MARIA FATIMA SUGIZAKI

CONTRIBUIGRO RO ESTUDO DO ISOLAMENTO DE Paracoccidioides

brasiliensis: BNALIAGRO DE MEIOS DE CULTURA E INFLUENCIR

DA TEMPERATUR %ﬂﬂ NISTATINA NA DESCONTAMINAGAO
AN 4

Tese apresentada 4 Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da Univer-
sidade FEstadual de Campinas, para
obtencéo do grau de Mestre em Bio-
logia e Patologia Buco-Dental

PIRACICABA
ESTADO DE SAO PAULO - BRASIL
1986

UNICAMP
BIRLIOTECA CENTRAL



Ams meus Pals

Irmaos

Sobrinhos

Mata Sugizakt
fin memorvan’
é;.‘
Laurentina K. Sugizaky

Hateus Lucta Olga
& e &
Clara Joao Alberto Hatiro
{risiing Eduarde Alberto Elians
Hario Mateus Morio Alberto Gisele

Alexandre Paula Regina Ciro
Dagniele oassto

©f em grande parde, no sedo das familias,
que be prepara ¢ destino das nagoes”

Ledo XIII



H

Ao meu PAI,

OMENAGEM

E trniste perder um ente gqueride,
porem a presenca de sud forca
gapiadiuak continua a LLuminai @

orientair 04 caminhos a4 Aerm

- pegudides, pard integhrar-nos Ra

essoneia da vida.



HOMENAGEH E GRATIDAO

R minha MAE e irm8os MATEUS, LUCIA e OLGA,

Quando {indciamos a nusda jornada pela baeve vida,
pelos Longos caminhos, 0 nodsa cabeca apresentava
-s¢ cheia de sonhos, esperancas; objefivos indegd
nidos, ideais quase innealizaveis pela fatia de
expenigneda e enfendimento. Mas nao Aimpoata. A
vida exdge que se caminhe. E atraves desses  en
conthos ¢ dedencontros, dessa multidac de opinioes
divergentes, que se originam 08 conflitos. Para
sani-Los existe a forga da Led que acatma as  em
polgantes paixfes, ondigens des desentendimenios.
Diante dos ovhstaculos procuramosd ndg exmorecesn ¢
caminhar, pois a wida nao para, e quem paid monae

para a vida,

agradego 3 vocés, por tudo aguilo que deram de si
para a minha formagac moral e intelectual, e gue alcangasse mui

tos dos objetivos de minha vida.



ORITENTADGOR

a0 Prof. Dr. PEDRO BERTOLINI, agradeco a orienta

¢ao deste trabalho, e também a sua amizade e compreensac em to

dos os momentos gue juntcs passamos, ensinando-~me gue:

BENFEITOR - ¢ o que ajuda e passa.

AMIGO - T 0 que ampara em siléncdo.

o que colabora sem consdtrarger.

=l

COMPANHEIRO -

o gque ¢ renova para o bem.

=

RENOVADOR -
FORTE - & ¢ que sabe esperar nO trabalhe pacifico.
EQCLARECIDO ~ & o que se conhece.
CORAJOSO - & o gque nada teme de 44 mesmo.
DEFENSOR - € 0 que coopera Aem periunrbat.
EEICTIENTE - & ¢ que age em beneflcio de todos.

VENCEDOR - 2 o que vence 4 A4 mesmo.

André Luiz/Chico Xavier



AGRADECIMENTOS

% profa. Dra. Terue Sadatsune, cujo companheiris
mo e dedicagao muito auxiliou na minha formacdc cientifica e tam
bém na realizaclo deste trabalho, jincentivando e  apresentandc

valiosas sugestOes, & nossa gratidao.

2o Prof. Dr. Giibertr Morenc, que nOS incentivou

s iniciar a pesguisa na area de Micologia.

% profa. Dra. Oiga Fischman Gomperisz, a guem devo

4 minha formagac na area de Micologia.

ao Prof. Dr. Mateus Bugiszaki, pelo apoio, sUges

tSes apresentadas e revisao de texto.

Aos Docentes do Departamento de Microbiologla &

Tmunclogla, peloe apoic € egtimulo constante.

Aos Funciondrios da Disciplina de Microblologia,

oue muito contribulram na realizacao deste trabalho.

%X profa. Dra. Galba Maria de Campos-Takaks, pela

smizade e colaboragas.

5 Clave Tisuko Fujtta Supizaki, por todos estes

-

anos de convivéncia € compreensac, & minha gratidao.

£,
o
H

ACS amigos, Jgue HMSsmo distantes, sbuberam

através da anizade, a s5ua colaboragac.



Ac Sr. Antontio Aparecido Martine, pela confecgao

dos graficos apresentados neste trabalho.

% Sra. Ivonate Aparecida Dorini de Aguiar e Silvg

gue executou O rrabalho de datilografia.

x sra. Enilae de Souza Nogueira Voipato, pela rxe

vigAo da bibliografia.

A0 Sr. dJosé Carlos Costa Carreira, pela impressao

¢ encadernagio deste trabalho.

A todos gue nos auxiliaram, mestres € amigos 4o

pagsado e 4o presente, nOssos agradecimentos.



c o N T E UG D O

INTRODUGAD - --evnvene e P 1
OBJETIVOS weesrnnvnnes e neaeeeens e 5
REVISAO BIBLIOGRAFICA vreewrensemnoncnrrnemnecneeenss 6
MATERTAIS E METODOS «ovvovonevorenss e 20
QESULTADOS  wevevnnvves e e 41
DISCUSSAD  wvenvncns Cesensrrerenene R e 55
SUMARTO E CONCLUSGES +oevsvrervronnres e e 64
SUMMARY  vvecnmcnmesnrsss e e evae e 67
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS +eevvcnnnrrersommmrrsrrsnsses 69



CiM

N

FN+H

GPY

GPY+N

MY

MY+N

MY+5

MY+S+N

PBS
5A
SA+HM
SAB
SAB+HN
YEA
YEA+N
YEPM

TEPM+N

[}

i

H

ABREVIA{;SES

Concentragao inibitdria minima
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O Paraecoccidioides brasiliensis & um funge pato
génico gue causa a paracoccidicidomicose ou blastomicose sul
-americana no homem. Essa moléstia € uma micose sistémica, de
distribuic80 geogrifica restrita ao continente americano, onde
estd circunscrita aos palses latino-americanos. Casos autdcto
nes da micose foram verificadas em palses situados desde o ME

xico atd a Argentina (MACKINNOW, 1972; GREER & RESTREPO, 1877;

LONDERO, 1978).

Essa micose & considerada endémica no Estado de
S3c Pauleo, parecendo atingir mais o interior e principalmente
& zona rural (FAVA NETTO & RAPHAEL, 1361}. Recentements
MARQUES e cols. (1983), estudaram o perfil epidemicldgico dé
paracoccidioidomicose na drea endémica de Botucatu, onde 80%

dos pacientes sao originades da regiac centro-sudeste do Esta

do de B30 Paulo, especialmente de Botucatu (Figura 1).

2 paracoccidicidomicose € uma infecgao granuloma
tosa, de evolucdo crdnica, com grande polimorfismo clinico, on
de predominam as formas pulmonares e cutaneo~mucosas, seguindo
-se a de cutros 8rgdos, como ganglios linfaticos, supra renal,
baco, figade, intestino, 0Ss0S, sistema nervoso central, etc..
Em cerca de 70 a 80% dos casos, os pulmoes estdo comprometidos

e em geral tal localizagao € acompanhada de lesGes em outros

Srgaos.



PICURA 1 - Area endémica de Botucatu (area hachureada) gque 1in

clui todas as cidades de origem de 80% dos 176 pa
cientes com paracoccidicidomicose. Estac assinala
das as nove cidades com trés oOu mais doentes
{(MARQUES e cols., 1983).

O isolamento do Paracoccidioides brasiliensis
foi realizado pela primeira vez por LUTZ (1908} e loge a sg
guir por SPLENDORE {1210}, utilizando dgar Sabouraud, & tempe
ratura ambiente. O Parvacoceidioides brasiliensis & um fungo
dimGrfico gue, em meios de cultura 3 temperatura ambiente,creg
oo sob a forma de colénias brancas, aderentes ac meio. Nessa
temperatura o crescimento do fungo g lento, iniciando-se o© de

senvolvimento apbs 20 a 30 dias de incubagao (MIRANDA & MACHADC



PILHD, 1959; DEL NEGRO e cols., 1982] gquando as coldnias sa0
denominadas de forma M {micelial). A 3?0C, principalmente em
meios enriguecidos com determinados nutrientes, o P.brasiliensis
apresenta maior velocidade de crescimento e produz coldnias
chamadas cerebriformes ou leveduriformes, constituindo a varian

te conhecida por ¥ {yeast) ou L {levedurifome}.

Segundo SAN BLAS e cols. (1980}, a  temperatura
parece ser o Unico fator gue interfere no dimorfismo do P.
brasiliensis. Este processo & reversivel, mas O mecanismo pe
1o gual as cdlulas leveduriformes sao convertidas em forma mi

celiana e vice-versa ainda permanece desconhecido.

Desde a descoberta do agente da paracoccidioido-
micose, vidrias técnicas e mejos de cultura tém sido testados
para se obter o seu isclamento {(LACAZ & cols., 1945; LITTMAN,
1948: MIRANDA & MACHADO-FILHO, 185%; RESTREPO & CORREA, 1872;
RESTREPO & CANO, 1%81). O isolamento do P. brasiliensis & re
lativamente facil de se conseguir, quando o material semeado
apresenta elevado nimerc desse fungo & ndo esteia contaminado
com outros microrganismos {(caso de pus ganglionar). Em  mate
riais como escarro, lesodes orofaringeanas e lesfes de pele, ©
crescimento & lento e dificultado pela presenga de bactérias
e fungos sapr&fitas, pois mesmo adicionando-se antibidticos an

tibacteriancs ou antibolores (GEORG e cols., 1954; DEL NEGRO e

cols., 1982) os resultados nem sempre sac animadores.

Nos casos de micoses pulmonares, O @8Carrc € a



amostra clinica mais freguentemente examinada, a qual normal
mente, apresenta uma certa concentragic de bact&rias (COMSTOCK
e cols., 1974) e de leveduras do género Candida (ARMSTRONG &
HALL, 1956; HELMS, 1956; COMSTOCK e cols., 1974;. A taxa de
crescimento desses organismos contaminantes geralmente & malor
do que a de muitos fungos patogénicos, gue regquerem um periodo,
em torno de 10 dias, para produzir coldnias detectivels. al-
guns auteres observaranm que.gmostras de escarro, consideradas
escassamente positivas para leveduras em exane direto, podemn
conter em ftorno &9.103 c2lulas/ml (KAPICA & CLIFFORD, 1968). A
adicdo de substéncias antibacterianas & inibidoras do  cresci
mento de fungos resultam em uma melhor taxa de recuperacac, en
tretanto, © isolamentce do agente etioldgico ainda representa un
problema, o gual pode estar relacionade com o fato de gue pou
cas colénias de Candide albicans inibam completamente o cresci
mento de outros fungos patogénicos no melo de Sabouraud dextro
5@ Agar, COMG OCOIrEe COm O Higtoplasma capsulatum {BURNMS &
LARSH, 1962; KAPICA ¢ cols., 1868). Por isso, recomenda-se &
yealizacdo de cultivos de amostras tomadas em diferentes perio
dos, semeadas em meios seletivos e nao seletivos, para se ob

+or altas taxas de isolamento {(THOMPSON & cols., 1877).

SANFORD e cols. {(18965%) e REEP & KAPLAN (1872aj .,

mostraram gue o processo de digestio-descontaminagac pode  me

ihorar o isolamento do fungo, obtendo—~se consequentemente  maior

porcentagem de culturas positivas.



OBJETTITVOS

considerando a importdncia da paracoccidicidomi-

cose e as dificuldades de isolamento do seu agente etioldgico,

o Paracoceidioides brasiliensis, o presente estudo teve por

ghietivos:

verificar a ocorréncia das principais levedu

ras no escarro;

Estabelecer a concentracac inibitéria mninima
de nistatina para as leveduras e para o

Paracoccidicides brasiliensts;

Avaliar o crescimento das leveduras € de
Paragececidicides brasiliensis em diferentes
meios de cultura na presenga e na auséncia de

nistatina, 8s temperaturas de 34%c e 25%C;

Estudar a assoclagBo do cloranfenicol e nista
+ina como descontaminante, a fim de obter uma
melhor relagao entre o© isolamento de

Papracocetdioides brasiliensie e a auséncia de

leveduras.



