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APRESENTAÇÃO

Este volume da obra “Ciências Biológicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem 
trazer ao leitor, em seus capítulos, informações diversas imbuídas em diferentes campos 
do conhecimento de Ciências da Vida, como o próprio título do e-book sugere: uma área 
extremamente promissora, dinâmica e passível de aquisição de novas informações a todo 
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta 
grande área do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes gerações, e diferentes regiões do país, motivados por 
uma força motriz que impulsiona a busca de respostas às suas perguntas, trazem dados 
resultantes da dedicação à Ciência, ansiando responder suas inquietações e compartilhar 
com o leitor, de forma cristalina e didática, seus alcances técnico-científicos, satisfazendo a 
função precípua da ciência que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto 
executante do seu papel cidadão e ser social.

Somente por uma questão de ordenação, os 28 capítulos deste volume foram 
sequenciados levando-se em consideração, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes, 
com organismos vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos 
didático-pedagógicos, aquelas relacionadas aos progressos de situações-problemas em 
vegetais, animais e humanos e, por fim, interações entre diferentes organismos no espaço 
ambiental com um todo.

Em todas estas áreas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avanços que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao 
que até então se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subáreas das 
Ciências Biológicas, com viés também para a saúde e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, irá contribuir 
consideravelmente tanto na formação de jovens graduandos e pós-graduandos, quanto ser 
atrativo para profissionais atuantes nas áreas escolar, técnica e acadêmica aqui abordadas, 
não eximindo também o leitor “curioso” interessado nas temáticas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: Malassezia pachydermatis é uma 
levedura polimórfica que faz parte da microbiota 
de pele e mucosa e é frequente causadora de 

infecções do canal auditivo de cães e gatos. A 
patogenia da Malassezia sp. está relacionada 
com o sistema imune do hospedeiro e aos 
fatores de virulência do fungo. A emergência 
de linhagens de M. pachydermatis resistentes 
aos antifúngicos comerciais resulta na busca 
de novas alternativas terapêuticas. Os óleos 
essenciais são compostos aromáticos voláteis 
altamente concentrados, que são extraídos 
de plantas e possuem grande diversidade 
de atividades como, entre outros, a ação 
antibacteriana e antifúngica. Assim, o objetivo 
deste estudo foi isolar e identificar, por método 
molecular, isolados clínicos de M. pachydermatis 
do ouvido externo de gatos e cães domésticos 
com otite e avaliar a susceptibilidade 
aos antifúngicos comerciais cetoconazol, 
miconazol, itraconazol e posaconazol, e a 
atividade antifúngica dos óleos essenciais 
de Alecrim pimenta, Cravo-da-Índia, Menta, 
Tomilho branco, Manjericão, Alecrim e Limão-
Tahiti. Adicionalmente, a toxicidade dos óleos 
essenciais foi avaliada no modedo invertebrado 
Galleria mellonella. Um total de 28 cepas de M. 
pachydermatis foram isoladas e identificadas 
pelo sequenciamento da região Internal 
Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossomal. 
O teste de atividade antifúngica revelou 
que cetoconazol, miconazol e posaconazol 
apresentaram baixa concentração inibitória 
mínima (CIM) para os isolados clínicos de M. 
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pachydermatis. Entretanto, alguns isolados clínicos apresentam alta CIM de miconazol (16 
µg ml-1) e cetoconazol (4 µg ml-1). Os óleos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-Índia, 
Menta e Tomilho Branco apresentaram alta atividade antifúngica contra os isolados clínicos 
do fungo patogênico M. pachydermatis e baixa toxicidade à G. mellonella. Embora ensaios 
adicionais sejam necessários para a aplicação desses óleos essenciais no tratamento 
de infecções causadas por M. pachydermatis, a eficácia antifúngica e a baixa toxicidade 
mostram um uso promissor desses óleos essenciais no tratamento de infecções fúngicas.
PALAVRAS-CHAVE: Malassezia pachydermatis, antifúngicos comerciais, óleos essenciais, 
toxicidade, Galleria mellonella.

