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RESUMO

O objetivo deste trabaho foi investigar a presenca de dermatofitos e leveduras em
cées saudaveis e doentes, bem como verificar a eficécia do repique em égar batata (PDA)
como complemento ao teste de sensibilidade in vitro para cepas de Malasseza
pachydermatis. Foram coletadas 633 amostras a partir de 26 cdes saudaveis (104 amostras),
131 com dermatite (343 amostras), 74 com otite (148 amostras) e 19 com desordens
oftAimicas (38 amostras). A identificacdo fungica foi baseada nos aspectos macro e
micromorfol égicos, além de provas bioquimicas. O teste de microdilui¢éo foi realizado em
placa de 96 pocgos utilizando o0 meio RPMI 1640 modificado. Observou-se que 14,3% (2/14)
das culturas positivas de dermatite para M. pachydermatis e 40,9% (9/22) daquelas para
Microsporum canis foram positivas no exame direto. A coloragdo de Gram apresentou
positividade de 84,3% (70/83) das amostras de otite com cultura positiva para M.
pachydermatis. Culturas a partir dos animais saudaveis foram positivas para M.
pachyder matis em 13,5% (7/52) das amostras de pele, 42,3% (11/26) do ouvido e 3,8%
(1/26) do saco conjuntival. Dos animais com dermatite, foi observado crescimento fangico
em 20,4% (70/343) das amostras, sendo o M. canis o fungo maisisolado (n=39), seguido de
M. pachydermatis (n=30) e Malassezia sp. (n=3). Das 148 amostras de cédes com otite, 90
(60,8%) foram positivas para M. pachydermatis e uma (0,7%) para Candida tropicalis. Dos
espéecimes clinicos da conjuntiva de animais com desordens oftdl micas, gpenas uma amostra
(2,6%) agpresentou cultura positiva para M. pachydermaits. A partir da andlise da
sensibilidade antifingica, observou-se que o repique em agar batata permite tanto a
determinagdo da CIM quanto da CFM. Dessa forma, foi observado que todas as cepas
(n=50) apresentaram valores de CIM de < 0,03, 0,03, 2,0 € 4,0 ug/ml e de CFM 0,06, 0,125,
8,0 e 16,0 ng/ml para itraconazol, cetoconazol, voriconazol e fluconazol, respectivamente.
Para a anfotericinaB a CIM/CFM foi 4,0 pug/ml. A CIM e CFM para a caspofunginando foi
estabelecida e foi provavelmente maior que 8,0 ug/ml, que foi a maior concentracdo testada
para esta droga. Pode-se concluir que gpesar da importancia do exame direto, a cultura
fungica é essencid para diminuir a quantidade de resultados falso-negativos. Os dados
evidenciaram que o M. canis foi o Unico dermatéfito e o fungo mais freqlientemente isolado
de animais apresentando dermatite. Além disto, foi verificado que a levedura M.
pachydermatis estd presente tanto em animais saudaveis quanto naqueles apresentando
dermatite e desordens oftalmicas, e em maior frequéncia em cdes apresentando otite. Por
fim, o repique em &gar batata como complemento ao teste de microdilui¢do em caldo pode
ser uma alternativa para a analise da sensibilidade antifangicain vitro de M. pachyder matis.

Palavras-chave: Fungos; cdes, Microsporum canis, Malassezia spp; Candida tropicalis,
teste de sensibilidade.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the presence of dermatophytes and yeasts in
healthy and diseased dogs, as well as to verify the efficacy of the subculture on potato
dextrose agar as a complement to the in vitro susceptibility test for Malassezia
pachydermatis strains. A total of 633 samples were collected from 26 healthy dogs (104
samples), 131 with dermatitis (343 samples), 74 with otitis (148 samples) and 19 with ocular
diseases (38 samples). Funga identification was based on macro and micromorphologic
characteristics, as well as by specific biochemica tests. The microdilution assay was
performed in 96-well plates using a modified RPMI 1640 medium. It was observed that
14.3% (2/14) of the positive dermatitis cultures for M. pachyermatis and 40.9% (9/22) of
those for Microsporum canis were positive in the direct exam. Direct exam with Gram stais
were positive in 84.3% (70/83) if the culture positive samples from otitis. Cultures from
healthy animals were positive for M. pachyder matisin 13.5% (7/52) of the samples from the
skin, 42.3% (11/26) from the ear and 3.8% (1/26) from the eye. Fungal growth was observed
in 20.4% (70/343) samples from animals with dermatitis, with M. canis being the most
isolated fungus (n=39), followed by M. pachydermatis (n=30) and Malassezia sp. (n=3). Of
the 148 samples from dogs with otitis, 90 (60.8%) were positive for M. pachydermatis and
one (0.7%) for Candida tropicalis. Of the clinical specimens from the conjunctiva of
animals with ophthalmic disease, only one sample (2.6%) presented positive cultures for M.
pachydermatis. Through the antifungic susceptibility anaysis, it was observed that the
subculture on PDA alows the determination of both MIC and MFC. Therefore, it was
observed that al strains (n=50) had shown MIC values of < 0.03, 0.03, 2.0 and 4.0 pg/ml
and MFC of 0.06, 0.125, 8.0 and 16.0 pg/ml for itraconazole, ketoconazole, voriconazole
and fluconazole, respectively. For amphotericin B the MIC/MFC was 4.0 ug/ml. The MIC
and MFC for caspofungine was not established and was probably higher than 8.0 ug/ml,
which was the highest concentration tested for this drug. We can conclude that, athough the
importance of direct exam, fungal culture is essential to diminish the quantities of false
negative results. The data also evidenced that M. canis was the only dermatophyte and the
most isolated fungus from animals presenting dermatitis. In addition, it was verified that the
yeast M. pachydermatisis found in healthy animals, as well as in those presenting dermatitis
and ocular diseases, and more frequently in dogs with otitis. Findly, the subculture on
potato dextrose agar as a complement to broth microdilution assay could be an dternative to
the in vitro antifungal susceptibility testing for M. pachyder matis.

Key-words: Fungi; dogs, Microsporum canis, Malassezia spp; Candida tropicalis;
susceptibility test.
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INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos que constituem um grupo diversificado e abundante na
natureza, fazendo parte de vérios nichos no ambiente, incluindo a microbiota de homens e
animais. S0 caracterizados por estruturas unicelulares ou multicelulares e classificados de
acordo com sua morfologia em filamentosos, leveduras e dimorficos. Na clinica veterinéria de
pequenos animais, os fungos patogénicos mais frequentemente isolados séo os filamentosos,
especia mente os dermatofitos, seguidos das leveduras do género Malassezia, particularmente a
M. pachydermatis.

Dermatofitoses sdo infecgles de estruturas queratinizadas, como as unhas, pélos e estrato
cérneo da pele, e sdo as doencas fungicas mais comuns na clinica veterindria. S0 causadas por
dermatéfitos, que sdo fungos pertencentes aos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, que utilizam a queratina como substrato nutritivo. Em c8es e gatos as espécies
isoladas pertencem aos géneros Microsporum e Trichophyton, sendo M. canis a espécie mais

frequientemente isolada, possuindo um importante papel como um constante agente de zoonose.

Leveduras dos géneros Candida e Malassezia sG0 usualmente isoladas da pele e mucosa
de cées e gatos sadios, mas podem se tornar patdgenos sempre gque ocorrer ateracdes nas defesas
do hospedeiro ou no microclima da superficie da pele. Otite externa e dermatite em cdes e gatos
sdo usuamente associadas a essas leveduras como agente primario ou em combinacdo com
bactérias, sendo a M. pachydermatis a espécie mais comumente isolada. Em Fortaleza— Ceara ja
houve o isolamento desta levedura do saco conjuntival tanto de cédes sadios quanto de caes
apresentando Ulcera de cérnea. Outras espécies, como M. furfur, M. globosa, M. nana e M.
sympodialis ja foram citadas como agentes de otite externa em cées e gatos. Infeccdes causadas
por Candida spp. em animais séo infreglientes, mas no Brasil ja foi detectada a presenca de C.

albicans em bovinos com otite externa e caes com dermatomicoses.

O primeiro teste de sensibilidade in vitro descrito para M. pachyder matis data de 1976.
Porém, somente em 2002 o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) aprovou os

métodos de micro e macrodiluicdo em caldo para teste de sensibilidade de leveduras utilizando o



meio RPMI 1640, sendo esta metodologia mais aplicavel para espécies do género Candida.
Vé&rios sdo os relatos de diferentes metodologias utilizadas para o teste de sensibilidade in vitro

para espécies de Malassezia, porém, ainda ndo ha um método padréo para este género.

Baseado no exposto, a meta principal deste estudo foi investigar a presenca de
dermatdfitos e leveduras (Candida spp. e Malassezia spp.) em cées sadios, assim como nagueles
com dermatite, otite e desordens oftalmicas. Buscou-se ainda verificar a eficacia de uma nova
metodologia para a avaliagdo da sensibilidade das cepas de M. pachydermatis aos antiflingicos,
invitro.



REVISAO DE LITERATURA

1. Biologia e Classificacdo dos Fungos

Os fungos sdo seres eucaridticos, isto €, gporesentam uma membrana nuclear que envolve
0S Cromossomos e 0 nucléolo. Sdo classificados como seres heterotréficos por ndo possuirem
pigmentos fotossintéticos, cgpazes de absorver energia luminosa e utiliza-la para sintese de
compostos organicos, e aproveitarem a energia contida nas ligagdes quimicas de vérios
nutrientes (SIDRIM et a ., 20043a).

O reino Fungi (Eumycota) esta atualmente subdividido em sete filos: Microsporidia,
Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Basidiomycota
e Ascomycota, sendo estes dois Ultimos incluidos no sub-reino Dikarya (HIBBETT et d., 2007).

A reprodugdo dos fungos pode ocorrer de duas formas: a assexuada ou anamorfa, e a
forma sexuada ou teleomorfa. Em paises considerados tropicais e subtropicais, como o Brasil, a
maioria dos fungos manifesta apenas a forma assexuada, sendo esta a base para a sua

classificagdo taxondmica (RIPPON, 1998).

