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RESUMO
Introducéo: O Malassezia furfur, pertencente ao
género das leveduras, é considerado o agente

causador da pitiriase versicolor e estd associado a
foliculite, dematite seborréica e atdpica, psoriase,
fungemia e infecgdes sistémicas. Objetivo: Verificar o
efeito fungicida do aparelho de alta frequéncia e do
vapor de o0zbnio na cultura de Malassezia spp.
Material e Método: Foram analisadas 33 placas de
Petri, colonizadas com o respectivo fungo, sendo trés
para o grupo controle, 15 para o grupo A (tratado com
alta frequéncia) e 15 para o grupo B (tratado com
vapor de o0z6nio). Foi realizada somente uma
aplicagdo nos dois grupos, durante trés minutos, com
intensidade 12 e eletrodo “ceboldo” de vidro no grupo
A com aparelho de alta frequéncia e no grupo B
utilizou-se somente vapor de 0z6nio por cinco minutos.
Resultados: Das 15 placas do grupo A, submetidas a

ABSTRACT

Introduction: Malassezia furfur, belonging to the
genus of yeast, is considered the causative agent of
pityriasis versicolor and is associated with folliculitis,
seborrheic dematitis and atopic psorasis, fungemia
and systemic infections. Objective: To investigate the
fungicidal effect of high-frequency unit and steam of
ozone in the culture of Malassezia spp Methods: 33
petri dishes, colonized with the respective fungus were
analyzed, three for the control group, 15 for group A
(treated with high frequency) and 15 in group B
(treated with ozone steam). Was only made an
application in the two groups, for three minutes, with
12 intensity and electrode "big-onion" Glass in group A
with high-frequency unit and in group B was used only

acdo do aparelho de alta frequéncia, observou-se uma
diminuicdo no crescimento fangico em 85% das
placas. Somente em uma placa ndo houve nenhuma
reducgdo na area da colbnia do fungo Malassezia spp.
Mesmo para a placa 15A que n&o apresentou
reducgdo, realizou-se o coeficiente de variagdo com
variabilidade de 16,90% e percebeu-se uma reducio
moderada. No grupo B ndo houve diminuicdo ap0s
aplicagcdo do vapor de ozénio. Conclusédo: Conclui-se
que o aparelho gerador de alta frequéncia apresenta-
se eficaz no tratamento do fungo Malassezia spp,
entretanto o aparelho de vapor de 0zbnio ndo mostrou
resultados satisfatorios eficazes no combate a este
fungo.

Descritores: Fungos. Ozbnio. Malassezia.

ozone steam for five minutes. Results: Of the 15
plates of group A, subjected to the action of high-
frequency apparatus, there was a decrease in fungal
growth in 85% of the plates. Only on a plate there was
no reduction in the area of the colony of the fungus
Malassezia spp. Even for the 15A plate not decreased,
there was the coefficient of variation with variation of
16.90% and realized a moderate reduction. In group B
there was no decrease after application of ozone
steam. Conclusion: It is concluded that the high-
frequency generator unit presents effective in treating
the fungus Malassezia spp, though the steamer ozone
did not show satisfactory results effective in combating
this fungus.

Descriptores: Fungi. Ozone. Malassezia.
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INTRODUCAO

O género Malassezia é composto por 13
diferentes espécies de leveduras lipofilicas de
importancia crescente na microbiota cutanea de
seres humanos e animais.! Essas leveduras
conquistaram grande importancia na medicina
humana, a partir da década de 1980, devido as
recidivas de dermatites sebdrreicas em
individuos imunossuprimidos e fungemias em
neonatos prematuros sob alimentacao
parenteral.2