MALASSEZIA PACHYDERMATIS ISOLATED FROM DOGS AND CATS WITH OTITIS 
EXTERNA: MOLECULAR IDENTIFICATION AND ESSENTIAL OILS SUSCEPTIBILITY

ABSTRACT: Malassezia pachydermatis is a polymorphic yeast that is part of the skin and 
mucosa microbiota and a frequent infection-causing agent of ear canal and skin of dogs and 
cats. Malassezia sp. pathogenesis in lesions is related with the host immune system as well 
as the fungus virulence factors. The emergence of M. pachydermatis resistant strains to 
commercial antifungal results in the search for new therapeutic alternatives. Essential oils are 
highly concentrated volatile aromatic compounds that are extracted from plants and have a 
wide range of activities such as, among others, antibacterial and antifungal effect. In addition, 
the toxicity of essential oils was evaluated in the invertebrate moleria Galleria mellonella. 
A total of 28 strains of M. pachydermatis were isolated and identified by the sequencing of 
the Internal Transcribed Spacer - ITS region of the ribosomal DNA. The antifungal activity 
test revealed that ketoconazole, miconazole and posaconazole showed low MICs for the 
clinical isolates of M. pachydermatis. However, some clinical isolates have a high MIC of 
miconazole (16 µg ml-1) and ketoconazole (4 µg ml-1). The essential oils of Rosemary Pepper, 
Clove, Mint and White Thyme showed high antifungal activity against clinical isolates of the 
pathogenic fungus M. pachydermatis and low toxicity to G. mellonella. Although additional 
tests are necessary for the application of these essential oils in the treatment of infections 
caused by M. pachydermatis, the antifungal effectiveness and low toxicity shows a promising 
use of these essential oils in the treatment of fungal infection.
KEYWORDS: Malassezia pachydermatis, commercial antifungals, essential oils, toxicity, 
Galleria mellonella.

1 | 	INTRODUÇÃO

Malassezia pachydermatis pertence a um grupo de fungos leveduriformes e lipofílicos 
que coloniza a pele e mucosa de mamíferos, incluindo gatos e cães saudáveis, sendo a 
principal espécie fúngica isolada do canal auditivo de cães saudáveis e com otite (Guého-
Kellerman et al., 2010, Forster et al., 2018). Embora M. pachydermatis seja prevalente 
em cães, as espécies mais isoladas de gatos inclui principalmente M. nana, seguido de 
M. sympodialis, M. globosa, M. furfur e M. slooffiae (Bond et al., 2020). A patogenia da 
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Malassezia sp. nas lesões está relacionada com o sistema imune do hospedeiro bem como 
aos fatores de virulência do fungo, nos quais compõe o grupo de enzimas esterase, lipase, 
fosfatase ácida, lipoxigenase, protease e fosfolipase. Assim, a ocorrência de otite canina e 
felina está relacionada com o processo inflamatório associado com a elevação da população 
de M. pachydermatis (Scott et al., 2013). Esta condição dificulta o gerenciamento da doença, 
e o sucesso do tratamento depende do controle do crescimento excessivo de leveduras 
e o concomitante crescimento de bactérias, com tratamentos antimicrobianos tópicos ou 
sistêmicos, além da identificação e correção de possíveis fatores predisponentes (Bond et 
al., 2020).

As opções de tratamento de otite causada por M. pachydermatis em cães e gatos 
domésticos incluem a terapia sistêmica e principalmente a terapia tópica, com diversos 
antifúngicos comerciais em associação com antibacterianos. Os derivados azólicos 
cetoconazol, miconazol e itraconazol são os mais utilizados, além da terbinafina e 
tiabendazole (Negre et al., 2009). Os procedimentos de referência para o teste in vitro 
de susceptibilidade de M. pachydermatis aos antifúngicos não estão disponíveis. Apesar 
disso, estudos de susceptibilidade in vitro mostram que linhagens de M. pachydermatis 
potencialmente resistentes aos antifúngicos terbinafina (Rougier et al., 2007) nistatina e 
derivados azólicos (Jesus et al. 2011, Angileri et al., 2019) estão sendo isoladas de cães. A 
ocorrência de resistência aos antifúngicos leva à insuficiência de tratamento antimicrobiano. 
Assim, existe uma forte necessidade de um desenvolvimento de novos medicamentos para 
a cura de infecções provocadas por espécies fúngicas resistentes e multirresistentes.