De acordo com sua morfologia os fungos podem ser classificados em filamentosos,
leveduras e dimorficos. Este Ultimo grupo pode apresentar-se na forma filamentosa ou
leveduriforme, dependendo, paraisso, da temperatura a que é exposto; na temperatura ambiente
(25 — 28°C), apresentam-se na forma filamentosa e na temperatura de 37 - 39°C mostram-se
como leveduras (SIDRIM et d., 2004a).

A maioria das espécies fungicas gpresenta-se na natureza na forma filamentosa. Os
fungos filamentosos sdo congtituidos por um conjunto de estruturas tubulares ramificadas e
pluricelulares, denominadas de hifas, que quando agrupadas denominam-se de micélio. Apesar
de freqlientemente gpresentarem na sua constituicao 0s septos, estes podem ndo ser vistos como

estruturas de separacdo entre as células, uma vez gque apresentam um grande nimero de poros



que permitem a passagem de estruturas celulares de uma célula para outra (SIDRIM et d.,
20044).

Fazem parte do grupo das leveduras os fungos cujas estruturas unicelulares gpresentam
um unico nucleo por célula. As leveduras também se distinguem dos fungos filamentosos por
apresentarem uma forma de divisdo celular diferenciada, isto €, elas se dividem por brotamento
simples, ou por brotamento-fissdo, ou, ainda, por divisdo binaria. Durante sua vida vegetativa,
quando os ciclos biolégicos de nutricdo e reproducdo se encontram ativos, algumas leveduras,
como a Candida albicans, podem gpresentar uma forma filamentosa verdadeira. Uma vez que
este fendbmeno independe da temperatura a que o fungo esta exposto, ndo podemos classifica-lo
como dimorfico, sendo esse fendmeno conhecido como pleomorfismo fungico (SIDRIM et d.,
2004a).

2. Microbiota Fungica e Micoses

Os termos microbiota (microbiota normal) e microbiota transitéria sdo rotineiramente
empregados por micologistas e médicos veterinarios. Entende-se por microbiota o grupo de
microrganismos que colonizam, com frequéncia variada, uma ou varias regides anatbmicas de
um hospedeiro saudavel sem produzir doengas. Microbiota transitdria, por sua vez, se refere aos
mi crorganismos gque podem colonizar alguma regido do corpo do hospedeiro de um periodo que
pode variar de horas a semanas, mas que ndo se estabelecem permanentemente (MOURA &
SIDRIM, 2004).

A colonizagdo de uma regid por microrganismos depende da capacidade do
microrganismo em resistir e superar uma série de mecanismos de resisténcia do hospedeiro.
Além disto, aguns fatores ambientais, como a dieta, condi¢fes sanitérias, habitos de higiene,
influenciam a composi ¢&o da microbiota norma (MOURA & SIDRIM, 2004).

Alguns microrganismos que fazem parte da microbiota de determinada area anatdmica,

podem ser agentes frequentes de infeccdes, seja em éreas distantes, sendo denominados de



patdgenos facultativos (MOURA & SIDRIM, 2004). Ja outros microrganismos da microbiota
podem, somente em situactes bastante especificas, atuar como patdgenos, sendo dessa maneira
descritos como oportunistas. As infecgdes oportunistas normalmente se instalam quando a
imunidade do hospedeiro encontras-e diminuida ou ausente devido a outra infeccdo, a um
tratamento ou ambos (ARORA et d., 1991).

A grande maioria dos fungos provenientes do meio externo ndo apresenta uma viruléncia
cléssica, ndo produzindo nenhum dano a0 se depositarem sobre nossa pele e mucosas ou serem
inalados, desde que as barreiras naturais de defesa do hospedeiro estejam integras, impedindo a
instalagdo desses fungos com dano tecidual e, por conseguinte, doenca. Entretanto, existem
fatores intrinsecos e extrinsecos que modificam as defesas do hospedeiro, permitindo aos fungos
criar lesdes em vérios 0rgaos (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Para que um processo infeccioso se instale, € necessario que pelo menos um dos lados do
binbmio parasita hospedeiro esteja comprometido, isto €, o0 processo infeccioso depende, em
parte, da viruléncia do agente causa e, de outra parte, da capacidade que o hospedeiro tem de
lutar contra a implantagdo do agente agressor. Ao ser quebrado esse fragil equilibrio entre o
parasita e o hospedeiro, um dos dois ira tirar vantagem dessa situacdo, que tendera para doenca
quando o desequilibrio faar a favor do parasita. Por outro lado, quando a balanca tender para o
hospedeiro, poderemos observar duas situagdes distintas. num primeiro momento, quando o
parasita apenas se instalou e se encontra colonizando, e, numa situagdo posterior a essa fase,
quando ja houver doenga, isto € comprometimento do hospedeiro (SIDRIM, 2004).

As infecgdes causadas por fungos, denominadas micoses, parecem ser acidentais, ou seja,
sua grande maioria ndo € contagiosa, mas adquirida por exposi¢éo do individuo a uma fonte
natural de ocorréncia do fungo. Existem na natureza mais de 250 mil espécies fungicas
conhecidas atuamente. Dentre estas, gpenas gproximadamente trezentas foram identificadas,
pelo menos uma vez, em processo patoldgico em seres humanos ou animais (LOPES et d.,
2004).



As micoses podem ser classificadas clinicamente em sistémicas, subcuténeas e
superficiais, de acordo com o grau de envolvimento no tecido e o sitio de instalagdo do agente
infeccioso no hospedeiro (TORTORA et d., 2003).

As micoses superficiais se destacam dentre as infecgdes fungicas devido a freqiiéncia de
casos reportados em humanos e pequenos animais. As micoses superficiails podem ser
classificadas em micoses superficiais estritas e dermatofitoses. As micoses superficiais estritas
possuem a caracteristica de acometerem a camada mais superficial do estrato corneo de humanos
e animais, ndo induzindo nenhuma resposta inflamatoria no hospedeiro. Dentre as micoses
superficiais, as maassezioses tém sido relatadas em animais domésticos causando
dermatomicoses e otites (CRESPO et a., 2000b). As dermatofitoses sGo micoses superficiais
causadas por fungos denominados de dermat6fitos (CAFARCHIA et a., 2006).

3. Fungos Der matofitos

A micologia médica se iniciou com o estudo dos fungos dermatéfitos por Robert Remak,
em 1839, ao edtudar a etiologia do Favus. David Gruby, em 1842 redescobre a etiologia do
Favus, criando o género Microsporum e reafirmando a etiologia fungica de todas as tinhas
(ELEWSKI, 2000). Raymond Jacques Andrien Sabouraud, dermatologista formado no Instituto
Pasteur, é considerado o fundador da micologia médica moderna e foi através de seu tratado Lés
Tignes, publicado em 1910, que o complicado problema de classificagdo e identificagdo dos
fungos dermatéfitos foi esclarecido, baseando-se na morfologia e fisiologia destes
microrganismos (ARORA et al., 1991).

Deveze e Margarot, em 1928, observaram que cabelos parasitados por algumas espécies
de dermatofitos, quando expostos a luz ultravioleta (lampada de Wood), eram capazes de
demostrar luminescéncia Em 1934, Emmons propds uma nova classificagdo para os
dermatdfitos baseando-se em aspectos microscopicos dos conidios formados e na capacidade que
esses fungos gpresentavam de crescer em meios especias, principal mente nos meios feitos a base

de gréos de cereais. A partir de entdo, o género Achoriumfoi unificado ao género Trichophyton,



ficando os dermatdfitos classificados em trés géneros. Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton (SIDRIM et a., 2004b). Segundo Hoog et a. (2000), os fungos dermatéfitos
pertencem ao filo Ascomycota, classe Euascomycetes e ordem Onygenales. Porém, recente
classificacdo filogenética do reino Fungi determina que tais fungos pertencem ao filo
Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae e
ordem Onygenales (HIBBETT et d., 2007).

Pertencem ao grupo dos fungos denominados de dermatéfitos os fungos filamentosos,
hialinos, septados, algumas vezes artroconidiados, queratinofilicos, passiveis de colonizar e
causar lesdes clinicas em pélos e/ou estrato corneo de homens e animais. A classificagcdo dos
dermatdfitos nos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton ocorre de acordo com
suareproducdo assexuada (ELEWSKI, 2000; OUTERBRIDGE, 2006).

As espécies dos géneros Microsporum e Trichophyton podem ser classificadas de acordo
com a preferéncia pelo hospedeiro e habitat natural em antropofilicas, zoofilicas e geofilicas. As
espécies antropofilicas (T. rubrum, E. floccosum, T. tonsurans, T. mentagrophytes var.
interdigitale) infectam os seres humanos e, em menos comumente, 0s animais. As espécies
zoofilicas (M. canis, T. mentagrophytes var. mentagrophytes, T. verrucosum) sdo usualmente
patégenos dos animais, mas sdo capazes de infectar os humanos. As espécies geofilicas (M.
gypseum) habitam o solo, sendo umafonte em potencial de infeccdo tanto humana quanto animal
(CABANES, 2001; MORIELLO, 2004; OUTERBRIDGE, 2006).

3.1. Identificagéo Laboratoria dos Fungos Dermatofitos

O processo de identificacdo dos dermatofitos é baseado na andlise fenotipica através de

suas caracteristicas macro e micromorfolégicas, bem como através de suas caracteristicas
bioguimicas e nutricionais (BRILHANTE et d., 2004a).



3.1.1. Exame Direto

A observacdo microscopica direta de uma amostra (escamas de pele e pélos), aém de
confirmar em poucos minutos um caso de dermatofitose, ainda auxilianaidentificagdo do agente
causa (CABANES, 2001). Ap6s a correta colheita do materiad do qual hé suspeita clinica de
uma dermatofitose, deve-se, de imediato, comegar 0 processamento da amostra, fazendo uma ou
duas laminas com KOH (10-40%). Aguarda-se, entdo, um breve tempo para que as substancias
clarificantes exer¢cam sua fungdo no material e facilitem a observac8o de estruturas fungicas.
Estas, quando observadas, devem ser descritas levando-se em consideragdo achados
caracteristicos que possam auxiliar o clinico no diagnéstico. Para tanto, deve-se descrever as
caracteristicas das hifas quanto a coloragdo, septacdo e presenca de artroconidios;, quando o
material examinado for um pélo, descrever o tipo de parasitismo visualizado, se do tipo favico,
endotrix, ectotrix microspdrico, ectotrix megaspérico ou ectotrix micréide. Todos esses dados,
em conjunto, auxiliam uma possivel suspeita clinica do patégeno implicado e podem orientar
mais tardiamente o préprio micologista no diagnéstico da amostra. Entretanto, muitas vezes a
visuaizagdo das estruturas fungicas no materia analisado é dificil, sendo o resultado do exame
n&o conclusivo devendo ser realizada a cultura do material (ELEWSKI, 2000; CABANES, 2001;
SIDRIM et d., 2004b; OUTERBRIDGE, 2006).

