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Viabilidade de cepas de Malassezia pachydermatis mantidas
em diferentes métodos de conservacgao
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RESUMO

A manutencao de culturas de Malassezia pachydermatis em micotecas é importante para estudos retrospectivos e prospectivos.
0O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de Malassezia pachydermatis frente a diferentes métodos de conservagéo
de culturas. Para tanto, ap6s o processo de identificacdo, essa levedura foi estocada, por seis e nove meses, em salina e
salina com 6leo mineral a 28°C, bem como, em &gar Dixon, &gar Dixon acrescido de glicerol e dgar Dixon acrescido de
dimetil-sulféxido (DMSO) a -20°C. Os meios de Dixon e Dixon acrescido de glicerol foram os métodos mais adequados (p<
0,05) para manter a viabilidade das cepas, em seis e nove meses de estoque. Qualquer dos métodos utilizados foi conveniente
para manutencdo da positividade na prova da urease em seis meses de estocagem, sendo o &gar Dixon e o &gar Dixon
acrescido de glicerol, os melhores (p< 0,05) para nove meses. Portanto, para a recuperagdo e manutencao das caracteristicas
de Malassezia pachydermatis, recomenda-se 0 emprego do meio de Dixon ou do meio de Dixon acrescido de glicerol.

Palavras-chaves: Leveduras. Malassezia pachydermatis. Manutencdo de fungos. Micoteca. Viabilidade biolégica.

ABSTRACT

The maintenance of Malassezia pachydermatis in fungal collections is very important for retrospective and prospective
studies. The aim of this study was to evaluate the behavior of Malassezia pachydermatis in different storage methods.
After the identification process, M. pachydermatis strains were stored for six and nine months, in saline and saline plus
mineral oil at 28°C, as well as in Dixon’s agar, Dixon’s agar plus glycerol and Dixon’s agar plus dimethyl-sulfoxide
(DMS0), at -20°C. Dixon’s agar and Dixon’s agar plus glycerol were the most adequate methods (p <0.05) for the
maintenance of Malassezia pachydermatis viability, after six and nine months of storage. All the methods used were
capable of maintaining the urease activity at six months of storage, but only Dixon’s agar and Dixon’s agar plus glycerol
were statistically adequate at nine months (p <0.05). Thus, to assure Malassezia pachydermatis recovery and to maintain
its characteristics, Dixon’s agar or Dixon’s agar plus glycerol should be used.
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O género Malassezia compreende leveduras lipofilicas que que é menos exigente no requerimento de lipideos para seu
fazem parte da microbiota cutanea do homem e animais. O desenvolvimentos 625,

seu isolamento a partir do meio ambiente é excepcional, pois A partir da década de 1980, as leveduras do género
sua sobrevivéncia esta condicionada a presenca de uma fonte  Malassezia ganharam especial atengo, principalmente na
lipidica, excetuando-se a espécie Malassezia pachydermatis, ~ medicina humana, em virtude das formas recidivantes de
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dermatites seborréicas em individuos imunossuprimidos e
das fungemias em neonatos prematuros submetidos a
alimentacédo parenteral®® .

Por décadas, 0 género Malassezia foi limitado a duas espécies,
sendo uma lipodependente e outra ndo, representadas pela
M. furfur e M. pachydermatis, respectivamente’®, Em 1996,
estudos genotipicos de diversas cepas, associados a caracteristicas
fenotipicas, permitiram a identificagdo de sete espécies distintas,
denominadas: M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis,
M. slooffiae, M. restricta, M. globosa e M. obtusa®.

M. pachydermatis é a espécie mais adaptada a animais,
sendo freqlientemente isolada como microbiota de conduto
auditivo e pelame de cdes, gatos e outras espécies de animais
domeésticos e selvagens. Em cées tem sido comumente associada
a quadros clinicos de otites externas e dermatites, estando sua
proliferagéo intensa associada a processos de desequilibrio local
ou sistémico 2 2,

A manutencdo de microrganismos em micotecas é de
fundamental importancia para estudos retrospectivos e
prospectivos, que enfoquem sua biologia, etiologia e aspectos
epidemioldgicos. Entretanto, para uma satisfatoria anélise
fenotipica e genotipica, a longo prazo, é necessaria a escolha
adequada do método de preservacao®.

A selecdo de métodos apropriados para estocagem de
fungos baseia-se nas caracteristicas fenotipicas inerentes a
cada microrganismo, bem como, no comportamento de cada
espécie frente aos métodos de preservacao. Diversas técnicas
de estocagem tém sido relatadas na literatura especializada,
porém, nenhuma tem se mostrado plenamente eficaz,
requerendo-se a conjuncédo de dois ou mais métodos, para
garantir melhor recuperagdo das cepas? 3 ° 10 2,

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de
cultivos de M. pachydermatis, procedentes de condutos
auditivos de cées, frente a diferentes métodos de estocagem.