REVISAD BIBLIODGRAFTICA

1 - ISOLAMENTO E IDENTI?ICA?EG DE LEVEDURAS

0 termo levedura & aplicado arbitrariamente & to
dos os funges hialinos ou de cor creme gue, a0 menos em uma das
fases de seu crescimento, se reproduzem por blastosporos, e
ndo produzem mic&lic aéreo abundante. As leveduras que vivem
pu como sapréfitas ou como parasitas, tém sido isoladas de
plantas, do homem e de outros animais, do solo, aguas de rios,
mares, lagos, etc.. Na literatura, gsao descritas, aprozximada
mente 600 espdcies, das guais 25 sao consideradas patogénicas

para o homem (AHEARN, 1978].

Infecgdes no homem, causadas por leveduras ou
fungos leveduriformes, tém sido relatadas hd, aproximadamente,
140 anos. Geralmente, tais infecgbes envolvem as nepbranas
mucocutdneas e sio de menor significado clinico, porém varias
das infecgOes sistémicas tém sido assocladas a0s processos de
desnutrigao, dlabete, carcinomas, antibioticoterapia, terapia

com corticéides, etc.. {(SMITS e cols., 1966; AHEARN, 1978;}.

Considerando a flora microbiana do homem e de ou
tros animais, verifica-se que as leveduras do género Candida,
especialmente a Candida albicans sobrevivem normalmente na oOrg

faringe {(SMITS e cols., 198661, pele {(LACAZ, 1880}, em caries



dent8rias (SOUZA e cels., 1980}, na secrecao brionguica (NEGRONI
% DAGLIO, 1948; HELMS, 1956; ARMSTRONG & HALL, 1956; KAPICA &
CLIFPORD, 1968), na vagina (SEELIG, 1966; LACAZ, 1980}, na uri
na e nas fezes {(MURAHOVSCHI e cols,, 1970; LACAZ, 1980 BAPTISTA,

1281) .

ODDS (1979) dande énfase para o isolamento, de
74 espdcies de leveduras de 14 géneros registrados por LODDER
{1970), encontrados principalmente no escarro, ohservou gue a
maioria dos isolamentos era, sem dfivida, contaminantes transi-
t8rios. No entanto, algumas dessas leveduras podem ser consi-
deradas como flora normal do homem e, portanto, representam
agentes patogénicos oportunistas em potencial. O escarro dos
portadores de neoplasias, abcessos pulmonares e tuberculose po
de transportar rica flora bacteriana e fangica, incluindo nes
+e Gltimo caso, leveduras do género Candida, tais como ¢,
aibicans, C. kruset, C. tropicalie, C. parapstlosis, eta . (LACAZ,

1380},

A Candida albicans &, indubitavelmente, o fungo
patogénico mais frequentemente isolado, em geral, afetando pri
mariamente as mucosas do trato gastrointestinal e respiratdrio
(KAPICA & CLIFFORD, 1968). Embora ela tenha sido isoladé do
sscarro e detectada nos pulmbes em necrépsias, seu papel COmo
um patbgenc em doengas pulmonares nao tem sido aceita por to
dos os pesguisadores. Pois, segundo a revisao feita POT
SEELTC (1966), ainda que a (. albicans seja um patdgenc limita

do guando presente em grande nfiimero sua patogenicidade pode



ser acentuada em pacientas commecanismos de defesa deprimidos.
Alédm disso, nos Gltimos anos, tem-se demonstrado gque a elevada
incidéncia de candidlase pode estar relacionada com © crescep
te uso de antibidticos de largo espectro de agac, combinado ou
nio ac tratamento com corticides, principalmente, a da (.
zlbicans encontrada nos escarrcs de individuos com pneumenia e

doenga brdénquica crénica.

2 ~ SENSIBILIDADE DAS LEVEDURAS E Paracoccidioides hrasiliensis

AS DROGAS

Dois antibidticeos polienos, a nistatina e a anfo
tericina B, sao as substancias mais wutilizadas no tratamento
das infecgbes causadas por jeveduras. A nistatina & produzida
pelo Streptomyces noursei e foi descoberta por HAZEN & BROWN
{1951) apresentando propriedades fungistéticas e fungicidas,
aparentemente sen atividade antibacteriana. Ela & uma das drg
gas CcOm maior eficifncia contra a Candida albicans, € tem sido
empregada hd guase vinte anos na pratica médica, sem evidén-
cias da ocorréneia natural de amostras resistentes,. Entretan-
to, algumas referéncias eio feitas & indugao de resisténcia "in
vitro" por subculturas na presenga da droga (ATAR & WINNER,

1571} ou por agentes mutaganicos (CAMPOS, 1973} .

HAZEN & BROWN em 1951, verificaram gue gquantida

des entye 1,56 e 6,25 pg* de nistatina/ml foram capazes de ini

¥ hg de nistatina = 2,8 Unidades de nistatina.



bir o desenvolvimento ou levar & morte muitos fungos saprbfitas
e patogénicos, incluindo: . alkiecans, C. neoformans, H.
copsulatum, B. dermatitidis, F. brasiliensis, espécies de

Trichophyton, A. fumtgatus, Penicillium notatum, etc.,

PANIKER & cols, (1963), pesquisando a sensibili
dade para a nistatina, pelo método da diluigdoc em meio liguidg
de 218 amostras de Candide isoladas de candidiase vaginal,cons
tataram que todas foram inibidas em concentracdes de 40 U/mlou
menos. A major parte (64,2%) foi inibida com 5 U/ml e somente

10,1% exigiram concentragdes de 20 U/ml ou mails.

por outro lado, ATHAR & WINNER (1871}, utilizan-
do o m&todo da diluicac em Ggar, verificaram gue a concentra
cac inibitdria minima (CIM) de nigtatina estava compreendida
entre 7,5 e 25 U/ml para 1389 amostras de Candida. Degtas,
45,3% foranm senslveis & 12,5 U/ml, 26,1% 5 15 U/ml, 25,1% a

25 U/ml e apenas 2,9% & 7,5 U/nl.,

CAMPOS (1973}, estudando © nivel de resisténcia
das diferentes linhagens de (. albicans, iscladas de diversos
materiaig, cbservou gue as amostras apresentaram niveis de re
sisténcia para nistatina compreendidos entre g e 50 upg/ml, sen

do que mais de 50% apresentou niveis de resisténcia para 10 ug/

mi.

gMITH e cols. (1375}, pesguisando a incidéncia,
distribuicio e os tipos de leveduras em uma populagaode crian

¢as hospitalizadas para tratamento de gueimaduras, obhservou
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que a maioria das amostras de Candida albicans (78,3%) foi ini
hida por 6,2 e 12,5 U de nigtatina/ml de um total de 295 amos-—
cras isoladas. Uma maior variagdo na sensibilidade & nistati
na foi observada entre outras espécies de leveduras, mas nenhu
ma apresentou resisténcia 5 concentracdo superior a 200 U de

nistatina/ml.

SECUELA e cols. (1280), realizando estudos com O
intuito de padronizar Os testes de sensibilidade para antibid-
ricos antiffingicos, compararam O tradicional método da  dilui
gac em melo sd1lido com a técnica utilizando um aparelho semi~-
~automdtico, o Autobac l. A&s concentracdes inibitérias  mini
mas pele método da diluigdo em Agar variaram de 1,56 al2,> ug
de nistatina/ml guando testadas para a% varias espécies de
Candida. Nio observaram gualguer digcrepéncia entre o método
auntomdtico € © tradicional guanfo acs resultados obtidos para

a nistatina.

NORBRE e cols., (1981}, empregando o método da di
luigdo em &gar, para restes de sensibilidade & nistatina, ern
smostras de ¢, albicans e outras leveduras isoladas de mate
riais clinicos, obtiveram concentracdes inibitbrias minimas pa
ra a nistatina de 10 a 50 U/ml. A maioria das amostras apre

sentou CIM de 15 U de nistatina/ml e apenas uma abaixo de 10 U

de nistatina/ml.

POLONELLI & MORACE (1984}, utilizando um sistema

microautonitico, na rentativa de padronizar e obter resultados



S

guantitativos mais precisos, na determinagdo das concentragoes
inibitdrias minimas e fungicidas, testaram 204 amostras de le-
vedurag de 6 espé&cies diferentes frente a diversos antibioti
cos antiffingicos; 5-fluorcitosina, anfotericina B, nistatina,
econazol, miconazol, ketoconazol e clotrimazol. Pelo  método
em estudo, a CIM para a nistatina mostrou haver uma clara sen
sibilidade das amostras de . pseudotroprecalis. As concentra-
coes fungicidas coincidiram com as concentragoes  inibitdrias

minimas em 47,5% de todas as leveduras testadas.

A sensibilidade do Paracoeccidioides brasiliensis,
aos antibidticos & muito peguena. A anfotericina B, embora al
tamente tdxica, tem sido a droga de escolha no tratamento das
infeccoes flngicas sistémicas e oportunistas, e consequentemen

te para o tratamente da paracoccidioidomicose.

ILUKEWITSCH (1955), averiguou o poder fungistati
co de 71 produtos guinicos contra o0s fungos Higtoplasmy capsulatun
e Paraccocidicides brasiliensis e, entre as substancias testa
das, a sulfadiazina apresentou atividade contra o P. brasiliensis

em concentrages de 500 e 1000 ng/ml, sendo menos eficiente sC

bre o F. capsulatunm.

SAMPAIO e cols., (1955}, estudando a agao do sul
Fisoxazol sobre o P, hrasiliensis "in vitro", demonstraram agao
fungistitica, na concentragao de 50 ug/ml e com nitida dinibi-

cic a partir de 100 pg/ml, em 3 {trés) cepas testadas.

LACAZ & MINAMI (1963), testando 10 cepas de F.
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brgsiliensis frente a um preparade sulfamidico, RO 4-4393, ve
rificaram pequenas variagoes no comportamento das amostras,mas
regra geral, observaram efeito inibitéric em concentragoes de

£,2% a 12,5 pg/nl.

Pela importéncia que a anfotericina B representa
no tratamentce da blastomicose sul-americana, CASTRILLON &
MINAMI (1971}, estudaram o desenvolvimento da resisténecia do
©. hrasiliensie & referida droga. Nesse estude, 4 amostras do
fungo foram testadas por sucessivas passagens en concentraoes
crescentes do antibidtico, obtendo-se culturas regsistentes

§ 2000 ug de anfotericina B/ml de melo.

NEGRONI & RODRIGUEZ (1973}, estudando a agao fun
gistdtica e fungicida do miconazol, verificaram gque esta € uma
droga de amplo espectro de agao, inibindo "in vitro® fungos
filamentosos, leveduriformes e actinomicetos. Em relagac aos
agentes de nicoses profundas, I, capsulatum, P. brasiliensis,
2. dermatitidis e S. sehencki?, a inibigédo pelo antibidtice foi

parcial nas concentracoes de 1,0 ug/ml e total para 10 ug/ml.

RESTREPO & ARANGO (1980} pesquisaram "in vitre”
a sensibilidade de 60 amostras de P. bracsiliensis & sulfadiazi
na e sulfadimetoxina pela técnica da diluigdo em agar e consta
taram gue 51,6% das amostras apresentaram concentragoes inibi-
tdrias minimas de 50 ug/ml para gualguer uma das drogas testa
das. Concentragoes mais elevadas inibiram em torno de 75% das
amostras, no entanto, €,7% de tais cepas permaneceram resisten

tes 3 sulfadiazina e 8,4% & sulfadimetoxina, nas concentracoes
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de 200 ung/ml de cada droga.

STEVENS & PHUOC {1982) estudaram "in vitro" a in
teracdo do trimetoprim e sulfametoxazol sobre 4 (guatro) amos-
tryas de P. brastiiensis isoladas de pacientes. Esses autores
verificaram que todas as amostras do fungo foram resistentes
ao trimetoprin e trés delas apresentaram concentragdes inibitd

rias minimas gque indicaram resisténcia ao sulfametoxazol {(>2000

wg/mli .

