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RESUMO

Introducdo: Malassezia spp. € um género leveduriforme, comumente isolado da
microbiota normal do conduto auditivo de cées, que possui espécies associadas a otites
externas e dermatites atopicas. O plasma elétrico é considerado o quarto estado da
matéria, que vem sendo empregado na descontaminacdo e esterilizagdo. Objetivo:
Avaliar os efeitos do plasma elétrico de alta frequéncia, utilizando dois diferentes
eletrodos de vidro, na reducao do crescimento de cepas clinicas de leveduras do género
Malassezia spp. Material e Métodos: Nove amostras de Malassezia spp., isoladas do
conduto auditivo de cdes com otite externa, foram tratadas durante 6 minutos com
plasma elétrico de alta frequéncia por meio de dois diferentes eletrodos de vidro. Apés
72 horas de incubacdo em estufa, as amostras foram analisadas e comparadas com
amostras controle. Resultados: Verificou-se que nas amostras tratadas com plasma de
alta frequéncia, por meio do eletrodo esférico maior, houve uma reducéo consideravel
no numero de unidades formadoras de coldnias, cerca de 82%, em relagdo ao controle
positivo. Conclusdo: O plasma de alta frequéncia mostrou-se como uma técnica
promissora no controle in vitro de cepas clinicas de Malassezia spp. induzindo um
percentual médio de reducéo de 82% quando tratadas com o eletrodo do tipo esférico,
o0 mesmo ndo foi observado quando utilizado o eletrodo do tipo cauterizador que
apresentou um percentual de reducdo médio de apenas 32%.

Descritores: Malassezia spp. Cées. Otite externa. Gases de plasma. Plasma a frio.

ABSTRACT

Introduction: Malassezia spp. is a yeast gene, commonly abnormal of the microbiota of
the auditory canal of dogs, which has species associated to external otitis and atopic
dermatitis. The electric plasma is considered the fourth state of matter, which has been
used in decontamination and sterilization. Aim: to evaluate the effects of high frequency
electric plasma, using two different dosages of glass, in reducing the growth of clinical
strains of yeasts of the genus Malassezia spp. Material and Methods: Nine samples of
Malassezia spp. isolated from the auditory canal of dogs with external otitis were treated
for 6 minutes with high frequency electric plasma through two different glass electrodes.
After 72 hours of incubation in the greenhouse, the samples were analyzed and
compared with control. Results: It was verified that in the tests treated with high
frequency plasma, by means of the larger spherical electrode, there was a considerable
reduction in the number of colony forming units, about 82%, in comparison to the positive
control. Conclusion: High-frequency plasma showed to be a promising non-invasive
technique of clinical strains of Malassezia spp. The average percentage of reduction of
82% when treated with the spherical type, the same was not done when using the type
of control cauterizador that reduced the average percentage of only 32%.

Keywords: Malassezia spp. Dogs. Cold plasma. Plasma gases

1Discente do curso Biomedicina,
Universidade do Vale do
Paraiba/UNIVAP.

E-mail:

beatrizrodrigues.abfr@gmail.com

2Discente do curso de
Biomedicina, Universidade do
Vale do Paraiba/UNIVAP.

3Médico

docente na Universidade do Vale

Veterinario, doutor,
do Paraiba, Universidade do Vale
do Paraiba/lUNIVAP

“Biomédica, doutora, docente e
coordenadora do curso de
Biomedicina da Universidade do
Vale do Paraiba, Universidade do
Vale do Paraiba/UNIVAP.




DOI:10.18606/2318-1419/amazonia.sci.health.v7n3p2-11 Rodrigues ABF. Silva RA. Hage R. Khouri S.
Revista Amazdnia: Science & Health
2019, Vol. 7, N° 3.

ISSN: 2318-1419 alta frequéncia na reducdo do crescimento de cepas clinicas de

Estudo comparativo de dois eletrodos associados ao plasma elétrico de

Malassezia spp.