MATERIAL E METODOS

Colheita do espécime clinico. Os espécimes clinicos
foram obtidos através de dois swabs estéreis introduzidos,
com movimentos rotatérios, no terco proximal do conduto
auditivo dos cdes, conforme citado por Machado et al?. Este
procedimento foi realizado ap6s o preenchimento de um
questionario com dados referentes ao animal, como: estado
de higidez, idade, sexo, raca, pelagem, habitat, conformacéo
da orelha e possiveis utiliza¢Bes de medicamentos.

Processamento laboratorial. Para a execucdo do
exame direto eram confeccionados esfregagos do material
bioldgico, corados pela técnica de Gram, sendo realizada a
leitura em 40 campos, com aumento de 40 vezes.

O material clinico presente no segundo swab foi semeado
nos meios de cultura agar Sabouraud dextrose, agar
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol (0,05g/1),
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (0,05g/1) e
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cicloheximida (0,5g/1) e meio de Dixon, para o isolamento
primario. A partir de entdo, foram realizadas observaces
didrias, por um periodo de dez dias, conforme recomendado
por Sidrim e Moreira®,

As analises macro e micro morfoldgicas basearam-se na
metodologia preconizada por Sidrim e Moreira®. As
estruturas microscopicas sugestivas de Malassezia spp,
analisadas pela coloracdo de Gram, apresentavam-se como
células ovaladas com brotamento em colarete. Quanto a
macromorfologia, as colénias mostravam-se com textura
glabrosa e coloracdo variando no tom de amarelo-creme.

As leveduras sugestivas de Malassezia spp eram
consideradas como M. pachydermatis, quando apresentavam
crescimento concomitante no agar Sabouraud dextrose e no
meio de Dixon, associado a positividade na prova da urease,
conforme descrito por Sidrim e Moreira®.

Estoque das cepas. Os métodos utilizados consistiram
de: 1) salina; 2) salina com 6leo mineral (1:10); 3) agar Dixon;
4) é&gar Dixon acrescido de glicerol a 10% (crioprotetor);
5) agar Dixon acrescido de dimetil-sulféxido 10% (DMSO;
crioprotetor). Nos dois primeiros métodos, 0s cultivos eram
mantidos a temperatura ambiente (28°C), enquanto que 0s
demais foram submetidos a congelamento a -20°C.

Verificacdo da viabilidade das cepas. Apos seis meses de
estocagem, as 48 cepas de M. pachydermatis mantidas a -20°C,
em &gar Dixon, 4gar Dixon acrescido de glicerol 10% e &gar Dixon
com DMSO 10%, foram descongeladas. Em seguida, um pequeno
indeulo foi repicado para &gar Dixon, sendo observado diariamente
por um periodo de dez dias. Nas cepas estocadas em salina e
salina com 6leo mineral, a 28°C, apds leve agitagdo, uma pequena
aliquota foi transferida para o meio Dixon, onde o crescimento
foi também acompanhado por 10 dias. As cepas de
M. pachydermatis que cresceram no agar Dixon foram repicadas
em agar Sabouraud dextrose, com 0 objetivo de se avaliar a
preservacdo da ndo lipo-dependéncia. A prova da urease foi
realizada com o objetivo de se verificar a manutencao da atividade
desta enzima. Apds nove meses de estoque, as condutas
supracitadas foram repetidas, no entanto, com somente 24 cepas
de M. pachydermatis, em virtude de razes técnico-operacionais.

Analise estatistica. Na analise dos dados foram utilizados
testes de homogeneidade de proporcdes (Teste exato de Fisher)*,
Os valores de p<0, 05 foram considerados significantes.

RESULTADOS

Os resultados de seis meses de manutengdo demostraram
que houve recuperagdo estatisticamente significante das cepas
de M. pachydermatis estocadas em agar Dixon a -20°C
(70,8%; n = 34), em agar Dixon acrescido de glicerol
(68,8%; n=33), em agar Dixon acrescido de DMSO (68,8%;
n = 33) e em salina com 6leo mineral (60,4%; n = 29), em
relacdo ao emprego da salina (39,6%; n = 19) (Figura 1).

Quando utilizou-se o agar Sabouraud visando
avaliar a manuten¢do da nédo-lipodependéncia das
cepas de M. pachydermatis recuperadas em agar Dixon, a
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Figura 1 - Viabilidade de cepas de M. pachydermatis mantidas em
diferentes métodos de estocagem, por periodo de seis meses.

*p < 0,05 = valores estatisticamente significantes.