3 - METOS DE CULTURA £ METODOS PARA ISOLAMENTO DE FUNGOS PATO

GENICOS

0 isolamento de fungos patogénicos de materiais
clinicos & freguentemente impedido ou impossibilitado pelo cres
cimento abundante de bactérias contaminantes e fungos saprofi-
rag nos meios de cultura. particularmente, © escarro, exsuda-
5 de lesces abertas e raspados de pele ou unhas, sac o0s mate

riais que, normalmente, astaoc aptos a serem contaminados por

taig microrganismes.

virios mdtodos tém sido utilizados para  contro
lar a contaminagac bacteriana, tais como: diminuicao do pH do
meio de cultura & niveis desfavordveis ao crescimento de bacté
rias; adicao de antibibticos antibacterianos (AJELLG, 1957} e

adichio de corantes antibacterianos {LITTMAN, 1948).
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Com a descoberta do antibidtice cicloheximide,di
versos estudos foram realizados demonstrande a sua atividade
antifingica, principalmente sobre fungos sapréfitas. GREORG e
cols. (1954), realizaram testes para determinar a sensibilida
de ao cicloheximide dos fungos gue causanm micoses subcutfneas
ou sistémicas: 4. Ffumigatus, B. dermatitidis, C. albicans,
P. brasiliensis, Coceidioides immitis, (. neoformans, 5.
schenckii, Phialophora compactum, P. pedrosoi, P. werrucosag. O
P. Brgsiliensis (forma Y) apresentou resisténcia & droga até a
concentracac de 5000 pg/ml, no meio de Sabouraud dextrose cal
do. A excegac do (. neoformans & A. fumigatus cujos crescimen
tos sido inibidos 3 baixas concentracgoes da droga, todos os de
mais fungos, tambdm apresentarawm sensibilidade somente em con

centragbes superiores & 5000 npg/ml.

Utilizando corantes com atividade antibacteria
na, LITTTMAN (1947) e LITTMAN (1%48) estudaram um nove meio pa
ra o isclamento de fungos patogénicos de varios tipos de amos
rras clinicas. Nesse meio, 0 cristal vicoleta e a estreptomici
na foram usados como agentes bacteriostiticos, e o oxgall (bi

le de boi) para restringir a expansdo das colOnias de fungos.

BRILLIAND e cols. (197%2), também verificaram a
aficfcia de diversos corantes em meios de cultura, para © 1s0
lamento primfrio de fungos patogénicos. Dentre os corantes
restados para . neoformans, C. albicans & as fases dimdrficas
de H. caepsulatum e B, dermatitidis, o vermelho de metil mos-

trou-se como o melhor para selecionamente dos fungos.
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para obtencdo do P. hrasiliensis que afeta as
vias respiratfrias, utiliza-se ¢ escarrc Como a principal awos
tra clinica, portante, deve-se considerar a elevada contamina
g3o por bactérias e leveduras (ARMSTRONG & HALL, 1956; HELMS,
1456 SEELIG; 1966 COMSTOCK e cols., 1974; LACAZ, 1980) . Dian
te desse fato, varios estudos tém sido realizados para aprimo
rar as técnicas de isolamento dos fungos pategénicos, nao SO

mente de escaryo, mas rambdm a partir de outros materiais c<con

taminados,

OMIECZYNSKI e cols. (1965}, desenvolveram um mé
todo para suprimix O crescimento exagerado de (. albicang € que
permitisse a esporulagac de Coccidioides immitic. Esse método
consistindo da tdcnica de "poux plate” simples ou dupla ugando
o Agar extrato de levedura, mostrou-se superior guando compara
do ao método da semeadura em egtrias sobre a superficie do

meio, ne isolamento de (. immitis de escario.

Segundo NEIMESTER € cols. (19%71), fungos patogé-
nicos OO 4llescherta boydii,ﬂsp@rgillus fumigatus € Nocardia
gstercides, podem ser isolados utilizando-se ul nétodo de di
gestac com hidrdéxido de sddio. Isto péde ser observado em amg
+yas submetidas a bacteriologia da ruberculose, no periodo de

1966 a 1969, e gue foraw processadas por esSsa t&cnica.

RESTREPO & CcORREA (1972}, realizaran estudos 8Q
bre dois meios de cultura para © isolamento primério de
pavacoccidioides pragiliensis Ge amostras de escarro. Verifi-

caram que O agar extrato de levedura apresentou resultados  s4
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periores ao &gar Sabouraud modificade, com taxas de  recupera
cao de 96,8% para o primeiro e 65,6% para o fitimo. Para es-
ses autores, a eficiéneia, provavelmente nac foi devido a natu
raza intrinseca do meio de cultura, mas ao crescimento irrele-

vante das espécies de Candida sobre o &gar extrato de levedura

No que se refere ao desenvolvimento de melos de
cultura seletivos e diferenciais para ¢ isolamento de fungos
patogénicos, SMITH & RODHE (1872) apresentaram uma nova técni-
ca para ser utilizada em micoleogia mddica. Essa té8cnica envol
ve o usc de papel impregnade com cicloheximide e cloranfenicol
em concentracoes adequadas. O papel, assim preparado, guando
colocado sobre a superficie de um meio s6lido e inoculado conm
material contendo flora mista, favorece o isclamento de um anm
plo espectro de funges patogénicos e oportunistas. Para a ava
liaglo da técnica, os autores utilizaram misturas artificiais
de bactBrias e fungos, materiais clinicos isclados e "pool® de
materiais clinicos, artificialmente semeados com fungos, de
monstrandc duas vantagens em relagdo acs melos de cultura pre
parados com antibidticos: 1} o gradiente de difusao da ciclo
heximide permitiu um creseimento seletivo dos fungos patogéni-
cos resistentes, por toda a zona de inikigao bacteriana e, 08
fungos mals sensiveis puderam crescer nOs Seus niveis de tole

réncia do antibidtice; e 2) o sistema & vantajoso economica-

mente.

Em 1975, SMITH & GOODMAN avaliandc um método pa

ra o isclamento seletivo de Histoplasma capaulatume Blastomyces
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dermatitidie, a partir de materiais contaminades, adicionaram
hidr8xide de amdnio {NHQOH) concentrado sobre a superficie do
meio s81ido e obtiveram inibicdc do crescimento de muitas bac
tédrias, leveduras e fungos sapr6fitas, normalmente encontrados
em tecidos animais e escarro., Nesse @studo, os autores Consg
quiram obter em culturas de B. dermatitidis, de tecidosde caes,
74% a mais de isolamentos em um meio usando NH40H, bem como au

mentos de 20 a 32% nos isolamentos de H. ecapsulatum de escarrc

O P. hrasiitensis, geralmente tem sido isolado
em uma variedade de meios sdlidos, incubados sob condigGes de
aerobiose, & 379 ou & temperatura ambiente., O isolamento pri
miric raramente & feito em melos liguidos, no entanto, alguns
estudos sobre a utilizac8o de meios liguidos para o isolamento
de P. brasiliensis, na forma leveduriforme foram relatados por

PEDROSO {1964) e RESTREPO e cols. {198L).

Além dos meios de cultura seletivos e métodos de
isolamento primlrio dos fungos patogénicos, varics estudos 50

bre processos de digestio - descontaminagac do escarro, tamnbén

fnram descoritos.

LOPES (1955), utilizando uma técnica de concen
tragdc do escarro (Método de petroff) realizou estudos para vi
sualizar o P. brasiliensis em exame direto. Tal mdétodo & indi
cado nNOog Ccases em gque a guantidade de fungoes presente na amos

tra & baixa dificultande a manipulagaoc.

SANFORD e cols. (1965}, ligquefazendo © esCarro
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com pancreatina seguido por centrifugagac, para concentrar o
material, verificaram gue a enzima alédm de nao ter efeito dele
tério sobre os fungos, (. neoformans, B, dermatitidis e espé

cies de dpergillus, possibilita aumentar a sua recuperagao.

REEP & KAPLAN (1972b) analisaram a possibilidade
de utilizar agentes mucolliticos associados a substancias des
contaminantes no tratamento rapido dos escarres, em exames mi=-
coldgicos. Os processos de digestdo - descontaminagdo utiliza
dos por esses autores foram: 1) N-acetil-l-cistelna-hidrdxido
de s8dio; 2) ditiotreitol-hidrézido de sd8dio e 3) fosfato
trisbdico~zefiran, Esses processos foram testados em diver
sas amostras de escarros semeadas artificialmente, cada uma com
duas das 10 espécies de fungos em estudo, incluindo o P
brasiliensie. A recuperacac deste fungo foi consideravelmente

baixa com os dois primeiros agentes muccliticos e maior com ©

teroceiro.

GERVAST & MILLER {1975}, també&m pesguisaram a
atuagao de agentes mucoliticos de escarro {(N-acetil-l-cisteina
ditiotreitol e pancreatina-tripsinal) no isolamento de
Cryptecoccus neoformans. Os autores demonstraram gue esse mi
crorganismo, guando presente en concentragoes tao baixas quan-
to 10 leveduras/ml de escarro, podem Sex isoladas con freqglién

cias mais elevadas do gue gquando O processo de digestdc nao foli

realizado.

RESTREPO & CANO ({1881) investigaram o efgito
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dos processos de digestac e de vidrios meios de culitura sobre o
isoclamento de fungos causadores de micoses respiratdrias de es
carros semeados artificialmente. Os agentes mucoliticos N-ace
til-l-cisteina e pancreatina, nac afetaram a viabilidade  dos
microrganismos estudades. Entre os varios meios de cultura
usadosg, 4 parecem constituir uma bateria conveniente: Sabhi,
Sabouraud medificado, &gar extrato de levedura e Littman alpis
te. Apesar da alta taxa de contaminagac, ¢ Sabhi foi eficien-
te para todeos os fungos testados, exceto para o F. brasiliensia
Oz meios de Sabouraud modificado e 8gar extrato de levedura per
mitiram crescimento adequado de H. capsulatum, P. brasilienstg
¥, qatervoides, A. fumigatus e S. schenekii. O &gar extrato de
levedura apresentou menor contaminagac que o Sabouraud modifi-
cado, enquanto gue o Littman alpiste agar permitiu o pronto

reconhecimento de colfnias pigmentadas de (. wmecoformans.
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MATERTATS E METODOS

1 - MICRORGANISMOS

1.1 - LEVEDURAS

Cingllenta ¢ sete amostras de leveduras foram iso
ladas de escarro, provenientes de pacientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina (UNESP). Para cada anmostra
foi feita sua identificacdo e determinada a concentracgao inibi

tiria minima frente & nistatina.

1.2 - Paracoceidicoides brastilienste

Onze cepas de P, brasiliensis foram obtidas de
pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, provenientes dos seguintes materiais: gdnglio {seis
smostras), escarro (trés amostras), biOpsia de pele (uma
amostral e lesio de mucosa (uma amostra). Essas cepas isoladas

fpram estudadas guanto 3 concentragac inibitfria minima frente

& nigtatina.
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2 - MEIOS DE CULTURA

2.1 — PARA ISOLAMENTO E IDENTIFICACAC DE LEVEDURAS
Os meios de cultura relacionados a seguir foram
utilizados para o isolamento de leveduras, provas de assimila-

gaa e fermentacio, produgac de clamidosporos € filamentacao.

2.1.1 - Agar Sabouraud Dextrose (Merck).

GliCOSE +eevesnrrsverscranns 40 g

PEPLONE .sssvrsscvrvmmsavscr 10 g

AGAY sruresnorsnosmonnsrnens 15 ¢

Agua destilada ..e-sevvrener 1000 ml
pH = 5,6 * 0,1

Adicionar 65 g de meic desidratado a 1000 ml de
jgua destilada e aguecer até completa dissolugado. Distribuir
em tubeos de ensaio € esterilizar em autoclave 3 120°% durante

15 minutos. Solidificar em posicac inclinada.