Os óleos essenciais são compostos aromáticos voláteis (p. ex terpenos e 
fenilpropanóides) altamente concentrados extraídos de plantas; possuem grande diversidade 
de atividades já descritas na literatura como, entre outros, efeito antibacteriano e antifúngico 
(Angioni et al., 2004, Manion and Widder, 2017; Bismark et al., 2019). A atividade antifúngica 
dos óleos essenciais ocorre por diferentes mecanismos, que podem ser o rompimento da 
membrana celular, a inibição da atividade da mitocôndria, além de inibição da formação do 
biofilme (Nazzaro et al., 2017). Existem diversos estudos mostrando a atividade in vitro de 
óleos essenciais contra espécies do gênero Malassezia. Estudos realizados com Malassezia 
sp. demostraram que o óleo essencial de Zataria multiflora (Avishan ou Zatar) e Thymus 
kotschyanus (Tomilho) apresentaram fortes propriedades antifúngicas contra a levedura 
(Khosravi et al., 2016); em outro, o tratamento realizado com uma mistura de óleos essenciais 
pode limitar as recaídas fúngicas em comparação com o tratamento convencional (Nardoni 
et al., 2014). Poucos trabalhos mostram a atividade antifúngica dos óleos essenciais contra 
M. pachysermatis. Entre eles, é mostrado que o óleo essencial de orégano e tomilho e seus 
principais componentes fenólicos (carvacrol, timol) foram fungicidas contra M. pachydermatis 
(Sim et al., 2019). A interação sinérgica também foi estudada entre componentes de óleo 
essencial e azóis ou nistatina contra M. pachydermatis. Entre eles foi testado o clotrimazol 
e óleos essenciais de Melaleuca alternifolia (Tea Tree), Mentha piperita (Hortelã Pimenta) 
e Origanum vulgare (Orégano) (Bohmova et al., 2019), e a combinação dos antifúngicos 
comerciais miconazol e/ou nistatina com os componentes fenólicos carvacrol ou timol 
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(Schlemmer et al., 2019) que foram eficazes contra M. pachydermatis. 
O objetivo deste trabalho foi identificar isolados clínicos de M. pachydermatis de 

ouvido externo de gatos e cães domésticos com otite por ferramenta molecular e avaliar 
a susceptibilidade aos antifúngicos comerciais cetoconazol, miconazol, itraconazol e 
posaconazol e a atividade antifúngica dos óleos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-
Índia, Menta, Tomilho branco, Manjericão, Alecrim e Limão-Tahiti.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Isolamento e identificação molecular dos isolados clínicos de M. pachydermatis

Isolados clínicos de M. pachydermatis foram selecionados a partir de amostras de 
secreção de ouvido de cães e gatos com otite. As secreções foram cultivadas em ágar 
Sabouraud Dextrose (Oxford), enriquecidas com azeite de oliva 1,0% (v/v), tween 80 
0,1% (v/v) e incubadas a 37ºC por 48 horas. As colônias isoladas foram selecionadas e as 
leveduras conservadas em meio de cultura Caldo Sabouraud Dextrose acrescido de glicerol 
(Sigma-Aldrich) 30% (v/v) em freezer -80ºC, para as futuras análises. Todo o estudo foi 
realizado com a aprovação pela Comissão de Ética no uso de Animais da Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (CEUA FCFRP-
USP), sendo registrado em 24/11/2016 sob o  nº 16.1.930.60.9 em novembro/2016.

Os isolados clínicos foram identificados por método molecular. Para isso, as leveduras 
foram cultivadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose em caldo enriquecido com azeite 
de oliva 1,0% (v/v), tween 80 0,1% (v/v) e incubadas a 37ºC por 72 horas. As leveduras 
foram ressuspensas em tampão de extração (Tris-HCl 200 mM, pH 8,5, NaCl 250 mM, 
EDTA 25 mM, SDS 0,5% (p/v)) e rompidas pela adição de pérolas de vidro (Sigma-Aldrich), 
fenol:clorofórmio (1:1) e agitação mecânica. Após centrifugação a 13000 g por 10 minutos, 
o DNA foi precipitado do sobrenadante pela adição de igual volume de isopropanol. Após 
nova centrifugação a 13000 g por 10 minutos, o DNA genômico foi eluído em água livre 
de Rnase (Promega). A região Internal Transcribed Spacer - ITS do DNA ribossomal foi 
amplificada por PCR com os primers ITS1 (5’ – TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’) e ITS4 (5’ 
– TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) (White et al., 1990), utilizando a enzima Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), de acordo com normas do fabricante. 
Cada sequência gerada foi analisada no programa ChromasPro (Technelysium Pty Ltd, 
Australia) e comparada com sequências depositadas no banco de dados no GenBank, 
utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

