraveis determinando warepia mais segura e eficaz. Ademais,
surgiram ainda na década de 90, os derivados rirociad, as alilamina, as equinocandinas,
ampliando sobremaneira as opc¢oes terapéuticas ensesi (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O atual arsenal de agentes antifungicos atua enmamero limitado de processos
celulares. A maior parte dos antifingicos que estdaiso clinico atua sobre a biossintese do
ergosterol, que é o principal esterol nas membreslatares fungicas. Ergosterol é o alvo dos
poliénicos, que inclui a anfotericina B, uma drage tem sido explorada clinicamente por
mais de 50 anos. No entanto, sua utilizacdo temisticada em infeccOes graves devido a
sua toxicidade aos pacientes, provavelmente péito®e as membranas celulares contendo
colesterol. Outros passos na biossintese do ergbss@o alvos para as alilaminas,
tiocarbamatos, morfolinas e azolicos (COWEN, 200Bha nova classe de antifingicos que
recentemente tornou-se disponivel foram as equmlitas. Elas atuam blogueando a sintese
da parede celular através da inibicdo da enZiAi,3) - d-glucano sintetase, tendo boa
seguranca e um amplo espectro de atividade (COVZEDS).

2.3.1. Derivados azdlicos

Os derivados azdlicos sao compostos sintéticos pmaem ser classificados em

imidazois ou triazois, de acordo com o numero deés de nitrogénio no anel azolico. Entre
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0os imidazolis estdo cetoconazol, miconazol e clazisth Como regra, miconazol e
clotrimazol sdo usados como terapia tépica. Osva@os triazéis sdo representados pelo
itraconazol, fluconazol e voriconazol. Os azois sém tolerados, tém atividade contra uma
variedade de fungos patogénicos e tem sido a ckdssantifingicos mais amplamente
utilizada durante décadas. Inibem a enzima larasidn-demetilase (codificada pelo gene
ERG11) e, por isso, bloqueiam a producdo de engsteprovocam a acumulagédo de um
esterol intermediario toxico (lanosterol) (COWEN)O8). A especificidade das drogas
azodlicas resulta da sua maior afinidade pelas ewiftingicas do citocromo P450 do que
pelas enzimas do citocromo P450 humano. Os imidazafiresentam um grau de
especificidade menor do que os triazélicos, o gyeiea sua maior incidéncia na interagdo
com drogas e de efeitos adversos. A reacao adwemsacomum é um pequeno disturbio
gastrintestinal. Todos os azo6is podem provocamaalkntades nas enzimas hepaticas e, muito
raramente, hepatite (BENNETT, 2006).

2.3.1.1. Cetoconazol

O cetoconazol foi o primeiro derivado azoélico arahdo na clinica. Distingue-se dos
triazbis pela sua maior capacidade em inibir agyeaszdo citocromo P450 dos mamiferos, ou
seja, € menos seletivo para o citocromo P450 fandgiw que os mais novos derivados
azolicos. Mostra-se eficaz contra diferentes tg@$ungos, entretanto € comum a ocorréncia
de recidiva apos tratamento aparentemente bemdidocé&istribui-se amplamente por todos
0os tecidos e liquidos teciduais, porém sé atingecemiracdes terapéuticas no SNC
administrado em altas doses (SILVA, 2006). O ppatcefeito adverso é a hepatotoxicidade,
que € rara, mas que pode se tornar fatal. Podeeocsem qualquer evidéncia clinica
manifesta e evoluir apds a interrupcdo do farma&matros efeitos colaterais que podem
ocorrer consistem em disturbios gastrintestingisueido (BENNETT, 2006). Foi registrada
uma inibicdo da sintese de esterodides e testoatgmn cortex supra-renal com altas doses,
sendo esta ultima responsavel pelo desenvolvingmginecomastia em alguns pacientes do
sexo masculino. Podem ocorrer interacfes adversasoutros farmacos. A terfenadina, a
ciclosporina e o0 astemizol interferem com enzimasabyolizantes, causando concentracdes

plasmaticas elevadas de cetoconazol ou da drogaacommal interage, ou de ambos. Os
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antagonistas dos receptores H2 e os antiacidoswaim a absorcdo do cetoconazol e, por

conseguinte, reduzem sua concentracao plasmatlcdAS2006).

2.3.1.2. Miconazol

Miconazol é um dos antifUngicos mais tradicionaiialmente é utilizado em larga
escala como antifungico tépico ou por via oral pataatamento das infec¢des fungicas do
trato gastrintestinal (BENNETT, 2006). Entretardofgi muito utilizado por via parenteral
para o tratamento de micoses sistémicas (NEGRE&Na&l, 1977; SUNGet al, 1977;
MCDOUGALL et al, 1982; ROLANEet al, 1983). Possui meia - vida plasmatica curta e deve
ser administrado a cada oito horas. Atinge conaedés terapéuticas no tecido 0sseo, nas
articulagBes e no tecido pulmonar, mas ndo nonsisteervoso central. E inativado no figado.
Os efeitos adversos sdo relativamente raros, e @s aomuns consistem em distarbios
gastrintestinais, embora se tenha relatado a ownaré&le prurido, discrasias sanglineas e
hiponatremia (SILVA, 2006).

2.3.1.3. Clotrimazol

O clotrimazol, como os demais antifungicos imidazd, inibem a incorporacdo do
acetato de ergosterol, inibindo a lanosterol detaset por interferéncia no citocromo P-450
da levedura, trazendo como conseqiéncia alterap@edluidez e permeabilidade da
membrana citoplasmatica do fungo, prejudicandopgacédo dos nutrientes, o que se traduz
por inibicdo do crescimento fungico, originandcedtdes morfoldgicas que resultam em
necrose celular (RICHARDSON and WARNOCK, 1993). Atabolizacéo € principalmente
por via hepatica, sendo os efeitos colaterais pwisuns nauseas e vomitos quando utilizados
por via sistémica, além de eritema, ardéncia, descao, edema, prurido, urticéria e
formacdo de vesiculas no uso topico (SANDE & MANDRELN987; ARENAS, 1993).
Atualmente, o clotrimazol s6 € utilizado topicaneenmtio tratamento de dermatofitose,

candidose e malasseziose (SAWYER al, 1975), com absorcéo inferior a 0,5% apos
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aplicacdo a pele intacta; na vagina a absorcddaoscitre 3 e 10%, permanecendo
concentragdes da droga por até trés dias apdscagia (SANDE & MANDELL, 1987). O
clotrimazol a 1% esta indicado para cées no trattorge otites externas com envolvimento
deM. pachydermati$LOBELL et al, 1995).

2.3.1.4. Fluconazol

O fluconazol € um bistriazol fluorado, sendo um dasfungicos mais recentes. As
concentracdes plasmaticas sdo essencialmente,igefsa administracdo feita por via oral
ou intravenosa, uma vez que este farmaco é qudsémémte absorvido pelo trato
gastrintestinal, diferindo neste ponto do itracahaz cetoconazol (BENNETT, 2006). E
muito hidrossoluvel e penetra no liquor facilmems.interacbes medicamentosas sao mais
raras porque o fluconazol é, de todos os derivaddkcos, 0 que menos age sobre as enzimas
microssomais hepaticas. Por causa desse efeito lkormtolerancia gastrintestinal, o
fluconazol apresenta o maior indice terapéuticaeents derivados azolicos, permitindo
posologia mais agressiva em diversas infec¢cdesdasig A concentracdo plasmatica maxima
€ de 4 a 8 pg/ml apos doses repetidas de 100 regcr&cao renal representa mais de 90% da
eliminagdo, e a meia-vida de eliminagdo é de 250ah&as. O fluconazol difunde-se
rapidamente em fluidos corporais, incluindo leitatenno, escarro e saliva; concentragcées no
LCR podem atingir 50% a 90% dos valores do plasBENNETT, 2006). E um agente
fungistatico que altera a funcionalidade da membralasmatica fungica pela deplecdo do
ergosterol, seu componente de maior importanciaved da inibicdo da enzima &4-
lanosterol demetilase, necesséria para a sua ritiessi (WUet al, 2000; HAZEN et al.,
2000).

2.3.1.5. ltraconazol

O itraconazol € um derivado triazélico sintéticagcppresenta um largo espectro de
acdo nas micoses superficiais (dermatofitose, dasdj malasseziose) e sistémicas
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(candidose sistémica, aspergilose, histoplasmospor@tricose e cromomicose). A
biodisponibilidade de itraconazol é maxima quandwastao se faz imediatamente apds uma
refeicdo e a eliminagéo é bifasica, com uma meala-ierminal em um dia. Os niveis da droga
nos tecidos queratinizados, especialmente na péfe,cinco vezes superiores aos niveis
plasmaticos (ARENAS, 1993; RICHARDSON and WARNOCK993). O itraconazol
também tem sido utilizado com sucesso em cées oota micética (MUIRet al, 1998;
SMITH et al, 1998) e, em micoses sistémicas, como blastomic@selose de 5mg/kg/dia
(LEGENDREet al, 1996). O uso deste medicamento em cédes podederapcdes cutaneas
(PLOTNICK et al, 1997) e, em dosagens elevadas, causar anorexaamento da
concentracdo plasmatica das enzimas fosfataseénal@laminotransferase (LEGENDRE

al., 1996). Jahanet al. (2000) indicam para micoses superficiais de cdésbag de
itraconazol/kg/dia e 1,5-3mg/kg/dia para gatosuantp as micoses subcutaneas e profundas
de caninos e felinos seriam tratadas com 10- 2Qyfdj&k Itraconazol é um agente
antifingico triazolico que € usado para o tratamel® doencas causadas por varios fungos
em humanos e para o tratamento da dermatofitoggtos. As caracteristicas queratinofilicas
e propriedades lipofilicas desta droga possibilimmdministracdo intermitente durante o
tratamento de infec¢des causadas por fungos datextdrneo (RIGOPOULOE! al, 2004).
Itraconazol pode ser melhor tolerado em cées quandgarado com cetoconazol, e 0s
efeitos colaterais (principalmente a anorexia) s@omuns em uma dose de 5 mg / kg,
embora anorexia e ulceracdo da pele sejam maigeinées. Vasculite foi observada em cées
com blastomicose que recebeu 10 mg/ kg (GAMBICHL&Ral, 2005). A eficacia da
administracéo de 5 mg / kg por via oral a cada diais, durante 3 semanas (terapia em pulso)
foi eficaz no tratamento da dermatite causadaNalassezia A terapia em pulso tem a
vantagem da reducdo dos custos e de efeitos @taterelhorando a complacéncia.
Entretanto, as infec¢bes graves podem exigir utanr@nto mais prolongado ou doses mais
elevadas (DRENG@t al, 2003).

2.3.1.6. Voriconazol

O voriconazol é um recente antifingico triazoliamcpotente acéo e largo espectro
de atividadan vitro; como os demais antifungicos azoélicos, atua idibia enzima 14 alfa-

desmetilase, dependente do citocromo P-450, essgraria a biossintese de ergosterol. O
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voriconazol € ativdn vivo frente a uma série de infec¢des fangicas em modeiosais,
incluindo infec¢des sistémicas coftspergillus sp, Candida sp, menos sensiveis a outros
azolicos, eC. neoformangKAPPE, 1999; MANAVATHU et al, 2000). Tem demonstrado
ser ativo contra uma série de leveduras patogé(MASSUREet al, 1997). Os mesmos
autores compararam o efeito do voriconazol com d@rdoonazol, sendo que o primeiro foi
mais ativo sobre todos os isolados com excec@®hiopusspp. e comparando com o efeito
da anfotericina B, o voriconazol foi mais efetivantraA. fumigatusA. flavuse P. boydiie

foi mais ativo que a flucitosina em todas as egséigstadas. Estudo de aspergilose invasiva
em pacientes humanos imunocomprometidos, transplasite em casos de falha de outros
antifingicos, demonstrou que o voriconazol foi ieéetcontra oAspergillus spp e bem
tolerado pelos pacientes (DENNIN& al, 2000). Brummeret al. (1998) estudaram a
concentracdo e o tempo de acdo do voriconazol erfarol frente adCryptococcus
neoformanar. neoformans in vitrodemonstrando que 0,2 mg/L de voriconazol causitoef
similar na diminuicdo da viabilidade das células marorganismo que 2,0 mg/L de
fluconazol, embora o numero médio de células apbshdras foram significantemente
menores para o voriconazol do que do fluconazoHBEE et al, 2002). Recentemente o
CLSI estabeleceu provisoriameriigeakpointspara o voriconazol, classificando os isolados
com CIMs menor que 1 pug/mL como sensiveis, e Cld®ngue 4 pg/mL, como resistentes.

2.4. Poliénicos

Os antibidticos poliénicos possuem um grande ametbhico macrociclico e
semelhante aos macrolidios antibacterianos comaiteoneicina, dai serem chamados
macrolidios poliénicos, sendo a estrutura ativanel anacrolidio com suas partes rigida
lipofilica e flexivel hidrofilica (SANDE & MANDELL,1987).
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2.4.1. Anfotericina B

7

A anfotericina B é um antibiético poliénico e suéividade antimicotica é,
principalmente, dependente de sua ligacdo a urgadrasterol, primariamente o ergosterol,
presente na membrana de fungos, interferindo, desstea, na permeabilidade e nas funcdes
de transporte. Forma poros na membrana, criandcacpante central hidrofilica da molécula
um canal idnico transmembrana. Uma das conseqiéémiszo € a perda de ions K
intracelulares. Contudo, os efeitos da anfoteri@nsobre a permeabilidade das membranas
livres de esterol indicam que mecanismos adiciotasbém podem estar envolvidos
(BENNETT, 2006). A anfotericina B exerce uma acétetiva, ligando-se avidamente as
membranas de fungos e de alguns protozoarios enanor avidez as células de mamiferos,
nao havendo nenhuma ligacdo as bactérias. A emjaaife relativa para fungos pode ser
devido a maior avidez da droga pelo ergosterol w® pelo colesterol, o principal esterol
encontrado na membrana plasmatica de células an{(BENNETT, 2006).

Quando administrada por via oral é pouco absorvad#o pela qual s6 é administrada
por esta via para infec¢cdes fuangicas do trato igésstinal. Nas infeccOes sistémicas €
complexada com desoxicolato de sédio e administredéorma de suspensdo por injecao
intravenosa lenta. Outras preparacfes disponivara [nfusdo intravenosa incluem a
anfotericina complexada com lipideos ou encapsutsaldipossomos. Além disso, pode ser
administrada topicamente (SILVA, 2006).