* Salina + Oleo Mineral, Dixon + DMSO, Dixon + Glicerol e Dixon >
Salina.

partir da manutencdo de seis meses, evidenciou-se que
100,0; 82,8; 82,4; 81,8 e 78,8% das cepas mantidas,
respectivamente, em salina, salina com 6leo mineral, agar
Dixon, agar Dixon acrescido de DMSO e &gar Dixon acrescido
de glicerol, cresceram independentemente do método de
conservacdo adotado (Tabela 1).

Tabela 1 - Uso de &gar Sabouraud dextrose para avaliagdo da manutencéo de néo-
lipodependéncia e da atividade de urease em cepas de M. pachydermatis estocadas
por periodos de seis e nove meses.

Tempo de conservacdo
Métodos de estoque Seis meses nove meses
agar Sabouraud  urease  agar Sabouraud  urease

n° % n° % n° % n %
Salina 19 1000 14 737 2 1000 0 00
Salina + 6leo mineral 24 828 15 625 8 1000 2 200
Dixon 28 824 14 500 14 82,4 8 353*
Dixon + DMSO 27 818 13 482 6 667 0 00
Dixon + glicerol 26 788 13 50,0 15 1000 9 60,0

*p < 0,05 = valores estatisticamente significantes
* Dixon e Dixon + glicerol > salina, salina + 6leo mineral e Dixon + DMSO

Quanto a atividade de urease das cepas de M. pachydermatis
que cresceram em &gar Sabouraud, ap6s seis meses de
manutencéo, evidenciou-se que o melhor resultado, embora
sem diferenca estatistica em relacdo aos demais métodos de
conservagdo, foi obtido com as cepas estocadas em salina
(73,7% de cepas positivas), sendo seguido por salina com dleo
mineral (62,5%), &gar Dixon (50%), gar Dixon acrescido de
glicerol (50,0%) e &gar Dixon acrescido de DMSO (48,2%)
(Tabela 1).

As 24 cepas de M. pachydermatis, ap6s nove meses de
estocagem, apresentaram melhor recuperacdo (p < 0,05)
quando preservadas em agar Dixon (70,8%; n=17) e em
agar Dixon acrescido de glicerol (65,5%; n = 15). Os
menores indices de recuperacdo foram observados nas
cepas mantidas em salina com 6leo mineral (41,7%;
n = 10), em &gar Dixon acrescido de DMSO (37,5;n =9)
e em salina (8,4%; n = 2) (Figura 2).

Figura 2 - Viabilidade de cepas de M. pachydermatis mantidas em
diferentes métodos de estocagem, por periodo de nove meses.

*p < 0,05 = valores estatisticamente significantes
* Dixon + Glicerol e Dixon > Salina

No em momento que utilizou-se o &gar Sabouraud dextrose
com a finalidade se avaliar a ndo-lipodependéncia das cepas
de M. pachydermatis, recuperadas em agar Dixon, a partir da
manutencdo de nove meses, evidenciou-se que as duas cepas
(100%) oriundas da salina, 8 (100%) recuperadas da salina
com 6leo mineral, 14 (82,4%) procedentes do meio de Dixon,
6 (66,7%) mantidas no meio Dixon acrescido de DMSO e 15
cepas (100%) oriundas do meio Dixon acrescido de glicerol
apresentaram crescimento (Tabela 1).

A atividade de urease, ap6s nove meses de estoque, foi
avaliada nas cepas de M. pachydermatis que cresceram em
agar Sabouraud dextrose, sendo evidenciado que os resultados
mais satisfatorios (p < 0,05) foram obtidos nas cepas estocadas
em agar Dixon acrescido de glicerol e em &gar Dixon, com
60,0 e 35,3% de positividade, respectivamente. Vale ressaltar
que nenhuma cepa de M. pachydermatis preservada em agar
Dixon com DMSO e em salina, teve esta caracteristica
bioquimica mantida (Tabela 1).

DISCUSSAO

Diversos métodos vém sendo empregados para preservagao
de fungos, porém, em virtude da biodiversidade destes
microrganismos, ndo existe uma técnica padrdo que seja capaz
de preserva-los de forma adequada e generalizada? ¢ 2 2 %4,
Portanto, na escolha de um método para preservacdo de um
determinado grupamento de fungos, deve ser levada em
consideracdo a capacidade de manutencdo das caracteristicas
fenotipicas, genotipicas e patogénicas das cepas estocadas®.
Em relacdo as leveduras, especialmente no género Malassezia,
sua baixa viabilidade, in vitro, constitui a principal dificuldade
para estudos retrospectivos e prospectivos* 20 %2,

Neste estudo, os procedimentos realizados para investigar
a manutencdo da propriedade de ndo-lipodependéncia das
cepas de M. pachydermatis evidenciaram que mais de 78,8
e 66,7% das cepas apds seis e nove meses de estoque,
respectivamente, conseguiram manter sua caracteristica de
crescer em meio sem adigdo de lipideos (&gar Sabouraud),
independente do método de conservacdo adotado.
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Vale salientar que as cepas de M. pachydermatis que néo
cresceram em Sabouraud, ap6s a estocagem, muito provavelmente
devem ter perdido sua capacidade de crescer, independente da
presenca de lipideos, em virtude da quebra da homeostase
resultante das condi¢Bes de conservacdo. Corroborando esta
hipétese, Crespo et al® reportaram que o género Malassezia é
muito sensivel as condiges in vitro.