2.2	Os antifúngicos e os óleos essenciais

Os antifúngicos e respectivas concentrações testadas neste trabalho foram 
Cetoconazol (Pfizer) 0,03 a 16 μg mL-1, Itraconazol (Merck Sharp & Dohme) 0,03 a 16 μg mL-

1, Miconazol (Sigma-Aldrich) 0,03 a 16 μg mL-1 e Posaconazol (Sigma-Aldrich) 0,0019 a 1 μg 
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mL-1. Os óleos essenciais foram Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (Pronat) 0,0039% 
a 2% (v/v), Cravo-da-Índia (Syzygium aromaticum) (CEPLAC) 0,0039% a 2% (v/v), Menta 
(Mentha sp.) (Lapiendrius) 0,0039% a 2% (v/v), Tomilho branco (Thymus vulgaris) (Destilaria 
Bauru) 0,0039% a 2% (v/v), Manjericão (Ocimum basilicum) (Destilaria Bauru) 0,0058% a 
3% (v/v), Alecrim (Rosmarinus officinalis) (Destilaria Bauru) 0,0058% a 3% (v/v), Limão-Tahiti 
(Citrus aurantifolia) (Citrosuco) 0,0058% a 3% (v/v). Os antifúngicos e óleos essenciais foram 
diluídos em 1% (v/v) de Dimetil sulfóxido (DMSO).

2.3	Teste de susceptibilidade in vitro

Os testes de susceptibilidade aos antifúngicos e óleos essenciais foram realizado 
de acordo com as recomendações do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), 
protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), com modificações. As leveduras foram inoculadas em 
ágar Sabouraud Dextrose (Oxford) enriquecido com azeite de oliva 1,0% (v/v) e tween 
80 0,1% (v/v) e incubadas a 37ºC por 48 horas. As suspensões das leveduras foram 
ajustadas a 5 x 104 células mL-1 em meio de cultura RPMI-1640 tamponado com MOPS 
(ácido 3-(N-morfolino) propano sulfônico) 0,165 mol L-1 pH 7,0 acrescido de meio de cultura 
para Malassezia (dextrose 1,8% (p/v), peptona bacteriológica 1% (p/v), glicerol 1% (v/v), 
tween 80 0,05% (v/v)) (Rincón et al., 2006). As linhagens controle do experimento foram 
Aspergillus flavus ATCC®204304™ e Candida parapsilosis ATCC®22019™. Os testes de 
susceptibilidade nas placas de microdiluição em caldo foram incubados a 37ºC com leitura 
visual das linhagens controle em 48 horas e dos isolados clínicos de M. pachydermatis em 
72 horas de incubação. Os resultados foram expressos relatando a concentração inibitória 
mínima (CIM), que é a menor concentração capaz de inibir o crescimento fúngico e, além 
disso, pela média geométrica (MG-CIM), que indica a tendência central dos valores de CIM 
obtidos para cada antifúngico e óleo essencial.