2.4.2. Nistatina

A nistatina, isoladado Streptomyces noursepertence ao grupo dos antibidticos
poliénicos. E levemente hidrosollvel e atua lesamdoembrana citoplasmatica dos fungos
sensiveis esua acdo pode ser tanto fungicida como fungistaiseando indicada como
terapia topica em micosssperficiais, de pele e mucosa, principalmenteamalidose, sendo
extremamente toxigaara uso parenteral. Nas doses terapéuticas, goralj a absorcao pelo
trato gastrointestinal é praticamente inexisteB#®®NDE & MANDELL, 1987). Em pequenos

animais, cées e gatos, é utilizada no tratamentmateicose por leveduras. Atualmente uma
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nova formulacdo da nistatina, nistatina lipossoresta sendo utilizada, com menos efeitos
toxicos que a formula original, causando menos tfieméomo efeito colateral. A nistatina
lipossomal tem largo espectro de agdoando contrd&seudallescheriagp, Alternaria sp,
Aspergillus flavusAspergillus fumigatysAspergillus nigervarias espécies deandidaspp.,
Cladosporium Cryptococcus neoformandMucor spp., Penicilium spp., Rhizopus sp.,
Rhodotorullasp., Sporothrix sp, Trichosporonsp, entre outros, mas nao foi ativa contra
algumas cepas dé&usarium testadas. Contra leveduras resisteniesvitro a outros
antifangicos como fluconazol, itraconazol e anfciea B ela também foi efetiva
(BENNETT, 2006).

2.5. Oleos essenciais

Os vegetais tém ampla habilidade em sintetizart&8obisis odoriferas, das quais a
maioria séo terpendides, fendis ou seus derivagipemados. Geralmente estes compostos
sdo metabdlitos secundarios que servem como meuarde defesa para a planta contra
ataques por microorganismos e herbivoros, alémirdéean insetos visando a polinizagéo.
Muitos constituintes dos vegetais originam o seamar; e algumas ervas e condimentos,
historicamente utilizados em culinaria, podem tamisér empregados no campo da medicina
(COWAN, 1999). Os oleos essénciais tém sido usados amplas finalidades por muitos
séculos; nas ultimas décadas, numerosos esituadso e in vivo foram realizados avaliando
suas atividades antibacterianas e antifungicas (PRI et al, 2005).

Em sua grande maioria, 0s Oleos essenciais camsggemisturas de hidrocarbonetos
(terpenos, sesquiterpenos, entre outros) e congpastigenados (alcoois, ésteres, éteres,
aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, éteres faslietc.). Quimicamente, estes compostos
derivam de terpendides, originados a partir do cacigbvaldnico, ou de fenilpropandides,
provindos do &cido chiquimico (SIMOES al, 1999). Os terpenos constituem-se como 0s
principais responsaveis quimicos pela utilizacée plantas odoriferas em medicina, em
aplicacdes quimico-farmacéuticas e na culinariaRD®AN & DEANS, 2000).

Atualmente, grande numero de microorganismos patogg€ ao homem e animais

evidencia preocupante perfil de suscetibilidadeaatsnicrobianos existentes, demonstrando
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alarmantes percentuais de resisténcia, sobretudanmaente hospitalar. O impacto da
resisténcia é critico quando as opc¢oes terapéusringem-se a poucas drogas ou as opgdes
sdo nulas. A industria quimico-farmacéutica busmacées inovadoras e, neste contexto,
metabolitos de vegetais, tradicionalmente utilizada alimentacdo humana ou na medicina
popular, revestem-se de importancia, cujos potenceguerem avaliacdes. No Brasil, a
medicina popular emprega vegetais e/ou fitofarmacnsratamento de doencas tais como
esquistossomose, leishmaniose, malaria e infedgéeterianas e fungicas (ALVES al,
2001).

2.5.1. Atividade antimicrobiana dos 6leos essesciai

Alguns extratos de plantas e seus metabdlitos dacims possuem efeitos inibitorios
e letais dose-dependente sobre microorganismos ctaiso bactérias, fungos, virus e
protozoarios (SMITH-PALMERet al, 1998). Diversos 0leos volateis sdo conhecidos por
possuirem propriedades antifungicas e, desta fos&a, potencialmente aplicaveis como
agentes antimicoticos. Estudando a eficacia desobssenciais contra diferentes fungos
patogénicos, Tampieri et al (2005) determinarartivédadein vitro de 16 Oleos essenciais e
seus componentes principais frente a isoladoCdedida albicans.Os resultados dos
constituintes puros dos 6leos mostraram que o fbktadreno foi 0 composto mais ativo
entre os hidrocarbonetos monoterpénicos ciclicosgeos fendis foi o carvacrol; entre os
alcoois de cadeia aberta, 0 mais ativo foi 1-ddcanentre os aldeidos, o de maior atividade
foi o trans-cinamaldeido. Também, observaram geesoéssenciais que possuem carvacrol,
composto fenodlico presente nos Oleos de orégaaggnum vulgare, lipia (Lippia
graveolen} e tomilho Thymusvulgaris), séo ativos contr&. albicans CHAMI et al (2004)
estudaramn vivo a acdo terapéutica do carvacrol e do eugenol tentemto de candidiase
oral causada polC. albicans em ratos imunodeprimidos. Nesta pesquisa, 0s esitor

comprovaram a intensa atividade antifUngica doamanl e eugenol.



33

2.5.1.1.0riganum vulgare

O orégano Qriganum vulgarg atua como tonico geral, digestivo, espasmolitico,
carminativo, expectorante, anti-séptico das viapiratérias e emenagogo; topicamente é
analgésico, cicatrizante, anti-séptico e antifmgi8eu 6leo essencial é rico em carvacrol,
timol e terpineol (CACERES, 1999). Manohar et @&1Q®) avaliaram a atividade antifingica
do Oleo essencial de orégano, demonstrando quedkesietem efeito fungicida contr@.
albicanse que o mesmo inibe a formacao de tubo germindtgta levedura, estrutura que se
correlaciona com a capacidade desta espécie eutiingeidos.

2.5.1.2 Lippia graveolens

Popularmente denominada orégano do México, é unetakegitilizado como
condimento, mas esta documentado unicamente naaEepéia Mexicana. Ensaios de
atividade antifangica demonstram que seus extrditderometanico e etandlico sao ativos
contraC. albicans, Aspergillus flavus, Epidermophytorcélmsum, Microsporum gypseusm
Trichophyton rubrume s&o inativos conti@ryptococcus neoformaff€ACERES, 1999). A
composicao e atividade antimicrobiana dos 6leosnesasis del. graveolenscoletada na
Guatemala foram estudados e caracterizados paltgeaonteido de monoterpenos (70,0 a
87,2%). Importantes diferencas entre o0s constésintajoritarios foram encontradas,
particularmente para carvacrol (0,2 a 44,8%), ti(igd a 18,1%) e p-cimeno (6,8 a 21,8%).
Todos os 6leos demonstraram significante atividamidra todas as bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas testadas, bem como contra osgu@gmtudo, 6leos com maior conteudo
de carvacrol do que de timol, demonstraram maieidatle antimicrobiana (SALGUEIR&X
al., 2003).
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2.5.1.3.Cinnamomum zeylanicum

O 6leo essencial de caneaéifnamomunzeylanicury bem como a canela em po, sao
empregados na preparacdo de alguns medicament@@enafarmacéutica. Esta planta
apresenta propriedades estomaquica, carminativaemagoggdSOUZA et al, 1991). Seu
Oleo essencial € rico em cinamaldeido, acompantadécido cindmico, eugenol e linalol
(LORENZI & MATOS, 2002). Quale et al (1996) des@em a atividade antifingica da
canela em um estudo piloto, no qual cinco paciectes HIV e candidiase oral receberam
uma preparacdo de canela, disponivel comercialnaehieante uma semana. Apds 0
tratamento, trés dos cinco pacientes evidenciaetucéio no quadro de candidiase, o que

sugere novos estudos objetivados a determinar daisanela na candidiase orofaringea.

2.6. Tratamento da Malasseziose

Doencas cutaneas associadddadasseziasdo usualmente tratadas com antifingicos
topicos, no entanto, lesdes extensas ou doencasivag requerem terapia antifingica
sistémica. Estudos vitro demonstraram qu#lalasseziaé, normalmente, suscetivel aos
antifingicos azdlicos clotrimazol, miconazol, cetoazol e itraconazol (RICHEEt al,
1989; CLSI, 2008). Os agentes antifungicos maiemenente desenvolvidos, entre eles
pozaconazol e voriconazol sdo altamente ativog@bdfdalassezisspp. (RICHETet al, 1989;
EUCAST, 2008; BARBANOJet al, 2005), mas os produtos comerciais contendo estes
agentes sao caros e nao estao ainda licenciadosiganeterinario. Os poliénicos nistatina e
natamicina (pimaricina), também séo ativas coMrapachydermatismas geralmente em
maiores concentracdda vitro quando comparados com azois (POWEeL al, 1984;
RUBIN et al, 2002; KOGAet al, 2008). Substancias derivadas de plantas, tal aidieo
de “tea tree” Melaleuca Alternifdlia também possue estudos demonstrando propriedades
anti-Malassezia(WESELER et al, 2002). A aplicacdo topica de nistatina, tiabentaz
cetoconazol, miconazol ou clotrimazol € indicadagaveduras e outros fungos superficiais

(MACHADO et al, 2003). Embora a monoterapia com nistatina fataela como eficaz os
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produtos atuais disponiveis para o tratamento @s cam otite externa associadavia
pachydermatiscontém agentes antifiungicos combinados com umtagmtibacteriano e um
glicocorticoide, refletindo a etiologia multi-fatar dos casos (BOEKHOU®#t al, 2010).

Apesar do uso bastante amplo da combinacdo de tpsodcomercialmente
disponiveis, surpreendentemente, ha poucos dadanghios clinicos descrevendo a sua
eficacia. A resposta ao tratamento eleito podeceemplicada se nao for utilizada de forma
adequada e requer a identificacdo e se possiedinmacao de todos os fatores envolvidos
na doenca. As opc¢des tradicionalmente utilizadas @a tratamento das afeccdes por
Malasseziasp. incluem alguns derivados azdlicos, a cloresidiu o sulfeto de selénio e
normalmente, nos casos de otopatias Mafasseziao tratamento tépico é suficiente. Na
maioria dos casos, ou quando a erradicacddalasseziaé o principal objetivo, miconazol a
1% tem demonstrado ser bastante efetivo. Portanselecdo de medicamentos especificos
deve ter como base a identificacdo do agente sp@sta organica ao processo nosologico
(BOEKHOUT et al, 2010).
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3. METODOLOGIA

3.1. Local do experimento

As avaliagbes foram desenvolvidas no Laboratério REsquisas Micoldgicas
(LAPEMI), Departamento de Microbiologia e Parasitph do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.2. Isolados deM. pachydermatis

Neste estudo foram utilizadas neste estudo 46 amsodeM. pachydermatissoladas
de cades. As amostras foram identificadas molecelalenpor PCR-REA de acordo com
Machadoet. al. (2010). A distribuicdo das amostras bem como gigem, podem ser

visualisados no Quadro 1.

3.2.2. Isolados sensiveis ao fluconazol

Foram utilizadas 20 amostras ke pachydermatisisoladas de céaes, provenientes do
Hospital de Clinicas Veterinarias, Universidadedfaddo Rio Grande do Sul, Porto alegre,
Rio Grande do Sul e 26 amostras provenientes daetsilade Federal do Mato Grosso,

Cuiaba, Mato Grosso.
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3.2.3. Isolados resistentes ao fluconazol

A partir dos 46 isolados sensiveis, selecionou&@rBostras ddl. pachydermatis
que foram submetidas a resisténcia ao fluconapolfocmne a técnica de Fekete-Forgats
al. (2000). Os testes de susceptibilidade confirmamaresisténcia ao fluconazol de acordo
com as normas de padronizacdo publicadas no doton\2/-A3 do CLSI (2007). Os
critérios de definicdo de suscetibilidade ao flezwi foram aqueles sugeridos pata

albicans pelo CLSI (2007): isolados sensiveis (CH8upg/mL); isolados sensiveis-dose-

dependente (CIM entre 16 e 32ug/mL); isolados texsiss (CIM>64ug/mL).

Amostras Procedéncia Sinais clinicos
12AM HCV-UFRGS DAPP

22 CM HCV-UFRGS Atopia

37 CM HCV-UFRGS Dermatite seborréica
38 AM HCV-UFRGS Atopia

64 AM HCV-UFRGS Atopia

39 CM HCV-UFRGS Sarna demodécica
63 CM HCV-UFRGS Atopia

64 AM HCV-UFRGS Atopia

70 AM HCV-UFRGS Atopia

84 CM HCV-UFRGS Pénfigo

86 AM HCV-UFRGS Sarna demodécica
91 AM HCV-UFRGS Atopia

95 CM HCV-UFRGS Atopia

97 CM HCV-UFRGS Atopia

98 AM HCV-UFRGS Atopia

99 AM HCV-UFRGS Sem sinais clinicos
113 CM HCV-UFRGS Atopia

114 AM HCV-UFRGS Sem sinais clinicos
115 CM HCV-UFRGS DAPP

175 CM HCV-UFRGS Sem sinais clinicos




189 UFMT-Cuiaba Otite
243 UFMT-Cuiaba Otite
247 UFMT-Cuiaba Otite
414 UFMT-Cuiaba Otite
441 UFMT-Cuiaba Otite
470 UFMT-Cuiaba Otite
474 UFMT-Cuiaba Otite
476 UFMT-Cuiaba Otite
485 UFMT-Cuiaba Otite
494 UFMT-Cuiab& Otite
503 UFMT-Cuiaba Otite
528 UFMT-Cuiaba Otite
540 UFMT-Cuiaba Otite
541 UFMT-Cuiaba Otite
563 UFMT-Cuiaba Otite
570 UFMT-Cuiaba Otite
583 UFMT-Cuiaba Otite
589 UFMT-Cuiaba Otite
631 UFMT-Cuiab& Otite
637 UFMT-Cuiab& Otite
651 UFMT-Cuiaba Otite
654 UFMT-Cuiab& Otite
668 UFMT-Cuiaba Otite
671 UFMT-Cuiaba Otite
674 UFMT-Cuiab& Otite
681 UFMT-Cuiab& Otite

38

Quadro 1. Distribuicdo das 46 amostrasvigpachydermatidassificadas pela origem e sinasi clinicos dos

caes.
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3.3. Avaliacéo da susceptibilidade dMl. pachydermatis

3.3.1. Avaliacéo da susceptibilidade pela tecneadtrodiluicdo em caldo

A avaliacdo da suscetibilidade d& pachydermatidoi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo seguindo o protocolo interomal M27 — A3, para fungos
leveduriformes, determinado pelo CLSI (2007), addptpardvl. pachydermatis

3.3 1.1. Antifungicos

Os seguintes antifangicos foram utilizados no presestudo: Voriconazol (VRZ,
Pfizer Central Research, New York, NY), itraconafflZ, Janssen Beerse, Belgium),
clotrimazol (CTZ, Bayer Schering Pharma, New Ydd§A), nitrato de miconazol (MNZ,
Labware), cetoconazol (KTC, Janssen Beerse, Belgitioconazol (FLC, Pfizer Central
Research, New York, NY), anfotericina B (AMB, BoktMyers Squibb Pharmaceuticals
Research Institute, Wallingford, CT), Nistatina i@ol-Myers Squibb Pharmaceuticals
Research Institute, Wallingford, CT.).