3.1.2. Identificacdo Fenotipica

Feitas as preparacbes em laminas, o material deve ser semeado em trés tubos de Agar
Sabouraud (Sabouraud, Sabouraud acrescido de cloranfenicol e Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e cicloheximida), que serdo observados por um periodo de até 15 dias, tentando
detectar o crescimento e maturacio da maioria das amostras (CABANES, 2001). O meio DTM
(Dermatophyte Test Medium) também poder ser utilizado por conter um indicador colorimétrico
que muda de amarelo para vermelho na presenca de fungos dermatéfitos (ELEWSKI, 2000;
OUTERBRIDGE, 2006). Os dermatdfitos formam coldnias que geralmente apresentam
coloragdo clara, com nuances de cores restringidas a tons esbranquigados, amarelados ou
amarronzados (CABANES, 2001).



Apesar da coloragdo e textura da coldnia auxiliarem na identificagdo da espécie, as
caracteristicas microscopicas sd0 as que determinam a sua identificacdo na maioria dos casos
(CABANES, 2001). As observagdes microscopicas sio redizadas apds crescimento adequado e
0 gparecimento de colbnias maduras (com padrdes bem definidos), mediante a montagem
[&mina-laminula de um fragmento da colénia. Utilizam-se liquidos de montagem (uma ou duas
gotas) como o corante lactofenol azul-algoddo, lactofenol de Amman ou lactofucsina. Essa
montagem é levada a0 microscdpio Optico, onde seréo observadas estruturas de frutificagcdo
(macroconidios e microconidios) e estruturas de ornamentagdo (hifas em raquete, hifas
pectinadas, hifas em espird ou gavinhas etc) (CABANES, 2001; OUTERBRIDGE, 2006;
LEFEBVRE et d., 2006).

Sempre que o crescimento fangico (em meios de cultura convencionais) limitar-se a hifas
estéreis, recorre-se a0 uso de meios de cultura especiais contendo substéncias que favorecam o
desenvolvimento de estruturas de frutificacdo e ornamentacdo tipicas de cada espécie
dermatofitica. Os meios de cultura mais empregados para esse fim sdo &gar-arroz e agar-
lactrimel (BRILHANTE et al., 2005; LEFEBVRE et d., 2006).

O uso do agar-arroz é particularmente Gtil no diagnéstico dos fungos do género
Microsporum, uma vez que esse meio favorece o desenvolvimento de macronidios tipicos de
cada espécie. O &gar-lactrimel € um meio bastante enriquecido, que permite o gparecimento de
numerosas estruturas fungicas de frutificacdo e ornamentacdo, facilitando sobremaneira a correta
identificacdo das espécies fungicas em gera. Apds o desenvolvimento das colénias faz-se uma
montagem com lactofenol azul-algoddo, onde sero visuaizadas, a0 microscopio optico,
estruturas fangicas que possibilitem identificar o fungo em quest&o (Figura 1) (BRILHANTE et
al., 2005).
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Fonte CEMM, 2005

Figura 1. Microscopia de fungo filamentoso (M. canis)
apos crescimento em &gar lactrimel. A) Hifahiaina
septada. B) Macroconidio fusiforme.

A técnica de microcultivo em lamina visa proporcionar o estudo detalhado das diferentes
estruturas fangicas, bem como a digposi¢do destas ao longo das hifas. A cultura em [amina é
montada mediante o corte, com bisturi, de blocos de 5 mm x 5 mm de agar batata, provenientes
em uma pelicula de gproximadamente 4 mm de profundidade em placas de Petri. Os blocos de
agar batata sdo transferidos para |aminas de microscopia estéreis e inoculados, nos quatro lados
com um pegueno fragmento da coléniado dermatéfito a ser estudado, coberto com umalaminula
estéril e incubado em uma camara Umida estéril por um periodo de gproximadamente 15-20 dias
e a temperatura ambiente (Figura 2). Quando houver crescimento adequado, a laminula, com o
micélio aderido, € removida do bloco de &gar, montada sobre uma I&mina contendo o corante
lactofenol azul-algoddo, sendo em seguida examinada a0 microscopio Optico (SIDRIM et a.,
2004b).
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Fonte: CEMM, 2005

Figura 6. Microcultivo de dermatdfito.

A prova da urease é largamente utilizada na identificacdo dos dermatofitos, sendo
particularmente Gtil na diferenciacd de Trichophyton mentagrophytes (urease positiva) das
demai's espécies de Trichophyton. Este teste baseia-se na capacidade de determinadas espécies de
dermatéfitos produzirem a enzima urease, a qual hidrolisa a uréia, liberando aménia e
acalinizando o meio, fazendo com que a coloracéo do mesmo vire de amarelo para rseo escuro.
O teste é feito através da semeadura de um pegueno fragmento da colénia do dermatéfito em
agar-uréia de Christensen. O tubo é incubado a temperatura ambiente e interpretado apds 96
horas. O resultado é considerado positivo quando, apds o crescimento flngico, ocorre a
modificac&o na coloragdo do meio, que passa de amarelo aréseo escuro. Caso 0 meio permanega
com a coloragdo amarela, a prova € considerada negativa (SIDRIM et a., 2004b). O caldo uréa
de Christensen também pode ser utilizado para a realizag8o desta prova, sendo considerado mais
sensivel paraa deteccdo desta atividade (CABANES, 2001).

O teste da perfuracéo do pélo in vitro permite diferenciar Trichophyton mentagrophytes
(que agpresenta Orgdos perfuradores tipicos) das demais espécies de Trichophyton. Para a
realizacdo deste teste, em uma placa de Petri de 70 mm de didmetro, contendo agua gelosada,

semeiam-se, de maneira equidistante, peguenos fragmentos da colénia a ser andisada
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Posteriormente, sobre os fragmentos da col6nia, inoculam-se fragmentos de cabelos loiros de
crianga previamente esterilizados. A placa é incubada a temperatura ambiente (25-30°C) por um
periodo de 7 a 40 dias. Observacbes semanais devem ser realizadas para evidenciar as
perfuragdes no pélo, através de preparacdes |amina-laminula de a guns fios de cabelo do meio de
cultura, acrescentando uma a duas gotas de corante lactofenol azul-algoddo, levando ao
microscopio para visuaizacdo das perfuracdes (SIDRIM et a., 2004b). Recomendase a
utilizacdo de cabelos de criangas pré-puberes pois 0s &cidos graxos presentes nos cabelos de
adultos podem inibir o desenvolvimento da cepa (CABANES, 2001).

As provas de requerimento vitaminico sdo de grande valor na identificagdo definitiva das
diferentes espécies de Trichophyton, uma vez que estas possuem caracteristicas de macro e
micromorfologia & vezes pouco evidentes. Levando-se em consideracdo as diferencas
fisiologicas das espécies de dermatdfitos, todas as amostras que ndo sdo identificadas pela
morfologia devem ser semeadas em meios de cultura enriquecidos com tiamina, histidina, &cido
nicotinico einositol (Figura 3) (SIDRIM et al., 2004b).

Fontee CEMM, 2004

Figura 03. Tubos utilizados para a prova de requerimento
vitaminico naidentificacdo de fungos dermatdfitos.
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3.2. Caracteristicas Fenotipicas dos Dermatdfitos | solados de Cées e Gatos

O género Microsporum gpresenta coldnias com crescimento rdpido ou lento, de textura
frequentemente algodonosa, podendo ainda apresentar coldnias de textura arenosaou glabrosa. A
coloracdo da colénia varia de branca a amarela, podendo gpresentar nuances de cor salmao. Seu
reverso € de coloracdo creme, amarela ou vermelha (Figura 4-A e 4-B). Caracteriza-se
mi croscopicamente pela presenca, gpods cultura, de estruturas de frutificagdo conhecidas como
macroconidios (Figura 4-C). Essas estruturas sdo geramente de forma navicular, divididas por
septos transversais de espessura variavel. Associadas aos macroconidios, as vezes podem ser
observadas estruturas também de frutificagdo, bem menores e claviformes, conhecidas como
microconidios (HOOG et a., 2000; SIDRIM et al., 2004b). Apresenta teste de perfuracdo de pélo
positivo, crescimento satisfatorio nos meios suplementados com tiamina, &cido nicotinico,
inositol e histidina. A maioria das cepas apresenta teste de urease positivo (BRILHANTE et d.,
2005).

Fontes CEMM, 2005

Figura 4. Aspectos fenatipicos do M. canis. A) Colénia de aspecto algodonoso,
de coloragdo branca. B) Reverso com pigmento amarelo. C) Macroconidio
fusiforme, multiseptados e com parede grossa.
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O género Trichophyton apresenta col6nias de aspecto glabroso ou agodonoso, podendo
apresentar textura arenosa, de coloragdo branca, amarela claro ou marrom e com reverso
variando do amarelo ao marrom, podendo gpresentar reverso de coloracéo vermelha ou violeta
(HOOG et d., 2000). A microscopia Optica, caracteriza-se pela presenca de grande quantidade de
microconidios de forma arredondada ou claviforme e digposicédo peculiar nas hifas, associados a
poucos macroconidios em forma de clava, divididos por septos finos e transversais, com
superficie externalisa (SIDRIM et al., 2004b).