2.4	Teste de toxicidade dos óleos essenciais em Galleria mellonella

A toxicidade dos óleos essenciais foi avaliada pelo modelo invertebrado alternativo de 
toxicidade Galleria mellonella, de acordo com Paziani et al. (2019), com modificações. Grupos 
de 5 larvas no sexto instar de desenvolvimento e pesando 200 ± 50 mg foram inoculadas 
com 5 µL de óleos essenciais, utilizando micro seringa de Hamilton modelo 7000.5KH de 
10 uL. Os óleos essenciais foram diluídos em PBS1X acrescido de 0,05% (v/v) de Tween 
80, nas seguintes concentrações finais: Alecrim pimenta 0,007%, 0,014% e 0,028%; Cravo 
-da-Índia 0,042%, 0,084% e 0,168%; Menta 0,020%, 0,040% e 0,080%; Tomilho branco 
0,025%, 0,050% e 0,100%; Manjericão 0,217%, 0,434% e 0,868%; Alecrim 0,104, 0,209% 
e 0,419%; Limão-Tahiti 0,461%, 0,922% e 1,84%. O controle do experimento foram larvas 
inoculadas com PBS1X acrescido de 0,05% (v/v) de Tween 80. Após a inoculação, as larvas 
permaneceram em temperatura de 37°C, totalmente privadas de ração e iluminação direta. 
Durante o tempo experimental, foi realizada a limpeza a cada 12 h para a retirada da pré-
pupa de todas as larvas, para retardar o processo de metamorfose do inseto. Foram feitas 
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avaliações da sobrevivência das larvas a cada 24 h, durante 10 dias.

2.5	Análise estatística

Para o teste de toxicidade adotou-se o método estatístico Long-rank (Mantel-Cox) 
com a finalidade de avaliar a significância das diferenças entre as curvas de sobrevivência. 
Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significativos e o resultado foi 
considerado estatisticamente diferente. Todas as análises foram feitas utilizando o programa 
GraphpadPrism (v 7.0; Graphpad Software, La Jolla, CA, USA).

3 | 	RESULTADOS
3.1 Animais domésticos, isolados clínicos e a identificação molecular

Este estudo analisou isolados clínicos fúngicos de canal auditivo externo de 15 gatos 
e cães domésticos com otite, sendo 8 gatos domésticos (Felis catus) e 7 cães domésticos 
(Canis lupus familiaris). Entre os gatos havia dois machos e 6 fêmeas e entre os cães 
havia 4 machos, duas fêmeas e um cão com gênero não identificado. Entre os 28 isolados 
clínicos estudados neste trabalho, 14 foram isolados de gatos e 17 isolados de cães, nos 
meses outubro e novembro de 2016 (tabela 1). A identificação dos isolados clínicos foi pelo 
sequenciamento da região ITS do DNA ribossomal, o qual revelou que 100% dos isolados 
clínicos são Malassezia pachydermatis (tabela 2).

ID animal Espécie Raça G ID isolado clínico Data de coleta Sítio coleta
01 ‎Felis catus Persa M LMC 7001.01 Out 2016 OD

LMC 7001.02 Out 2016 OE
02 Felis catus SRD M LMC 7002.01 Out 2016 OD

LMC 7002.02 Out 2016 OE
03 Felis catus Persa F LMC 7003.01 Out 2016 OD

LMC 7003.02 Out 2016 OE
04 Felis catus SRD F LMC 7004.01 Out 2016 OD

LMC 7004.02 Out 2016 OE
05 Felis catus Persa F LMC 7005.02 Out 2016 OE

LMC 7005.04 Out 2016 OE
06 Felis catus Persa F LMC 7006.02 Out 2016 OE
07 Felis catus Exótico F LMC 7007.01 Out 2016 OD

LMC 7007.02 Out 2016 OE
08 Canis lupus familiaris SRD M LMC 7008.01 Nov 2016 OD

LMC 7008.02 Nov 2016 OE
09 Felis catus Exótico F LMC 7009.02 Out 2016 OE
10 Canis lupus familiaris Maltes F LMC 7010.01 Nov 2016 OD

LMC 7010.02 Nov 2016 OE
11 Canis lupus familiaris Buldogue M LMC 7011.01 Nov 2016 OD

LMC 7011.02 Nov 2016 OE
12 Canis lupus familiaris Shih-tzu M LMC 7012.01 Nov 2016 OD
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LMC 7012.02 Nov 2016 OE
35 Canis lupus familiaris SRD - LMC 7035.01 Nov 2016 OD

LMC 7035.02 Nov 2016 OE
36 Canis lupus familiaris SRD M LMC 7036.01 Nov 2016 OD

LMC 7036.02 Nov 2016 OE
37 Canis lupus familiaris SRD F LMC 7037.01 Nov 2016 OD

LMC 7037.02 Nov 2016 OE

Tabela 1: Animais e isolados clínicos de M. pachydermatis deste trabalho. ID, identificação; Felis catus, 
gato doméstico; Canis lupus familiaris, cão doméstico; SRD, sem raça definida; G, gênero do animal; 

M, macho; F, fêmea; OD, orelha direita; OE, orelha esquerda; -, não informado.