5 1.2 - Agar Sabouraud Dextrose {(Merck) adicionado de

cloranfenicol

Kgar Sabouraud Dextrose .... 65 g
Cloranfenicol ...vevavseenns 0,05 g

Agua destilada .evecenronrn- 1000 ml
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Adicionar cloranfenicol, previamente dissolvido
em alcool metilico e solucdo tampdo fosfato pH = 6,0 ao  &gar
Sabouraud dextrose dissolvide em &gua destilada. Autoclavax

3 1209C por 15 minutos e distribuir em placas de Petri.

2.1.3 - Agar Sabouraud Dextrose {Mexck) adicionado

de oxtrato de levedura

Egar Sabouraud Dextrose ..... 65 g
Extrato de Levedura «v...... . 5 g
Aqua destilada .......v..... 1000 ml

adicionar o extratc de levedura ao dgar Sabouraud
dextrose dissolyvido em 3gua destilada. Aquecer até completa
dissolucdo e distribuir em tubos de ensaio. Esterilizar em au
toclaye a 120°C durante 15 minutos. Solidificar em posicao

inclinada.

2.1.4 - Agar Farinha de Milho com Tween 80 (BERNHARDT

1946) modificado

Parinha de Milho amarela ..... 12,5 ¢
Agua destilada .....veeenavenn 300 ml
RGBY wcurnoaonveansvansncsens . 3,8 g
muween B0 Juesvenrrnrncnasanasas 3,0 mi

Adicionar farinha de milho amarela & 300 ml de
Agua destilada e aguecer em banho maria & 60°C durante uma ho

ra. Filtrar em papel de filtro, completar para 300 nl o velu~-
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me filtrado, adicionar dgar e agquecer até completa dissolugao.
acrescentar Tween 80, homogeneizar, distribuir em tubos de en

saio o esterilizar em autoclave & lZGGC durante 15 minutos.

2.1.5 - Prova de Assimilagdc de Carbono (LODDER &

KREJER-VAN R1LJ, 1852)

culfato de amdnio ...ecervvrvenronrs 549

Fosfato de potdssio monobdsico ..... L1 9

gulfato de magnésioc heptaidratado .. 0,5 g
Agar !nictc!v_!ltwvuu ooooooooooo P I T zog
Agua destilada ...caeerrvroerenrnee 1000 ml

Dissolver o &gar em 8gua destilada, acrescentar
ag sais, agitar € distribuir aliguotas de 16 ml em tubos de el

saic de 18 x 180 mm. Esterilizar em autoclave 5 120°C por 15

minutos.

2.1.6 — Prova de assimilagac de Nitrogénio (LODDER &

KREJER-VAN RIJ, 1952}

DEXETOSE o vevanmunsssresrsrsssmsss 20 g
rosfato de pot@ssio monobisico ... ig
gulfato de magnésio heptaidratado . 0,5 g9
KGATr woennnssrronesnmresmsmrssnstts 20 g
Agua destilada «...e-verecronrrtott 1000 ml

pisgsolver o Agar em dgua destilada, acrascentar

a dexitrose & OS sais, agitar e distribuir aliquotas de 16 mlem
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subos de ensaio 18 X 180 mm. Esterilizar em autoclave & lEOOC

por 15 minutos.

2.1.7 - Prova de Fermentagao de Carboidratos

PeptOnNd ..vevscvenrorervurec ic g
extrato de Levedura ......-- 5 g
Azul de bromotimol ....ewens 8 ml
Agua destilada «..ieveeenons 1000 ml

pissolver peptona e extrato de levedura em balao
com 1000 ml de &gua destilada. Ajustar o pH a 7,2, Adicionar
indicador, homogenelzar € distribuir em 5 baldes. Adicionar a
cada balBo separadamente, 23 dos aclicares: dextrose, sSacarosg
iactose, maltose e galactose. agitar até completa dissolugao
e distribuir 5 mi do meio em tubos 12 X 120 mm, com tubos de

Durham. Egsterilizar a llOQC durante 10 minutos.

2.2 -~ PARA DETERMINAGCAC DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

(CIM}

0 Antibiotic Medium 20 liquido foil empregado pa

ra detexminarl & concentragao inibitS8ria minima das anpostras de

leveduras e o meio cflido para as amostras de Paracoceidicides

brasiliensts.
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2.2.1 = Antibiotic Medium 20 (M-20])

Extrato de levedlra@ ... .cevve- 6,5 g
pxtrato de CAXNE ..iaverersras 1,5 g
PeptONA «sveervansrrvoscssnnes 5 g

Triptona (pancreatic digest
of casein) «.osceese 16 g

DEXEYOSE sonevervosnnsssns s il g
Cloreta de s8di0 .eceesaseeses 3:39
Fosfate dipotdssico ceencrvres 1,32 g

ggua n;'t(g*Eb!tt!!p»nit:.w‘ao lﬂﬂaml

Digsolyer os componentes en 1000 ml de &gua des

+ilada agquecendo € esterilizar em autoclave 1 121% durante

15 minutos.

2.3 - PARA O TSOLAMENTO DE Paracoccidiotides hrasiliencis

Oos seguintes meios foram utllizados para ava

1iar o crescimento de Paracocaidioédes bpasiliensis em igolamen

to primdrio:



2.3.1 - Mycosel Agar (BBL]

PEPLONA +ovvarsvvannsnesss 10 G

Di+1glicose .evverreereaa 10 G

BOAT vivaeerccrasssnsonnes 15,5 ¢

Cicloheximide ..ssvuvevras 0,4 g

Cloranfenicol ..vareeruwen= g0,05g
pH = 6,9 ¢ 0,2

guspender 36 g do meio desidratado em 1000 ml de

Ggua destilada.

var & lZUQC durante 15 minutos e distribuir 30 ml do nmeic

placa.

aguecer atd dissolver completamente.

Autoclé

por

2.3.2 - Mycosel Agar (BBL} adicionado de Sangue de

Carneliro

Mycosel AGAY ..savnvnanns

Agua destilada .......;.

36 g

1000 ml

suspender 36 g do melo desidratado em 1000 ml de

Agua destilada.

var & 120°Cc durante 15 minutos.

Aguecer até dissolver completamente e autocla

Esfriar o mejio & aproximadamen

te 45 =~ 56°C e adicionar sangue desfibrinado de carneiro (10%).

pistribuir 30 ml do melio poOr placa.
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2.3.3 = Glucose - Peptone - Yeast Extract

PEDLONE o iveernnonsscenns 5 g
Extrato de levedura ....... 5 g
Solucao de glicose a 50% .. 20 ml
Agar ... .iiieseraancnenaaen 12 g

Agua destilada ............1000 ml
pd = 7,0

Dissolver peptona, extrato de levedura e dgar
em 1000 ml de &gua destilada. Autoclavar a 120°C durante 15
minutos. Bsfriar o meio 8 45 - 50°C e adicionar 20 ml de uma
solucio de glicose & 50% esterilizada por filtragao. Distri

buir 30 ml do meio por placa de Petri.

2.3.4 = Meic de Fava Hetto

POPLONG cvveevnmenssnancrass 16 g

ﬁrateose pepEona .. .-cin s 3 g
Extrato de Carh€ ....veees. 5 g
Cloreto de 88dio ..ovenenvvnn 5 g
DEXETOSBE wrvuvrvvanevnvenss 44 g
EQAY wuvasnsrorconsonnsssns 18 g
Complexo vitaminico* ...... 5 ml
Agua destilada ......cov.on. 1000 ml

* Complexo vitaminico: cloridrato de tiamina, 1 mg: niacina,
1 mg; pantotenato de cilcie, 1 mg; riboflavina, 0,5 mg - &

inositol 5 mg.
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aguecer a fgua € acrescentar o Sgar at@ dissolu-

cao completa e depois dissolver os demais componentes. Autocla

var & 120%C durante 15 minutos. Digtribuir 30 ml do meio poOr

wlaca de Patyi.

2.3.5 - Yeast Extract Agar (RESTREPO, 1972}

solugdo de extrato de levedura

als% ﬂ.l‘ﬂ.‘t‘.i..l.&'t."‘l’l 6ml

Agar ’I‘...bf".‘"""".l‘.ll'. 2Qg

Agua destilada ...eaveeeceen ee.. 1000 ml
pH = 6,5

Dissolver o Agar em 1000 ml de Zgua destilada e

autoclavar & IZOQC durante 20 minutos. Eefriar o meio & 50°¢

e adicionay a solucdo de extrato de levedura, previamente este

rilizada pox Filtragao.

patri,

Pigtribuir 30 ml do meio por placa de

2.3.,6 - Yeasi Extract Phosphate Medium (SMITH &

GOODMAN, 1975)

Extrato de levedurXa ....=s-e--- 1 g

Solugdo concentrada de
FosSEAtOF ceeneseraraeemeneours 2 ml

Agar

Agua destilada .....-.-- seesv.. 1000 ml
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pDissolver o Agar e extrato de levedura, migturar
com a solugio de fosfato. Autoclavar & 120°C durante 20 minu

+os. Distribuir 30 ml do meic por placa de Petri.
# golucio concentrada de fogfato:

Digsolver 40 g de fosfato de sddio dibisico em
100 ml de 3dgua destilada. Adicionar 60 g de fosfato monobdsi~

co e acertar o pH i 6,0. Ajustar © volume com agua destilada

para 40 ml.

2.3,7 - Sabhi Agar

Infusio de cBrebro ......-ce-- 100 g
Infusio Ge COLAGAD wesewresr>: 125 g
protecse peptond ....eveeoxres 5 g
NeopephtORa «vrvesraceremsorors 5 g
DEXTYOSE yavransserrasveosreses 20 g
cloreto de s8A10 i..aeeeenere 2,5 g
Fosfato de s8dio dib&sico .... 1,239
T S 15 g
Agua destilada ...eeecvecererre 1000 ml
pH = 7,0 % 0,2

Bidratar © melo suspendendo 39 g e 1000 ml de
dgua destilada e aguecer at® dissolver completamente. Esteri-

1izar em autoclave z 121°C por 15 minutos. Distribuir 30 ml

do meio por placa de Petxl.



3 - ISOLAMENTO DAS AMOSTRAS DE LEVEDURAS

Aamostras de escarros foram semeadas em estrias,
com alga de platina, em placas de Agar Sabouraud dextrose con
cloranfenicol e, incubadas & 37°%¢ por 96 horas. Foram realiza
das observacSes diirias e as coldnias suspeitas de leveduras
eram coradas pelo método de Gram, examinadas microscopicanente

2 repicadas para tubos Com Zgar Sabouraud dextrose para estudo

posterior.

4 - IDENTIFICAQKO DAS LEVEDURAS ISOLADAS

As amostras de leveduras iscladas de escarro, fo
ram estudadas guanto s suas caracteristicas micromorfoldgicas

e fisiolBgicas, de acordo com as técnicas preconizadas porx

LODDER (1870},

4.1 - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

as caracteristicas de reprodugac vegetativa, mOX
fologia das células, formagdc de pseudo-micélio, micé&lio verda
deiro e clamidosporos, foram observadas utilizando-se a técni-

ca de cultura em lEmina.

Cculturas de leveduras crescidas em fgar Sabouraud

dextrose adicionado de extrato de levedura, a 37°C durante 24
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nworas foram semeadas em 3gar farinha de milho com Tween 8¢ e

observadas ao microscdpio apbs 1 a 5 dias de incubagao & 25°C.

a-ﬂ

nitrogenadas, e ¢

4.1.1 - Técnica de cultivo em lamina

Colocar uma lAmina de microscopia sobre um bastdo de vidro

em forma de U, em uma placa de petri e esterilizar;

distribuir o meio liquefeito, Agar farinha de milho comnm
Tween 80, sobre a limina de vidro, de modo a formar uma

pelicula, evitando-se & formacdo de bolhas. Deixar solidi

ficar;

semeay a irevedura em estudo em finas estrias paralelas S0

pre a superficie do melio:

embeber peguena porgao de algodao hidrbfilo com dgua este-

rilizada, para se obter a umidade necessiria para o Crescl

mento da levedura;
incubaxr & 25% durante 1 a 5 dias;

colocar laminula sobre as estrilas, nO momento de observar

ao microscdpic.