3.3.1.1.1. Dilui¢céo dos antifungicos

As solugbes estoque dos farmacos foram preparadasatdo com a solubilidade:
exceto fluconazol, que foi diluido em agua destiladtéril, todos os demais farmacos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO). A partir daslscdes estoque dos farmacos foram
realizadas diluicbes em série em tubos de ensaiocepacidade para 10 mL, a fim de obter
as concentracdes desejadas de cada farmaco. Tatdasl#uicdes foram realizadas em caldo
RPMI 1640. A concentracao final nos pocos variotapgoriconazol (0,125 a 64 pg/mL),

itraconazol (0,125 a 64 pg/mL), clotrimazol (0,264 pg/mL), nitrato de miconazol (0,25 a
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32 pug/mL), cetoconazol (0,125 a 64 pug/mL), flucand®,125 a 64 pg/mL), anfotericina B
(0,25 a 32 pg/mL) e Nistatina (0,25 a 32 pg/mL).

3.3.1.2. Preparacao dos in6culos

A partir de cultivos puros e com 48-72h de cresotmeno meio Dixon, obtinha-se
uma suspensdo em solucdo salina acrescida de ,Tréorgual era ajustada em
espectrofotdmetroAé 530 nm) com transmitancia de 90%; apos esta @wrea suspensao
era diluida (1:50) em agua destilada estéril e mevae a 1:20 em caldo RPMI 1640 (Gibco
Laboratories) tamponado com MOPS (Acros) e acresdal glicose, conforme protocolo
M27-A3 (CLSI, 2008).

3.3.1.3. Inoculagéo nas placas de microtitulagéo

Os testes foram realizados em microplacas de 9¢dames. Foram utilizadas
concentragcdes dos farmacos em diluicdo decrescé&otdos os testes foram feitos em
triplicata, sendo que quando os resultados naaicam, os mesmos foram repetidos.

Foram colocadas aliquotas de 100ul das difereieseatracfes de cada farmaco (a
partir de solugdes 2x concentradas) nas cavidamesatoplaca; um volume igual de inéculo
foi adicionado a cada cavidade, resultando em wneentracéo final de 0,5 x A0FC/mL.
Para cada isolado d¢. pachydermatisestado foram realizados controles positivos (2@@ul

indculo) e negativos (200ul de RPMI).

3.3.1.4. Incubacgéo

As microplacas foram incubadas em estufa com teatyrer controlada, a 35°C,

durante 48 horas.
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3.3.1.5. Leitura dos testes

Depois deste periodo foi realizada a leitura dstese determinando-se a concentracéo
inibitéria minima (CIM) de cada farmaco, considel@ra menor concentracdo onde nao
houve crescimento leveduriforme. Foram adotados glaicedimentos para leitura das CIMs:

1°) Inibicao parcial (CIM): corresponde a menor concentracdo capaz de 50birdo
crescimento fungico, quando comparado ao contiséipo.

2°) Inibicdo total (CIM): corresponde a menor concentracdo capaz de inibir
completamente o crescimento fungico.

De posse das CIMs de cada farmaco frente aos slestudados, determinou-se
ainda a CIMpe a CIMy (concentracdo de antifingico capaz de inibir eamento de 50 e

90% dos isolados, respectivamente).

3.3.2. Avaliacdo da susceptibilidadeMepachydermatipela técnica de Disco-difusao

A susceptibilidade dos isolados tie pachydermatiem estudo para a técnica de
disco-difusao foi realizada seguindo a metodol@yaposta pelo documento M44-A (2004),
proposto pelo CLSI.

3.3.2.1. Discos

Os discos impregnados com antifungicos foram aultpsratravés do Centro de
Controle e Produtos para diagnostico (CECON). Aceotracdo dos discos foi para
anfotericina-B (100ug), nistatina (100 U.l.), ciotazol (50 pg), miconazol (50 ug),
cetoconazol (50 pg), fluconazol (50 pg) e itracohé¥0 pg).
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3.3.2.2. Preparacao do meio

O meio utilizado no teste de disco-difuséo foi caAiyluller Hinton (MH) (Difco),
sendo re-hidratado em agua destilada esterilizzaaoncentracdo de 38g/L, suplementado
com 2% de glicose e 0,5ug/mL de azul de metilenseguir 0 meio era esterelizado em
autoclave. Para realizacdo do ensaio, aliquota80dmL do meio foram distribuidas em
placas de Petri (90mm), de modo a obter-se volwheente para 4mm de espessura.

3.3.2.3. Preparacéao do inéculo

Todos os isolados a serem testados tiveram unveuldcente realizado em agar
Dixon, por técnica de esgotamento, sendo incubad@stufa a 35°C, por 24h. No dia do
ensaio, o inéculo foi preparado selecionando-seocimlénias distintas, de aproximadamente
1mm de diametro, que foram suspensas em 4mL de&okalina estéril (8,5 g/L NacCl;
0,085% salina) acrescida de 0,05% de Tween , emstale hemolise esterilizados. A
suspensao da levedura foi agitada em vértex, pgegéndos, sendo sua turbidez ajustada na
escala 0,5 de McFarland, correspondente a 90% dmsimitancia a 530 nm, em
espectrofotdmetro. Ao final deste procedimentogewbise uma suspensao de leveduras com

indculo apresentando concentracao variando erfirel @ células/mL.

3.3.2.4. Ensaios de disco-difusao

Amostras de cada inoculo previamente preparadosdiao do ensaio foram
homogeneamente distribuidas sobre a superficie@lo MHA, com o auxilio de swab de
algodao, semeando-se a levedura em trés direciéesndes. As placas semeadas ficaram em
descanso por cerca de 5-10 minutos, permitindo enpbsorgcéo do indculo pela superficie

do meio.
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Posteriormente, os discos contendo os antifungfoeam distribuidos de forma
equidistante na superficie do meio de cultivo,iaaiido-se pinca esterilizada. Para evitar
prejuizos na interpretacdo das zonas de inibicaorelecimento gerados pelos discos, 0s
mesmos foram distribuidos na sperficie do meio Mbl#servando-se uma distancia de 30 a
40mm entre eles e de 30mm entre cada disco e a barglaca de Petri, ndo ultrapassando
mais de trés discos por placa. Cada disco foi jpresdo, suavemente, sobre a superficie do
agar com a ponta da pinca esterelizada.

E importante ressaltar que os discos ndo foram doeviapds a sua colocagao,
evitando assim prejuizos na leitura dos testegl#@sas foram invertidas e incubadas por 48h
a 35°C, em estufa microbiolégica. Os isolados ceoesamento insuficiente apds 48h de
incubacado, permaneceram na estufa até 72h de gamnba

Foi incluida no ensaio uma cepa-controleG#mdida albicangATCC - 28367). Para
controle de qualidade dos testes foram utilizadosabores de inibicdo sugeridos pelo CLSI
M44-A, para esta cepa, a saber: diametros de 28a3@ara fluconazol. Para os demais
antifungicos foi utilizado a variacdo dos diamefpospostos pelo fabricante (CECON-Centro

de Controle e Produtos para Diag0stico).

3.3.2.5. Leitura e interpretacao dos halos degaini

Para a realizacao da leitura dos halos de inibigéiam realizadas leituras apés 24, 48
e 72h de incubacao, para isoladosvigachydermatig 24-48h apds incubacdo, para a cepa
controle deCandida albicangATCC - 28367). A leitura dos halos foi realizada atravéaz d
medida dos diametros dos halos de inibicdo gergads teste de disco-difusdo. Estes
diametros foram medidos no limite do ponto de i onde ha decréscimo abrupto do
padrdo de crescimento dos isolados semeados nonédo Posteriormente, os resultados

qualitativos foram disponibilizados, sendo armadesaara analise dos dados obtidos.
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3.3.2.6. Interpretacéo dos halos inibitérios: defin qualitativa de susceptibilidade e
pachydermatisos antifiingicos.

Consideraram-se para a analise qualitativa de pgtilsitidlade deM. pachydermatis
aos antifungicos, as dimensdes dos diametros dos imébitorios gerados por cada uma das
drogas. Utilizou-se como parametros os halos iniloié gerados nos diferentes ensaios, 0s
valores sugeridos pelo CLSI no documento M44-A £Q0fara fluconazol, para os demais
antifungicos testados foi utilizado os dados sugsripelo fabricant€CECON, Centro de

diagndstico e Controle de produtos diagnostidm&akpointsapresentados no Quadro 2.

3.4. Avaliacéo da atividade de 6leos essenciaisrite aMalassezia pachydermatis

3.4.1. Oleos essenciais

No presente estudo, avaliou-se a atividade aniifande 0leos essenciais obtidos dos
seguintes condimentos: canel€ihamomum zeylanicunBreyn), orégano (riganum

vulgareL.) e orégano mexicantippia graveolen$iBK).

3.4.1.1. Origem dos 0leos essenciais

O 6leo essencial de orégano foi adquirido comengiate da empresa Essential 7
(Roswell, NM, EUA). O 6leo de orégano mexicanoddguirido da empresa Agroindustrial
Don Pablo (Chihuahua, Chih., México), e o de carddaempresa Fuchs Gewurze do Brasil
LTDA (ltupeva, SP, Brasil).
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3.4.1.2. Andlise dos constituintes quimicos doesdlEssenciais

As analises qualitativa e semi-quantitativas dascfais constituintes quimicos dos
Oleos essenciais foram realizadas através de dgagds: cromatografia gasosa (CG), de
onde se obteve os indices de retencéo (indicesodlat®) dos compostos, e cromatografia
gasosa acoplada em espectrometro de massas (CGaEtllal forneceu os espectros de
massas da maioria dos constituintes dos Oleos aasenOs compostos presentes em
concentracao inferior a 0,5% nao foram considerpgdos fins de identificacéo.

O indice de retencéo (IR), que relaciona o tengoetbncdo dos compostos ao tempo
de retencdo de uma série de hidrocarbonetos hoosjlpgrmite uma boa comparacdo com
os valores encontrados na literatura. Para obtedgakiR, foi empregada uma mistura de
padrdes de alcanos C8-C16, a qual foi injetada ambmesmas condi¢cbes de analises
cromatograficas.

Para o calculo do IR, utilizou-se a seguinte equaca
IR= 100{ tR(A) - tR(N)+ N}
t'R (N+n) - t'R(N)

Onde: IR € o indice de retencédo; t'R (A) é o tentgmo retencdo do composto

desconhecido; t'R (N) e t'R (N+n) séo os temposatencao dos hidrocarbonetos de nimeros
de atomos de carbono (N) e (N+n) que sdo respeativee, menor e maior do que o tempo de
retencdo da amostra; e N € o numero de carbondsdducarboneto de tempo de retencéo
inferior ao do composto a ser identificado.

A técnica de CG foi efetuada em Cromatografo Gavesmn CP-3800 equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID), injetor 8pbitless e coluna capilar de silica fundida
SE-54 de 25m de comprimento x 0,25mm de diameti@nao; a temperatura do injetor
utilizada foi de 220°C, enquanto a aplicada aocdtietdoi de 250°C; o gas de arraste foi 0
Hidrogénio (H), 7,0 psi; e a rampa de temperatura iniciou enc5afingindo a temperatura
final de 250°C numa velocidade de 4°C/min. A téenite cromatografia gasosa, para
obtencdo do IR das principais substancias preseote®leos, foi realizado em colaboracéo
com o Professor Doutor Ademir F. Morel do Departatoele Quimica desta universidade.

Os espectros de massas dos compostos presentéeo®Essenciais foram obtidos atraves

de um Cromatégrafo Gasoso modelo Hewlett-PackaR) @890 Series Plus+, equipado com
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injetor automatico split-splitless modelo HP 6896ri&s GCAutoSampler Controller e

detector seletivo de massas modelo HP 5973 MSD.

Antifungicos Simbolo | Concentracdo | Zona de CIM
Disco inibicao pHg/mL
>10 <1l S
Anfotercina B AB 100ug <10 >1 S-DD/R
> 10 -- S
Nistatina NY 100 U.I. -- -- -
<10 -- R
> 20 < 1,56 S
Clotrimazol CTR 50 ug 20-10 1,56-6,4 S-DD
<10 >6,4 R
> 20 <1,56 S
Miconazol MCZ 50 ug 20-10 1,56-6,4 S-DD
<10 >6,4 R
> 20 <1,56 S
Cetoconazol KET 50 pg 20-10 1,56-6,4 S-DD
<10 >6,4 R
>19 <8 S
Fluconazof FLU 25 ug 18 - 15 16 - 32 S-DD
<14 > 64 R
> 20 <0,125 S
ltraconazol* ICZ 10 pg 19-12 0,25-0,5 S-DD
<11 >1 R

Quadro 1. Pontos de corte indicados pelo fabricdogediscos e estabelecidos pelos protocolos M2&-K34-

A, paraC. albicansadaptados pard. pachydermatis

! pontos de corte estabelecidos pelo protocolo M2&AB44-A; S-DD, Sensibilidade Dose Dependente; S —
Sensivel; R — Resistente. S — sensivel; S-DD, Istidaide dose dependente; R— resistente; |- int¢apéo.
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Foi utilizada coluna de silica fundida HP 5 MS (3@8eacomprimento, 0.32mm de diametro
interno e espessura do filme de 0,25um) com 5%eulié & 95% de metilsiloxano. O gas de
arraste usado foi o Hélio (He) com 99,999% de urézfluxo do gas He foi constante e de
2mL/min. A temperatura do injetor foi de 250°C. émiperatura inicial de programacao do
forno foi de 60°C por 1 min, Os parametros do dspeetro de massas foram os seguintes:
linha de transferéncia a 290°C, a energia de iQaz@or impacto de elétrons foi de 70 eV; a
temperatura da fonte foi de 230°C, a temperaturguddrupolo MS foi de 150°C, a voltagem
do EM foi mantida 400V acima do autotune e/ou Qurikt A técnica de CG-EM foi efetuada
no Nucleo de apés aquecendo12°C/min até atinghQgfrmanecendo nesta temperatura. A
amostra (1uL) foi injetada no modo split, com ra28dl. Andlises e Pesquisas Organicas
(NAPO) da Universidade Federal de Santa Maria. $pe@ros de massas e os IRs obtidos

foram comparados aos descritos na literatura (ADARIB1).