3.3. Principais Espécies de Dermatofitos Isoladas de Caes e Gatos

Microsporum canis é o dermatofito mais comumente isolado de cdes e gatos
(BRILHANTE et d., 2003; CAFARCHIA et d., 2006). Uma vez que os humanos podem se
infectar, M. canis se tornou o dermatéfito com potencial zoondético mais freqlentemente
encontrado em areas urbanas (CAFARCHIA et al., 2006). Porém, os gatos assintomaticos
apresentam maior potencial zoondtico do que os cdes, uma vez que a incidéncia de dermatofitos
€ maior em gatos do que em cdes sem sintomatologia clinica (MANCIANTI et al., 2003;
CAFARCHIA et d., 2006).

Microsporum gypseum, Trichophyton terrestre e Trichophyton ajelloi s&o os dermatofitos
geofilicos mais comumente isolados de cdes e gatos assintométicos, porém o potencia
patogénico destas espécies aindando esta claro (CAFARCHIA et al., 2006).

3.4. Dermatofitoses Felina e Canina: um Enfoque Generalista

A dermatofitose é a enfermidade causada por fungos mais comum em caes e gatos no
hemisfério ocidental (BRILHANTE et al., 2003; ROCHETTE et al., 2003). Os dermatofitos,
agentes causais das dermatofitoses, sdo fungos filamentosos, hialinos e queratinofilicos. Embora

mais de 20 diferentes espécies de dermatofitos tenham sido relatadas como causadoras de
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dermatofitose em caes e/ou gatos, 0s patdgenos mais comumente isolados sdo: M. canis, M.
gypseum e Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes (CABANES et d. 1997;
BRILHANTE et d., 2003; MORIELL O, 2004; OUTERBRIDGE, 2006).

Dados de incidéncia e prevaéncia variam em funcdo do clima e dos reservatérios
naturais, exisindo relato de correlagdo positiva entre as dermatofitoses e ata umidade
(CABANES, 2000). Animais de todas as idades, sexo, ou raga 30 susceptiveis a infecgdes por
dermatéfitos, embora a doenca ocorra mais comumente em animais jovens, velhos e
imunodeprimidos, sendo a incidéncia maior em gatos do que em cdes (BRILHANTE et al., 2003;
MORIELLO, 2004; OUTERBRIDGE, 2006).

A infecg@o ocorre por contato direto dos conidios infectantes, provenientes do ambiente,
objetos, homem ou animais contaminados, para um hospedeiro susceptivel (MORIELLO, 2004).
O animal é infectado quando, apesar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, o agente penetra
0 estrato corneo ou o foliculo piloso (MENDELEAU & RISTIC, 1992). A instalagdo do processo
infeccioso primério classico esta relacionada a0 fato dos dermatdfitos produzirem enzimas
queratoliticas e lipase, cuja acdo favorece entrada e instalagdo da micose na pele e pélos
(CARLTON & McGAVIN, 1998).

Por serem ricas em querating, as regides da pele, pélos e unhas sdo freqlentemente
acometidas por dermatofitos (MENDLEAU & HNILICA, 2003). O dermatofito acomete o tecido
gueratinizado, penetra a pele, pélos e unhas causando danos mecanicos que resultam em
descamacdo da superficie epitelia e quebra do péo; seus metabdlitos se difundem pelas células
da epiderme causando reacdo inflamatdria e de hipersensibilidade, responsaveis pelo

desenvolvimento das lesdes (DAHL, 1994).

A dermatofitose em cées e gatos é principamente uma doenca folicular e os sinais
clinicos sdo essencialmente um reflexo do dano no foliculo piloso e subseqiiente inflamagéo
(MORIELLO, 2004). A apresentacdo clinica € muito variada, mas a manifestagdo cléssica
descrita na literatura é caracterizada por lesBes circulares discretas, com areas de alopecia

irregular ou difusa, de expansdo centrifuga, bordos eritematosos e vesiculares, que
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circunscrevem uma parte central descamativa. Possuem intensa descamagdo associada ou ndo a
resposta inflamatoria, resultante da atividade queratinolitica (OUTERBRIDGE, 2006). As lesdes
acometem mais comumente a face, as orelhas, as patas e a cauda, podendo evoluir para umacura
espontanea ou para lesdo generalizada cronica que afeta todo o corpo do animal. Em geral o
prurido € minimo ou ausente, mas pode ser acentuado pela presenca de ectoparasitas ou alergias
(MACIEL & VIANA, 2005).

Em cées, as |lesBes dermatofiticas podem consistir de combinagdes de papulas, pustulas,
com alopecia focal ou dispersa, apresentando zonas eritematosas, descamagdo e crostas. As
reacOes de Kérion (lesdes nodulares) sdo resultantes da resposta inflamatéria do hospedeiro ao
dermatdéfito. Ocorrem particularmente na cabeca, podendo mimetizar piodermites ou doencas
autoimunes (MORIELLO, 2004; OUTERBRIDGE, 2006). Nos gatos, as lesbes sdo
representadas por descamagdo e crostas com e sem aopecia (Figura 5). A aopecia pode ser
focal, difusaou ainda generalizada. A dermatofitose pode ainda provocar uma hiperpigmentacéo
da pele dos felinos, sendo esta caracteristica também encontrada em outras doencas de pele
(FOIL, 1998; SCOTT et a., 2001; MORIELLO, 2004).

. . P
Fontee CEMM, 2006

Figura 5. Lesdo dermatofitica al opécica circunscrita encoberta

por escamas naregido torécicalateral de um felino (seta).
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4. Género Candida

O género Candida é constituido por leveduras que apresentam reproducdo assexuada,
cujos mecanismos de divisdo celular envolvem o brotamento simples, brotamento fissdo e
divisdo binaria (GUARRO et a., 1999; HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004).
Pertence a0 Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Ascomycotina, Classe Hemiascomycetes,
Ordem Saccharomycetal es e Familia Saccharomycetaceae (HOOG et a., 2000). Porém, recente
classificacdo filogenética do Reino Fungi reclassifica a ordem Saccharomycetales como
pertencente a Classe Saccharomycetes e Subfilo Saccharomycotina (HIBBETT et a., 2007).

Langenbeck, em 1839, observou pela primeira vez a levedura hoje conhecida como
Candida albicans em aftas bucais de um paciente com tifo, tendo erroneamente considerado este
microrganismo o agente etiolégico da doenca. Mais tarde, em 1842, David Gruby definiu a
candidiase oral e classificou esse microrganismo no género Sporotrichum. Em 1846, Berg
estudou detalhadamente o microrganismo, estabelecendo, definitivamente, a sua relacéo com a
candidiase oral. Alguns anos mais tarde, em 1853, Charles Robin denominou esse
microrganismo de Oidium albicans, redenominado por Zopf, em 1890, de Monilia albicans.
Somente em 1923, Berkhout transferiu essa espécie para 0 género Candida e criou a espécie
Candida albicans (ARORA et a., 1991; SIDRIM & ROCHA, 2004). Atualmente o género vem
sendo associado a quadros de fungemia em humanos. Além disto, estudos tém demonstrado
resisténcia a agentes antifungicos azolicos, demonstrando a importancia do estudo deste género
(ANTUNESet d., 2004; POSTERARO et d., 2006; BRITO et d., 2007).

4.1. Identificacdo L aboratorial do Género Candida

O diagnostico laboratorial do género Candida consiste, inicialmente, da confeccdo de
[&minas com base na amostra clinica, com hidréxido de potéssio (exame direto), que permite
melhor visuaizacdo de estruturas fungicas, bem como de posterior repique da mesma amostra

em meios de cultura classicos: &gar Sabouraud, &gar Sabouraud com cloranfenicol e égar
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Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida. (SIDRIM & ROCHA, 2004). A
identificacdo das espécies de Candida baseia-se nas suas caracteristicas fenotipicas, tais como
macromorfologia, mediante observacdo das coldnias, e micromorfologia apos a realizacdo de
microcultivo que permite melhor visualizagdo das estruturas fungicas, dém das caracteristicas
bioguimicas, como assimilacdo e fermentacdo de carboidratos, assimilagcdo de nitrogénio e teste
do tubo germinativo (BRITO, 2005).

Quando cultivadas, in vitro, em meios de cultura adequados, as Candidas crescem bem
dentro de 48 horas, entre temperaturas de 25 e 37 °C. As caracteristicas morfol 6gicas primarias
s80 importantes para o diagnostico, no entanto, as espécies do género Candida sdo semelhantes,
ou Sgja, a principio se gpresentam macroscopicamente na forma de coldnias brancas ou cremes,
glabrosas, Umidas, sem pigmento e sem relevo, e na microscopia s80 observados apenas
blastoconidios, brotantes ou ndo (Figura 6). Dessa forma, para diferenciacdo entre espécies,
técnicas que permitam melhor visuaizagdo da disposi¢cdo das estruturas flngicas a microscopia
Optica (microcultivo), bem como critérios bioguimicos e nutricionais, sdo fundamentais, pois
estes sao espécie-especificos (KOEHLER et al., 1999).

1 LiE ol
L* i

Pl &

Fonte CEMM, 2005

Figura 14. Caracteristicas fenotipicas de Candida sp. A) Col6nias de coloragdo
branca, superficie lisa e textura glabrosa Umida. B) Blastoconideos.
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Microcultivos em placa de Petri (Figura 7) com CornMeal, acrescido de Tween 80, sGo
realizados com o intuito de permitir melhor visualizago da disposicdo das estruturas flngicas
tipicas de cada espécie, sendo estes, na maioria das vezes, suficientes para identificar o
microrganismo. Por exemplo, cepas da espécie C. albicans, apresentam, no microcultivo,
pseudo-hifas, hifas verdadeiras, blastoconidios formando cachos, bem como clamidoconidios
terminais, caracteristicas estas peculiares a espécie (RAPOSO et a., 1996; KOEHLER et 4.,
1999).

Fonte CEMM, 2005

Figura 7. Microcultivo de leveduraem placade Petri.

Em muitos casos, apenas o microcultivo ndo é suficiente para fechar o diagndstico; é
quando se constata a importancia das diferencas bioquimicas entre as espécies do género. Dessa
forma, a unido entre morfologia e caracteristicas bioquimicas €, muitas vezes, imprescindivel
para melhor identificacdo e caracterizacdo do microrganismo. Na rotina laboratoria, diferentes
testes sdo utilizados para diferenciar bioquimicamente as espécies de Candida, tais como:
assimilacéo de carboidratos e de nitrogénio, fermentacdo de carboidratos, prova da uréia e teste
do tubo germinativo (KOEHLER et d., 1999; BRITO, 2005).