4.2 - CARACTERISTICAS PISIOLOGICAS

Os testes de assimilacac de fontes carbonadas e

e fermentagac de carboidratos foram realiza
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das utilizando-se suspensCes de leveduras obtidas pela adigac
de 6 ml de solugao fisioldgica & uma cultura crescida em tu-
bos de agar Sabouraud dextrose com extrato de levedura e incCu-

bhadas & 37%c durante 24 horas.

4.2.1 - Testes de Assimilagfo de fontes carbonadas e

nitrogenadas

s testes foram realizados segundo & técnica des
erita por BELJERINCK, 1889 (VAN DER WALT, 1670), utilizando melo
de cultura sbdlido, contendo fgar, sulfato de amdnioc, fosfato
de potassio monobisico, sulfato de magnésio heptaidratado. A

prova foi executada da seguinte forma

a - fundir em banho maria O meio base, contidos em tubos de en
saio em aliguotas de 16 ml e resfriar a temperatura de 45

a 5{30(:;

I -~ adiclonar aoc neio base 2 ml da suspensao de levedura e agi

tar até completa homogeneizagao;

e - verter a mistura para placa de Petri de 100 x 20 mm, dei

xzar scolidificar;

a - no fundo da placa, assinalar em pontos egliidistantes as

substancias a serem utilizadas no teste;

g -~ Ccom uma agpatula esterilizada, colocar peguenas guantidades

das substincias testes na superficie do meio, nas respecti
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vas marcas assinaladas na placay
f - incubar as placas a temperatura de 26°C atd 72 horas;

g - na prova positiva h& formacdc de um halo de crescimento ao
redor da substancia assimilada e na negativa, tal halo as-

similativo nao & verificado.

como fontes de carbono, foram empregados OB se
guintes carboidratos: Gextrose, lactose, galactose, sSacarose,
maltose e rafinose. Ccomc fontes de nitrogénio foram utiliza -

dos: nitrato de potdssio, sulfato de amdnia, peptona € uréia.

4 2.2 - Fermentagdo de Carboidratos

As provas de fermentagao foram realizadas cOm OS
geguintes carboidratos: dextrose, iactose, maltose, sacarose

e galactose, utilizando a segulnte té&cnica:

s - inocular 0,1 ml da suspensao de levedura em tubos de en~-
saic de 12 x 120 mm, cOB yubos de Durhan, contendo 5 ml de

meio para fermentagdo com indicador azul de bromotimol;
- 3 Faud C}
L - agitar para homogenglzar € incubar & 377C;

¢ - na prova positiva hi formag@o de bolbas de gds no tubo de

Durhameaaciﬁificag&a do meio com aparecimento de cor amare

la;

4 - incubagdo até 30 dias, ©OW leituras diarias.
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4.3 - PORMACAO DE TUBOS GERMINATIVOS PELA Candida albicans

pentre as varias esp8cies do género Candida,a C.
albicans e C. stellatoidea sdo as Unicas capazes de  produzir
tube germinative, em presenga de soro, & 37°C. Para verificar
a formagac de tubos germinativos utilizou-se a téconica descri-

ta por TASCHDJIAN e cols., 1860; gue consiste em:

a -~ pipetar 1,0 ml de s0ro0 de coelho para tubos de ensaio 12 x

120 mm;

b - replear pegueno indculo de uma cultura de 24 horas para ©

tubo contendo S50Y0;
¢ - incubar & 37°¢ por um periodo miximo de 4 horas;

4 - apbs incubagio, homogeneizayr e depositar uma gota da 5US

pensac sobre uma 1l&mina de microscopia e CObrir com laminu

la;

& - observar ao microscépio.

5 - INOCULO UTILIZADO PARA SEMEAR 0S MEIOS DE CULTURA EM ESTU-

Do

5.1 - INOCULO DE LEVEDURAS

A partir de uma cultura de 24 horas, em dgar B5a&
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bouraud dextrose adicionado de extrato de levedura e incubada
a 3?GC, preparou-se uma suspensac das leveduras em solugao tam
pao fosfato (PBS) pH = 7,2, contendo 104 células/ml e inoculou

-se em cada placa 0,1 ml desta suspensaoc.

5.2 - INOCULO DE Paracocoidioides hrasiliensis

Culturas de 5 dias, crescidas em Agar Sabouraud
dextrose adicionado de extrato de levedura e incubadas & 3?OC,
foram utilizadas para preparar suspensoes do fungo em PBS pH =

7,2, contendo de 106 a lO? células/ml.

& - nETERMINagﬁo DA comcmmagﬁa INIRITORIA MINIMA (CIM) DE

NISTATIRA

A concentragao inibitdria minima foi  realizada
com nistatina {Squibb) micropulverizada, contendo 5.622 unida
des/mg e dissolvida em propilencgliccol e &Agua destilada (pH =

7,0). As solucdes da droga foram preparadas no dia do uso.

6.1 - PARA LEVEDURAS

Determinou-se a concentragac inibitdéria  minima

de nistatina para as cingllenta e sete amogtras de leveduras iso
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ladag de escarrc, pelo mdtode da diluicao em meio liguide

(SHADOMY & ESPINEL-INGROFF, 1982).

As amostras de leveduras foram semeadas eml,0 mi
de Antibictic Medium 20 (M-20) e incubadas 3 37°C durante 24

horas. A seguir, as amostras foram diluidas & 1:1000 no prd-

pric meioc de cultura.

para cada amostra foram preparados 20 tubos con-
tendo concentragdes de nistatina gue variaram de 1 a 350 Unida
des/ml de meio de cultura (Tabela Il e um tubo controle conten
do apenas meio de cultura. Em cada tubo foi semeado 0,1 ml da
amostra diluida e, a seguir, os tubos foram incubados & 3OOC,
por 48 horas. As leituras foram realizadas pela presenga de

turvagdo do meio, apbs o periodo de incubagao.

& concentracdo inibitdria minima foi definida co
mo a mals baixa concentracac da droga gue nao permitiun visuall

zagac de crescimento.

6.2 - PARA Paracocctidiotdes brasiliensis

A concentragido inibitSria minima de nistatina pa
ra as amostras de P. brasiliensis fol determinada pelo método
da diluigdo da droga em meio s61lido, utilizando Antibiotic

Medium 20 (SHADOMY & ESPINEL-INGROFF, 1982). As concentragoes

de nistatina preparadas para esse fim encontram-se na Tabela L
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Para utilizar como indculo, as culturas de Z,
brasiliensis em Antibiotic Medium 20 fgar incubadas & 34%°C, du
rante 5 (cinco} dias, foram preparadas em SUSpPensac con PBS

(pH = 7,2}, contendo de 10% a 107 células/ml.

As placas com meio de cultura e nistatina, foram
inoculadas com 0,1 ml da suspensao de P. brasiliensis e a se

guir incubadas & 3400, durante 30 dias, fazendo-se leituras s5e

manals., Uma amostra de Candidg albicans foi utilizada COMO

controle da droga.,

7 - &VAL?A?&O DO CRESCIMENTO DE LEVEDURAS E P. brasiliensis EM
DIFERENTES METOS DE CULTURA COM E SEM NISTATINA

Para uma avaliagado mais adeguada os meios de cul
tura utilizados no isoclamento de P. brasiliensis foram inicial
mente preparados sem nistatina e em outros tantos foi adiciona
do 20 U de nistatina/ml de meio de cultura. Esta concentracgdo
foi escolhida com base nos testes de CIM realizados no estudo
anterior (item 6} e que & capaz de inibir 100% das leveduras,

mas insuficiente para atuar sobre as amostras de P.brasiliensis.

Para esse experimente foram empregadas 4 (guatro)
cepas de P. hrasiliensis e as & (seis) espdcies de Candida iso
ladas de escarro, a saber: . albicans, C. parapsilosisz, c.

tropicalis, C. psewdoitropicalis, €. gutlliermondii e C.krusei;
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semeando-se 0,1 ml do indculo em cada placa e.éspalhando com

un bastac de vidro em forma de L.

Os melos de cultura utilizados foram os seguintes:

a. Mycosel agar (MY)
b. Mycosel agar + 20 U de nistatina/ml (MY+N)
¢. Mycosel agar adicionado de sangue (MY+S)

d. Mycosel agar adicionado de sangue e de 20 U de nistatina/ml
(MY+8+N)

e. Glucose-Peptone-Yeast Extract (GPY)

f. Glucose-Peptone-Yeast Extract + 20 U de nistatina/ml (GPY+N)
g. Meic de Fava Netto (FN)

h. Meic de Fava Netto + 20 U de nistaﬁina/ml (FN+N)

i. Yeast Extract Agar (YEA)

j. Yeast Extract Agar + 20 U de nistatina/ml {(YEA+N)

1. Yeast Extract Phosphate Medium (YEPM)

m. Yeast Extract Phosphate Medium + 20 U de nistatina/ml
(YEPM+N)

n. Sabouraud Dextrose Agar (SAR)

o, Sabouraud Dextrose Bgar + 20 U de nistatina/ml (SAB4N)
p. Sabhi Agar (SA)

g. Sabhi Agar + 20 U de nistatina/ml (SA+N)

Cada amostra foi semeada em 4 {quatre) placas de
gada meio de cultura, sende que duas delas foram incubadas a
34°c e as outras & 25°C. As leituras para as leveduras foram
realizadas apbs 48 horas e leituras semanais durante 30 dias

para as amostras de P, brasilienstis.
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No meio YEPM acrescentou-se, no centro da placa,
uma gota (+ 0,05 ml) de hidrdxzido de amdnio concentrade, sobre

sua superficie.

8 - AVALIAgﬁo DO CRESCIMENTO DE Candida albicans E Favacoceidioides
brastliensis 1ACAO PREVIA DO CLORANFENICOL E DE CLORANFENI-
COL + NISTATINA

A atuagdo do cloranfenicol e cloranfenicol + nis
tatina como descontaminantes foi verificada em suspensoes con

tendo uma associagao de P. brasiliensis e C. albicans.

Para tanto as suspensdes foram preparadas em dois

tubos da seguinte forma:

a}l TUBO 1: 9 ml de sclugdo tamplo fosfato pH = 7.2

0,1 ml da suspensac de (. glbhicans contendo 106—10?

células/ml

1l ml da suspensao de F. brasiliensis contendo 10°

10} células/ml

180 ug de cloranfenicol/ml de PRS

b} TUBC 2: 9 ml de solugdo tampao fosfato pH = 7,2

0,1 ml da suspensac de (. glbieans contendo 166-10?

cé€lulas/ml
100 pg de cloranfenicol/nl de PBS

20 U de nistatina/ml de PR3
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Os tubos contendo as suspensoes foram incubadas
en banheo maria & 340C, durante 30 minutos e, depois colocados
d temperatura ambiente por mais 30 minutos., A seguir, aliquo-
tas de 0,1 ml foram retiradas de cada um dos tubos & semeadas
em 4 (quatro)] placas de cada meio de cultura da bateria empre-
gada no estude 7. As placas vedadas com fita adesiva foram
incubadas, & 34°c e 3 259%c, durante 30 dias, fazendo-se leitu-

ras semanais.

9 - MEDIDA DE CRESCIMENTOQ

A avaliagao semiqguantitativa de crescimento das
leveduras e do P. brasiiiensie fol executada de acordo com O

seguinte critério:

PARAMETRO AVALIACAC DO CRESCIMENTO
(=) auséncia
(14} de 1 a 50 coldnias
{2+ de 51 a 100 coldnias
{3+) de 101 a 200 coldénias

{4+1 acima de 200 coldnias
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RESULTADDS

pag 57 (cingllenta e sete) amostras de leveduras
iscladas de escarro, a Candida albicans fol a espécie predomi
nante, estando presente em 47 {guarenta e sete] isolamentos, ©
que corresponde a 82,4% do total. Com porcentagen bastante
inferior, outras espécies foram iscoladas, também: Candida
krusei (7,0%); Candida parvapsiloais (3,5%); Candida tropicalis
(3,5%); Candida gutlliermondit (1,8%) e Candida pseudotropicalis

{1,8%) (Tabela II).