3.4.2. Técnica utilizada

Empregou-se a microdiluicdo em caldo, de acordo @aimcumento M27-A3 (CLSI, 2008).

3.4.2.1. Microdiluicdo em caldo

A metodologia foi adaptada substituindo-se os angjicos, descritos no documento
M27-A3, pelos 6leos essenciais. Os testes foratizadas em triplicata em dias diferentes,

utilizando placas de microtitulagdo com 96 pocos.

3.4.2.2. Diluicao dos oleos essenciais

Inicialmente, os Oleos essenciais foram solubibzaédm metanol originando uma

solugéo estoque na concentracdo de 640 mg/mL. # jpista, realizou-se uma diluicdo
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1:100 em RPMI 1640, a fim de se eliminar qualquessybilidade de interferéncia do metanol
na atividade antifingica. Desta forma, a maior eat@cao obtida de 6leo essencial foi de
6,4 mg/mL, realizando-se, a partir desta, diluicéesadas a 1:2 também no meio RPMI
1640, obtendo-se as seguintes concentracbes: 3@Lmd,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 0,4
mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL. Aliquotas de 100 plsdsete concentragbes diferentes de
cada 6leo essencial foram dispensadas, sequenotalnmas placas de microtitulagdo, sendo
gue as concentracdes finais de cada Oleo ess¢estiatio, apos a adicdo do inoculo, foram:
3200 pg/mL, 1600 pg/mL, 800 pg/mL, 400 pg/mL, 2@@npL, 100pg/mL, 50 pg/mL, 25
png/mL, 12,25 pg/mL e 6, 125 pg/mL.

3.4.2.3. Preparacéao dos inoculos

Realizou-se o cultivo das amostras Me pachydermatisa serem testadas em agar
Dixon a fim de assegurar sua pureza e viabilid&#.cultivos foram incubados a 35°C
durante 24/48 horas antes da realizacdo dos ensaids esse periodo, uma suspensao inicial
dos microorganismos foi obtida em agua estériltapto-se a turvagdo em espectrofotbmetro
a 90% de transmitancia£ 530nm). Esta turvacdo € equivalente ao tubo H°d@, escala
MacFarland, correspondendo a 1 ¥ 16 x 16 UFC/mL. As suspensdes de trabalho (final)
foram obtidas através de diluicdo a 1:50, em agterie da suspenséo inicial, seguida por
outra a 1:20 no caldo RPMI 1640. Apos tais dilug;6e@ indculo passou a conter
aproximadamente 1,0 x 18 5,0 x 16 UFC/mL. A concentracao final do inéculo foi de 8,5
10% - 2,5 x 16 UFC/mL, visto que, quando colocado na placa deatifatacéo, o volume de

caldo RPMI 1640 contendo o 6leo essencial em esfudgocou uma diluicédo 1:2.

3.4.2.4. Inoculacao nas placas de microtitulacéo

Aliguotas de 100 pL do inéculo final foram adi@dias a cada poco das placas de
microtitulacdo contendo 100 pL das sete diferemascentracdes dos o6leos essenciais

diluidos em RPMI 1640, obtendo-se assim a conagiuréinal desejada de 6leo essencial e
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de in6culo. Cada série de testes incluiu um contdel crescimento positivo do in6culo no
meio RPMI 1640, sem agente antifingico, para avalidabilidade dos organismos testados;
também se fez uso de controle negativo, que alémdigar a presenca de contaminac&éo no

meio de cultura utilizado, auxilia no controle debidez para a leitura das CIMs.

3.4.2.5. Incubacéo

As placas foram incubadas em estufa bacteriol@R%°C durante 48 horas.

3.4.2.6. Leitura dos testes

Apo6s o periodo de incubacdo, os controles de ionesto foram observados e, a
seguir, registrou-se a CIM (concentracdo inibitondnima) que corresponde a menor
concentracdo de 6leo essencial capaz de inibeszicnento fungico.

Foram adotados dois procedimentos para leitur&dds:

1°) Inibicao parcial (CIM): corresponde a menor concentracdo capaz de 50birdo
crescimento fungico, quando comparado ao conti@séipo.

2°) Inibicdo total (CIM): corresponde a menor concentracdo capaz de inibir

completamente o crescimento fungico.

3.4.2.6.1. Concentracéo fungicida minima (CFM)

Aliguotas de 20 pL dos pocos onde nao foi evidaltcicrescimento fangico foram
repicadas em placas de Petri contendo agar Salubdeatrose, sendo estas incubadas a 35°C
durante 48h.

A menor concentracdo de 6leo essencial cujo stibeuldo gerou crescimento no

meio de cultura foi considerada como CFM.
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3.5. Andlise estatistica

O teste “U” de Mann Whitney (SIEGEL, 1981) foi emagado para comparar duas
amostras independentes, visando observar se agndds grupos em estudo apresentavam
perfis de suscetibilidade semelhantes ou ndo,erantleterminado antifingico e aos 0Oleos
essenciais. Este € um teste ndo-paramétrico, of@juedcolhido porque os dados obtidos no
presente estudo ndo satisfizeram as exigénciasodwmahdade do teste “t” de Student.
Quando o valor encontrado fok®,05, a diferenca é ndo significativa, ou sej@ hduve
diferenca estatistica entre os grupos analisados $alor foi de p<0,01, verifica-se entédo
diferenca significativa referente a 1%. Quando ¢orvdoi de p<0,05, houve diferenca
significativa a 5%. O nivel minimo de significandradica a probabilidade de erro que se

arrisca quando se rejeita,Hbu seja, quando se diz que ha diferenca enttaasmédias.
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CAPITULO 1

Avaliacao do perfil de susceptibilidade Malassezia pachydermatisantifiingicos através
da microdiluicdo em caldo e disco difuséo.
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CAPITULO 1

Evaluation of the susceptibility profile of Malassezia pachydermatis against antifungals

by the broth microdilution and disk diffusion methods

Artigo a ser submetido na revista American Jouohaleterinary research
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Avaliacao do perfil de susceptibilidade dalslssezia pachydermatisantifiUngicos

através da microdiluicdo em caldo e disco difuséo.

Resumo

Objetiva O objetivo deste estudo foi comparar as técrdeasiicrodiluicdo em caldo e disco
difusdo para teste susceptibilidade Me pachydermatisafrente antifUngicos topicos e

sistémicos.

Materiais e métodod-oram utilizadas 46 amostras e pachydermatissoladas de animais,
com lesdes de pele e otite externa. Os ensaiossde difusdo e microdiluicdo em caldo
foram realizados de acordo com o0s protocolos M2{&\35I, 2008) e M44-A (CLSI, 2004).

Resultados Os isolados testados através de microdiluicdo esido apresentaram

susceptibilidade: anfotericina-B (100%), fluconaz®7,835%), cetoconazol (95,66%),
itraconazol (93,48%) e ao miconazol e clotrima8#l,96%). Pelo método de disco-difuséo
97,83% dos isolados foram sensiveis a nistatingg69b a anfotericina B e itraconazol,
91,32% ao cetoconazol, 89,14% ao fluconazol seguedB6,96% sensiveis ao clotrimazol e
miconazol. A concordancia entre as duas técnicam&or para clotrimazol, miconazol e

itraconazol (97,82%) seguido de anfotericina Bocahazol (95,65%) e fluconazol (91,31%).

Conclusédo A comparacao entre as técnicas de microdiluighccaldo e disco-difusdo para
testes comM. pachydermati®videnciou que os percentuais de concordancia depermo
antifingico e que os melhores percentuais de cdaocra foram observados com

clotrimazol, itraconazol e miconazol.
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Evaluation of the susceptibility profile of dfassezia pachydermatgainst antifungals by
the broth microdilution and disk diffusion methods

Abstract

Introduction The aim of this study was to compare the suso#ipti of Malassezia.
pachydermatisagainst topic and systemic antifungals by the bratbrodilution and disk

diffusion methods.

Materials and methods46 isolates oM. pachydermatispbtained from animals with skin
lesions and external otitis. Broth dilution and kdidiffusion methods were performed

according to CLSI protocols M27-A3 (2008) and M442004), respectively.

Results The isolates assayed by the broth microdilutioesthod showed susceptibility to:
amphotericin B (100%), fluconazole (97.84%), ketwxole (95.66%), itraconazole (93.48%)
and to miconazole and clotrimazole (86.96%). Thek ddiffusion method showed
susceptibility of 97.83% to nystatin, 95.66% to dwoiericin B and itraconazole, 91.32% to
cetoconazole, 89.14% to fluconazole and of 86.96%lotrimazole and miconazole. The
results of both techniques were alike to clotrim@zmiconazole and itraconazole (97.82%),

followed by amphotericin B, ketoconazole (95.65%) #uconazole (91.31%).

Conclusion The comparison between the methods of broth milkeriion and disk diffusion
highlighted that the agreement percentages depeoid the antifungal tested and that the best

percentages in this study were observed with ahatziole, itraconazole and miconazole.
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Introducao

Nos ultimos anos, o arsenal antifangico tem aundengaara atender a crescente
demanda da terapéutica das doencas fungicas idolsm o tratamento topico das
dermatomicosés Se por um lado, temos hoje um maior nimero déempgle agentes
antifingicos, por outro, ha crescente preocupagéoaaumento da resisténcia aos mesmos.
Diante deste fato, aumentou o interesse da comimidantifica no aperfeicoamento de
testes de susceptibilidade para auxiliar na escuothia adequada na terapéutica antifrfgica
O Clinical and Laboratory Standards Institute (Ql.$bhdronizou protocolos de avaliacdo da
susceptibilidade para fungos leveduriformes, eatas o documento M27-A3 (2008)ara

testes de microdiluicdo em caldo e 0 M44-A (20@4ra testes de difusdo em agar.

Os casos de insucesso terapéutico na malassendemser devidos ao diagndstico
inadequado, ou tratamentos a base de associagamesdo antibacterianos e antifungicos.
Por outro lado na avaliacdo dos fatores resporsdwep insucesso terapéutico deve-se
considerar a resisténcia clinica como também iigast possibilidade de resisténcia aos
antimicéticos. Os estudos de susceptibildad&dpachydermatigos antifUngico$em sido
pouco explorados, sobretudo no ambito da medicetarimaria®®. A diferenciacdo entre
estes tipos de resisténcia € um tema complexog@gmenta a importancia de estudos para
reconhecer o perfil de sensibilidade de isoladvscds frente aos agentes antifiUngicos. Com
a disponibilidade de novos antifiUngicos e estraggerapéuticas, a precoce deteccao de

resisténcia ser4 mandatéria no momento de elegeaéutica

Estes aspectos justificam a necessidade de esmigosbiologicos mais profundos
sobreM. pachydermatisque sirvam de suporte para a melhor avaliac@meuta terapéutica.

Neste contexto este trabalho buscou avaliar adatid de antifingicos topicos e sistémicos,
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frente aM. pachydermatisoladas de animais, através das técnicas de difusdo e

microdiluicdo em caldo.

Materiais e métodos

Isolados e identificacéao

Foram utilizadas 46 amostras e pachydermatissoladas de lesGes de animais com
otite externa e/ou dermatopatias, atendidos na detalermatologia do Hospital de Clinicas
Veterinarias (HCV), da Universidade Federal do Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil. Foi utilizado um isolade C. albicansATCC 28367, como

garantia do controle de qualidade.

Antifangicos e Discos

Os antifungicos foram previamente diluidos em cotregdo estoque, sendo o
cetoconazol (16.0 pg/mL - 0.007ug/mL) (Bayer),dtmaazol (16.0 pg/mL - 0.007ug/mL)
(Janssen), clotrimazol (64.0 pg/mL — 0.125pg/mLpy@), miconazol (64.0 pg/mL —
0.125ug/mL), nistatina (64.0 pg/mL — 0.125upg/mL)aafotericina-B (16.0 pg/mL -
0.007ug/mL) (Bristol-Myers, CT) diluidos em DMSO €kék) e o fluconazol (64.0 pg/mL —
0.125ug/mL) (Pfizer) diluidos em agua. Os discaginobam cetoconazol (50 ug), itraconazol
(10 pg), clotrimazol (50 pg), miconazole (50 pgstatina (100 U.I.) e anfotericina-B (100
Kng) e fluconazol (25 pug). Foram adquiridos diretatmeom o distribuidor (CECON- Centro

de Controle e Produtos para Diagnéstico, Sdo PBudsil), mantidos a -20°C até o uso.

Microdiluicdo em caldo
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A metodologia utilizada foi baseado no protocolo™3 onde o indculo partiu de
uma suspensao do microorganismo em solucdo sdiBa%) acrescida de Triton X100
(0,05%), cuja turvacdo era ajustada em espectrofitd {=530nm), equivalente a 1-5 10
UFC/mL. A seguir o inoculo era diluido a 1:50 enuaglestilada estéril e a 1:20 em caldo
RPMI 1640 glicosado e tamponado. Placas de miatatdo contendo 100uL de diferentes
concentracdoes de antifungicos diluidos em RPMD1&4m inoculadas com 100 pL do
in6culo padronizado. As placas eram incubadas &/83Bh. As CIMs eram determinadas de
acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008). Os @eseram realizados em duplicata e

repetidos uma segunda vez na auséncia de resuttadosrdantes.

Disco-Difusao

Os in6culos foram preparados, através da suspemséd dos microorganismos em
solugéo salina (0.085%) acrescida de triton X 1@05%), e ajustados de acordo com o
protocolo M44-A. O inéculo foi homogeneamente distribuido cemabde algod&do sobre a
superficie do meio agar Muller Hinton (MH) (Difcalplementado com 2% de glicose e 0,05
ug/mL de azul de metileno. Posteriormente, os disdoram distribuidos de forma
equidistante na superficie do meio. As placas foiaoubadas por 48 h / 35°C. A
determinacao da susceptibilidade foi realizada [e#lara da medida do diametro (mm) dos

halos de inibicéo.