O fungo Malassezia furfur, um tipo de
levedura nesse género, é considerado o agente
causador da pitiriase versicolor, estando também
associado a foliculite, dermatite seborréica e
atOpica, psoriase, fungemia e infeccdes
sistémicas.3 A dermatite seborréica caracteriza-
se por uma inflamacdo crbénica que acomete
principalmente a face e o couro cabeludo,
caracterizando-se por lesGes descamativas e
eritematosas.” Sua etiologia € pouco conhecida
e acredita-se que a dermatite seborréica envolva
diversos fatores, sendo um deles as alteragdes
do sebo onde h4 o aumento no pH da pele, o
gue facilta a supercolonizagdo do fungo
Malassezia spp, em especial o Malassezia
furfur, causando o processo inflamatério local.®®

A prevaléncia de dermatite seborréica no
adulto é elevada, e por ser uma afec¢ao cronica,
causa incObmodos por apresentar prurido, odor
desagradavel e aparéncia indesejada,
principalmente na face e couro cabeludo.®

Estudos demonstram que varias dermatoses
causam grande impacto no estado emocional,
nas relagdes sociais e nas atividades cotidianas
dos pacientes, em razdo a aparéncia causada
pelas lesdes’, podendo provocar consequéncias
analogas a afec¢cdes como asma e epilepsia,

MATERIAL E METODO

Foi realizada uma pesquisa experimental in
vitro, no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Unirg, no més de Outubro de 2012,
com o Fungo Malassezia spp, cedido pelo
préprio laboratério.

Quanto ao aspecto ético, o presente trabalho
ndo foi submetido & apreciacdo de um comité de
ética e pesquisa devido se tratar de uma
pesquisa in vitro e ndo havendo necessidade da
permissdo deste 6rgdo, uma vez que nao
envolve a participacdo de seres humanos.

Primeiramente foi preparado o meio de
cultura para fazer os repiques das cepas. O meio
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confirmando que doencas dermatoldgicas afetam
a autoimagem, causando disfuncdes
psicolégicas com o surgimento de ansiedade e
depressdo, assim como em doengas sistémicas
graves.

Existem varios estudos que buscam a
melhoria no quadro clinico do paciente, devido
aos transtornos e incdmodos causados por
doencas  dermatoldgicas. E interessante
investigar novos métodos para solucionar este
problema, sendo eles, a utilizagdo do aparelho
gerador de alta frequéncia e o aparelho de vapor
de ozdnio.

O aparelho gerador de alta frequéncia vem
sendo utilizado h& anos com finalidades
antissépticas, germicidas, fungicidas e
bactericidas, por sua acdo esterilizante advinda
do ozdnio (0O3), existindo trés técnicas de
aplicacdo do aparelho de alta frequéncia, sendo
elas: efluviagao, faiscamento e saturac;é\o.9

O ozbnio gerado pelo aparelho de alta
frequéncia é empregado com a finalidade de
esterilizar os materiais em grande volume de
forma eficaz, propiciando a utilizagdo, como
método fungicida sobre as coldnias que
acometem a supefficie cutanea.”™ Estudos
supdem que o ataque primario do gas ozoénio se
dé na parede da célula do microorganismo e em
seguida, com a penetragao no interior da célula,
este agente promova a oxidacdo dos
amindacidos e 4cidos nucléicos. O ozbnio é
considerado um microbicida por agir sobre virus,
fungos e bactérias.’

O objetivo do presente estudo foi verificar o
efeito fungicida do aparelho de alta frequéncia e
vapor de ozdnio na cultura de Malassezia spp.

usado foi o Agar Sabouraud Dextrose da marca
Prodimol, seguindo as instrugbes do fabricante
(para cada um litro de agua purificada foi usado
659 do referido produto). Foram preparados
200ml para 33 placas de Petri estéreis de 5cm
de didmetro. A solucdo foi colocada em um
Becker, lacrando-se a boca com algodéo
hidrofébico e fita crepe. O mesmo foi levado ao
autoclave, em temperatura maxima atingindo
121°C. Atingindo esta temperatura, foi colocado
em temperatura média e deixado por mais 15
minutos para se diminuir a pressao e assim ser
aberta a autoclave.
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Em seguida a solucdo foi retirada da
autoclave, em estado liquido, foi despejado nas
placas de Petri dentro da capela, com luz
ultravioleta previamente ligada por 20 minutos,
para evitar contaminagdo do meio. Apos esfriar o
Agar e estar na forma sdélida, foi adicionado 1%
de azeite de oliva para crescimento do fungo, e
em seguida, as placas foram lacradas com
Rolopac®. Apdés 24 horas, as cepas foram
repicadas em 33 placas, sendo trés para o grupo
controle da pesquisa, 15 para o0 grupo A
(aplicacdo do aparelho de alta frequéncia) e 15
para o grupo B (aplicacdo do aparelho vapor de
oz6nio). Foi utilizada a alca de platina em anel
para repicagem, disseminando o material em um
guadrante da placa, com a finalidade de se obter
0 crescimento total do fungo Malassezia spp nas
placas para aplicacdo individualizada do
equipamento.