Para a realizac&o da prova do tubo germinativo, as cepas de Candida sdo colocadas em
contato com soro humano ou de animais, em temperatura de 37°C, por um periodo de duas a trés

horas. Apds este periodo verifica-se pela microscopia se a cepa foi capaz de formar um tubo
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germinativo, ou seja, uma projecdo alongada que emerge do blastoconidio (KOEHLER et d.,
1999).

O teste de assimilacéo de carboidratos, também denominado auxonograma, consiste na
capacidade que uma levedura apresenta de crescer aerobiamente na presenca de determinado
carboidrato, fornecido como Unica fonte de carbono. O teste é redizado em meio solido
acrescido da suspens&o do microrganismo a ser testado. Os seguintes carboidratos so fornecidos
a0 meio: insulina, ramnose, L-arabinose, celobiose, dextrose, sacarose, rafinose, dulcitol,
melobiose, treaose, galactose, maltose, xilose, inositol e lactose. Cada espécie do género
Candida apresenta um perfil de assimilacéo diferente e a leitura € feita apds 24 a 96 horas,
mediante visuaizagdo de halos de crescimento que se formam a0 redor do carboidrato
assimilado (BRITO, 2005).

As espécies de Candida podem assimilar ou ndo nitrogénio, de forma que este teste
verifica a capacidade que a levedura tem de crescer aerobiamente na presenca de um
determinado composto nitrogenado, fornecido como Unica fonte de nitrogénio inorganico. Para
isso, em meio sdlido, acrescido da suspensdo antifungica e destituido de qualquer fonte de
nitrogénio, sdo colocadas aliquotas de peptona, que sdo utilizadas como controle postivo, e
nitrato de potéssio. O teste € positivo quando se observa um halo de crescimento, apés 96 horas
de incubagdo, ao redor do nitrato de potéssio (BRITO, 2005).

No teste de fermentacdo de carboidratos se avalia a capacidade da levedura de crescer na
presenca de Unico aglcar, fornecido como fonte exclusiva de energia. A suspensdo da levedura é
colocada em um tubo de ensaio contendo meio de culturaliquido e um tubo de Durhan invertido.
A positividade é dada pela producéo de gas carbdnico, que fica contido no interior do tubo de
Durhan, formando bolhas visiveis. Geralmente os carboidratos utilizados neste teste sdo
dextrose, maltose, sacarose, galactose, lactose e trealose, mas outros podem ser empregados
(Figura 8) (BRITO, 2005).



21

Fontee CEMM, 2005

Figura 8. Teste de fermentacdo de carboidratos, com
resultado positivo para glicose, matose e gal actose.

Existem também métodos automatizados para identificacdo das principais espécies do
género, os quais Ao de redizacdo e interpretacdo faceis, além de oferecer o resultado em tempo
menor. S&o kits tais como APl 20C Aux (bioMerieux-Vitek) e APl 32C, que se baseiam na
capacidade assimilativa de substratos bioquimicos e enziméticos pelas leveduras (KOEHLER et
a., 1999; SILVA & CANDIDO, 2005).

Sistemas automatizados para cultura de sangue, tais como o BacT/ALERT 3D
(bioMerieux) ou 0 BACTEC 9240 (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, Md.) e os
meios de cultura cromogénicos para Candida, tais como o BBL™, CHROMagar Candida™
(Becton Dickinson) e &gar Candida ID2 (bioMérieux), facilitam bastante o diagndstico de
infeccdes por Candida spp., principamente nos casos de candidiases sistémicas (WEIG &
BROWN, 2007).

4.2. Caracteristicas Fenotipicas das Espécies de Candida

Apesar do relato de isolamento de diferentes espécies de Candida a partir de amostras de

animais (BRITO, 2005), somente as espécies C. albicans e C. tropicalis tero suas caracteristicas
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fenotipicas descritas abaixo. Isso se deve a0 fato de que C. albicans é a espécie mais
frequentemente isolada (ELAD et al., 1998; HESELTINE et al., 2003; Jadhav e Pd, 2006;
BRITO et a., 2007) eaC. tropicalis foi a Unica espécie i solada neste experimento.

A espécie C. albicans, ap6s microcultivo, goresenta como caracteristicas
micromorfolégicas a presenca de pseudohifas e hifas verdadeiras, blastoconidios formando
cachos a0 longo das hifas e hifas com clamidoconidios terminais (Figura 9). Apresenta a
capacidade de formar tubo germinativo. No teste de assimilagdo de carboidratos apresentam
resultado positivo para glicose, gaactose, xilose, trealose e maltose e resultado variavel para L-
arabinose e sacarose. Com relacdo ao teste de fermentacdo de carboidratos, € capaz de fermentar

glicose e matose e apresentaresultado varidvel paragalactose e trealose (BRIT O, 2005).

Fonte: CEMM, 2005
Figura 9. Microscopiade C. albicans gp6s microcultivo.

A espécie C. tropicalis apresenta a microscopia, apos microcultivo, pseudomicélio com
blastoconidios distribuidos em cadeias simples ou ramificadas (Figura 10). Apresenta teste de
tubo germinativo negativo. E capaz de assimilar os carboidratos glicose, galactose, xilose,

tredlose e matose, podendo assimilar ou ndo sacarose. Apresenta teste de fermentacdo de
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carboidratos positivo para glicose, gaactose, trealose e matose, podendo fermentar ou ndo a
sacarose (BRITO, 2005).

Fonte: CEMM, 2005

Figura 10. Microscopiade C. tropicalis gp6s microcultivo.

4.3. Principais Espécies de Candida Isoladas de Animais

O isolamento de espécies de Candida a partir da microbiota de animais saudaveis, em
especia 0s cdes, € pouco relatado. Sabe-se, no entanto, que espécies do género habitam sitios
como tubo digestivo, mucosas e pele de variados animais, incluindo muitos passaros. Dentre
todas as Candida spp., a C. albicans é a mais presente, podendo ser isolada principalmente dos
sistemas gastrintestina e respiratorio de animais, além da mucosa genital, tendo predilecéo pela
superficie de mucosas e éreas de jungBes mucocutaneas de animais de sangue quente (ELAD et
a., 1998; HESELTINE et d., 2003; JADHAV & PAL, 2006; BRITO et a., 2007).

No Brasil, Paix&o et d. (2001), pesguisando fungos saprobios em caes e gatos, relataram
o isolamento de Candida spp. em 6,8% dos animais anaisados. Souza & Siqueira (2003)

detectaram a presenca de C. albicans no intestino de bovinos. Segundo esses autores, a presenca
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desta levedura como saprobio esta condicionada a varios fatores, sendo o principal a presencade

certas fontes de nutrientes, como a glicose e amaltose.

4.4. Candidiase em Medicina Veterinaria: um Enfoque Generalista

As espécies de Candida que vivem como sgprobias apresentam potencia patogénico que
pode se manifestar em decorréncia de um desequilibrio do binbémio parasita-hospedeiro,
resultante de alteragbes nos mecanismos de defesa do portador ou por comprometimento das
barreiras anatdbmicas de protecdo (MUELLER et a, 2002; MORETTI et a., 2004; SIDRIM &
ROCHA, 2004; WEIG & BROWN, 2007). Alguns fatores estéo relacionados com esta
caracteristica de patogenicidade, tais como: capacidade de crescer a 37°C ou mais;
pleomorfismo, cujo papel é importante nos processos iniciais de invasdo tecidual; producdo de
alguns metabdlitos, que podem desencadear manifestacdes alérgicas do tipo imediato e tardio;
producdo de enzimas hidroliticas e adesinas, dentre outros (NAGLIK et a., 2003; SIDRIM &
ROCHA, 2004) .

Na Medicina Veterindria, séo fatores predisponentes a infecgdes por Candida: idade,
presenca de doengas auto-imunes, Diabetes mellitus, uso de glicocorticGide, antibioticoterapia,
cateterismo venoso e urindrio e administracdo de nutricdo parentera (HESELTINE et al., 2003;
MORETTI et al., 2004; JN & LIN, 2005). Enfermidades provocadas por Candida spp.
geralmente acometem gpenas animais imunocomprometidos, como observado por Pressler et al.
(2003) e Heseltine et a. (2003), que isolaram espécies do género apenas em animais portadores
de outros processos infecciosos e com sistema imune comprometido. Os sitios anatdmicos mais
acometidos sdo: pele, unhas, ouvido, trato urin&rio e sistema gastrintestina (MILNER et a.,
1997; HESELTINE et d., 2003; JIN & LIN, 2005).

De acordo com a literatura, a C. albicans € a espécie mais comum em casos de
candidiases em animais, sendo responsave por diversos quadros clinicos como otite (DUARTE
et a., 2001; BRITO et al., 2007), infeccdo intestina (ELAD et al., 1998; OCHIAI et a., 2000),
infeccdo sistémica (HESELTINE et al., 2003; BROWN et al., 2005; TUNCA et a., 2006),
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dermatomicose, entre outros (RAPOSO et a., 1996; KOZAK et al., 2003; MORETTI et 4d.,
2004).

O primeiro relato de candidiase, em cées, data de 1949, e se tratou de um caso de
dermatomicose por C. albicans (REICH & NECHTOW, 1949). As lesdes cléssicas em casos de
dermatomicoses por Candida spp. apresentam contorno irregular e séo levemente edemaciadas,
com vesiculas, preferenciamente localizadas em areas com dobras cuténeas, como: espacos
interdigitais, prepucio e regido perianal. Pode haver, no entanto, a ocorréncia de lesdes com
alopecia, crostas, Ulceras e edema (MORETTI et d., 2004).