Interpretacéo dos resultados

A interpretacdo dos resultados foi definida atrades pontos de corte estabelecidos
para C. albicansnos protocolos M27-A3 e M44-A, para a interpretagis resultados
gerados pelo método de disco-difusdo para antié@sgpoliénicos e azodlicos, com excegao

do fluconazol (M44-A, 2004) e para a microdiluicém caldo com poliénicos, foram
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considerados os pontos de corte sugeridos pelacdéalbe dos discos (CECON, Brasil). A
comparacao entre as técnicas foi realizada comgpause as interpretacbes (Susceptivel,
intermediario e /ou resistente) para os referem®dos: disco-difusdo e Microdiluicdo em

caldo, e o grau de concordancia entre as duanits técnicas (Tabela 1.).

Resultados

Com base na técnica de microdiluicio em caldo &dsGlariaram entre 0.01 e 4
ng/mL, com médias geométricas variando entre 0817431 pg/mL. As CINp obtidas
foram: nistatina (0.03 pg/mL), anfotericina B (0.p®/mL), clotrimazol (0.01 pg/mL),
miconazol (1 pg/mL), cetoconazol (0.01 pg/mL), finazol (0.01 pg/mL) e itraconazol (0.01
ng/mL). As CIMy foram de: itraconazol (0.25 pg/mL), anfotericinaeBcetoconazol (0.5

pg/mL), nistatina e miconazol (1 pg/mL) e paradh@zol e clotrimazol (2 pg/mL).

Os resultados gerados pela técnica de disco-difagéesentaram pequenas variagdes
nas médias geométricas dos halos de inibicao.dPgiféangicos azoélicos a média geométrica
dos diametros foi de 24,371 mm e para os poliénleh319 mm. Os halos inibitérios para
90% dos isolados foram: nistatina (15 mm), anfotesi B (21 mm), clotrimazol, cetoconazol
e itraconazol (30 mm), miconazol (25 mm) e flucad40 mm). Foi detectada a resisténcia
clinica de um isolado, por ambos os métodos utiizadeM. pachydermatisle otite canina,
aos antifungicos azolicos fluconazol (8 pg/mL; 9 nwmlotrimazol (16 pg/mL; 9 mm),
miconazol (8 pug/mL; 8 mm) e itraconazol (1 pg/m0;rm)., nas técnicas de microdiluicdo
em caldo e disco-difusdo. A concordancia entre todeéde disco-difusdo e microdiluicdo
em caldo, demonstrou uma boa correlacdo entre arpaes diferentes antifingicos testados

(Tabela 1).



59

Discussao

Os testes de susceptibilidaoe vitro aos antifingicos sdo ferramentas que buscam
reconhecer antecipadamente qual a provavel resmmstenicroorganismo a um regime
terapéutico padrdo; para tanto utiliza concentmo@errespondentes aquelas obtidas na
corrente sanguinea resultando de uma dose médidedBess de susceptibilidade vitro
permitem reconhecer espécies ou cepas primariamesittentes, bem como a resisténcia

secundaria que pode emergir durante a antifungauite.

ParaM. pachydermatisndo ha técnicas de susceptibilidade padronizaddayia, a
necessidade de reconhecer variacbes de susceptlalinesta espécie é clinicamente
relevanté’. Assim, o presente estudo foi embasado na tédvi2@-A3 nos testes de
microdiluicdo em caldbe na técnica M44-A para os testes de disco-difudémauséncia de
breakpointsespecificos parlll. pachydermatisitilizamos aqueles estabelecidos pasadida

spp. Numa tentativa de estabelecer diferencasilastades proprias del. pachydermatis

Até o presente, as metodologias de testes de silslidgde através do método de
microdiluicdo em caldo empregados para a maiorskaedpécies do génekdalasseziatém
variado significativamente, do padrédo proposto g&l&l. A adicdo de uma fonte de acidos
graxos de cadeia longa como o Tween ao RPMI 16&®, por objetivo favorecer o
crescimento de espécies do géndalassezidipidiodependentes, metodologia proposta por

Velegrakiet al, (2004},

Em nosso estudo ndo foi necessario o acréscimandefonte de lipidios, pois faz
saber-se qudl. pachydermati€ a Unica espécie do género néo lipidiodependénigitura
dos testes nao foi prejudicada, pois se utilizanedo padronizado pelo CLSI, RPMI 1640

glicosado e tamponado, eliminando assim interfesenDiferente de outros autores que
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utilizaram o RPMI 1640 modificado contendo uma éowlke lipidios, para a espédié.
pachydermatis™ 12 13 14 1517 A5 C|Ms obtidas pela microdiluicdo em caldo ségultados
quantitativos de incontestavel valor em situacéeduwhgemias. Por outro lado, na pratica
clinica veterinaria, onde a malasseziose consséuedma micose superficial, a determinacéo
das CIMs é pouco indicada, podendo ser vantajodansemstituido pelos testes de disco-
difusdo. Na disco-difusdo, os halos de inibicdo cd@iegorias corespondendo a definicbes
como sensivel, intermediario ou resistente. Nestede buscou-se comparar os resultados

destas duas técnicas freMe pachydermatis

A adicdo de antifungicos tépicos como miconazaitrcthazol e nistatina nos testes,
justificam-se pelo fato de que a maior parte dasyfitacbes comerciais de uso veterinario
para tratamento da malasseziose superficial corttes antifingicos e ha uma caréncia de
estudos enfocando o perfil de susceptibilidade Mie pachydermatisa estes agentes

antimicoticos®.

Os testes de microdiluigio em caldo evidenciaram aaem decrescente de
susceptibilidade: anfotericina B (100%) seguida fieonazol (97.83%), cetoconazol
(95.66%), itraconazol (93.47%), itraconazol (93.4,7%otrimazol (86.96%) e miconazol
(86.96%) e para o método de disco-difusdo: nigtai®7.83%); itraconazol e anfotericina B
(95.60%), cetoconazol (91.33%); fluconazol (89,14%)conazol e clotrimazol (86,96%).
Apesar do grau de concordancia entre as técniaas ggisolados de M. pachydermatis,
serem semelhantes, nota-se que a técnica de diss@alé mais sensivel na deteccdo de
isolados resistentes aos antifungicos topicos témsisos testados (Tabela 1). Este dado é
importante uma vez que a escolha do teste podessencial na escolha do antifungico ideal,

garantindo desta forma o suscesso terapéuticofiggdes causadas pgdr pachydermatis
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Estudos realizados por Velegrai al(2004)", através do método de microdiluicéo
em caldo, com um isolado dé. pachydermatisapresentaram CIMs para itraconazol (0,06
pg/mL), fluconazol (16 pg/mL), cetoconazol (0,06/mig) e para anfotericina-B (0,12
pg/mL). Um estudo adicional, utilizando a mesma anelogia, através do método de
microdiluicdo em caldo utilizando RPMI 1640 acrdscde uma fonte lipidica, evidenciou

sensibilidade em 100% dos isolados ao cetocondmapnazol, fluconazol e anfotericina B

15

Guptaet al. (1999}’ ao avaliarem a suseptiilidade de 4 isolado$/dkasseziaspp.,
frente antifngicos azolicos evidenciaram CIMs iiidiees a 0,03 pg/mL para cetoconazol e
itraconazol. Faergemaret al, (2006}° estudaram a susceptibilidade de uma cepa padréo de
M. pachydermatidrente fluconazol, com CIM inferior a 0,02 pug/mEm nosso estudo,
evidenciou-se para 90% dos isolados CIMs para emdota B € 0,25 pg/mL), nistatina(
0,03 pg/mL), miconazoK(1 pg/mL) e para clotrimazol, cetoconazol, flucarazitraconazol
(< 0,01 pg/mL). Britoet al. (2009}3, ao estudarem 20 isolados & pachydermatis
encontraram CIMs para cetoconazol (< 0,03 pg/mL20p=itraconazol 0,03, n=19),

fluconazol (8, n=20) e anfotericina B (0,25, n=20).

As técnicas de microdiluicdo e disco-difusdo detach a presenca de um isolado, de
otite canina, resistente ao fluconazol (CIM: 8 pig/fi2 mm), itraconazol (CIM:1 pg/mL) (9
mm), miconazol (CIM:8 pg/mL) (9 mm) e clotrimazdClM:16 pg/mL) (8 mm). Dados
semelhantes ao encontrado por Nijigtaal,(2010Y% que detectaram nas CIMs, através da
microdilicdo em caldo e ETESTum isolado resistente aos antifngicos azéliedsconazol
(CIM:1 pg/mL; 2 pg/mL) e itraconazol (CIM:2 pg/mB; pg/mL). Outro estudo realizado
com 17 amostras dd. pachydermatisao comparar as técnicas de microdiluicdo em ocaldo

ETEST®, encontrou 11,8% dos isolados resistentes aoaaol (Nascentet al, 2009Y.
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Um importante estudo realizado por Piérardl, (2003}°, detectou em cobaias com
malasseziose cutanea induzida, apos duas semarteatadeento com itraconazol, apenas
19.6% de inibicdo do crescimento Be pachydermatisem contrapartida para as demais
espécies do género a média de inibicdo do crestim®i de 44,96%. Este estudo
demonstrou que existem diferencas significativaspedil de susceptibilidade entre as

espécies do géneMalasseziaspp.

A dificuldade na interpretacédo dos resultados gesgmblos métodos de microdiluigdo
em caldo e disco-difusdo deve-se principalmentefado de nao existir uma técnica
padronizada dreakpointsestabelecidos para esta espécie. Os dados geradasstudos
anteriores a este estabeleceram metodologiasmifatas a proposta pelo CLSI, onde o meio
de cultivo, a temperatura e o tempo de incubacdanfoalterados, diminuindo a
confiabilidade e possibilidade de comparacéo dssltados gerados por estes trabalhos com
0S nossos. Por este motivo a interpretacdo de sigssaltados, foi baseada nos pontos de
corte propostos pelo CLSI para espécies do g&bandidaspp.

Apesar de 97,82% dos isolados serem sensiveisngifisngicos, a deteccdo de um
isolado deM. pachydermatisresistente para diferentes azolicos testadbsrta para a
necessidade de padronizacdobdeakpointspara esta espécie, para triagem laboratorial da
sensibilidade deste fungo a antifungicos, poisasenfecessario que estudos de vigilancia
epidemiolégica sejam realizados continuamente paralenciar mudancas no perfil

microbiolégico em funcéo de praticas terapéutiGamalasseziose.
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Tabela 1. Comparacéo da susceptibilidade de issldeMalassezia pachydermatisente antifingicos topicos e sistémicos, atralgstécnicas de disco-difuséo e

microdiluicdo em caldo.

ATF Microdiluicdo em caldo Disco-difuséo Concandia
entre técnicas
S % SDD % R % S % SDD % R % %
AB* ¢ 46 100 - - - - 44 95.66 2 4.34 - - 95.65
NY: . - - - - 45  97.83 - - 1 217 -
cTz®‘ 40 86.96 5 10.86 1 2.17 40 86.96 5 10.86 1 2.17 7.829
mcz®‘ 40 86.96 5 10.86 1 2.17 40 86.96 5 13.04 1 2.17 7.829
KTz® 44 9566 2 4.34 - 42 91.32 4 8.69 - - 95.65
FLz*® 45 97,83 - - 1 2.17 41 89.14 3 6.52 2 4.34 91.31
Tz®¢ 43 93.48 2 4.34 1 2.17 44 95.66 1 2.17 1 2.17 807.

*Breakpointsndo estabelecidos para microdiluicdo em caldo; ATRntifingicos; AB- anfotericina B; NY- nistatinaCTZ— clotrimazol; MCZ— miconazol, KTZ-
cetoconazol; FLZ- fluconazol; ITZ- itraconazol; Ssensivel; S-DD, sensibilidade dose dependentereBistente? breakpointsestabelecidos pelo protocolo M27-A3;
breakpointsestabelecidos pelo protocolo M44-#reakpointsestabelecidos pelo fabricante (CECON).



Tabela suplementar (néo sera publicada)

Tabela 1. Valores de Clifle CIMyg para o teste de microdiluicdo (M27-A3).

Antifungicos Microdiluicdo em caldo
CIM 5q CIM oo
(Hg/mL) (Hg/mL)
Nistatina 0,03 1
Anfotericina-B 0,25 0,5
Clotrimazol 0,01
Miconazol 1
Cetoconazol 0,03
Fluconazol 0,01
Itraconazol 0,01 0,03

CIM s~ Menor concentracao de antifingico capaz de iBi@% dos isolados dd. pachydermatisCIMgg-
Menor concentracédo de antifiingico capaz de init @los isolados dd. pachydermatis

67
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CAPITULO 2

Atividadein vitro de isolados do fungllalassezia pachydermasgnsiveis e resistentes ao
fluconazol frente a antifingicos azdlicos.
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CAPITULO 2

In vitro activity of fluconazole-sensitive and resistant idates of the fungusMalassezia
pachydermatis against azolic antifungals.

Artigo submetido aoVeterinary Microbiology
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In vitro susceptibilityof fluconazole-susceptible and -resistant isolatddalassezia

pachydermatisgainst azoles

Abstract

Objectives The aims of this study were to evaluateitheitro activity of FLZ (Fluconazole),
KTZ (Ketoconazole), ITZ (Iltraconazole), and VRZ fumnazole); as well to study the cross-
resistant among azoles agaiMdt pachydermatiswild clinical isolates and to the same
isolates which were vitro induced fluconazole-resistance.

Methods: Two techniques were used: 1) a broth microdilutioathod based on protocol
M27-A3 of the Clinical and Laboratory Standardstinge to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC); 2) the Fekete-Fotgamethod to induce fluconazole
resistancen vitro. The isolates were divided into two groups: grduporresponded to the
clinical isolates that were susceptible to flucarl@zn=30) and group 2 formed by the same
isolates showing fluconazole resistance which weaacedin vitro (n=30).

Results The groups showed differences in susceptibifityx (0.001). The isolates from group
1 were susceptible to azoles: KTZ (MIC 0.01-1.0milgy, ITZ (MIC 0.01-1.0 pg/mL), VRZ
(MIC 0.01-4.0 pg/mL), and FLZ (MIC 0.01-4.0 pg/mLjhe isolates from group 2
demonstrated a wider range of MICs to azoles: IWMKY 0.06-64.0 pg/mL), KTZ (MIC 0.25-
32.0 pg/mL), VRZ (MIC 2.0-128.0 pg/mL), and FLZ (®164.0-128.0 ug/mL).