Isolado 
Clínico GenBank Identificação 

molecular
Max 

Score
E 

value
Identidade 

(%)
ID 

GenBank
LMC7001.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1153 0,0 99,7 MT248902
LMC7001.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1003 0,0 99,3 MT248903
LMC7002.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1184 0,0 99,7 MT248904
LMC7002.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1247 0,0 99,7 MT248905
LMC7003.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248906
LMC7003.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248907
LMC7004.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1171 0,0 99,4 MT248908
LMC7004.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248909
LMC7005.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1216 0,0 99,7 MT248910
LMC7005.04 KY104148.1 M. pachydermatis 1099 0,0 98,6 MT248911
LMC7006.02 KY104148.1 M. pachydermatis 974 0,0 98,9 MT248912
LMC7007.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1216 0,0 99,7 MT248913
LMC7007.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248914
LMC7008.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1221 0,0 99,6 MT248915
LMC7008.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1107 0,0 98,3 MT248916
LMC7009.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1203 0,0 99,7 MT248917
LMC7010.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1166 0,0 99,9 MT248918
LMC7010.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1173 0,0 100 MT248919
LMC7011.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1210 0,0 100 MT248920
LMC7011.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1192 0,0 100 MT248921
LMC7012.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1232 0,0 99 MT248922
LMC7012.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1186 0,0 99,4 MT248923
LMC7035.01 KY104153.1 M. pachydermatis 1079 0,0 99,7 MT248924
LMC7035.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1074 0,0 99,4 MT248925
LMC7036.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1243 0,0 100 MT248926
LMC7036.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1085 0,0 98,7 MT248927
LMC7037.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1238 0,0 99,9 MT248928
LMC7037.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1243 0,0 100 MT248929

Tabela 2: Identificação molecular dos isolados clínicos M. pachydermatis pelo sequenciamento da 
região ITS do DNA ribossomal.

3.2 Susceptibilidade in vitro dos isolados clínicos de M. pachydermatis aos 
antifúngicos e óleos essenciais

Os 28 isolados clínicos de M. pachydermatis foram testados quanto a sua 
susceptibilidade aos antifúngicos comerciais da classe dos azóis (cetoconazol, miconazol, 
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itraconazol e posaconazol). Os intervalos de CIM e MG-CIM para cetoconazol foram entre 
0,031 - 4 µg ml-1 e 0,142 µg ml-1 para cetoconazol, 0,5 - 16 µg ml-1 e 5,5 µg ml-1 para miconazol, 
0,031 - 0,062 µg ml-1 e 0,038 µg ml-1 para itraconazol e 0,015 - 0,5 µg ml-1 e 0,051 µg 
ml-1 para posaconazol (tabela 3). Estes resultados mostram que cetoconazol e miconazol 
apresentaram altas CIM para os isolados clínicos de M. pachydermatis.

A atividade antifúngica de óleos essenciais foi avaliada contra os isolados clínicos de M. 
pachydermatis. Foi observado que os intervalos de CIM e MG-CIM foram, respectivamente, 
0,004 – 0,016% e 0,008% para Alecrim pimenta, 0,016 – 0,031% e 0,043% para Cravo-da-
Índia, 0,016 – 0,125% e 0,031 para Menta, 0,016 – 0,031% e 0,026% para Tomilho Branco, 
0,094 – 0,75% e 0,239% para Manjericão, 0,094 – 3% e 0,477% para Alecrim e 0,188 – 
1,5% e 0,49% para Limão-Tahiti (tabela 4). Assim, observamos que os óleos essenciais de 
Manjericão, Alecrim e Limão-Tahiti apresentaram altas CIM para os isolados clínicos de M. 
pachydermatis, em comparação com as baixas CIM encontradas para os óleos essenciais 
de Alecrim pimenta, Cravo-da-Índia, Menta e Tomilho Branco.