No exame histopatolégico, a candidiase caracteriza-se por dermatite perivascular
(espongiforme ou hiperplasica), dermatite intra-dérmica pustular (especia mente subcorneal), ou
foliculite (supurativa). As estruturas da Candida spp. podem ser visualizadas em secgOes
histol 6gicas como blastoconidios (células ovoides que estdo em freqliente brotamento, e possuem
um didmetro entre 3 a 5um), pseudo-hifas, e ocasionalmente como hifas. Geramente sdo
visualizadas nos cortes corados com hematoxilinaeosina (HE), mas podem ser melhor
observadas quando coradas pelo &cido periddico de Schiff (PAS) (RAPOSO et al., 1996).

As otites por Candida apresentam a mesma sintomatologia daquelas causadas por outros
microrganismos, como bactérias, ou sgja, € possivel observar a presenca de inflamagao, prurido,
dor, descamacdo e edema (MOTA et a., 1999). No Brasil j& houve o isolamento de Candida p.
como agente etioldgico de otites (DUARTE et al., 2001; OLIVEIRA et d., 2006; BRITO et d.,
2007).

Com relagdo ap aspecto clinico das infecgdes urindrias em peguenos animais causadas
por Candida spp., é possivel observar quadros de disiria, hematuria, aumento da freqiéncia de
miccdo, anorexia, desidratagdo, perda de peso, depressio e pirexia. Os achados laboratoriais
incluem aciddria (pH < 6,5), proteinlria, glicosuria, sedimentos de células epiteliais e elementos
fungicos na urindlise. No hemograma sd0 comuns presenca de anemia, trombocitopenia,
leucocitose e monocitose (JIN & LIN, 2005).
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Presder et a. (2003) isolaram espécies de Candida, causando infec¢éo urinaria em treze
caes e sete gatos, entre as quais estavam: C. tropicalis, C. rugosa, C. krusel, C. parapsilosise C.
glabrata, sendo C. albicans a espécie mais freqlientemente isolada. Mais recentemente, Ozawa et
al. (2005) isolaram C. tropicalis como agente de um quadro de cistite em um c&o. Jin & Lin
(2005), analisando a urina de 23 cées e 7 gatos, portadores de infecgdo urindria, identificaram a
C. albicans como a principa espécie fungica isolada, seguida de C. tropicalis, C. krusel, C.
glabrata e C. guilliermondi.

A via ascendente (através da uretra) é a fonte mais comum e mais importante da infecgéo
urinaria fingica, sendo que o uso de cateter uretral favorece este tipo de infeccdo. A baixa
quantidade de liquidos ingerida pelos animais nos periodos mais frios do ano predispbe o
aparecimento de infecgBes fungicas por diminuir a producdo de urina e conseglientemente a
frequénciade micgdo (JIN & LIN, 2005).

Espécies de Candida também estéo associadas a quadros de infecgdo intestinal em
animais. A espécie C. famata foi isolada de um cdo apresentando diarréia (MILNER et al., 1997)
e C. glabrata, causando quadros diarréicos em bezerros (ELAD et a., 1998). Apesar de algumas
leveduras serem consideradas organismos comensais do trato digestivo de bovinos e,
conseqUentemente seu isolamento do instestino ou amostras fecais ndo gpresentar significancia
clinica, o isolamento de C. glabrata € indicativo de infeccdo intestina em bovinos, devendo-se
levar em consideracdo, além do isolamento da levedura, tratamentos prévios e a idade do animal
(ELAD et al., 1998).

As infecgdes sistémicas por Candida spp. afetam principamente os rins, figado e baco,
podendo atingir também o pericardio e miocardio. A Unica rota de infeccdo possivel para o
pericardio e miocéardio é através da disseminagdo pela corrente sanguinea (TUNCA et al., 2006).
Um caso de endoftalmite caninafoi relatado por Linek (2004) como sendo causado por levedura
do género Céandida, apds quadro de enterite linfocitica cronica, através de disseminacdo pela
corrente sangliinea. Os fatores predisponentes para candidiase sistémica incluem administracéo
de antibidticos e corticosterdides, dém de infeccBes pelo parvovirus em cées e pelo virus da
leucemia felinaem gatos (FERREIRO et a., 2002; TUNCA et a., 2006).
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Apesar de serem tidas como oportunistas, Kozak et d. (2003) isolaram espécies de
Candida em animais jovens que gpresentavam lesdes de pele, porém livres de desordens
imunoldgicas, destacando-se C. albicans e C. krusei dentre as espécies observadas. Ademais,
Brown et al. (2005) descreveram a presenca de candidiase sistémica em um cdo sem nenhuma
deficiénciaimunol 6gica aparente.

5. Género Malassezia

O género Malassezia pertence ao reino Fungi (Eumycota), divisdo Basidiomycota, classe
Mymenomycetes, ordem Tremellales e familia Filobasidium uniguttulatum (HOOG et a ., 2000).
Porém, recente classificagdo filogenética do reino Fungi inclui este género no Filo
Basidiomycota, Subfilo Ustilaginomycotina e Ordem Malasseziales, sem, porém, classifica-lo
dentro de uma classe especifica, por conter caracteristicas que podem tanto inclui-lo na classe
Ustilaginomycetes quanto na classe Exobasidiomycetes (HIBBETT et al., 2007). A nomenclatura
e taxonomia do género tém apresentado controvérsias desde 1846, quando Eichstedt reconheceu
a etiologia fungica da pitiriase versicolor, uma micose superficial benigna e crénica que foi
descrita pela primeira vez por William em 1801. Porém, o agente permaneceu sem designagdo
até 1853, quando Robin o denominou Microsporum furfur por considera-lo um dermatéfito ao
observar a presenca de filamentos associados a levedura. Baillon, 1990, reconheceu que o0 agente
da pitiriase versicolor ndo estava relacionado com o género Microsporum, como acreditava
Robin, e, em homenagem ao micologista Ma assez, denominou-o Malassezia furfur (VARGAS
et a., 2004; CHEN & HILL, 2005).

Malassez, em 1874, observou a presenca de fungos constituidos por células ovoides,
raramente esféricas, com brotamento, sugerindo sua participacdo na patogenia da caspa, que
Sabouraud denominou Pityrosporum malassezi em 1904 e em 1913 Castellani & Chambers
denominaram Pityrosporum ovale (VARGAS et d ., 2004; CHEN & HILL, 2005).
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Em 1951, Gordon cultivou microrganismos de formato arredondado de pacientes com
pitiriase versicolor e denominou de Pityrosporum orbiculare. Somente em 1986 o Comité
Internacional de Taxonomia dos Fungos unificou os dois géneros com a aceitagdo do nome
Malassezia furfur (incluindo P. ovale, P. orbiculare e M. furfur) (VARGAS et a., 2004; CHEN
& HILL, 2005).

A espécie Malassezia pachydermatis foi primeiramente identificada em 1925 a partir de
escamas de um rinoceronte indiano com dermatite esfoliativa. Por sua semelhanga com o fungo
P. ovale, mas seu tamanho menor (2-3 um em comparacdo aos 3-8 pm do P. ovale), Weidman
propds o nome Pityrosgporum pachydermatis para o organismo. Gustafson, em 1955, isolou
leveduras de caes com otite externa e as relacionou com o género Pityrosporum, denominando-as
de Pityrosporum canis por ndo gpresentarem a mesma lipodependéncia que as demais espécies
do género. Sllooff determinou gque todas as espécies do género que ndo fossem lipodependentes
fossem denominadas P. pachydermatis. Ap6s a unificagdo dos géneros Pityrosporum e
Malassezia em 1986, o nome Malassezia pachydermatis foi entd adotado (GUILLOT &
BOND, 1999; CHEN & HILL, 2005).

Desde 1990, o uso da andlise gendmica levou a uma classificacdo mais clara das
leveduras do género Malassezia. Com base na diferenca na percentagem de guanina e citosinano
DNA, quando comparada com a M. furfur, Simmons & Guého (1990) definiram uma nova

espécie, a M. sympodialis.

Até 1996 o género Malassezia compreendia apenas trés espécies. M. furfur, M.
pachydermatis e M. sympodialis, segundo as caracteristicas dos &cidos nucléicos, mostrando
relacdo guanina-citosina de 66, 55,5 e 54%, respectivamente (VARGAS et d., 2004). Guého et
al. (1996), baseados em estudos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares, revisaram a taxonomia
do género, que passou a compreender mais quatro especies: M. globosa, M. obtusa, M. restricta
e M. dooffiae. A partir de estudos moleculares, quatro novas espécies foram incluidas. M.
dermatis, M. japonica, M. yamatoensis e M. nana (SUGITA et al., 2002, 2003, 2004; HIRAI et
a., 2004). Mais recentemente, duas novas espécies lipodependentes foram identificadas. M.
equina e M. caprae (CABANES et d., 2007).
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5.1. Identificagdo L aboratorial do Género Malassezia

5.1.1. Exame Direto

O exame microscopico direto de escamas de pele pode ser realizado com aumento de
400x de laminas preparadas com hidroxido de potassio (KOH) a 10% acrescido de tinta Parker
Quink permanente, de cor negra, na proporcdo de trés partes de KOH e uma de tinta (3:1).
Também podem ser utilizados o azul de metileno, o PAS (écido periddico Schiff), coloracdo de
Diff-Quick e o Giemsa (VARGAS et d., 2004; CHEN & HILL, 2005). Exame direto de material
proveniente de swab de ouvido, ou de saco conjuntival, pode ser realizado por microscopia de
imersdo de laminas coradas com Diff-Quick ou coloracdo de Gram (Figura 11) (CRESPO et d.,
1999; PRADO et a., 2004). Ao microscopio podem-se observar filamentos curtos de parede
grossa, com um ou dois septos, bem como a presenca de leveduras esféricas ou ovais isoladas ou
agrupadas em cachos (VARGAS et d., 2004).

Fonte: CEMM, 2002

Figura 11. Blastoconidios de M. pachyder matis com
formato oval e apresentanto colarete.