Conclusions It was demonstrated thi. pachydermatig-LZ-resistant isolates show cross-
resistance with other azoles, reinforcing the ingorare of susceptibility tests as a guide to the
therapeutic prescription of antifungals in medevadl veterinary mycology.

Keywords: Malasseziosigntifungal; azoles cross-resistance; microdilution
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Introduction

Malassezia pachydermatis considered part of the microbiota of both the canal
and the coats of dogs, cats and other speciesméstec and wild animals (Chen and Hill,
2005). This species has been associated with alinases of external otitis and dermatitis in
animals, which may be either localized or geneedlizThe proliferation of this fungus is
associated with disturbances in the local or systammune system (Guillot and Bond,
1999). Although this species is not a threat tdifeeof the animal, it can cause pruritus when
it becomes pathogenic (Machadbal, 2010). In addition to azole derivatives, the timgant
options forM. pachydermatisnfectioninclude chlorhexidine and selenium sulphide. In tmos
cases of ear diseases causedvbypachydermatistopical treatment is effective, and oral
treatment should only be recommended after a recoer Recent studies have demonstrated
the susceptibility of the genldalasseziao azoles (Ashbee, 2007; Briat al, 2007; Gupta
et al, 2000; Hammeet al, 2000; Mirandaet al, 2007; Nakancet al, 2005; Piérarct al,
2004; Sickafooseet al, 2010); however, strains which were resistant roles were
previously characterized by Nijimet al (2010).

In this study, we evaluated then vitro antifungal activity of fluconazole,
ketoconazole, itraconazole, and voriconazole agalnsical isolates ofM. pachydermatis

known as susceptibl@£30) or resistantnE30) to fluconazole.

Materials and methods
Fungi

Two groups ofM. pachydermatissolates were studied. The first group includedstfates
that were previously characterized as susceptibléluconazole and were isolated from

clinical cases of animals with external otitis adermatitis. The second group included
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isolates generated from the susceptible group tirdlein vitro resistance induction method
described by Fekete-Forgaetsal. (2000). The standard straih albicans(ATCC 28367) was
employed as a positive control for the tedfls.pachydermatissolates were maintained in
Dixon’s broth containing 20% glycerol and stored&3°C. To perform the tests, the isolates
were subcultured onto Dixon’s media and incubate874C for 48 hours. Each isolate was
previously identified a®/. pachydermatisin the study performed by Machadbal (2010)

following molecular methods.

In vitro Antifungal Activity

The antifungals were previously diluted to obtdne stock solutions: ketoconazole (16.0-
0.007 pg/mL), itraconazole (16.0-0.007 pg/mL) anorioonazole (64.0-0.125 pg/mL)
(Janssen Research Foundation) were diluted in Diyhedulfoxide (DMSO; Wako Pure
Chemicals), and fluconazole (64.0-0.125 pg/mL)Z&M was diluted in sterile water. The
MICs were determined using a microdilution techeidaased on protocol M27-A3 CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 200/)e medium employed was RPMI 1640
broth; it was buffered with MOPS and added of deser2%. The inoculum was standardized
by suspending the yeasts (five colonies grown oto@s media) in saline solution containing
Triton-X 100 (0.05%) and adjusted according to gcot M27-A3. All tests were performed
in triplicate and each series included a positid#ut{ed inoculum working solution) and a
negative (RPMI 1640 alone) control for growth. Tplates were incubated at 37°C for 48

hours. After the incubation period, we observedgimvth controls and MICs were read.

Statistical Analysis

The Mann-Whitney U test was used to compare twepeddent samples in order to evaluate

the different groups (susceptiblersusresistant isolates).
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Results

M. pachydermatisshowed a well development on RPMI 1640 broth eggdoin the
susceptibility tests. The yeasts which their MI@sréased after the subcultures with FLZ
were characterized as FLZ-resistant isolates. Hnaton and geometric means of the MICs
(ug/mL) and the MIGpand MICgo (1g/mL) of the two studied groups are presentetaile
1. Candida albicansATCC 28367, showed the following MICs: KTZ .01 pg/mL), ITZ
(£0.007 pg/mL), FLZ£ 0.5 pg/mL), and VRZK0.01 pg/mL), indicating that the tests were
correct. The MIC results for the isolates in grdugfluconazole-susceptible) showed that
100% @=30) of the isolates were susceptible to flucoraznid ketoconazole, 83%=25)
were susceptible to voriconazole and 808624) were susceptible to itraconazole. Since
there are not breakpoints nor standardized tecksigor susceptibility tests witiM.
pachydermatis,we employed the breakpointsig{mL) established by the CLSI (2007)
guideline forCandidaspp. The CLSI suggests that strains which are emso fluconazole
should demonstrate MICs 8.0 pg/mL. The isolates in group 1 had MICs betw8e01
png/mL and 4.0 ug/mL and they were considered w#isthen the MICs were 64.0ug/mL.
All of the isolates subcultured with fluconazolearing to Fekete-Forgacs method acquired
resistance to FLZnNE30) (p < 0.001) and the fluconazole MICs in gr@umanging from 64.0
pg/mL to 128.0 ug/mL. Based on the breakpointshéisteed forCandidaspp to itraconazole
our isolates were considered itraconazole-sensitwel itraconazole-resistant if they
demonstrated MICs 0.125 pg/mL and 1.0 pg/mL. The MICs to itraconazole were 0.01
pug/mL to 4.0pg/mL in group 1 and 0.06g/mL to 64.0ug/mL in group 2 (p < 0.001).
Differences were observed in the comparisons eskedal for the susceptibility d¥l.
pachydermatigo voriconazole (p < 0.001); the MICs varied frod@Dug/mL to 4.0 pg/mL
for the isolates in group 1 and for isolates inugr@ varied from 2.Qug/mL to 128.0ug/mL.

The breakpoints foCandidaspp. suggested by protocol M27-A3 of the CLSI aré&.0
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png/mL for sensitive strains arw 4.0 pg/mL for resistant strains. The susceptibility sest

the group 2 isolates to KTZ, ITZ and VRZ reveal@@% of resistance to fluconazole.

Discussion

In the last years thm vitro susceptibility tests have been standardized fomihe
fungi isolated from systemic mycosis; however adbtspecies still require these studies.
These techniques are recommended for selectingtise effective antifungal agents for the
treatment of fungemias and localized or generalisgdoses which involve risk of death. In
this area, the studies wil. pachydermatisre incipient.

The azoles have been frequently used in veterimagicine to treat fungal infections.
A good clinical response to fluconazole was obsgmve patients with extensive lesions;
however due to the lack of fungicidal effects attriazole, an incomplete eradication of the
fungi may cause recurrence (Nijing al, 2010). The prolonged and repetitive treatment
required by the recurrent fungal infections may réase the resistance of the

microorganism(s) to fluconazole (Fextal, 2009).

The results obtained here for group 1 were congistéh those reported by Ashbee
(2007), Eichembergt al. (2003), Garawet al. (2003), Nakanet al. (2005), and Piéraret al.
(2004); however, they differ from those describgdBbito et al. (2007), Gupteet al. (2000)
and Velegrakiet al. (2004). These discrepancies may be due to, amdmgr dactors,
differences in the methodology used such as thaarerdployed for the susceptibility tests
because those tests witflalasseziagenus are not standardized yet. In this study, we
employed the RPMI 1640 broth recommended forithatro susceptibility testing of yeasts.

This broth does not support the growth of lipid-elegentMalasseziaspecies; however it is
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important to emphasize thet. pachydermatiss an exception within its genus; it is lipophilic
but not lipid-dependent. Therefore Guédtaal (1996) when described four neMalassezia
species purposed the ability to grow on glucosdgrepagar (without lipid supplementation)
as a differential physiologic test in order to gepaM. pachydermatigrom otherMalassezia
species. Reinforcing this affirmation, Hoog and Boig1995) in their comprehensive study
of fungi identification pointed thai. pachydermatiggrows on YPDA media without 1%
olive oil. Then we preferred to carry out this stwdth RPMI 1640 as purposed by CLSI in
order to prevent interferences by the supplemeamatith lipid sources. We must emphasize
that the previous growth tests were done on Dixameslia to avoid the depletion of the lipid

reserves and to sustain a good growth in the R0 broth.

In order to study a situation that may occur ingras of veterinary clinic under azole-
therapy, the azole resistavitalassezia(Group 2) were generated after repeai@dvitro
exposure to fluconazole (Fekete-Forgacs, 2000).

Genetic and molecular analyses have determinedhbafflux pumps encoded by the
CDR genes alter the fungal response to all of theeszthlat are commonly used in clinical
settings, whereas efflux pumps encoded by KER1 genes seem to be specific for
fluconazole (White, 2003). These findings haveicihimplications because strains that are
resistant to fluconazole due to the expressioh@MDR1 gene should be susceptible to other
azoles, while strains that express @R gene should develop cross-resistance to the other
azoles (Espinel-Ingrofét al, 1999). Could our resistant isolates (Group Press theCDR
gene, after the prolonged exposure to fluconazaleng the induction of fluconazol-
resistance process? It is a hypothesis that waitdirmation. On the other hand, this
observation would justify the cross-resistance andme azoles studied: ITZ (0.06-64

pug/mL), KTZ (0.25-32ug/mL) and VRZ (2-12&g/mL). Similar data have been described for
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Candida glabrata(Sanguinettet al, 2005; Vermitsky and Edlind, 2004) where flucorlazo

resistant isolates showed extensive cross-resstanather azoles.

Conclusion

This in vitro study demonstrated the ability Bf. pachydermatiso acquire resistance when
submitted to prolonged exposure to fluconazole #rad this phenomenon showed cross-
resistance to other azoles. These findings may Isgmeificant impact in medical and
veterinary mycology, what reinforce the importardesusceptibility tests of the pathogenic

microorganisms in order to define the correct thgra
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Table 1. Thein vitro susceptibility to azole antifungal agents (pg/nof)M. pachydermatigsolates sensitive
(FLZ-S) and resistant (FLZ-R) to fluconazole.

Agents Group  MG" Rangé MIC ¢’ MIC o
Fluconazole FLZ-S 0.859 0.01-4.0 2.0 4.0
FLZ-R 84.448 64.0-128.0 64.0 128.0
ltraconazole FLZ-S 0.071 0.01-1.0 0.125 0.5
FLZ-R 12.885 0.06-64.0 16.0 64.0
Ketoconazole FLZ-S 0.046 0.01-1 0.03 0.06
FLZ-R 10.556 0.25-32.0 16.0 32.0
Voriconazole FLZ-S 0.127 0.01-4 0.25 2.0
FLZ-R 25.398 2.0-128.0 32.0 64.0

'Geometric mean of the MIG|nterval between the minimum and maximum MICs of tholates*MICs, =
Minimum concentration of antifungal capable of biting the growth of 50% of the isolate&yICqy =
Minimum concentration of antifungal capable of liting the growth of 90% of the isolates.
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TABELAS SUPLEMENTARES (NAO PUBLICADAS)

Tabela 1- Distribuicdo das 30 amostrasviigachydermatiprovenientes de cées, induzidas a resisténcia ao
fluconazol, classificadas pelos MICs, sinais cbisie producdo da enzima urease.

MIC/

ISOLADOS SINAIS CLINICOS UREASE RESISTENTES
(Hg/mL)

12 AM DAPP + 64
22 CM ATOPIA + 64
37 BM DERMATITE SEBORREICA + 128
39 BM ATOPIA + 64
49 AM SARNA DEMODECICA + 64
64 AM ATOPIA + 128
70 AM ATOPIA + 128
84 CM PENFIGO + 64
95 BM ATOPIA + 128
97 BM ATOPIA + 64
98 AM ATOPIA + 64
99 AS SEM SINAIS CLINICOS + 128
113 CM ATOPIA + 128
114 AS OTITE + 64
115 CM DAPP + 128
175 CM SEM SINAIS CLINICOS + 64
467 OTITE + 64
470 OTITE + 64
474 OTITE + 64
476 OTITE + 128
494 OTITE + 128
503 OTITE + 64
528 OTITE + 64
540 OTITE + 128
563 OTITE + 128
589 OTITE + 128
631 OTITE + 64
651 OTITE + 64
671 OTITE + 64
674 OTITE + 64

+, isolados que produziram a enzima urease; MIC, nceatracdo inibitéria  Minima.
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Tabela 2. Valores de e sua significAncia nas comparac¢des entre osgiloms de isolados FS e FR N
pachydermatisrespectivamente sensiveis e resistentes ao fimobn

Antifungico testado Comparacoes Valores dg
FLUCONAZOL FS x FR p< 0,0001**
CETOCONAZOL FS x FR p< 0,0001**
VORICONAZOL FS x FR p< 0,0001**
ITRACONAZOL FS x FR p< 0,0001**

**Significativo P < 0,01; FS: grupo de isolados sensiveis ao fluman&R: Grupo de isolados resistentes ao
fluconazol.
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Avaliacdo da atividade antifungica de 0leos esséndie condimentos frente isolados de
Malassezia pachydermatiensiveis e resistentes ao fluconazol

Resumo

Objetiva O presente estudo avaliou o perfil de suscejutdule isolados dkl. pachydermatis
sensiveis (n=30) e resistentes (n=30) ao fluconfieote 6leos essenciais @gnamomum
zeylanicum(Canela) Origanumvulgare (Orégand e Lippia graveolengOrégano mexicano
Materiais e método€O estudo envolveu dois grupos da espBtipachydermatiso primeiro
continha isolados sensiveis ao fluconazol (FSOh®30 segundo foi composto de isolados
resistentes ao fluconazol (FR, n=30).

ResultadosAs concentracfes médias de 6leos essencias, dapaibirem o crescimento de
M. pachydermatiforam respectivamente, 51,16 pug/mL (orégano), 6,8l (orégano
mexicano) e 109,53 pg/mL (canela). Além disso, dilpge atividade antifungica dos Oleos
nao variou entre os dois grupos estudados, masracdes das atividades entre os 6leos
foram significativas (< 0.05).

Concluséo As menores CIMs foram observadas com o Oleo esdafe orégano e orégano
mexicano frenteM. pachydermatisfluconazol resistente, € um achado que consolida a

importancia destes 0leos essenciais para estutimsgwoltados a terapéutica desta micose.
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Evaluation of the antifungal activity of essenbdk of condiments against fluconazole-
sensitive and -resistaMalassezia pachydermatisolates.