Apo6s oito dias de crescimento das culturas
nas placas semeadas e encubadas, em
incubadora da marca Quimis® modelo Q-316
M2, & temperatura ambiente, as placas foram
delimitadas e devidamente identificadas com
caneta pincel da marca Pilot®. Foi utilizada
Maquina Fotografica Nikon Coolpix® L810, 16.1
Megapixels para registrar as placas colonizadas
antes do procedimento. As placas foram
colocadas individualmente a uma distancia de
30cm da lente fotografica. Apds a aplicacéo as
placas foram novamente fotografadas, para
comparar a diminuicdo da &rea colonizada pelo
fungo Malassezia spp, ho grupo A e no grupo B.

O protocolo utilizado com o aparelho de alta
frequéncia e aparelho de vapor de ozbdnio foi
realizado pelo mesmo pesquisador previamente
treinado.

RESULTADOS

A analise estatistica  foi realizada
comparando-se o diametro das coldnias das
placas no periodo pré e poés-aplicagdo dos
equipamentos.

Foram analisadas 33 placas colonizadas,
sendo trés placas para o grupo controle, néo
sendo realizado nenhuma intervencao, 15 placas
para o grupo A (aplicacdo do aparelho de alta
frequéncia por trés minutos, intensidade 12) e 15
placas para o grupo B (aplicagdo do aparelho de
vapor de 0zénio por cinco minutos).

Para normalidade foi utilizado o teste Shapiro-
Wilk (p=0,2083). Ao analisar as placas do grupo
A, pré e pos-tratamento, o teste T para amostra
pareadas demonstrou p<0,0001, mostrando uma
reducdo muito significativa da area colonizada no
pés-tratamento.
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A técnica consistiu na aplicacdo do aparelho
de alta frequéncia da marca Ibramed®, modelo
Neurodyn Esthetic, com eletrodo na forma de
“ceboldo” de vidro com intensidade 12, com a
técnica de faiscamento. A placa de Petri foi
colocada sobre uma folha de papel aluminio para
que houvesse um campo elétrico semelhante a
pele, visto que o vidro da placa ndo é um bom
condutor elétrico.’ Realizou-se aplicagéo por trés
minutos em cada placa, dentro da capela,
fazendo com que o eletrodo atingisse toda
superficie da placa do grupo A, utilizando-se o
mesmo eletrodo para todas as placas, por néo
haver risco de contaminagdo, Visto se tratar do
mesmo fungo nas diferentes placas.

A segunda técnica utilizou o protocolo do
aparelno de vapor de o0zbnio da marca
Ibramed®, modelo Dermosteam, por cinco
minutos. O procedimento foi realizado com o
aparelho dentro da capela a uma distancia de 30
cm das placas, divididas em cinco trios,
totalizando-se 25 minutos de procedimento,
sendo o tempo medido através de crondmetro,
marca Cronobio®, modelo SW 2018.

O grupo controle ndo recebeu nenhuma
intervengdo, e permaneceu em uma incubadora
a temperatura ambiente, durante toda a
pesquisa, apresentando crescimento normal do
fungo Malassezia ssp.

A analise da area colonizada nas placas de
Petri foi realizada através do software AutoCAD
2009. A andlise estatistica foi realizada através
do software Bioestat verséo 5.0, onde empregou-
se 0 teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e
posteriormente o teste T de Student,
considerando-se o nivel de significancia p < 0,05.