Alguns pesquisadores encontraram cepas de Malassezia
pachydermatis dificeis de se manter em &gar Sabouraud sem
suplementagdo lipidica®. Duarte et al* também isolaram uma cepa
de M. pachydermatis que, provavelmente, tratava-se de uma
variante lipo-dependente, uma vez que s6 evidenciava adequado
desenvolvimento em meio de Dixon ou em mycosel suplementado
com azeite de oliva. Portanto, na presente investigacdo, o
procedimento de subcultivo no agar Sabouraud, antes da
estocagem, foi importante para evidenciar que todas as cepas de
M. pachydermatis isoladas eram ndo-lipodependentes, sendo esta
caracteristica verificada na maioria das cepas de M. pachydermatis
estudadas em diversas partes do mundo* ° * 2, Ademais, o cultivo
no agar Sabouraud dextrose foi importante para enfatizar a
auséncia das outras espécies de Malassezia, que sdo todas
lipodependentes®.

Em relagdo as cepas estocadas a temperatura ambiente, a
escolha da preservagdo em salina e salina com 6leo mineral ao
invés da técnica de Castellani (agua destilada), deveu-se
principalmente ao fato que, embora este método seja efetivo e
utilizado para grande variedade de fungos® 7 & 2¢, é referido como
ineficaz para 0 género Malassezia®. Além disso, a solucdo salina
em relacdo a agua destilada, oferece melhor equilibrio osmético
do meio. O presente estudo evidenciou que embora a técnica de
estocagem em salina seja pouco onerosa e de facil execugdo
para preservacdo de microrganismos, ndo se mostrou eficaz na
manutencao de cepas de M. pachydermatis, conforme se observa
com os indices de recuperagdo de 39,6 e 8,4% das cepas
estocadas ha seis e nove meses, respectivamente (Figuras 1 e
2). Vale salientar que o uso de 6leo mineral com salina melhorou
a viabilidade das cepas, em ambos os periodos de estoque
(Figuras 1 e 2), provavelmente devido & sua capacidade em
prevenir a desidratacdo do meio e diminuir a atividade metabélica
do fungo estocado®; assim como em virtude da lipofilia da
M. pachydermatis®’.

Nas cepas de M. pachydermatis estocadas, ha seis meses, em
agar Dixon, em &gar Dixon acrescido de glicerol e em &gar Dixon
acrescido de DMSO, a-20°C, observou-se que ndo houve diferenca
significativa na viabilidade das cepas estocadas com ou sem
crioprotetores. Esta evidéncia diverge de outros achados que
mostram que algumas espécies de Malassezia sdo sensiveis ao
congelamento sem essas substancias™®.

Apds nove meses de estoque, ndo houve diferenca estatistica
entre os métodos agar Dixon e &gar Dixon acrescido de glicerol,
que apresentaram-se como os melhores (p< 0,05) para
manutencdo da viabilidade dos microrganismos estocados.
Contudo, houve drastica reducdo na recuperagdo das cepas
estocadas em &gar Dixon acrescido de DMSO. Portanto, 0 uso
deste crioprotetor deve ser contra-indicado na estocagem de
M. pachydermatis por mais de seis meses.
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No tocante a preservacdo da atividade da urease apds seis
meses de estocagem, ndo se observaram diferencas estatisticas
com nenhum dos métodos empregados. Por outro lado, aos nove
meses os resultados mais promissores (p< 0,05) foram observados
em &gar Dixon e &gar Dixon acrescido de glicerol. Cabe ressaltar
que o teste de urease foi grandemente afetado pelo periodo de
estocagem e, talvez, pelas temperaturas de manutencéo das cepas.

Os resultados desta pesquisa evidenciaram que os métodos
que apresentaram melhor desempenho na manutencdo da
viabilidade das cepas, aos seis e nove meses, e positividade na
prova de urease, aos nove meses, foram o gar Dixon e agar Dixon
acrescido de glicerol. Portanto, conclui-se que para manutencdo
e recuperacdo de cepas de M. pachydermatis, um desses dois
métodos pode ser utilizado.
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