Abstract

Materials and methods'he present study evaluated the susceptibilivfilerof fluconazole-
sensitive (n=30) and fluconazole resistant (n9&0pachydermatissolates against essential
oils of Cinnamomumzeylanicum (cinnamon), Origanum vulgare (Oregan® and Lippia
graveolengMexican oregano).

Results the lowest and the highest concentrations ofrgsdeils that inhibited the growing
of M. pachydermatisvere 51.16 pug/mL (oregano), 67.51 pg/mL (orégamxicano) and
109.53 pg/mL (cinnamon), respectively. Although @éiméifungal activity profile did not differ
between both groups studied, disparity among thwvites of the oils were statistically
significant (p< 0.05).

Conclusion The lowest MICs were observed for the oreganoMegican oregano essential
oils. The present findings highlight the importarmédhe essential oils in further therapeutic

studies againg¥l. pachydermatis.
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Introducao

As micoses oportunistas de dificil tratamento, &mtornado um importante problema de
saude publica nas dultimas décadas, devido ao aameéet individuos severamente
imunocomprometidos e particularmente vulneraveigfacgbes. Um grande nuamero de
fungos oportunistas emerge na atualidade como bames patdgenos ao homem e animais
com preocupante perfil de susceptibilidade aosmacrtbbianos existentes, demonstrando
alarmantes percentuais de resisténcia (1).

Em adicdo, o pequeno numero de antifungicos dispapara utilizagdo medicamentosa, a
toxicidade e insucesso terapéutico, tem orientatlaiaria dos estudos farmacolégicos para a
sintese e pesquisa de novos compostos antimicoxbiarais eficazes e com diferentes
mecanismos de acao (2). Os Oleos essenciais desivda plantas aromaticas vém sendo
utilizados ha séculos na medicina tradicional, de\as suas caracteristicas antimicrobianas
como amplo espectro de agdo, incluindo atividadé&lagicas e antibacterianas (3).
Malassezia pachydermatié& um fungo saproéfito da pele de mamiferos, apontammo
principal agente etiolégico de otites e dermatées cdes e gatos com historico de doencas
enddcrinas, estados de hipersensibilidade, anmndka queratinizacdo ou administracédo
prolongada de glicocorticoides e antibacteriangeesar da presenca desta levedura na pele
de animais saudaveis, ja ter sido amplamente deradas acredita-se qi. pachydermatis
atue como um microorganismo oportunista em sitimgde que ocorram modificacées no
microclima da pele e imunossupressao (4,5).

O presente estudo avaliou o perfil de susceptduied de isolados dMl. pachydermatis
sensiveis e resistentes ao fluconazol, frente &dssenciais d€innamomunmzeylanicum

(Canela) Origanumvulgare(Orégang e Lippia graveolengOrégano mexicano

Materiais e métodos

Microorganismos

Isolados clinicos de animais, provenientes de fedie otite e dermatite canina, foram
utilizados neste estudo. 30 isolados sensiveikiaorfazol (FS) (n=30) e isolados induzidos a
resisténcia ao fluconazol (FR) (n=30). A identi§éa dos isolados foi confirmada por PCR-
REA (Machadcet. al, 2010).
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Oleos essenciais

Foi avaliada a atividade antifungica dos Oleos skguintes espécies vegetalriganum
vulgareL., Cinnamomum zeylanicumLippia graveolensOs 6leos essenciais de orégano e
canela foram adquiridos comercialmente através rdpresa Essential 7 (Roswell, New
México, USA). O 6leo de.ippia graveolendfoi adquirido da empresa Agroindustrial Don
Pablo (Chihuahua, Chihuahua, México). As andliseslitgtivas e semiquantitativas dos
principais constituintes quimicos dos Oleos essgndioram realizadas através de duas
técnicas: cromatografia gasosa (CG), de onde selus indices de retencéo (indices de
Kovats) dos compostos, e cromatografia gasosa ada@m espectrometro de massas (CG-
EM). Os constituintes majoritarios presentes nosolessenciais foram: Z-isoeugenol
(93,3%) para a canela; carvacrol (56,8%) e o-cim@)2%) para orégano mexicano e

carvacrol (92,6%) para o orégano.

Atividade antifungica

A avaliacdo da atividade antifungica foi baseadaletarminacdo da concentracéo inibitoria
minima (CIM) de acordo com Pozzatti et al (2008) s diluicbes das solucbes estoque
foram realizadas no meio NYP esterelizado porafifio (N-acetylglucosamine [0,221g/L],
Yeast Nitrogen Base [3,35 g/L], proline [0,115 g/NahPO, [1,62 g/L], KkHPO, [4,6 g/L],
onde a concentragdo final de metanol<fdi% v/v). Através de microdiluicdo seriada foram
obtidas concentracbes de 6,25 pg/mL a 3200 pg/maliquotas de 100 pL de cada
concentracdo foram dispensadas em duplicata erasptEcmicrodiluicdo contendo 96 pocos.
Os subcultivos dos isolados dd. pachydermatisforam realizados com 24 horas de
antecedéncia. As colonia eram suspensas em saladgdaCl a 0,85% acrescido de Triton-X
0.05%; a turbidez era ajustada na escala 5 de Manda A turbidez foi ajustada em
espectrofotdmetror530nm) o que equivale a 1-5 x®10FU/mL. Aliquotas de 100pL da
suspensao de células eram adicionadas aos pocten@ono 6leo essencial previamente
diluido e controles positivo (inéculo diluido emMRP1640) e negativo (apenas RPMI 1640);
a seguir as microplacas eram incubadas a 37°C §orAl Concentracao Inibitéria Minima
foi determinada pela leitura da menor concentrad@odleo essencial capaz de inibir o
crescimento do fungM. pachydermatisAs amostras dos pocos onde nédo era evidenciado

crescimento eram repicadas para placas contenddagm, incubadas a 35°C por 24/48h.
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A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi deterntiagpela menor concentracdo de 6leo

essencial na qual o subcultivo ndo evidenciou gresto fungico no meio de Dixon.

Anélise estatistica

As comparacoes das atividades antifungicas (CIND$-KIs) dos 6leos essenciais freiMe
pachydermatisios dois grupos FS e FR foram avaliados pelo testeeomparacdes multiplas
Tukey's (p < 0,05).

Resultados

As CIMs e CFMs dos 06leos esséncias testados fedvitgpachydermatisestdo demonstradas
na Tabela 1. Baseado na habilidade dos oleos ésiseimubirem o crescimento dsl.
pachydermatispode-se determinar a concentracédo inibitériamman(CIM) dos 6leos para 0s
grupos FS e FR. A variagdo nos MICs entre os gruj@ddl. pachydermatisS e FR foi
respectivamente de 6,25 — 200 pg/mL garavulgare 6,25 — 400 pg/mL para. graveolens

e 12,25 — 400 pg/mL pafa. zeylanicumConsiderando a média geométrica dos MICs dos
respectivos 0leos, foi possivel determinar a efigt fungicida (CFM) dos 6leos essenciais
avaliados neste estudo. A variagdo das CFM paradars diferentes grupos d#l.
pachydermati$S e FR foi respectivamente 50 — 3200 pg/mL garaeylanicum50 — 1600
png/mL pard.. graveolens 25 — 800 pg/mL paf. vulgare

Quando comparadas as atividades CFM entre os nliésrgrupos F8ersuskFR para os 6leos
essenciais de canela, orégano e orégano mexicanofandm observadas diferencas
significativas referente a atividade de cada &detadamente, entre os diferentes grupos FR e
FS (p < 0,05).

Discussao

Atualmente, com o aumento de micoses superficiagstémicas, refratarias a tratamentos
antifingicos, tem-se evidenciado o interesse nadbpsr novos compostos com propriedades
antimicrobianas, inclusive com efeito fungicida.cBates testes com 0leos essenciais

demonstraram a atividade antimicrobiana contra gama de microorganismos patogénicos
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como as espécie€andida albicans Staphylococcus aureus Pseudomonas aerugingsa
incluindo variantes resistentes (3, 7, 8, 9).

Pozzatti et al (2008) (3), ao estudarem a atividdsl®leos essenciais de condimentos, com
espécies d€andida albicanse Candidadubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol,
relataram concentragfes inibitérias e fungicidasa pes Oleos essenciais, onde o Oleo de
orégano demonstrou os menores valores de ClMseft@ribdos os isolados, seguido pelo
orégano mexicano, canela, tomilho e pelo gengibrgual apresentou a menor atividade
antifingica. Resultados semelhantes foram encargrath nosso estudo que ao comparar a
atividade dos Oleos essenciais de canela, orégarégano mexicano nos dois diferentes
grupos, foi possivel observar que as CIMs de o@¢gSs e FR: 6,25 — 200 pg/ml), orégano
mexicano (FS e FR: 6,25 — 400 pg/ml) e canela (FBRe 12,25 — 400 pg/ml) nao
apresentaram variacdes significativd® ¥ 0,05) frente isolados d&l. pachydermatis
sensiveis e resistentes ao fluconazol.

Os achados deste estudo s&o instigantes, uma \ezsqglados deM. pachydermatis
resistentes a azolicos demonstraram-se sensiveidl@os essenciais de orégano e orégano
mexicano, este fato sugere que estes Oleos edsemssociados com azolicos podem
apresentar propriedades sinérgicas em tratamgrussapesar de possuirem mecanismos de
acdo diferentes, os mesmos s&o complementares noespo de destruicdo de
microorganismos. E amplamente conhecido que os azibiem a sintese do ergosterol dos
fungos através da ligacdo a enzima lanosterak-tiémetilase, o que provoca alteragbes na
membrana citoplasmatica fungica, impedindo o dedgimaento do mesmo (10).

Rao et al (2010) (11), ao estudarem os constiwitggenoides fendlicos como o carvacrol,
timol e eugenol, observaram que 0os mesmos, atuamigaimente através do influxo de
calcio do meio extracelular, do vacuolo e de outtompartimentos celulares, gerando a
dessensibilizacédo dos canais i6nicos e consequenteralteram a osmolaridade celular, além
disso concluiram que o carvacrol diferente do timmdo eugenol, possui um grupo hidroxila
em sua estrutura, possibilitando trocas de elétiostgveis facilitando a entrada dé el
cations monovalentes comad Igara o interior da célula fingica, gerando um auerelo da
permeabilidade da membrana celular. Estas altesag@muzem a deterioracdo de processos
essenciais a sobrevivéncia da célula tais comoamsporte de elétrons, o transporte de
proteinas, passos da fosforilacdo e outras reagjpesdentes de enzimas (12,7).

Através da andlise da composicdo quimica dos @ssesnciais utilizados em nosso estudo,
foi possivel quantificar as fracfes de cada congpprtsente nos diferentes 6leos essenciais.

Em nosso estudo o constituinte majoritario paraless essenciais, de orégano (92,6%) e
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orégano mexicano (56,8%), foi o carvacrol. Rao adt. (2010) (11), propuseram que
compostos contendo altas concentracfes de tergsndEhdlicos possuem uma agdo
antimicrobiana mais acentuada quando comparadosut@so constituintes, resultados
semelhantes aos encontrados em nosso estudo, atidielade antifingica frente isolados de
M. pachydermatisensiveis e resistentes ao fluconazol, foi maghtaada para os 6leos
essenciais de orégano e orégano mexicano. No ergpaesar do 6leo essencial de canela nao
possuir como composto majoritario um terpendidedlfen, também apresentou atividade

antifingica frente os dois diferentes grupos detkis deM. pachydermatis.

Concluséo

Baseado nas médias geométricas das CFMs geradmss gdebs essenciais, conclui-se que
concentracdes acima de 195.42 ug/mL de Oleo es$eleciorégano, 332.49 pg/mL de 6leo
essencial de orégano mexicano e 448.8 pg/mL deadsencial de canela, possuem acéo
fungicidain vitro sobreM. pachydermatisindependente da sensibilidade ou resisténcia ao
fluconazol. A atividade destes 0leos essenciaiddpachydermatigluconazol resistente é
um achado que consolida a importancia destes gbaws estudos futuros voltados a

terapéutica destas micoses.
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Tabela 1. Susceptibilidade de isolados do fudgtassezia pachydermatiente dleos essenciais de canela, orégano mexeanrégano.

Atividade Antifungica

Oleo essencial FS FR
(n=30) (n=30)
CIM MG CFM MG CIM MG CFM MG
(Hg/mL) (Hg/mL)
C. zeylanicum 12.5 - 400 109.53 50 — 3200  445.65 12.5 - 400 am2. 50— 3200 448.8
L. graveolens 6.25 - 400 67.51 50-1600  296.21 6.25 - 400 85.06 50 — 1600 332.49
0. vulgare 6.25 - 200 51.16 25 — 800 174.11 6.25 - 200 69.9  5-800 195.42

FS: grupo de isolados dé. pachydermatisensiveis ao fluconazol; FR: grupo de isoladoMdeachydermatisesistentes ao fluconazol; GM: média geométricajimero de
isolados testados; CIM: concentracdo minima de ésencial capaz de inibir o crescimento de issladofungdValassezia pachydermati€FM: concentracdo minima de éleo
essencial capaz de exercer acdo fungicida sobeglmdo fungd. pachydermatis
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Tabelas suplementares (ndo publicadas)

Tabela 1. Valores de Cljyle CIMyo dos Oleos essenciais, frente aos isoladdd.deachydermatisensiveis (FS)
e resistentes (FR) ao fluconazol.

CFM
) FS FR
Oleo essencial (n=30) (n=30)
CIM 5o CIM g9 CIM 5o CIM90
(Hg/mL) (LG/ML) (LG/ML) (LG/ML)
C. zeylanicum 100 400 100 400
L.graveolens 100 200 100 200
O. wlgaris 50 400 50 400

CIMsp: concentracdo minima de 6leo essencial capaz ibe¢ im crescimento de 50% DOS isolados de
Malassezia pachydermati€lMgyy concentracdo minima de 6leo essencial capaz loie increscimento de 90%
dos isolados dMalassezia pachydermatis.
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Tabela 2. Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dadetde de cada 6leo em estudo frente a suscegitiéd
do fungoMalassezia pachydermati® grupo sensivel ao fluconazol (FS) e no grupistente ao fluconazol
(FR).