Das 15 placas do grupo A, submetidas a acao
do aparelho de alta frequéncia, somente em uma
placa, ndo houve nenhuma reducdo na &rea da
col6nia do fungo malassezia spp, observando em
85% das placas, diminuicdo no crescimento
fingico. Mesmo a placa 15A ndo apresentando
reducdo, realizou-se o coeficiente de variacédo
com variabilidade de 16,90%, mostrando uma
reducdo moderada.

Na tabela 1, observou-se na placa 6A um
maior percentual de redugcdo na &rea da coldnia,
totalizando 43,7%, enquanto a placa 11A
apresentou reducado de apenas 2,5% do fungo.

Entretanto, no grupo B ndo houve diminuicdo
apos aplicagcdo do vapor de ozdnio.
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Enguanto o grupo controle apresentou
crescimento normal do fungo Malassezia spp.

Tabela 1: Andlise da reducao do fungo Malassezia ssp, quanto a aplicagéo do alta frequéncia
(Area inicial 20cm?2)

Placas Area final (cm?

Reducdo da area (cm?)

Reducédo da area (%)

1 19
2 16,17
3 16,68
4 13,86
5 12,99
6 11,26
7 14,16
8 18,23
9 18,4
10 18,34
11 19,5
12 16,94
13 17,14
14 19,22
15 20

1 5%
3,83 19,15%
3,32 16,60%
6,14 30,70%
7,01 35,05%
8,74 43,70%
5,84 29,20%
1,77 8,85%
1,6 8,00%
1,66 8,30%
0,5 2,50%
3,06 15,30%
2,86 14,30%
0,78 3,90%

0 0%

DISCUSSAO

Na presente pesquisa foi verificada uma
diminuicdo significativa na area colonizada pelo
fungo Malassezia spp nas placas de Petri do
grupo A, tratadas com o aparelho de alta
frequéncia. Em um estudo realizado com o fungo
Malassezia spp in vitro, 0 mesmo da presente
pesquisa, utilizando o aparelho de alta
frequéncia, com um protocolo diferente, de
intensidade 8 e eletrodo tipo bico, ndo foram
observados resultados significativos quanto a
diminuicdo do fungo nas placas, devido ao
tamanho da placa em relacdo ao tamanho do
eletrodo.™
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Shapiro-Wilk (p= 0,0001)

Entretanto, em um estudo realizado com o
objetivo de verificar o efeito bactericida do
gerador de alta frequéncia em cepas de
Staphylococcus aureus, foi utilizado um protocolo
de 15 intervengdes, em uma frequéncia semanal
de cinco aplicacdes, com tempo de exposi¢cao
diaria de 15 minutos em 36 placas, o que
evidenciou a eficacia do aparelho de alta
frequéncia.12

O efeito fungicida in vitro do aparelho de alta
frequéncia pode ser observado em outro estudo
utilizando cepas de Candida Tropicalis. As
placas foram submetidas ao aparelho utilizando
a técnica de faiscamento, a mesma utilizada na
presente pesquisa, porém com intensidade 8,
eletrodo tipo bico e duragdo de exposi¢do de
cinco minutos. Foi observado em 90% das
placas inibicdo no crescimento fl’mgico.9
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O uso do aparelho de alta frequéncia em
pesquisas com seres humanos, apresentou
resultados satisfatérios no tratamento de Ulceras
de presséols, também foi observado a eficacia
no tratamento de Onicomicose utilizando o
aparelho de alta frequéncia semanalmente,
durante 12 meses, observando inibicdo do
crescimento fl’Jngico.14

Do mesmo modo, em um relato de caso, de
verruga ungueal causado pelo virus HPV,
utilizando aparelho de alta frequéncia, com
técnica de faiscamento com eletrodo tipo bico,
durante trés meses, trés vezes ao dia com
duracdo de 15 minutos cada aplicagdo, foi
verificado um resultado positivo, obtendo-se a
diminuic&o da afecgéo.15

Estudos clinicos e biolégicos, evidenciaram
gue os efeitos do 0zdnio na pele pode ou nédo ser
téxico, dependendo da dosagem, periodo de
exposicdo e capacidade oxidante do tecido
exposto.