1. INTRODUCAO

Malassezia spp. € um género de levedura, do filo Basidiomiceto, que compreende,
de acordo com estudos recentes, cerca de 15 espécies lipofilicas, sendo a maioria delas
lipidiodependentes e apenas uma nao lipidiodependente. Este fungo € comumente isolado
da microbiota normal da pele, conduto auditivo e mucosas de cées, mas também pode ser
encontrado na microbiota de seres humanos, aves e outros mamiferos. Esta levedura
apresenta espessa parede celular, formada por quitina e lipideos em abundancia. Este
tltimo fator auxilia na protecdo contra a atividade de antifungicos, dificultando seu
tratamento e controle. Contudo, a patogenicidade desta levedura pode estar relacionada a
caracteristicas do hospedeiro, como desordens hormonais ou imunoldgicas, que favorecem
seu crescimento como oportunista.

Diversas espécies de Malassezia spp. foram associadas as infec¢des cuténeas e as
otites externas e dermatites atépicas em caes. Conforme dados da literatura, as otites
eternas provocadas por espécies do género Malassezia podem ser observadas em céaes
jovens e sadios, sendo Malassezia furfur e Malassezia pachydermatis as principais
espécies isoladas na pratica veterinaria. As otites podem se manifestar em decorréncia de
causas primarias, como alergias alimentares e sistema imunoldogico do hospedeiro
deficiente, mas também quando ocorre alguma alteracdo no conduto auditivo, tais como
mudancas de temperatura, pH ou umidade, permitindo que este micro-organismo deixe de
viver como comensal e se torne um patdégeno oportunista. 2467

Segundo a fisica, o plasma é considerado o quarto estado da matéria e esta presente
em todo o universo. Ele pode ser encontrado como um gas ou vapor, ionizado ou
energizado, que pode ser criado a partir de aplicacdo de energia, na forma de calor ou
campo eletromagnético, descargas elétricas (como relampago) ou reacdes nucleares
controladas. Para que o plasma seja gerado, € necessario haja uma diferenca de potencial
elétrico, que promova a excitacdo do gas, acelerando suas particulas. Logo, as moléculas
de um géas (como hélio, oxigénio e argdnio) depois de excitadas, perdem seus elétrons,
gerando uma mistura de particulas carregadas positiva e negativamente, em igual
proporcdo, ions negativos e positivos, entre outras espécies reativas. 3812

Héa dois tipos de plasma: os de baixa temperatura, também chamados de néao-

térmicos, e os de alta temperatura, ou térmicos. Os plasmas de alta temperatura sdo menos
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usados devido a elevada temperatura que € preciso para produzi-los (cerca de 3000°C).
Por outro lado, os plasmas de baixa temperatura podem ser produzidos a partir de micro-
ondas e radio frequéncia, quando gases sdo estimulados a pressao atmosférica ou a baixa
pressdo, como os gerados a vacuo. 81013

O plasma vem sendo empregado na &rea industrial, por exemplo, na modificacdo de
superficies e, mais atualmente, na desinfeccao e esterilizacdo de materiais na area médica
e dispositivos odontoldgicos. Entretanto, este uso ainda ndo € amplamente difundido. Por
este motivo, seu uso no controle microbiano vem sendo mais pesquisado. Estudos mais
recentes tém demonstrado que o plasma apresenta amplo espectro de acao sobre micro-
organismos, pois ndo possibilita a formacéao de resisténcia. Apesar disso, prions e esporos
necessitam ser tratados por mais tempo se comparados aos demais micro-organismos
guando se deseja elimina-los. Sendo assim, o plasma pode servir como uma alternativa
limpa e que ndo gera residuos, mas também na reducéo e inativacdo microbiana. 11-14

Contudo, os mecanismos de acdo dos plasmas ndo estdo totalmente elucidados.
Sabe-se que o0 gas, depois de ionizado, tem seus atomos e moléculas fragmentados,
produzindo espécies reativas, ions e elétrons. Logo, sabe-se que as espécies reativas
reagem com a membrana das células, mas também com moléculas em sua superficie e
com &cidos nucleicos e proteinas internas das células. Sugere-se que a inativacdo dos
micro-organismos pode ser decorrente de danos ao DNA, pela radiacdo UV ou pela
atividade citotoxica de espécies reativas geradas pelo plasma. Pode ocorrer ainda
modulacdo proteica e inducdo da apoptose. 111415