A concentragdo inibitdria minima (CIM) de nista-
tina para as 57 (cinglienta e sete) amostras de leveduras igcla
das de escarro apresentou valores varifiveis de 6 a 20 U de nis
tatina/ml {ver Tabela III}. Apenas duas amostras foram sensi-
veis para a concentracac de 6 U de nistatina/mi (ver Tabela
IV} e a maior porcentagem das leveduras mostrou-se sensivel &
concentragac de 10 U de nistatina/ml, como representado na Fi
gura 2. Considerando a porcentagem cumulativa, ohteve-se a
inibicao total das amostras de leveduras com a concentragao de

56 U de nistatina/ml (ver Tabela V}.

A determinacdo da concentragdo inibitdria minima
(CIM) de nistatina, para as onze amostras de Paracoeceidicides
brasiliensis, isoladas de diferentes materiais, mostrou gue O
valor mais baixo, capaz de inibir o fungo, foi de 30 U de nis

tatina/ml e o maior foi de 70 U de nistatina/mi (Tabela VI}i.
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0 efeito da nistatina, adicionada aos meios de
cultura na concentracao de 20 U/ml, sobre o crescimento das
seis espécies de leveduras, isoladas de pacientes (ver Tabela
£I} sofre infludncia da temperatura. Pode-se observar que &
25°¢ a nistatina parece ter melhor atividade do que & 34%¢ (ver

Tabelas VII e VIII}.

A nigtatina inibiu o crescimento da Candida
albicans em quase todos os meios de cultura em gue foi adicio-
nada, sendo mais acentuada & 25GC, gquando a levedura cresceu ape
nas no MY+N. Foi constatado, também, que nac houve crescimen
to em dois meios, mesmo na auséncia da nistatina, gue sao o YEA
e YEPM. A 340C, a C. glbicans fol totalmente inibida nos neios
FN+MN, SA+N, SAB+N e YEPM+N, desenvolvendo-se em todos os de=~

mais {(Pigura 3).

pela Figura 4 poede-ge verificar que a presenca
da nistatina teve atuacdo inibitéria sobre a Candida kruset,
i ZSOC, nos meios FN+N e SA+N, ndo ocorrendo o crescimento des
se fungo am guatro meios de cultura, mesme sem a nistatina. A
34°C houve inibicd0 pela nistatina apenas no meio YEPM+N, naoc
se observando crescimento da levedura nos meios MY, MY+5 e YEX

independentemente da presenga ou auséncia de nistatina.

Em relacdo & ¢, parapsilosts, a nistatina inibiu
a levedura nos meios FN+N, BA+N e YEPM+N, 3 34°C, n3oocorrendo cres
cimento nos meios MY, MY+S e YEA mesmo com auséncia de nistatina. A
25°¢C o comportamento'da levedura foi semelhante, exceto gue a
nistatina inibiun, também, o seu crescimento em meio SAB+N (Fi-

gura 5} .
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Quanto 3 espécie . tropfeqlis, a inibicadc pela
nistatina ocorreu nos meios FN+N, SA+N, SAB+N e YEPM+N na tem
peratura de.3éoc, e nao houve crescimento do fungo no YEA com
e sem nistatina. A& ZSOC, nao houve crescimento da levedura
nos meics com nistatina, a excecac do MY+N e, da mesma forma,

nao ogorreu crescimento no meio YEA com e sem nistatina {FPigu-

ra &j.

A nistatina teve efeito inibitério sobre a c.
pseudotropicalis apenas no SABIN, guando submetida & temperatu
ra de 34°C e, também, no SA+N, além do SAB+N, & 25°¢. Nos meios
MY, MY+S, YEA e YEPM nac houve crescimento da levedura  mesmo

sem adicionar a nistatina, em nenhuma das duas temperaturas (Fi

gura 7).

Para a C, gutlliermondri, os resultados foram
praticamente iguals em ambas as temperaturas, nac se verifican
do o crescimento do fungo nos meios MY, MY+E, YEA, YEPM com e
sem nigtatina. O crescimento foi inibido, pela presen@a da
nistatina, nos meios FN+N, SA+N e SAB+N, sendo que no primeiro

houve inibicao total & 25°C e parcial 3 34°C (Figura 8).

0 crescimento das gquatro amostras de P.brasiliensis,
apresentou apenas pequenas variagOes, enm relagéo &s temperatu
ras de incubacdo (ver Tabelas IX e X)}. Uma avaliacao do com-
portamento dasg amostras de F. brasiliiensie, em cada meio de cul

tura com 2 sem nistatina serd feita a seguir.

A amostra Bt-(7 apresentou crescimento nos melos
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sem nistatina, com excegdo do SAB, § 34°C. Nessa temperatura
a presenca de nistatina inibiu o crescimento da amostra no
melo FN+N e interferiu parcialmente nos meios SA+N, YEA+N e
YEPHM+N, guando submetida & 250C houve crescimento da amostra
em todos 0s meios sem nistatina, embora no SAB nfo tenha side
com a mesma intensidade dos demais. Com a adig@o da nistatina
nos meios de cultura, pdde-se verificar que houve  influéncia
da droga no desenvolvimento do fungo nos meios FN+N, SA+N,

SAB+N, YEA+N e YEPM+N (Figura 9).

O crescimento da amostra Bt-08 foi total en to

dos os meios sem nistatina, exceto no SAB, em ambas as tempera

turas. Na presenga da nistatina, houve inibigao parcial ne
meio YEA+N & 34°C e no FN+N 3 259C. 0O P. brasiiiensis tave
seu crescimento totalmente inibido pela nistatina nos pelios

YEPM+N, nas duas temperaturas, e no YEA+N apenas & 25°¢ (Figu-

ra 10).

Quanto d amostra Bt-09, o crescimento ocorreu em
todes os meios de cultura sem nistatina, em ambas as tempera
turas. Em relacac aos meios com nistatina, somente o SBAB+N nac
apresentou crescimento, 3 34QC! enquanto gue a 25°C houve ini

bigdo nos meios SA+N, SAB+N e YEPM+N (Figura 11).

A amostra Bt-11, quando incubada & 34%°C, 88 nio
cresceu nos meics SAB e SAB+N, sendo gue em todos os demais

houve desenvolvimento do fungo, independentemente da presenga

ou nac da nistatina. A 25°C, também ndo ocorreu  crescimento
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do P. Prasiliensis no SAR e SAB+N, embora o desenvolvimento no
YEA e YEPM nao tenha sido com a mesma intensidade dos  outros
meios de cultura, Nessa temperatura, pdSde-se observar uma ini
bigao parcial do crescimento no meio YEA+N e total no  YEPM+N

{Figura 127}.

Em uma Gltima etapa, foram realizados experimnen
tos para avaliar a agdc do cloranfenicol associado & nistati
na, como descontaminantes, sobre o crescimento do P.brastliensis,

quando na presenga da (., glbicans (Tabelas XI e XII).

Quando submetido somente 3 acglo prévia do cloran
fenicol, & Béoc, o P. brasiliensis cresceu nos meios de cultu-~
ra MY¥+&, GPY, YEA e YEPM com e sem nistatina, sendo que nos
weios MY+S+N, YEA+N e YEPM+N o crescimento foi superior aco da
levedura. A ZSGC, © P, bhrastliensis apresentou crescimento nos
meiocs MY+S, MY+S+N, GPY, GPY+N, SA, BA+N, YEA, YEPM e YEPM+N.
Porém, apesnas nos meios MY+54N, SA+N e YEPM4N pdde-se verificar
inibiqéa da ¢, albicans, de forma mais evidente em relacgic ao

crescimento do P. brasiliensis (Figura 13).

O tratamento com ¢loranfenicol asscciado 3 nista
tina interferiu, de maneira geral, sobre o crescimento de am
bos os fungos em quase todos os meios de cultura, gquando incu-
bados & 34°C. Somente no YEPM houve menor desenvolvimento da
C. albieans, guando comparado ao do P, brasiliensis, sendo que

a levedura foi totalmente inibida pela presenca da nistatina

nesse mesmo meic, Por outro lado, tal tratamento permitiu gue
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o P. braesiliens{s tivesse crescimentc bem mais acentuado que

el G » - rl ke
© da levedura, 4 temperatura de 25°C. Havendo, inclusive, ini
bigao total da (. albicans nos meios YEA & YEPM praticamente sem

afetar o crescimento do P. brasiliensies (Pigura 14).
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b1 SCUSSAD

Considerando que a paracoccidioidomicose repre
senta um problema de grande importancia em termos de patologia
infecciosa no Brasil, produzida por fungos gue atingem as vias
respiratdrias e cuta@neo-mucosas (MACHADO FILHO & MIRANDA, 1960
SARAVIA e cols,., 1965; RESTREPC e cols., 1970; LONDERC & RAMOS
1972; GIRALDO e cols., 1976; LONDERC e cols., 1978) e frenteis
dificuldades apresentadas no isolamento do seu agente etioldgi
2o, o F, bragsiliengis, © presente trabalho procurou desenvolver

wna metodologia adeguada para tal fim.

0 diagndstico laboratorial da paracoccidicoidomi-
cose pode ser realizado através do exame microschpico, com de
monstragao do P. hrasiliensis e, também, por cultivo dos mate
riais clinicos. Embora o diagnbstico micol8gico dessa afec~
cao seja relativamente facil, o isolamento de seu agente etio-
18gico de determinados materiais clinicos, apresenta certo grau
de dificuldade, devido a presenga de flora contaminante. Um
dos principais materiails examinados no diagndstico da paracoc-
cidioidonicose pulmonar & o escarroe, no gual a presenca de le
veduras pode dificultar o isolamento do P. brastliensis {ANGEL

e cols,., 1855; MIRANDA &MACHADO FILHO, 1958; RESTREPO & CORREH

19721.

Analisando cos escarres de pacientes en estudo

{Tabela II)} pode-se verificar que das espécies encontrados, a
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¢. albtcawns apresenta-se com predominincia sohre as demais,
atingindo 82,4% do total das amostras, 0 que € concordante coaom
o0& dados encontrados na literatura (HELMS, 1956; ARMSTRONG &

HALL, 1956; KAPICA & CLIFFORD, 1868),

Segundo KAPICA e cols. (1968}, a presenca de C.
albtcans em quantidade muito peguena, de apenas 10 {(dez) cold
nias, & suficiente para inibir totalmente o crescimento de
50.000 colénias de Histoplasma capsulatum, guando inoculados em
meic de dgar Sabouraud. A inibicio do crescimento de H.
capsulatum por (. albieans, alénm de ter sido observada repeti-
damente por esses autores, 38 havia sido relatada em escarro,
por BURNS & LARSCH (1962). Para RESTREPO & CORREA {(1972), um

mecanismo similar poderia ocorrer em relagao ao P.brasiliensia

A nistatina, droga de atividade fungistitica =
fungicida, foi escolhida uma vez gue seu espectro de acido estd
mais direcionado como inibidora do desenvolvimento de levedu
ra&s, principalmente as do género Candida. Embora 0 P,
Pragiliensis seja um funge dimbrfico, apresentando uma fase le
veduriforme, a nistatina n3o possui a mesma potencialidade de

inibicac sobre o crescimento desse fungo.

Procurande estabelecer a concentragao de nistati
na mais adeguada para inibir o crescimento das leveduras, mas
gue ndc atuasse sobre o P. brasiliensis, foi determinada a con
centracgdo inibitdéria minima (CIM] para as amostras de  levedu

ras isoladas do escarro e amostras de P. brastliiensis. Como in
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dicado na Tabela V, a concentracdo de 20 U de nistatina/ml mos
trou~se capaz de inibir 100% das amostras de leveaduras, sem afe
tar as de P. brgsiliensis. O0Os resultados de CIM de nistatina
para as leveduras sao compativeis com agueles encontrados por
SMITH e cols., (1975), SEGUELA e cols. (1980} e NOBRE e cols.
{1881], cujos valores de CIM de nistatina para leveduras estd

av redor de 15 U/ml, gue inibiu a maioria das amostras,

Em relagao ao P. hrasiliensis, HAZEN & BROWN
{1951} demonstraram em Seu trabalho que a CIM de nistatina pa
ra o fungo & de 4,36 U/nl, o que, evidentemente, & bem inferior
as concentragdes verificadas no presente estudo, que variaram
de 30 a 70 U de nistatina/ml (Tabela VI). Portanto, diante des
ses resultados, em que a concentracao de 20 U de nistatina / ml
inibe totalmente o crescimento das leveduras, mas permitindo,
ainda, gue o P, brasiliensis possa se desenyolver, tal concentra
gao da droga fol empregada na preparacico dos meios de cultura

utilizados no isolamento do fungo.