Em uma pesquisa realizada com o intuito de
verificar a eficiéncia do vapor de oz6nio, foram
utilizadas cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia e Staphylococcus epidermidis,
submetidas ao gas o0z6nio por 30 minutos com
variacdo da concentracdo entre 20 e 40ug/ml,
posteriormente incubadas em estufa a 37°C por
24/48hs, onde no grupo controle as placas néo
foram expostas ao gas. Para cada tipo de cepa
foram preparadas quatro placas, sendo uma para
0 grupo controle. O nado crescimento bacteriano
no estudo demonstrou eficiéncia do gas ozb6nio
nos diferentes periodos de 24 e 48 horas,
comparados ao grupo controle.*’

Em um experimento realizado com 60
pacientes com diagnéstico de estomatite
protética causada pelo género Candida, podendo
estar relacionado a ma higienizagcdo bucal e da
prétese, foi realizado no grupo experimental a
aplicacao topica de 6leo ozonizado na base da
prétese. J& no grupo controle foi feito bochecho
com bicarbonato de sddio. A coleta da saliva se
fez no inicio, 7° e 14° dia em recipientes estéreis
com o objetivo de observar o nuamero de
unidades formadoras de colonias por minuto. Na
utilizagdo de O6leo ozonizado observou-se o
aumento inicial nos primeiros sete dias, seguido
por uma significativa diminuicdo das contagens
de colbnias de Candida (dos sete aos 14 dias),
gquanto ao bicarbonato de sodio verificou-se
reducdo no periodo de sete dias e aumento no
periodo de 14 dias.®

No presente estudo, as 15 placas do grupo B,
onde se utilizou o vapor de ozbdnio por cinco
minutos em cada placa, com o objetivo de
observar efeito fungicida, ndo apresentou
eficacia, jA& que o fungo Malassezia spp se
manteve da mesma forma, sem nenhuma
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diminuicdo, permanecendo a col6nia do mesmo
tamanho, observado no pré-tratamento.

Os resultados sobre o0 uso do aparelho de alta
frequéncia e vapor de ozbénio, apresentados na
literatura, sdo restringidos aos estudos in vitro ou
com lEnodelos experimentais ou estudos de
caso.”” Porém, é possivel observar que, ao se
tratar de estudos in vitro, os resultados aparecem
em poucas horas e até mesmo em uma Unica
intervengélo.g'lo 19 Quando se trata de seres
humanos, principalmente em lesdes flngicas sao
necessarios meses de aplicagao.”’

Com os resultados apresentados pela
pesquisa, observou-se uma reducdo na area das
placas de forma moderada no grupo A. Acredita-
se que os outros protocolos de aplicagdo do
aparelho de alta frequéncia, utilizados nos outros
estudos, sejam mais eficazes, possivelmente
devido ao aumento do numero de placas e
devido ao tempo de exposicdo da placa ao
aparelho, o que pode ter contribuido para
resultados mais satisfatérios.

Outros estudos com maior nimero de placas
e maior tempo de exposi¢cdo as intervengdes em
questdo, sobretudo o vapor de ozbnio, devem
ser realizados a fim de se verificar os efeitos
esperados. Sa0 necessarias novas pesquisas
com diferentes protocolos para werificar seu
efeito fungicida.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho
mostraram que o protocolo utilizado no aparelho
alta frequéncia propiciou efeito fungicida sobre a
cultura do fungo Malassezia spp in vitro. Ja o
aparelho de vapor de oz6nio ndo se mostrou
efetivo frente a cultura do respectivo fungo.

S&80 necessarias novas pesquisas para
verificar a eficiéncia e utilidade, tanto do aparelho
de alta frequéncia como do vapor de ozénio, em
tratamentos dermatolégicos in vivo.
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