Um estudo realizado por Taghizadeh et al.? cujo objetivo foi empregar o plasma néo-
térmico na inativacdo de biofilmes de trés diferentes micro-organismos (Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) demonstrou que ele foi capaz de
reduzir o crescimento microbiano. Isto indica que o plasma apresentou efetiva atividade
antimicrobiana, assim como outros trabalhos também evidenciaram. Ademais, um estudo
realizado por Ouf, Basher e Mohamed (2014), empregou plasma no controle de esporos do
fungo Aspergillus niger em frutas, e mostrou que ele promoveu a reducao destes esporos,
sendo necessario, porém, maior tempo de exposicdo dos micro-organismos ao plasma,
conforme outros estudos também j& sugeriram. Por este motivo, a eliminacdo de micro-
organismos depende ndao apenas do tempo de exposicdo da amostra ao plasma, mas

também da distancia da mesma em relacéo ao jato e da intensidade aplicada. 1121416
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O plasma pode ser produzido a partir de um gerador de alta frequéncia. Este gerador
€ um equipamento que fornecera uma corrente de alta frequéncia a partir de uma corrente
elétrica que, unido a um eletrodo de vidro que contém um gas, levara a formacao do plasma.
3,9, 12

Um dos gases mais empregados na formacéo do plasma é o ozonio. Este gas vem
sendo empregado em diversas situacdes, como o tratamento de feridas, gracas a sua
atividade oxidativa, que pode ser Util na esterilizacdo e descontaminacdo, mas também na
reducdo e inibicdo do crescimento de micro-organismos in vitro ou in vivo. Isto se da,
segundo estudos recentes propdem, pelo fato de que o ozonio pode comprometer a
permeabilidade celular e oxidar aminoéacidos e acidos nucleicos. 31012

O objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos do plasma elétrico de alta
frequéncia, utilizando-se dois tipos de eletrodos, esférico e tipo cauterizador, na reducao do
crescimento de cepas clinicas de Malassezia spp. isoladas do conduto auditivo externo de

cdes com sinais clinicos de otite externa.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo se trata de um estudo experimental, realizado entre os meses de
agosto e novembro de 2018, no Nucleo de Estudos Farmacéuticos e Biomédicos (NUFABI)
da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP).

Inicialmente, foram colhidas 18 amostras do conduto auditivo externo de caes com
sinais clinicos de otite externa, atendidos em um hospital veterinario, no servico de
dermatologia, na cidade de Sao José dos Campos, por uma médica veterinaria
dermatologista. As amostras foram colhidas com swabs secos estéreis que depois foram
passados em placas de Petri com agar Sabouraud com cloranfenicol a 0,05%. Estas placas
foram levadas ao NUFABI, onde foram incubadas em estufa a 35°C (x+ 2°C), por 72 horas.

Das 18 amostras colhidas, 09 foram confirmadas com coloracdo de Gram como
positivas para Malassezia spp., € empregadas no estudo. As demais amostras foram
descartadas devido a presenca de contaminantes e a contagem inferior a 25 exemplares
de Malassezia spp. observadas ao microscopio. Depois de isoladas e cultivadas, iniciaram-
se os testes, realizados em duplicata, com os dois eletrodos de vidro. Para isto, foram
preparados indculos das amostras de Malassezia spp., cultivadas 72 horas antes de cada

experimento. Os inéculos foram preparados em solucédo salina 0,9%, seguindo a escala de
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turvagdo 0,5 de Mac Farland. Entéo, os inéculos foram diluidos até 1:100, em eppendorfs
estéreis, com volume total de 1 mL. Deste indculo, 120 uL foram pipetados em um poco de
uma placa de Kline, que foi disposta a 1 cm de distancia do eletrodo, exposto ao plasma
elétrico de alta frequéncia por 6 minutos, tempo esse determinado em estudo piloto. Logo
apos, 100 uL da solugao tratada foram pipetados em uma placa de agar Sabouraud com
cloranfenicol a 0,05% e colocadas em estufa a 35°C, por 72 horas.