Como o desenvolvimento do P. brasiliensis € afe
tado pela temperatura, os experimentos foram conduzidos a 25%¢
& ,'114(3(:_f no entanto este fator atuou, tambi&m, sobre a atividade
da nistatina. A 2SQC, a droga teve mailor eficiéncia em inibir
o grescimento das leveduras (Tabelas VII e VIII}, concordando
com as observagbes de SHADOMY & ESPINEL-INGROFF (1982}, 0s

guais relataram uma diminuigao de atividade da nistatina, guarn

L} fing O
do empregada em temperaturas superiores a 307C,
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0 comportamento das leveduras, nos diferentes
meios de cultura, variou de acordo com a espécie, sendo gue so
mente alguns meios atuaram de forma mais generalizada na inibi
gac do crescimentc. No meio YEA, com e sem nistatina houve im
pedimento do crescimento de guase todas as amostras, com exce
cdc da U, glbieans, que se desenvolveu & 34%¢ (ver Figura 3).
Estes achados sac concordantes com a citagdo de RESTREPC &
CORREA (1972), gue utilizando o mesmo meio, também, verifica
ram haver impedimento no desenvolwvimento das leveduras, prova
yvelmente devido & falta de fontes de carbono. Outro meio de
sultura gue se mostrou eficiente em inibix o crescimento das
leveduras, em ambas as temperaturas, fol o YEPM adicionado de
nistatina {Tabelas VII e VIII}. A influéncia desse melo deve
estar relacionado com sua composigdc, uma vez que além da es
cassez de fontes de carbono, o tampdo fosfato pode afetar o
crescimento das espécies de Candida (KAPICA e cols., 1968), e
tamb8&m pelas altsracOes de pH (BMITH & GOODMAN, 1%735) produzi

das pela presenca de hidréxido de amdnioc.

Os meios MY e MY+S gue inibem muitos funges, se
jam sapr6fitas ou patogénicos, pela presenga do antibidtico ci
cloheximide (actidione) em sua constituigac, impediram o cres-
cimento de algumas espécies em estudo, como a (. psewdotropicaiis
e a ¢. guflliermondii. Esses dados diferem dos encontrados por
LACAZ (1980), que considera essas espécies resistentes ao ci
cloheximide, porBm & pertinente no gue se refere @ (. albieans

gue se desenvolveu nesses dois melos de cultura.
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Por outro lado, com o meio GPY pode-se observar

gue nac ocorreu inibigao do crescimento da maior parte das es
pécies de leveduras, mesmo gquando se adicionou a nigtatina,
com excegao da (. albieans e €, tropicalis, gque foram inibidas

i 25%.

Como a ¢, albicarns & a principal espécie presen-
te no escarro, torna-se importante analisar o seu comportamen-—
to em diferentes meios de cultura. Pela Figura 3 pode-se evi
denciar gue og meios FN, SA, SAB & YEA adigionados de nistatina
foram mais eficazes em inibir o crescimento dessa espécie. Po
de-se¢ verificar, ainda, que a inibigdo foi mais acentuada a
QSOC, quando a levedura desenvolveu-se em apenas um dos nelos

com nistatina, gque & o MY+N,

Hos experimentos relacionados aoc P.brastltensis,
pode~se observar gue o crescimento sofre inibigdo em alguns
meios de cultura contendo nistatina e de forma mais ampla, a
ﬁemperatuxa de 25%¢. As quatro cepas testadas apresentam uma
certa heterogeneidade em relacao ao crescimento nos diferentes
meios de cultura, come pode ser visto pelas Figuras 2, 10, 11
e 12:; fato este gue poderia ser esperado, conforme as observa-
¢bes de GOIHMAN-YAHR e cols. (1980). No entanto, o crescimento
do fungo nos meios MY, MY+8 e GPY, contendo ou nao nistatina,

foi similar para todas as amostras, independentemente da tempe

ratura de incubagdo.

fmbora o meio de cultura SABR, seja o mails utili-
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zado em Micologia para o cultivo e imolamento de fungos patogé
nicos (LONDERO & RAMOS, 1872; ASCONEGUY e cols., 18982}, aste
nac permitiu um desenvolvimento adequado das amostras de P.
brasiliensig. Inclusive impediu o crescimento de duas amos
tras (Bt-08 e Bt-1l), mesmo sem nistatina, em ambas as tempera
turas. Esse fato, jd havia sido observado por MIRANDA &
MACHADO FILHO (1959), gue obtiveram baixa fregliéncia de isola-
mento de P. brasilienstis do escarro no meio SAB, principalmen-—
te guando comparada aos resultados descrites pdr RESTREPC &
cols. {19701, que utilizaram os meios MY, MY+5 e BHI e por

ASCONECUY e cols. (1882}, usando YEA e BHI.

Embora tenha sido determinada, experimentalmente
que a concentragd@c de 20 U de nistatina/ml era suficiente para
inibhir 100% das leveduras, guando a droga foi adicionada aos
diferentes meios de cultura, nao teve a atuagac esperada, pois
permitiu que, ainda houvesse crescimento das leveduras e tam
bém, inibiu parcialmente o P. brasilitenszs. Assim, procurou
~s¢ avaliar a possibilidade de utilizar a nistatina como agen
te descontaminante, submetendo-se os fungos & agao prévia da
droga, para entdo serem semados nos melos de cultura em estuda
a utilizacdo do cloranfenicol baseou-se no fato de gue este an
+ipidtico antibacteriano & comumente empregado no isolamento

de fungos, que podem ter o seu crescimento inibido por bacté -

rias.

Para comparar 0s tratamentos prévios com cloranfend

col e cloranfenicol associads A nistatina, utilizou-seuma amwostra de F.
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brasilzensts (Bt-07) em presenga da C. albieans, que & a espé
cle de levedura mais fregllente no escarrc. Pode-se observar
gque no tratamento com cloranfenicol e nistatina houve reducdoc
acentuada no crescimento dos dois fungos, em quase todos 0S5
meios de cultura. No entanto, & 25°C verifica-se gue o F,
brausiliensie apregentou crescimento superior ao da (. albicans

nos meios My+8, MY+S8+N, GPY, GPY+N, YEA e YEPM, inclusive,ocor

rendo inibigao total da levedura nos dois Gltimos (Figura 14} .

De acordo com RKAPICA e cols., (1968}, a presen-
ca de algumas colénias de leveduras pode inibir grande quanti-
dade de F. capsulaium. Portanto, torna-se bastante sugestive
que a recuperacac mais intensa do P, brasilienstis, na tempera-
tura de 2506, como mostradeo na.Figura 14, deve-se ao tratamen-
to prévio com cloranfenicol e nistatina gue atuou sobre a (.
atbieans, inibindo seu crescimento e petmitinﬁo, assim, o de

senvolvimento do P, brasilienstis.

RESTREPC & CORREA {1972} mostram que o meio de
cultura YEA proporcionou condigoes mals adegquadas do gue o MY
para isclamento do P, brasildensis a partir do escarro, porém
dados encontrados em outra citagac de RESTREPO & CANC (1981)
nao confirmam essa comparagac. No presente trabalho, fazendo-
~-se uma avaliacdo dos melos de cultura, pode-se verificar gque
o YEA realmente comportou-se de forma mais favoravel que o MY
no desenvolvimento do P. brasiliensis. Porém, este Altime
meio adicionado de sangue, constituindo o MY+§, permitiu gue ©

crescimentc do fungo, mesmo na prasenca da (. albieans, fosse
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supericr ao YEA e com maior evidéncia, ainda, gquando se acres-

centa nistatina.

Embora SHORIN & GOL'DBERG (1959} tenham relatado

que & nistatina tem sua atividade reduzida pela metade, quando

colocada em melos de cultura contendo 50% de soro, HAZEN &
BROWN (1951) afirmam gue essa droga ndo sofre alteragoes na
pregenca de soro ou sangue desfibrinado de cavalo. Portanto,

os regultados apresentados na Figura 14 sio concordantes com
estes ltimos autores, uma vez gue a nistatina manteve a capa-
cidade de inibir o crescimento da ¢, albZeans, na presenga de

sangue, COmO QCOrreu no meio MY+S.

Em relag¢ao ao meio YEPM, empregado por SMITH &
GOODMAN (1975} para isclamento de . capsulatum e B.dermatitidis,
foi possivel constatar que o mesmo, tamb&m, se mostrou eficien
L& para isolar o P. brgstiliienstis em presenga de leveduras.Tais
dados diferem dos encontrados por RESTREPO & CANC (1981) gue
obtiveram baixa recupsracao do P. brasiiisnsis, provavelnente
por ndc ter utilizado sclugdo tampac fosfato para  manutencao
do pH do meio de cultura. Da mesma forma, o GPY propiciou con
digoes para que o P, brasiliensis se desenvolvesse com  maior
intensidade que a . albicans, apfs tratamento com cloranfeni-

cpl e nistatina, guando incubados d 25%%¢,

Em uma andlige global dos resultados obtidos, jals]
de~se observar que, a nistatina fol extremamente eficiente so

bre as leveduras guando se verificou as concentragoes inibitd
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rias minimas e, em menor grau, quando associada ao cloranfeni-
col, para ser utilizada come agente descontaminante. Poré&m, a
droga gquando adicionada aos meics de cultura, na concentracaoc
de 20 U/ml, ndo apresentou o mesmo efeito inibitdrio sobre as
leveduras., Pode—se verificar, também, que o crescimente do F.
brasiiiengis ocorreu na maioria dos meios analisados, mas em

alguns deles, a presenga da (. albtegrne e da nistatina dificul

taram a sSua recuperagac.

Apesar de gue o isolamento do agente eticldgico
da paracoccidicidomicose apresente inlimeras dificuldades, no
presente estude foi possivel obter uma recuperacao satisfatdria
do P, brasiliensis em alguns dos meios de cultura wutilizados,
guando incubados 3 temperatura de 25°C e empregando-se a nista

tina como agente descontaminante.
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SUMARTIO E CONCLUSOES

A paracoccidicidomicose & uma molé@stia infeccic
sa causada por um fungo patogénico, Pargooccidioides brasiliensis,
gue tem merecido muita atengdc no Brasil, especialmente no Es
tado de S3c Paulo, onde & considerada endémica. Do ponto de
vista micoldgico, as maiores dificuldades para se estudar o
agente etioldgico dessa moléstia, sac encontradas no isolamen
to do P. braeiliensis. Esse fungo patogénice, normalmente, &
obtido a partir de amostras clinicas que estao contaminadas
por outros tipos de microrganismos, cujo crescimento mais aceg

lerado impede a recuperagdoc do P. brasilienstie.

Com a finalidade de avaliar as condigbes que pos
gibilitem a melhor recuperacac do fungo, utilizou-se a nistati
na para inibicac de leveduras contaminantes, que foi adiciona-
da a 8 {oito) meios de cultura diferentes, incubados &s tempe
raturas de 25% e 3490. Em uma segunda etapa, a nistatina foi
associada ao cloranfenicol, para ser empregada come agente desg
contaminante, numa tentativa de elininar as leveduras, em tra

tamento pré&vio & inoculagdo do fungo nos meios de cultura.

puando a nistatina foi adicionada aos meios de
cultura, na concentragao de 20 U/ml, nac teve a eficiéncia es
perada, permitindc que houvesse crescimento de algumas espécies
de (andidg e inihindo parcialmente o P, brasctliensis. A asso-

ciagdo da nistatina ao cloranfenicol, em tratamentc pré&vio co
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mo descontaminante, permitiu melhor recuperagdc do P brasiliensis
na presenca de leveduras, em 4 (guatro} dos melios de cultura

estudados.,

Pela anflise dos resultados obtidos no presen-

te trabalho, as seguintes conclusces poden ser inferidas:

1 - A nistatina adicionada aos meios de cultura, apregsentou
maior atividade inibit®ria tanto para as espécies de
Candida como para as amostras de F. brasiliensis, guando

incubadas & temperatura de 25%¢,

2 - A econcentracdo de 20 U de nigtatina/ml de meio de cultura,
capaz de inibir 100% das amostras de Candide, nac manifes
fou o mesmo grau de inibigaoc sobre esses microrganismos,

quando foi adicionada aos meios de cultura.