CFM
FS FR

Essential oil (n=30) (n=30)

CFM 5 CFMgo CFMsg CFM90

(hg/mL) (UG/ML) (UG/ML) (UG/ML)
C. zeylanicum 400 1600 400 1600
L. graveolens 200 800 200 800
O. wulgaris 200 1600 200 1600

CFM: Menor concentracdo de Oleo com atividade ftidgi frente Malassezia pachydermatisSM: média
geométrica; n: nimero de isolados testados® MpMp® comparacdo das CFMs entre os gruposMlie
pachydermatisensivel versos resistente ao fluconazol. Teshatm-Whitney,P < 0,05.
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Tabela 3. Composicao quimica dos 6leos essenciais.

Canela  O. mexicano Orégano
%
Composto
IR
a-tujeno 930 1,10
a-pineno 939
Canfeno 954
B-pineno 979
Mirceno 991
p-cimeno 1025
0-cimeno 1026 32,2 4,60
Limoneno 1029
1,8-cineol 1031
y-terpineno 1060 3,67 0,90
Linalol 1097
cis-tujona 1102
trans-tujona 1114
Canfora 1146
Borneol 1169
Neral 1238
Geranial 1267
Timol 1290 2,17 1,90
Carvacrol 1299 56,8 92,6
Eugenol 1359
Acetato de Geranil 1381
Z-isoeugenol 1407 93,30
Z-cariofileno 1409
E-cariofileno 1419 2,47
a-curcumeno 1481
Zingibereno 1494
a-farneseno 1506
-bisaboleno 1506
Sesquifelandreno 1523
Acetato de 1523 1,80
eugenol
Benzoato de 1760 2,43
benzila
Total 100 95,94 100

Compostos listados em ordem de eluicdo; IR = indéceetencéo (calculado).
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4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o génemdlalasseziavem merecendo destaque na micologia
veterinaria e humana, principalmente devido a re&sd encontradas no tratamento das
espécies afetadas e ao aumento do numero de dasomundialmente aceito qul.
pachydermatise uma levedura comensal e um patdégeno oportusetandario, cuja sua
proliferagdo muitas vezes reflete a presenca deempredisponentes em cées e subjacentes
as doencas primarias. Fatores predisponentes imctrelhas pendulares, canal auditivo
externo estreito, orelhas peludas e natacao (BOBKHE& al.,2010). Apesar do uso bastante
amplo da combinacédo de produtos comercialment®wuligpis para o tratameto de infeccbes
causadas poM. pachydermatisha poucos dados de ensaios clinicos descrevendm a s
eficacia. Isso pode refletir em parte, a auséneidedtes de susceptibilidade padronizados
para este género.

Assim como os acaros de génBramodesp. e as bactérias do gén&taphylococcus
sp.,M. pachydermati® constituinte da microbiota saprébica cutaneadgs e gatos, embora
seja um agente oportunista (NAHAS, 1997). Estalagfia diversificada pode mascarar a
malasseziose ou dificultar o seu isolamento e ifleagdo. O processo de isolamento e
identificacdo exige uma série de testes laborasomavolvendo provas bioquimicas e
moleculares que podem retardar os testes de trigigesusceptibilidade deste fungo frente
agentes antifungicos tornando sua correlagdo cpmataa clinica inviavel (BOEKHOUEt
al., 2010). Desta forma, se faz necessario, a padigivzale testes laboratoriais que
possibilitem uma triagem rapida e segura da subdefade deM. pachydermatidrente
agentes antifungicos.

O interesse na padronizacéo de testes de suddetileilpara verificar a atividade antifungica
de triazdlicos e novos triazoélicos freMialassezia pachydermati® faz necessario devido ao
uso destes medicamentos rotineiramente na clinedica e veterinaria no tratamento de
dermatoses causadas por esta levedura. Nos trabplifdicados varias técnicas foram
realizadas e propostas para testes de sensibilidadé. pachydermatigpara a atividade
antifngica (GUPTAet al, 2000; GARAUEet al, 2003), mas nenhuma das técnicas utilizadas
baseia-se nos protocolos propostos pelo CLSI.

Um ponto critico nos testes de suscetibilidadétro € o meio de cultivo utilizado nos
ensaios. O caldo RPMI 1640 tem sido indicado pastes de suscetibilidade vitro de
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leveduras e fungos filamentosos, demonstrando hemdtados de reprodutibilidade (M27-
A3, 2008). Para os testes de suscetibilidadeMdepachydermatis este estudo propds
pequenas alteragcbes na metodologia a proposta Qlelwal and Laboratory Standards
Institute - CLSI, nos protocolos M27-A3 & M27-S30@B), para fungos filamentosos.
Devido as dificuldades na aquisi¢do do inOculoasegurar a concentracéo final em cada
poco de 0,5 x 10- 2,5 x 16 UFC/mL, utilizou-se solucdo salina acrescida destweom o
objetivo de tornar as células mais soluveis. Asaleratapas como inoculacdo, concentracao
dos antifungicos, tempo de incubacao e temperatémforam modificadas.

O primeiro capitulo buscou comparar e adaptar dé@scas de susceptibilidade, a
microdiluicdo em caldo (M27A-3) e disco-difusdo (#MA) frente antifingicos topicos e
sistémicos frequentemente utilizados na clinica icaée veterinaria no tratamento de
infeccdes superficiais e sistémicas causadas poragente no homem e em animais. Apesar
de M. pachydermati;mdo ser incluida nestes protocolos, ha uma crescetessidade e
interesse no reconhecimento do perfil de suscégtlde deste agente, jA que tem sido
relatada como uma importante micose oportunista diferentes espécies animais
(BOEKHOUT et al.,2010).

Os 46 isolados dél. pachydermatigestados apresentaram crescimento visivel e
homogéneo de células leveduriformes em caldo REMI48 horas a 8T, permitindo facil
leitura das CIMs. A maioria dos artigos consultaglmesenta grande diversidade no valor das
CIMs. Este fator pode ser atribuido ao fato dezatiem outros meios de cultivo que tém
variado significativamente em relacédo ao padrapgst pelo CLSI (GARALEt al, 2003;
GUPTAet al, 2000; MIRANDA et al, 2007).

O objetivo principal dos testes de susceptibilidade reconhecimento da resisténcia
de microorganismos a drogas apoés tratamentos gadies ou que apresentem altas taxas de
recidiva. Devido a escassez de dados de susdielaiild obtidos através dos meétodos de
disco-difusdo e microdiluicdo em caldo, ndo h4 wdrfio emergente espécie-dependente
indicando respostas ao uso de azélicoshi®@akpointgpara o génerMalasseziareferentes a
altas taxas de recidivas ainda nao foram establele¢SCHLEMANet al, 2000; WEISSet
al.,, 1991; MASSUREet al, 1997). Os dados estabelecidos nos protocoloseséentes a
isolados do géner€andidaspp. e foram aqui adaptados pMa pachydermatisPor este
motivo ndo podem ser correlacionados de maneiesadir clinica médica, antes de ensaios

Vivo.
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O primeiro capitulo propbés a adaptacdo de duascampadronizadas pelo CLSI a disco-
difusédo (2004) e microdiluicdo em caldo (2007) daragos filamentosos. Entre os objetivos
deste estudo foi avaliar qual a melhor técnica preagem laboratorial da susceptibilidade de
M. pachydermatisEmbora que o grau de concordancia entre as técdeassco-difusdo e
microdiluicdo em caldo, apresentarem-se semelhaptga os diferentes antifungicos:
itraconazol (97, 82%), clotrimazol (97,82%), micpola(97,82%), cetoconazol (95,65%),
anfotericina-B (95,65%) e fluconazol (91,31%); otou® de disco-difusdo (n=2) foi mais
sensivel na deteccao de isolados resistentes @amémol, quando comparado aos resultados
obtidos na microdiluicdo em caldo (n=1). Mas anmdmecnicas detectaram a presenca de um
isolado resistente aos antifiingicos fluconazol ¢8nL; 11 mm), clotrimazol (16 pug/mL; 9
mm), miconazol (8 ug/mL; 8 mm) e itraconazol (1mig/ 11 mm).

Casos de recidivas da infeccdo fungica sdo freqoeite relatados na clinica
veterinaria, sugerindo falhas no tratamento. Asaialterapéuticas destas infec¢cbes podem ser
atribuidas a resisténcia clinica ou microbiologkaliferenciacdo entre ambas as resisténcias
€ ainda bastante obscura, 0 que aumenta a impri@mestudos para reconhecer o perfil de
sensibilidade de cepas clinicas Me pachydermati® o espectro de acdo dos antifungicos.
Além disso, com a disponibilidade de novos antifdog e estratégias terapéuticas, a detecgéo
de resisténcia poderd ter significativo impacto momento de eleger uma alternativa

terapéutica.

O segundo capitulo deste estudo, foi direcionada paestudo da resisténcia a antifungicos.
Utilizou a técnica de inducédo de resisténniaitro descrita por Fekete-Forgaesal (2000),
para estudo de isolados resistentes. Esta técaimarttrou o potencial que os isolado$/de
pachydermatis apresentam em adquirir resisténcia ao fluconazob @Astudar a
susceptibilidade destes isolados com resisténdiazida, foi possivel observar um aumento
significativo das CIMs a outros antifiungicos azaticOs MICs obtidos, dos isolados e
pachydermatisresistentes ao FLC variaram 64 a [d@BnL ( n=30). Os resultados
demonstram mudancgas significativas<@,001). Os intervalos de MICs dos isolados com
resisténcia induzida ao fluconazol foram para IDO§g/mL -64ug/mL), KTZ (0,25ug/mL
-32ug/mL) e VRZ (ug/mL -1281g/mL).

Estes resultados sugerem gque isolados resistentasaatifungico azoélico manifestam
resisténcia cruzada a outros agentes desta claste.habilidade de adquirir resisténcia

secundaria é preocupante e alerta para a necesdigattiagem da susceptibilidade deste
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fungo, ja que este género tem sido atualmenteadelatm infeccbes invasivas no homem e
em animais (TIRODKERt al, 2003 & ASHBEEet al, 2002).

O terceiro capitulo buscou estudar a atividadéldes essenciais frente isolados de
M. pachydermatisensiveis e resistentes ao fluconazol. Direciomon-&studo para 0Oleos
essenciais sabidamente ativos contra espécieSaddida (POZZATTI et al, 2008). Os
resultados obtidos neste estudo (Capitulo 3) detmamam atividade antifungica dos 6leos
essenciais de canela, orégano e orégano mexicame f isolados sensiveis e resistentes de
M. pachydermatisA melhor atividade antifUngica foi evidenciada éestes com o 6leo
essencial de orégano, seguido de orégano mexiceanweda. A atividade dos 6leos essenciais
de orégano e orégano mexicano pode ser atribuidgaraposto quimico carvacrol presente
nestes condimentos como composto majoritario (RA&l, 2010).

A atividade antifangica de compostos terpendideslifeos foi recentemente descrita
por Raoet al. (2010), que atribuem como principal mecanismogd® alteracdes no influxo
de C&" mobilizando C& intracelular de vactolo e de outros compartimemlslares,
gerando a dessensibilizacdo dos canais iGnicosgeqaentemente alterando a osmolaridade
celular. Além disso concluiram que o carvacrolemihte do timol e do eugenol, possui um
grupo hidroxila em sua estrutura, possibilitanducds de elétrons instaveis facilitando a
entrada de He cations monovalentes comd para o interior da célula fangica, gerando um
aumentando da permeabilidade da membrana celulstas Ealteracbes conduzem a
deterioracdo de processos essenciais a sobrewavélaccélula tais como o transporte de
elétrons, o transporte de proteinas, passos darifagfio e outras reacfes dependentes de
enzimas (ULTEEet al, 2002).

A avaliacdo da susceptibilidade ble pachydermati® importante ndo s6 para avaliar
o perfil de susceptibilidade aos antifingicos cami@nalmente utilizados, mas também para
testar novos compostos com atividade antifangicaccderivados sintéticos de antifingicos
(RUKAYADI et al, 2007), terpendides fendlicos naturais, 6leosnessis, tais como 0leo de
Melaleuca alternifélia “Tea tree” (WESELERet al, 2002) e avaliacdo da atividade
antifungica da prépolis frent®l. pachydermatigCARDOSOet al, 2010). Apesar destes
aspectos, os achadas vitro obtidos neste estudo mostram dude pachydermatigpode
desenvolver resisténcia a azodlicos, apoOs terapratongadas. Apesar dos dados de
susceptibilidade apresentados pelas cepas sendiv®s pachydermatisugerirem que o
fluconazol ainda € uma droga segura para terapédécmaioria dos casos de malasseziose

superficial ou invasiva, é fundamental que estudesvigilancia epidemioldgica sejam
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realizados continuamente para evidenciar mudangggerfil microbiolégico em funcdo de
praticas terapéuticas.

As CIMs dos oOleos essenciais nao evidenciaram agfies significativas entre
isolados sensiveis e resistentes ao fluconazohsEsrapéuticas alternativas devem ser
exploradas experimentalmente através de estudosivo para confirmar o potencial
terapéutico de 6leos essenciais coMrgpachydermatisA atividade dos 6leos essenciais de
orégano e orégano mexicano frent®l.apachydermatigluconazol - resistente € um achado
que consolida a importancia destes 6leos para astuduros voltados a terapéutica desta

micose.
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5. CONCLUSOES

1. Em ambas as metodologias, as amostras tesiadge@taram padroes de sensibilidade aos
antifingicos avaliados, embora se observe que @memagens dos isolados tenham diferido
entre as metodologias. A técnica de disco-difusiocépaz de evidenciar resisténcia de
isolados caracterizados como sensiveis ou combsi@sie dose-dependente pela técnica de

microdiluicdo em caldo.

2. Ambas as técnicas, microdiluicdo em caldo eodilftisdo permitiram a deteccdo de um
isolados deM. pachydermatisesistente, aos antifungicos azolicos: flucond@qghg/mL; 11
mm), clotrimazol (16 pg/mL; 9 mm), miconazol (8 pdt 8 mm) e itraconazol (1 pg/mL; 11

mm).

3. Os isolados induzidos a resisténoiaitro ao fluconazol (100%) evidenciaram resisténcia
cruzada frente aos demais azdlicos, itraconazdlo)9®etoconazol (97%) e voriconazol
(100%).

4. Baseado nas médias geométricas das CFMs ggreldasdleos essenciais, conclui-se que
concentracdes acima de 195.42 ug/mL de 6leo essé@rcorégano, 332.49 pug/mL de dOleo
essencial de orégano mexicano e 448.8 ug/mL deessencial de canela, possuem acéo
fungicida in vitro sobre o fungoM. pachydermatis independente da sensibilidade ou

resisténcia ao fluconazol.
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