Isolado Clínico Cetoconazol Miconazol Itraconazol Posaconazol
LMC7001.02 0,031 16 0,062 0,062
LMC7002.01 2 8 0,031 0,062
LMC7002.02 0,031 16 0,031 0,015
LMC7003.01 2 16 0,031 0,062
LMC7003.02 0,031 8 0,031 0,031
LMC7004.01 0,031 16 0,031 0,031
LMC7004.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7005.02 0,031 16 0,031 0,031
LMC7005.04 0,031 16 0,031 0,062
LMC7006.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7007.01 0,062 16 0,031 0,062
LMC7007.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7008.01 1 16 0,031 0,031
LMC7008.02 4 16 0,031 0,031
LMC7009.02 0,031 2 0,031 0,062
LMC7010.01 0,031 1 0,031 0,015
LMC7010.02 0,031 0,5 0,031 0,062
LMC7011.01 0,5 16 0,031 0,062
LMC7011.02 0,5 16 0,031 0,062
LMC7012.01 1 2 0,031 0,031
LMC7012.02 0,031 1 0,062 0,015
LMC7035.02 0,031 2 0,031 0,031
LMC7036.01 1 2 0,031 0,125
LMC7036.02 0,031 1 0,062 0,031
LMC7037.01 0,5 1 0,250 0,5
LMC7037.02 0,5 1 0,125 0,5

Média
Geométrica (MG) 0,142 5,657 0,038 0,051

Tabela 3: Concentração inibitória mínima (CIM, µg ml-1) dos antifúngicos contra os isolados clínicos de 
M. pachydermatis.
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Isolado 
Clínico

Alecrim 
Pimenta

Cravo-da-
Índia Menta Tomilho 

Branco Manjericão Alecrim Limão-
tahiti

LMC7001.01 0,004 0,062 0,062 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7001.02 0,004 0,062 0,031 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7002.01 0,004 0,031 0,062 0,031 0,188 1,5 0,375
LMC7002.02 0,008 0,062 0,062 0,031 0,375 0,750 0,188
LMC7003.01 0,016 0,062 0,016 0,031 0,188 0,188 0,188
LMC7003.02 0,016 0,062 0,016 0,031 0,188 0,188 0,375
LMC7004.01 0,016 0,062 0,031 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7004.02 0,008 0,062 0,016 0,031 0,375 0,750 0,375
LMC7005.02 0,004 0,062 0,016 0,031 0,188 0,375 0,750
LMC7005.04 0,004 0,062 0,016 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7006.02 0,008 0,062 0,031 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7007.01 0,008 0,062 0,125 0,031 0,750 3 0,375
LMC7007.02 0,008 0,062 0,062 0,031 0,750 3 0,750
LMC7008.01 0,004 0,031 0,062 0,031 0,375 1,5 0,750
LMC7008.02 0,016 0,062 0,125 0,031 0,375 0,750 0,375
LMC7009.02 0,008 0,031 0,031 0,016 0,094 0,375 1,5
LMC7010.01 0,008 0,062 0,125 0,031 0,750 3 0,750
LMC7010.02 0,008 0,016 0,016 0,016 0,094 0,094 0,375
LMC7011.01 0,008 0,031 0,016 0,016 0,094 0,094 0,375
LMC7011.02 0,008 0,031 0,016 0,016 0,188 0,188 0,375
LMC7012.01 0,008 0,031 0,008 0,016 0,188 0,375 0,750
LMC7012.02 0,008 0,031 0,008 0,016 0,094 0,188 0,750
LMC7035.02 0,008 0,031 0,031 0,031 0,094 0,375 0,375
LMC7036.01 0,016 0,031 0,062 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7037.01 0,008 0,031 0,031 0,031 0,375 0,750 1,5
LMC7037.02 0,008 0,016 0,016 0,016 0,188 0,375 1,5

Média 
Geométrica 

(MG)
0,008 0,043 0,031 0,026 0,239 0,477 0,490

Tabela 4: Concentração inibitória mínima (CIM, %) dos óleos essenciais contra os isolados clínicos de 
M. pachydermatis. OF,