Com o intuito de analisar se o tipo de eletrodo utilizado poderia interferir nos efeitos
do plasma de alta frequéncia sobre a formacdo de UFCs, dois diferentes eletrodos foram
utilizados e assim foram criados diferentes grupos no presente estudo: Grupo | - tratado
com o eletrodo de vidro do tipo esférico maior; Grupo Il - tratado com o eletrodo de vidro do
tipo cauterizador; Grupo controle positivo — contendo apenas o inéculo de Malassezia spp.
sem qualquer tratamento; Grupo controle negativo: contendo o indculo de Malassezia spp.
associado ao nitrato de Miconazol (0,02 g/mL).

Transcorrido o tempo de incubacgao de 72 horas, as placas foram retiradas da estufa,
foi feita a contagem de UFCs/mL e determinacdo do percentual de reducdo de cada
amostra e os resultados foram tabulados.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa de Animais da

Universidade Paulista, sob o protocolo de aprovagéao n°® 055/16.

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos apds a contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFCs/mL) dos grupos tratados (Grupos | e IlI) e dos grupos controle (positivo e negativo)
encontram-se dispostos na tabela 1. Nota-se que houve reducdo no numero de UFCs/ml
em ambos 0s grupos tratados com plasma elétrico de alta frequéncia, porém no grupo |,
gue utilizou o eletrodo esférico maior, a reducdo foi muito maior em relacédo aquele que

utilizou o eletrodo do tipo cauterizador.
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Tabela 1. Valores médios de UFCs/mL e respectivos percentuais de reducédo dos diferentes
grupos de amostras. O grupo controle negativo (Malassezia spp. + miconazol) ndo foi

inserido na tabela pois ndo houve formacao de UFCs em nenhuma das amostras.

Amostras
Grupo | Grupo I
(eletrodo do tipo esférico) (eletrodo do tipo cauterizador)

Controle Controle

DOSiivO Teste % reducao DOSItiVO Teste % reducao
1 5,40x10* 1,40x 103 97% 1,38 x 10° 8,55x 10° 38%
2 1,48 x 107 4,92x10° 67% 1,62 x 108 1,50 x 10 7%
3 5,10 x 104 2,20 x 10* 57% 2,40 x 10° 1,70 x 10° 29%
4 4,60 x 10* 9,00 x 10 80% 1,15 x 10° 4,0x 104 65%
5 3,35x10° 5,00x10% 98% 2,75 x 10° 1,85x 10° 33%
6 8,30 x 10 1,00 x 10® 99% 7,05 x 10° 6,60 x 10°  74%
7 524x10°% 1,72x10% 67% 1,48 x 108 1,02 x 106  31%
8 2,00x10* 0 100% 6,80 x 10° 570x10° 16%
9 2,50 x10* 6,00 x 103 76% 5,20 x 10° 2,70 x 10° 48%

4. DISCUSSAO

Atualmente, sabe-se que a gama de antifingicos convencionais é pequena e que 0s
fungos tém apresentado crescente aumento de resisténcia ao uso dos mesmos. Além disso,
os tratamentos disponiveis muitas vezes geram efeitos colaterais. Visto isso, ha
necessidade de se encontrar novos métodos seguros e confiaveis, que possam ser
empregados nos tratamentos de infec¢des flngicas.

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, verificou-se que o plasma elétrico
de alta frequéncia apresentou efeito inibitério sobre o crescimento de cepas clinicas de
Malassezia spp. E possivel notar ainda que o percentual de reducéo de UFCs/mL foi maior
naquelas amostras tratadas com o eletrodo do tipo esférico maior do que nas amostras
tratadas com o eletrodo do tipo cauterizador. Tal diferenca pode estar associada a maior

superficie do eletrodo esférico levando a maior difusdo do plasma nos inéculos,
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consequentemente exercendo maior efeito inibitério sobre o crescimento dos micro-
organismos. Liao et al > notaram que a eficiéncia do plasma a frio na inativacéo de micro-
organismos depende do tipo de plasma empregado, do tipo de superficie em que 0 micro-
organismos se encontra e do tipo de micro-organismo testado. Além disso, h& fatores, como
temperatura ambiente, matriz celular, pH, tempo de exposi¢ao e caracteristicas dos micro-
organismos que influenciam na acdo do plasma. Essas observac¢des corroboram com o
presente estudo, no qual foi possivel notar a marcante diferenca de efeitos do plasma
elétrico sobre o crescimento das cepas de Malassezia spp. alterando-se apenas o tipo de
eletrodo utilizado, onde o eletrodo esférico promoveu um efeito muito mais intenso
comparado ao tipo cauterizador, demonstrado por meio do percentual de reducao de UFCs.