3 - A presenca de nistatina nos meips de cultura apresentou
efeito inibitdrio schre © desenvolvimento das amostras de

p. brasiliensis em alguns dos melOs de cultura em estudo.

4 - A nistatina associada ao cloranfenicol, utilizada como deg
contaminante, permitiu gue houvesse melhor recuperagac do

P. Brasiliensis em presenga da (. albicans, & temperatura

de 25°C.

5 - 0g meios de cultura MY+S, MY+3+H, GpY, GPY+N, YEA € YEPM
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favorecenm o crescimento do P. brasiliensis, de forma mails
acentuada que da (. albicansg, apbs o tratamento com nista-

tina associada ao cloranfenicol.
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SUMMARY

Paracoccidioidomycosis, an infectious disease
induced by the pathogenic fungus Paracoceidioides bragiliensis
has drawn a great deal of attention in Brazil, specially in the

State of 530 Paulo, where the infection is endemic.

The major difficulty in studying this disease, by
the mycoloaical view point, is related to the ethiological agent
isclation usually provided from clinical samples, which are
always contamineted other kinds of microorganisms, whose

accelerated growth impedes recuperation from P. brasilienstis.

with the purpogse of evaluating the conditions
which possibilitate a better recuperation from the fungus,
nistatyn was used a inhibitor of contaminant yeasts. The nistatyn
was added to eight different culture media that in counterpart
were incubated at 25°C and 34°¢C temperatures, to make possible
the conditions for the best fungus recuperation. In a second
study, previously to the inoculation into the culture media the
fungus sample was treated with the nistatin associated to the

chloramphenicol as decontaminant agent,in an attempt to eliminate

the veast contamination.

The nistatyn added to the culture media dig not
show the expected result, allowing the growth of some Candida

species and the partial inhibition of the P. brasiliensis. On



. 68 .

the other hand, the chloramphenicol and nistatyn used together
as a decontaminant agent in previous treatment, enhanced a
better F. brastliensis recuperation in four of the culture media

studied.
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TABELA I ~ Proporgoes de solugao de nistatina e de meio de cul

tura para se obter a concentragac desejada da droga

Solucao mae Concentragao da Meio de Concentracao

golugao mae cultura final

(ml) (U/ml} (ml} {(U/ml1)
a,z 100 19,8 1
, 100 19,6 2
8,8 100 19,2 4
\ 100 18,8 6
, 100 18,4 §
) 100 18,0 10
, 1000 19,6 20
, 1000 19,4 30
, 1000 19,2 40
. 1000 19,0 50
, 1000 18,8 60
, 1000 18,6 70
1,6 1000 ig,4 80
2,0 1000 18,0 100
, 1000 17,5 125
) 1000 17,0 150
4 10000 19,6 200
, 10000 19,5 250
13600 19,4 300

a,7 14000 19,3 350




TABELA 11 -~ Distribuicgao percentual das espécies de

leveduras

do género Candida isoladas de 57 (cingllenta e

te} amostras de escarro

s5e

Espécie Nimerc de amostras %

Candida albicans 47 82,4
Candida kruset 4 7,0
Candida parapetiosts 2 3,5
Candida tropicalis 2 3,5
Candida gutllzermondit 1 1,8
Candida psewudotropiealis 1 1,8
TOTA L 57 100,0




TABELA III - Concentragdo inibit&ria minima (CIM) de nigtatina

determinada para cada uma das espécies de levedu

rag isoladas de escarro

Amostra  Leveduras (Unidades de l;zaistatina/ml)
E -~ 1 Candida albicans 8
E - 2 (Candida albicans 20
E - 3 Candida albicans 10
E ~ 4 J({andida albicans 20
E -~ &L Candida albicans &
E -~ & (Candida albicans 20
E - 7 Candida albicans 20
E ~ 8 Candida albicans 20
E -~ 9 Candida albicagns 8
E - 10 Candida albieane 20
E =~ 11 Candida albicans 8
E -~ 12 Candida albicans 10
E ~ 13 Candida Eruseti i
E - 14 Candida albicans 240
E - 15 C(Candida parapsilosis 20
E ~ 16 (andida parapsilosis 6
E -~ 17 C(andida albicans 10
E « 18 Candida tropicalis &
E - 19 Candida kruset 20
E = 20 Candida albicans 10
E - 21 Candida albicans 20
E - 22 (andida albicans 20
E -~ 23 Candida albicans ig
E - 24 Candida albicans 8
E ~ 25 (andida albicans 1¢
E -~ 26 Candida albicans 1o

continua



TABELA III - Continuagao

CIM

Amostra Leveduras (Unidades de nistatina/ml)}

E
E
B
E
E
E
E
=
E
B
E
E
E
E
E
E
B
E
E
g
E
E
B
E
E
E
B
E

E
E
E

-

e

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
3%
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
a1
52
53
54
55
56
57

Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida

Candida

Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candida
Candtda
Candida
Candida

aglbigans
albhicans
albicans
pseudotropicalls
gutlliermondi?
albicans
albicans
albicans
albicans
albicansg
albicans
kruset
albicans
albticans
albicans
albicans
albicans
tropiealie
albhicans
albicans
albieans
glbiteans
albicanse
albicans
albicans
albicans
qlbicane
albicans
albicans
albicans

kruset

20
10
20
10
ig
10
ig
20
1g
20
20
10
20
20
20
Lo

8
14
1o
10
ic
10
10
10
ic
10
10
10
10
i0
20




TABELA IV - Distribuicao das espdcies de leveduras, iscladas
de escarro, de acordo com as concentxagées inibitd

rias minimas (CIM) de nigtatina

Egpécies de Namero de CIM
{Unidades de nistatina/ml)

leveduras amostras 5 g 10 50
Cagndida albicans 47 - 6 24 17
Candida kruset 4 - - 2 2
Candida parapsilosis 2 1 - - 1
Candide troptcalis 2 1 - 1 -
Candida guilliermondii 1 - - 1 -
Candida pseudotropicalis 1 - - 1 -
TOTAL 57 2 6 29 20

% 100 3,5 10,5 50,9 35,1




TABELA V — Porcentagem cunulativa das amostras de leveduras

inibidas por diferentes concentragoes de nistatina

(Unidades de NGnero de Sumilative
nistatina/ml]} (%)
6 2 3,5
8 8 14,0
10 37 64,9
104,0

20 37




TABELA VI - Concentracdo inibitbria minima (CIM) de nistatina
para cada uma das 11 {(onze) amostras de
papacoccidioides brasiliensis lsoladas de  pacien
tes do Hospital das Clinicas da raculdade de Medi

cina de Botucatu = UNESTE

CIM
Amostras {Unidades de nistatina/ml)
Bt-02 | 50
Bt-03 60
Bt-04 >0
BL—07 ~0
Bt-08 40
Bt ~09 30
Bt-11 70
Bt-21a 30
pt-21b 60
Bt-23b 40

Bt—31 50
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TABELA VIII - Avaliagao semi-quantitativa do crescimento das esp@cies de Candida, isoladas
de escarro, em diferentes meios de cultura com e sem nistatina (20 U/ml), &
temperatura de 25°¢

Meios de Espécies de Candida

cultura C.albicans C.kruseit C.parapsilosis C.tropicalis C.pseudotropicalis C.guilliermondii
MY 4+ - - 4+ - -
MY+N 4+ = ™ 4+ - -
MY+S 4+ - - 4+ . - -
MY+S+N - - - - - -
GPY 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+
GPY+N - 4+ 4+ - 4+ 4+
FN _ 4+ 4+ 4+ 3 4+ 4+
FN+N - - - - 4+ -
SA 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
SAHN - - - - - -
SAB 4+ 3+ 4+ 3t 4+ 4+
SAB+N - 3+ - - - -
YEA - - - - - -
YEA+N - - - - - -
YEPM - - 4+ 3+ - -

YEPM+N - - - - -




TABELA IX - Avaliacao semi-quantitativa do crescimento de gqua
tro amostras de Paracoccidioides brasiliensis, em
diferentes meios de cultura com e sem nistatina

(20 U/ml), & temperatura de 34°C

Meios de Amostras de P. brasiliensis
cultura Bt-07 Bt-08 Bt-09 Bt
MY 4+ 4+ 4+ 4+
MY+N 4+ 4+ 4+ 4+
MY+S 4+. 4+ 4+ 4+
MY+S+N 4+ 4+ 4+ 4+
GPY 4+ 4+ 4+ 4+
GPY+N 4+ 4+ 4+ 4+
FN 4+ 4+ 4+ 4+
FN+N X 4+ 4+ 4+
SA 4+ 4+ 4+ 4+
SA+N 2+ 4+ 4+ 4+
SAB = - 1+ -
SAB+N = : - - -
YEA 4+ 4+ 3+ 4+
YEA+N Yir 1+ 3+ 4+
YEPM 4+ 4+ 4+ 4+

YEPM+N 1+ - 4+ 3+




TABELA X - Avaliacdo seni-guantitativa do crescimento de  qua
tro amostras de Paracocetdioides brasiliensis, em
diferentes meios de cultura com e sem nistatina, a

temperatura de 25°¢

Meios de Amostras de P. brasiliensis
cultura Bt-07 Bt-08 Bt-09 Bt-11
MY 4+ 4+ 4+ 4+
MY+H 4+ 4+ 44 4+
MY+5 4+ 4+ 4+ 4+
MY+54+H8 4+ 4+ 4+ 4+
GPY 4+ 4 4+ 44
GPY+N 4+ 4+ 44 : 4+
N 4+ 4+ 4+ 4+
FH+N - 1+ 3+ 4+
SA 4+ _ 4+ 4+ 4+
SA+N - - - 4+
SAR i+ - 1+ -
SAB+HN - - e -
YRA 4+ 4+ 4+ 24+
YEA+N 2+ - 1+ 1+
YEPM 4+ 4+ 4+ 2+

YEPM+N - - -




TABELA XI - Avaliacdo do processo de descontaminagao com clo
ranfenicol (100 ug/mi! sobre o cxescimento de
Paracoceidioides brastiiensis (Bt-07} e Candida
albicans (E-1} em diferentes meios de cultura com
e sem nistatina (20 U/ml), submetidos ds temperatu

rag de 3400 e 25°%C

Temperatura

Meios de cultura 14°¢ 25%%¢

E-1 BL-07 E~1 Bt—-07
MY 4+ - 44 -
MY+N 4+ - 4+ -
MY-+S 4+ 4+ 4+ 4+
MY+S+N 2+ 3+ i+ 4+
oPY 4+ 4+ 4+ 4+
GPY+N 4+ 4+ 4+ 4+
N 4+ - 4+ -
FN4+N 1+ - - —
SA 4+ - - 4+ 24
Sa+N - I+ - i+ 2+
SAB 4+ - 44 -
SAB+N 3+ - L+ -
YEA 4+ 3+ 4+ 4+
YEA+N - 2op - -
YEPH 4+ 3+ 44 A+

YEPM+R - 2+ - 1+




TARELA XTI — Avaliag@c do processo de descontaminagdo com c¢lo
ranfenicol (100 pg/ml} associado 8§ nistatina {20
U/ml) sobre o crescimento de Paraccceidioides
brasiliensis (Bt-07) e Candida albicans (E-=1}), em
diferentes meios de cultura com & SCIL nistatina
(20 U/ml) subnetidos 8g temperaturas de 34°¢ e

O

257C

Tempexatura

Meios de cultura 34%¢ 25°¢

E-1 Bt~07 E-1 Bt-07
My 1+ - 1+ -
MY+N 1+ - - -
MY+5 1+ 1+ 1+ 3+
MY+E+N 1+ 1+ 1+ 4+
GPY 3+ 3+ 1+ 3+
GPY+N 3+ 3+ 1+ 44
FN - - - - -
FNH+E - - - -
Sh 1+ - S 14 -
SA+N - - - -
SAB 1+ - 1+ -
SAB+N - - - -
YEA 1+ 1+ - 2+
YEA+N - - - -
YEPM 1+ 2+ - 3+

YEPM+N - 1+