3.3 Toxicidade dos óleos essenciais em G. mellonella

A toxicidade dos óleos essenciais foi avaliada no modelo invertebrado alternativo G. 
mellonella. As concentrações testadas foram selecionadas de acordo com os valores de CIM 
encontrados para cada composto. Foi observado que as concentrações testadas dos óleos 
essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-Índia, Menta e Tomilho Branco causaram alta taxa 
de sobrevivência das larvas de G. mellonella em 10 dias de experimento, indicando baixa 
toxicidade para estes compostos (P>0,05). Os óleos essenciais de Manjericão, Alecrim e 
Limão-Tahiti causaram alta mortalidade de larvas (P<0,05), principalmente com as maiores 
concentrações testadas, indicando que estes compostos são tóxicos nestas concentrações. 
Já o controle do experimento (PBS1x Tween 80) manteve a maioria das larvas vivas até o 
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fi nal do experimento (fi gura 1).

Figura 01: Avaliação da toxicidade dos óleos essenciais no modelo invertebrado G. mellonella. *, P < 
0,05.

4 |  DISCUSSÃO

Este trabalho mostra a identifi cação molecular e susceptibilidade aos antifúngicos 
comerciais e óleos essenciais de cepas clínicas de M. pachydermatis isoladas do ouvido 
externo de gatos e cães com otite. M. pachydermatis é uma levedura comensal na pele e 
mucosa de cães e gatos (Paterson et al., 2018). Este fungo pode se tornar um patógeno 
oportunista, sendo M. pachydermatis a levedura mais frequente em otites caninas (1 a 3 
Bismark) e causador regular de otite felina (Paterson et al., 2018).
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O tratamento das otites causadas por M. pachydermatis é baseado em aplicação tópica 
e sistêmica de antifúngico comercial (cetoconazol, itraconazol, miconazol, posaconazol, 
clotrimazol, nistatina, terbinafina), combinada com antibióticos para o controle de infecções 
bacterianas (Nuttall, 2016; Paterson et al., 2018). Existem diversas publicações que mostram 
a eficácia destes antifúngicos contra Malassezia sp. (Peano et al., 2017). Entretanto, 
poucos estudos que comparam a eficácia deste produto tópico e sua atividade contra a 
M. pachydermatis nos casos de otite canina e felina foram descritos (Negre et al., 2009). 
Observamos que cetoconazol, miconazol, itraconazol e posaconazol são eficazes contra os 
isolados clínicos de M. pachydermatis. Entretanto, alguns isolados clínicos apresentam alta 
CIM de miconazol (16 µg ml-1) e cetoconazol (4 µg ml-1). Da mesma forma, existem relatos 
de isolados de M. pachydermatis resistentes a cetoconazol e itraconazol (Nijima et al., 2011, 
Kano et al., 2018). Assim, com a existência de cepas de M. pachydermatis resistentes aos 
antifúngicos azólicos, a busca de novas alternativas terapêuticas, como os óleos essenciais, 
pode ser uma alternativa de tratamento para otite de cães e gatos. Os óleos essenciais são 
conhecidos por sua capacidade de proteção das plantas contra insetos, vetores, herbívoros 
e microrganismos patogênicos (Sharifi-Rad et al., 2017), revelando assim uma potencial 
atividade antimicrobiana. Em nosso trabalho, os óleos essenciais Alecrim pimenta, Cravo-
da-Índia, Menta e Tomilho Branco apresentaram atividade contra os isolados clínicos de M. 
pachydermatis. Existem poucos estudos de atividade antifúngica de óleos essenciais contra 
isolados clínicos de M. pachydermatis (Bismark et al., 2019). Os trabalhos de atividade 
antifúngica apresentam variações metodológicas e diferentes óleos essenciais, dificultando 
a comparação dos resultados. Mesmo assim, é evidente a atividade antimicrobiana dos 
óleos essenciais, inclusive contra M. pachydermatis (Rusenova e Parvanov, 2009; Váczi et 
al., 2018). Os óleos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-Índia, Menta e Tomilho Branco 
apresentaram alta atividade antifúngica contra os isolados clínicos do fungo patogênico M. 
pachydermatis e baixa toxicidade à G. mellonella. Assim, a utilização destes óleos essenciais 
é promissora. Contudo, ensaios adicionais são necessários para a aplicação destes óleos 
essenciais no tratamento de otites caninas e felina causadas por M. pachydermatis.
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