Annunziatta et al 2! observaram que o plasma a frio foi eficaz na remocédo de
bactérias contaminantes de superficies de titAnio e, por este motivo, poderia ser uma
alternativa eficiente para descontaminar e até mesmo esterilizar superficies.

No estudo de Lee et al 22 foram testadas cepas padrédo de E. coli, S. Typhimurium e
L. monocytogenes com plasma de gas nitrogénio e gas hélio misturado ao gas oxigénio,
num tempo de tratamento de 10 minutos. Como resultado, foi visto que o plasma a frio foi
capaz de inativar as cepas tratadas, havendo reducéo das cepas de S. Typhimurium de 1.6
para 1.5 log. Contudo, notaram que a inativacdo depende ndo somente do tempo de
tratamento, mas também de fatores externos, como pH do meio. Deste modo e, com base
nos resultados apresentados no presente trabalho, mais estudos sdo necessarios
empregando o plasma de alta frequéncia, com um tempo maior de irradiagdo, mas também
com um numero maior de amostras. Isto porque, para a realizacdo do presente estudo foi
realizado inicialmente um ensaio em que foram testados diferentes tempos de irradiagao,
contando com os seguintes tempos: 3, 6, 9 e 12 minutos, baseados em um estudo anterior
feito com o0 mesmo plasma e as mesmas amostras e no qual observou-se que um tempo
de tratamento inferior a 3 minutos ndo apresentava redugcédo no numero de UFCs.

Uma hipo6tese para justificar este tempo maior de exposi¢cao poderia estar no fato de
gue o presente estudo foi realizado com cepas clinicas. As cepas foram obtidas de
diferentes caes e, por isso, podem apresentar diferentes caracteristicas comportamentais
e moleculares entre si. E, ao compararmos com cepas padrdo, que sdo mais sensiveis,
pode-se justificar a provavel resisténcia ao tratamento empregado.

Como relatado anteriormente, pode-se notar que ha variagdo na contagem de

UFCs/mL das amostras e que isto se deve ao fato de que foram utilizadas amostras clinicas,
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colhidas de diferentes caes. Logo, a variacdo de crescimento, mas também de resisténcia
mediante o tratamento, podem ser decorrentes de diferencas existentes dentro de um
mesmo género.

Os trabalhos realizados por Ziuzina'®2° evidenciaram que o plasma a frio foi eficiente
no controle de Salmonella Typhimurium, E. coli e L. monocytogenes isolados de tomate,
tomate cereja, morango e alface. Nestes estudos foi observada inibicdo do crescimento de
isolados de Salmonella Typhimurium obtidos de tomate, apos 10 segundos de tratamento,
e inibicdo do crescimento de isolados de alface apds 30 segundos de tratamento. Foi
verificado ainda que houve diminuigc&o de 3.1 logio para 2 logio das amostras de E. coli apos
45 segundos de tratamento com o plasma. Apesar da variacao de tempo entre o estudo de
Ziuzina'®?® e o presente estudo, 10 segundos e 300 segundos (6 minutos),
respectivamente, pode-se sugerir, com base na observacdo dos resultados, a grande
capacidade inibitéria do plasma de alta frequéncia no crescimento de diferentes tipos de

micro-organismos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O plasma de alta frequéncia apresentou-se como uma técnica promissora no
controle de cepas clinicas de Malassezia spp. in vitro, principalmente utilizando-se o
eletrodo do tipo esférico, que cujo percentual de redu¢cdo médio do numero de UFCs/mL

das cepas testadas foi de 82%.
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