5.1.2. Identificago Fenotipica
As espécies de Malassezia podem ser identificadas através de suas caracteristicas

morfologicas e bioquimicas (GUILLOT et d., 1996). Em relago as caracteristicas morfol dgicas,
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consideram-se 0s aspectos macroscopicos da coldnia e microscopicos da levedura (MILAN &
ZAROR, 2004). Geramente as col6nias aparecem entre 0 segundo e quarto dias de incubacéo, a
uma temperatura entre 35 e 37°C. Existem diversos meios de cultura descritos para o isolamento
das espécies lipodependentes, sendo o0 agar Sabouraud dextrose, acrescido de cloranfenicol,
cicloeximidae dleo de oliva, e 0 meio agar Dixon os mais utilizados. A incorporacdo de 6leos na
superficie do meio gpresenta baixo rendimento, sendo recomendada a incorporacdo de
substancias lipidicas no préprio meio de cultura (VARGAS et d., 2004). O meio utilizado parao

cultivo parece ndo influenciar amicromorfologia dalevedura (GUILLOT & BOND, 1999).

As col6nias de Malassezia spp. em meios apropriados, e a uma temperatura de incubagéo
de 35 a 37°C, sdo de textura cremosa, de cor creme a marrom-clara, topografia convexa,
superficie lisa ou levemente rugosa, aspecto seco e de didmetro variavel, de acordo com o tempo
deincubacdo (Figura 12) (VARGAS et al., 2004).

Fonte: CEMM, 2002

Figura 12. Colbnias de M. pachydermatis em agar Dixon (A)
e agar Sabouraud sem adi¢do de acidos graxos (B).

Quando se observa crescimento de uma colonia leveduriforme, deve-se proceder ao
exame microscopico da mesma, através de preparagdes com solucdo salina, lactofenol azul de
algodéo ou corante de Gram. Estruturas arredondadas ou ovais em brotamento (blastoconidios),

de aproximadamente 2-3 um de largura e 4-5 um de comprimento, associadas ou ndo a presenca
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de hifas e pseudo-hifas, devem ser observadas (MILAN & ZAROR, 2004; CHEN & HILL,
2005).

A identificacdo da espécie M. pachydermatis é baseada na sua ndo lipodependéncia
verificada através de seu crescimento em meio &gar Sabouraud sem a adicdo de &cidos graxos.
Porém, a identificagdo das espécies lipodependentes é baseada na habilidade de assimilarem
ésteres de polioxietileno (Tweens 20, 40, 60 e 80), seguindo a chave paraidentificacdo descrita
por Guého et d. (1996) e o teste de difusdo de Tween proposto por Guillot et a. (1996). O teste
de assimilagdo do Cremophor EL e esculina descrito por Mayser et a. (1997) podem ser
utilizados como instrumentos adicionais para a diferenciacdo das espécies M. furfur, M. dlooffiae
e M. sympodialis. Apos aidentificacdo, a partir de 2002, das seis hovas especies lipodependentes
de Malassezia, Cabaries et a. (2007) propuseram uma nova tabela de caracteristicas fenotipicas
parao género (Tabela 01).
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Tabela 1 — Caracteristicas fisiol6gicas das espécies de Malassezia.

Saba Crescimento em Reaga) Re&?m Ut| [ |Z&a) de Tween Cremophor

Espécie 3°C agar Dixona de de EL
32°Cc 37°C 40°c esculina catdlase o9 40 60 80

M. pachydermatis + + + + +(-) +out - + + + +
M. furfur - + + + - (%) +(-) + + + + +
M. sympodialis - + + + + + - + + + - (%)
M. globosa - + (= - - + - - - - -
M. obtusa - + -z - + + - - - - -
M. restricta - + + - - - - - - - -
M. dooffiae - + + + - + +#) o+ + - i
M. dermatis - + + + -(3) + + + + + +(+)
M. japonica - + + - ? + - + + - 2
M. yamatoensis - + + - ? + + + + + 2
M. nana - + + +/- - + +(-) + + + }
M. caprae - +  -(3) - +() + - () o+ + i
M. equina - + + - -(4) + - + + + -

& Crescimento em &gar Sabouraud; +, positivo; -, negativo; +, fracamente positivo;
() indicadesvios raros do padrao principal; ?, ndo incluido na descri¢do da espécie.
Fonte: CABANES et al. (2007).

5.2. Caracteristicas Microbioldgicas da Espécie M. pachyder matis

Atuamente s&o treze as espécies conhecidas de Malassezia, porém, gpenas a espécie M.
pachydermatis tera suas principais caracteristicas microbiol 6gicas descritas a seguir, por se tratar

do principal objeto de estudo durante o doutorado.

Malassezia pachyder matis: Forma colOnias opacas, com aspecto cremoso e textura macia
ou friavel. Na micromorfologia apresenta células ovais pegquenas (2-2,5 x 4-5 pm). Os brotos,
gue sGo 0s maiores entre todas as espécies, surgem na base larga, onde pode ser observado um
colarinho ou cicatriz devido a sucessivos brotamentos. E a Unica espécie a crescer em agar

Sabouraud sem suplementacdo lipidica. Apresenta assimilagéo positiva aos Tweens 40 e 60,
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fraca ou positiva ao Tween 80 e pode ou n&o assimilar o Tween 20. As reagOes de esculina e
catalase podem ser positivas (+) ou negativas (-) e cresce em 37 € 40°C (VARGAS et al., 2004).
A reacdo de urease é positiva, porém algumas cepas gpresentam reacdo negativa em um meio
solido suplementado com vermelho fenol (GUILLOT & BOND, 1999; SCHLOTTFELDT et d.,
2002).

5.3. Principais Espécies de Malassezia | soladas de Cées e Gatos

Acreditava-se que gpenas a M. pachydermatis colonizava os animais domésticos. Bond et
a. (1995a) descreveram o isolamento desta espécie de diferentes sitios anatdmicos de cées
saudaveis e verificaram uma maior incidéncia da levedura no ouvido, seguido de l&bio inferior e
espaco interdigital dorsal. A menor incidéncia, em caes saudaveis, ocorre na axila e virilha
(BOND et al., 19953). Resultados semelhantes foram obtidos por Kennis et a. (1996) ao
isolarem um menor nimero de M. pachydermatis da axila e virilhae um maior nimero daregiéo
mentoniana de 19 cdes saudaveis. Porém, aualmente ja foram isoladas de varios sitios
anatdémicos as espécies lipodependentes de Malassezia, conforme estd demonstrado no Quadro
1.



34

Quadro 1: Isolamento de Malassezia spp. em diferentes sitios anatdmicos de cées e gatos sadios.

Sitio Anatdmico | M. pachydermatis M. furfur M. sympodialis M. globosa
/ Hospedeiro . . - .
Referéncias Referéncias Referéncias Referéncias
Caes
Bond et al., 1995b
Raabe et al., 1998
Owvido _ Raabeet al., 1998 | Raabe et d., 1998 | Cafarchiaet al., 2005
Cafarchiaet al., 2005
Girao et a., 2006
Raabe et al., 1998
Pele Raabe et al., 1998 | Raabeet al., 1998 -
Bond et al., 2006
L &bio inferior Bond et al., 1995b - - -
Espaco Bond et d., 1995b - - -
interdigital dorsal
Bond et al., 1995b
Axila Kenniset a., 1996
Bond et al., 1995b
Vinilha Kenniset dl., 1996
Queixo Kenniset a., 1996 - - -
Saco conjuntival Prado et al., 2004 - - -
Gatos
Raabe et al., 1998 Raabe et al., 1998
Cafarchiaet al., 2005
Owvido Cafarchiaet al., 2005 | Crespoetal., 1999 | Raabeet d., 1998
Nardoni et al., 2005
Nardoni et a., 2005 | Nardoni €t a., 2005
Bond et al., 1996 Bond et al., 1996
Pele Bondetal., 1997 | Bondetal. 1997
Bond et al., 1996 Bond et al., 1996
Mucosas . .

Bond et al., 1997

Bond et al., 1997




35

Em caes saudaveis, Ragbe et a. (1998) isolaram as espécies M. pachyder matis, M. furfur
e M. sympodialis tanto de ouvido quanto da pele. Das culturas de pele foram isoladas culturas
mistas das trés leveduras e de M. pachydermatis com M. furfur ou M. sympodialis. Porém, das
culturas de ouvido também foram identificadas culturas isoladas de M. sympodialis (Raabe et d .,
1998). Em 2005, Cafarchiaet a. isolaram as espécies M. pachydermatis e M. globosa do ouvido
de cées saudavels.

Bond et a. (1996, 1997) descreveram, pela primeira vez, 0 isolamento das espécies
lipodependentes M. sympodialis e M. globosa da pele e mucosas de gatos saudaveis. Em 1998,
Raabe et a. Relatam aidentificagdo de M. furfur e M. sympodialis em col6nias mistas com a M.
pachydermatis de ouvido de gatos saudéveis. Porém, o primeiro isolamento de M. furfur em um

gato saudavel foi descrito por Crespo et a., em 1999.

Em estudo conduzido por Nardoni et al. (2005), foi obtida cultura positiva em 23%
(12/52) das amostras provenientes de ouvidos de gatos sadios. M. globosa e M. pachyder matis
foram isoladas como espécies Unicas em um (1,9%) e sete (13,4%) gatos saudaves,
respectivamente, enquanto que a associagdo das duas espécies foi observada em quatro (7,7%)
animais (Nardoni et a., 2005). Em estudo semelhante, Cafarchia et a. (2005) isolaram as
espécies M. pachydermatis e M. globosa do ouvido de gatos sem sintomatologia de otite.

O primeiro isolamento de M. pachydermatis de saco conjuntival em cées foi descrito por
Prado et a. em 2004. A levedura foi isolada de 3% das amostras provenientes de sacos
conjuntivais de cdes saudaveis nacidade de Fortaleza, Ceard (Prado et al., 2004).

5.4. M alassezioses em Cées e Gatos: um Enfoque Generalista

A dermatite por Malassezia em cées foi descrita, pela primeira vez, por Dufait, em 1983.
Desde entdo, o papel em potencial destas leveduras na etiopatogenia da dermatite tem sido
estudado. AlteragcBes no sistema imune, como hipersensibilidade e doencas enddcrinas, podem
predispor a dermatite por Malassezia (MATOUSEK & CAMPBELL, 2002). Porém, aé o
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momento, apenas a levedura M. pachydermatis foi isolada de cées gpresentando dermatite
(MORRIS, 1999; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002; BOND et a., 2006; NARDONI et al.,
2007).

