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1. Introdução
As leveduras Malassezia, são agentes fúngicos associados a quadros patológicos em infecções,
como a Pitiríase versicolor observada com elevada incidência na região Amazônica, ou ainda a
outras dermatoses (Guého et aI., 1998). Segundo Aspiroz et aI, (1997), este gênero apresenta a
seguinte classificação taxonômica: Reino Fungi, Filo Deuteromycotina, Classe Blastomycetes,
Ordem Criptococales, Família Criptococcaceae, Gênero Malassezia. Embora as espécies desse
gênero sejam semelhantes entre si, elas podem ser diferenciadas por meio de critérios
morfofisiológicos (Gupta, 2000). A importância de identificar essas leveduras vem aumentando, a
partir do conhecimento de sua alta patogenicidade em pacientes com algum tipo de
imunodepressão (Zaitz et aI., 2000). Atualmente, existem onze espécies descritas, M.
pachydermatis, M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M. sympodialis, M. slooffiae, M. restricta, M.
japônica, M. nana, M. yamatoensis e M. dermatis. Todas essas espécies são lipo-dependentes, com
exceção de M. pachydermatis. Os fungos ao contrário das bactérias são seres que apresentam uma
velocidade de crescimento muito lento nos diversos meios de cultivo e muitas vezes a
contaminação por bactérias ou por outros fungos prejudica a conservação das colônias. As técnicas
existentes para a manutenção de fungos em micotecas, geralmente são trabalhosas, dispendiosas
e muitas vezes ineficientes. O desenvo Ivimento de novas formas de preservação de fungos por
períodos prolongados se faz necessário para a realização de estudos prospectivos envolvendo sua
biologia e epidemiologia. Métodos ideais de conservação de leveduras objetivam manter a
sobrevida das células, bem como a pureza da cultura e a estabilidade de suas características
(Mariano, 2006).
O objetivo desse trabalho foi identificar e criopreservar as amostras mantidas na Coleção de
Fungos de Interesse Médico do INPA coletadas em 2005 e verificar a viabilidade das mesmas,
assim como a viabilidade das amostras do ano de 2004, criopreservadas em 2007.

2. Material e metódos
Foram selecionadas 59 amostras da Coleção de Microrganismos de Interesse Médico do INPA
obtidas durante o ano de 2005 e inoculadas em meio de cultivo sólido contendo bile e óleo de
oliva, em MDixon, além de meio sólido acrescido de cloranfenicol e cicloheximida. Este último
permite o desenvolvimento de M. pachydermatis, por não apresentar na sua constituição qualquer
fonte de ltpídios. Testes físico-químicos foram relizados, como prova da catalase, provas de
assimilação de tweens em diversas concentrações, e tintoriais como a coloração de Gram. Para a
criopreservação foi realizada inoculação em meio de cultivo sólido contendo bile e óleo de oliva,
com a finalidade de promover a purificação das colônias. Posteriormente, foram levadas aos
microtubos para serem congeladas a -700C. A viabilidade das amostras criopreservadas de 2004
foi testada 12 e 24 meses após congelamento, e as amostras de 2005, em 3, 6 e 9 meses de
congelamento.

3. Resultados e discussão
Das 59 amostras selecionadas foram identificadas: M. pachydermatis 25(43.37%), M. slooffiae
13(22.03%), M. globosa 7(11.86%), M. fufur 5(8.47%), M. obtusa 5(8.47%) e M. sympodialis
4(6.70%). Observou-se a predominância de M. pachydermatis, única espécie não lipo-dependente,
ou seja, não necessita de ácidos graxos de cadeias longas para se desenvolver, condição
necessária para qualquer uma das outras espécies. Das espécies lipodependentes, M. slooffiae e
M. globosa apresentaram maior incidência conforme Figura 1. Em estudo realizado com amostras
do ano de 2004, Oliveira et aI. (2008) observaram proporções semelhantes (M. pachydermatis
35%, M. slooffiae 18% e M. globosa 12%). Souza et al.1 (2007) verificou M. furfur com maior
predominância (52%), M. pachydermatis (25%) M.sloofiae (10%). Pode-se observar nos anos de
2004 e 2005 proporcional idades semelhantes, entre as espécies mais incidentes. Nesse estudo, M.
furfur apresentou incidência de 8,47%, enquanto em 2004 foram verificados 19%. Essa foi à única
espécie a apresentar variância em relação a outros trabalhos.
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Figura 1: Espécies de Malassezia
identificadas no ano de 2005.
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A criopreservação sem a utilização de substância criopreservativa se mostrou eficaz com todas as
amostras utilizadas nesse trabalho. No trabalho realizado por Oliveira et ai (2008) as amostras
também se mostraram viáveis após 9 meses de congeladas.

4. Conclusão
A identificação de Malassezia em nível de especie, trará a possibilidade de desenvolvimento de
novos tratamentos para o combate específico de determinada espécie, uma vez que em pacientes
imunocomprometidos, O agente se mostra resistente a determinadas drogas antifúngicas. A
criopreservação sem a utilização de substância criopreservativa se constituiu em modificação de
técnica de conservação de microrganismo por tempo prolongado, já existente, e que se apresentou
viável sua aplicabilidade por ter permitido a recuperação de todas as amostras testadas.
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