Apesar da dermatite por Malassezia poder ser primaria, € mais freqUentemente
secundéria a outro problema de base, como ectoparasitismo, adergia, seborréia ou distlrbio
enddcrino (NETT et al., 2001; NARDONI et al., 2007). Os fatores que favorecem a proliferacdo
da M. pachyder matis e a sua transicdo de um organismo comensa para um patégeno na pele do
cd0 ndo estdo bem elucidados. Presumivelmente ocorrem distdrbios nos mecanismos
fisioldgicos, quimicos ou imunoldgicos que norma mente restringem a colonizag& microbiana
da pele (GUILLOT & BOND, 1999). Outros fatores que favorecem a sua proliferagdo incluem
ateragbes particulares no microclima da pele, como acimulo de gordura, ruptura na barreira da
epiderme e dteragcOes na qualidade do sebo (NETT et al., 2001; NARDONI et d., 2007). A M.
pachydermatis age como um fator agravante na ocorréncia de doenca cuténea ao invés de atuar
como agente infeccioso (NARDONI et d., 2007).

A levedura M. pachydermatis gpresenta uma relacdo simbidtica com Staphylococcus
Spp., na qua os organismos produzem fatores de crescimento e alteragdes no microambiente
mutuamente benéficos. Caes com Malassezia apresentam aumento no niimero de Staphylococcus

intermedius na pele e freqlente piodermite estafilococica recorrente (ROSALES et a., 2005).

Ainda n&o foram identificadas as lesbes primarias para a dermatite por Malassezia, mas
as lesdes associadas incluem aopecia, eritema, liquenificacdo, hiperpigmentacdo, descamacéo e
exsudato oleoso. Os caes afetados gpresentam prurido e mau cheiro. As areas comumente
afetadas sdo a area ventral do pescoco, regido axilar e inguinal, face (&reas periocular e perioral),
patas e perineo (Figura 13) (NETT et a., 2001; SCOTT et d., 2001; OUTERBRIDGE, 2006;
NARDONI et al., 2007).
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Fonte: ChavesL. J., 2007

Figura 13. Céo apresentando dermatite por M. pachyder matis
naregido inguinal, caracterizada por eritema, liquenificacdo e
hiperpigmentaco (seta).

Ja foi identificada uma predisposicdo recial, apesar de ocorrerem variagGes geograficas.
As ragas Basset Hound, Dachshund, Cocker Spaniel, West highland White Terrier e Poodle tém
sido relatadas como as de maior risco. N& ha predilecdo por sexo ou idade (GUILLOT &
BOND, 1999).

Em gatos, a dermatite por M. pachyder matis ocorre com menor freqiiéncia que em cées,
porém as lesfes sdo semelhantes. Dos casos ocasionais de dermatite localizada ou generaizada
descritos em gatos, as lesdes encontradas foram dermatite esfoliativa, eritema exsudato
gorduroso e graus variados de prurido (GUILLOT & BOND, 1999).

A otite externa associada a Malassezia € norma mente caracterizada por um exsudato de
cerimen marrom ou amarelado, com graus variados de eritema, prurido e dor (Figura 14)
(GUILLOT & BOND, 1999; NARDONI et d., 2005).
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Figura 14. Cao apresentando otite por M.
pachyder matis. Presencade cerimen de
coloragdo amarronzada, eritema e crostas.

A espécie mais freqlientemente isolada de cées apresentando otite € a M. pachydermatis.
Girdo et a. (2006) descrevem o isolamento desta levedura em um nimero sgnificativamente
maior de cdes acometidos por otite externa quando comparados com ouvidos sadios, 0 que pode

implicar o seu papel patogénico nesta enfermidade.

Crespo et a. (2000a) isolaram trés espécies de leveduras lipodependentes de caes
apresentando otite externa, sem, no entanto, chegarem a identificagcdo da espécie. Contudo, 0s
mesmos autores, isolaram, em 2002, dém da M. pachydermatis, as espécies M. furfur e M.
sympodialis de animais com a patologia (CRESPO et d., 2002). Em 2005, Cafarchia et al.
relataram o isolamento das espécies M. pachyder matis e M. globosa de cées apresentando quadro

clinico de otite.

Em gatos acometidos por otite externa, ja foram isoladas as espécies M. pachydermatis,
M. furfur, M. globosa, M. sympodialise M. nana (HIRAI et a., 2004; CAFARCHIA et d., 2005;
NARDONI et a., 2005). Apesar da M. pachydermatis poder estar envolvida em casos de otite
externa em gatos, ela ndo ocorre com a mesma fregiiéncia que em cées (CRESPO et al., 2000b).
O primeiro isolamento de uma espécie lipodependente foi relatado por Crespo et a. (2000b), que

isolaram alevedura M. sympodialis em dois gatos acometidos por otite externa
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Em estudo conduzido por Nardoni et a. (2005), foi obtida cultura positiva de 63,3%
(63/99) das amostras provenientes de gatos acometidos por otite externa. Das amostras coletadas,
26 (26,3%) e uma (1%) apresentavam somente a espécies M. pachydermatis e M. globosa,
respectivamente. M. pachyder matis foi isolada em associacdo com outra espécie lipodependente
em 36 amostras; somente com a M. furfur, com M. globosa e M. furfur, com M. furfur, com M.
sympodialis e M. furfur e somente com M. globosa em 13 (13,2%), duas (2%), uma (1%) e 20
(20,2%) amostras, respectivamente (NARDONI et al., 2005).

Em 2004, em um gato apresentando otite externa no Japédo, foi isolada uma espécie de
Malassezia que apresentava caracteristicas distintas das nove demais espécies conhecidas no
momento do experimento. Através de andlises fenotipicas e moleculares se chegou a
classificacdo de umanovaespécie, M. nana (HIRAI et a., 2004).

Prado et d. (2004) isolaram a M. pachydermatis do saco conjuntival de cdes. Porém, a
incidéncia desta levedura em caes gpresentando Ulcera de cornea foi significativamente maior
(p<0,05) do que em cées sadios (23% vs. 3%). Estes dados indicam que o aumento de
fosfolipidios associados com a reacdo inflamatdria presente na Ulcera de cérnea favorece o
crescimento de leveduras lipofilicas como a M. pachydermatis (PRADO et a ., 2004).

5.4. Métodos Usados na Avaiagdo da Sensbilidade de M. pachydermatis aos Antifingicos in
vitro: uma Tentativa de Padronizacdo

O primeiro teste de sensibilidade in vitro descrito para cepas de M. pachyder matis foi em
1976 por Maestrone et a. Em 1997, o Clinical and Laboratory Sandards Institute (CLSI —
antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS) liberou uma verséo
aprovada (M27-A) de métodos de macro e microdiluigdo em caldo padronizados para o teste de
sensibilidade antifungica de leveduras. Em 2002 esta versdo foi revista (M27-A2), porém este
documento ndo € aplicavel para Malassezia spp. devido a sua lipodependéncia, a excegdo da M.
pachydermatis (NCCLS, 2002).
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O teste de sensibilidade antifangica, segundo o CLSI, foi padronizado para espécies de
Candida e segue a metodologia que sera descrita a seguir. O teste de macro e microdilui¢cdo sdo
realizados com volume fina de 1,0 e 0,2 ml, respectivamente. O meio utilizado € o RPMI 1640
tamponado com MOPS (&cido 2-[N-morfolino]-propanossulfénico), com pH 7,0. O tamanho do
indculo foi padronizado para 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mI. Ficou estabelecido que o tempo de
incubacéo de 48 horas, a uma temperatura de 35 °C, foi 0 que promoveu resultados mais
consistentes (NCCLS, 2002).

Para os derivados azdlicos, a concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a
menor concentracdo com gueda predominante (90%) inibicdo da turbidez quando comparada
com o controle. Ja para a anfotericina B, a CIM foi padronizada com aguela que demonstrava
inibicdo total de crescimento (NCCLS, 2002). Para os testes de microdiluicdo em caldo, uma
aternativa na busca de leituras de CIMs mais objetivas e acuradas vem sendo gpresentada pela
introducdo do espectrofotbmetro, cgpaz de quantificar diferentes percentuais de crescimento ou
inibicdo fungica (COLOMBO & SALES, 2004).

Vé&rios estudos estdo sendo redizados, buscando uma padronizagdo do teste de
sensibilidade para espécies de Malassezia. Gupta et a., em 2000, realizaram um teste de
sensibilidade baseado no método de diluicdo em agar. Foram utilizadas 55 cepas de 7 diferentes
espécies de Malassezia, sendo 4 cepas de M. pachydermatis. O método utilizava inéculo de 1 x
10* UFC/ml e os meios DST, Leeming-Notman ou Sabouraud. A CIM foi determinada como
sendo a menor concentragdo capaz de inibir 80% do crescimento fangico, quando comparado ao
controle de crescimento. A leitura das placas foi realizada gpos 7 dias através de escal as variando
de aa 4+, onde o valor 0 representava a placa sem crescimento fangico, o vaor 1+ a placa que
apresentava aproximadamente 25% de crescimento quando comparada com o controle positivo,
o valor 2+ aplaca com 50% de crescimento, o valor 3+ para a placacom 75% de crescimento e 0
valor 4+ a placa cujo crescimento fungico era semelhante ao do controle de crescimento. Os
valores de CIM encontrados foram < 0,03 pug/ml para o cetoconazol, 0,03 — 0,25 pg/ml para
voriconazol e 0,03 pg/ml paraitraconazol (GUPTA et d., 2000).
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Método semelhante a0 de Gupta et al. (2000) foi utilizado por Brito et al. (2007) para
testar a sensibilidade de 29 cepas de M. pachydermatis frente as drogas cetoconazol, itraconazol
e anfotericina B, utilizando o meio &gar Sabouraud. Foi determinada como concentragdo
fungicida minima (CFM) a menor concentrag8o da droga capaz de inibir 100% do crescimento
fungico. Os valores de CFM foram 0,075 pg/ml, < 1 — 16 pg/ml e 0,125 — 8 pug/ml para
cetoconazol, fluconazol e anfotericina B, respectivamente (BRITO et d., 2007)

Em 2003, Eichenberg et a. descreve uma técnica de microdiluicdo em caldo parateste de
sensibilidade de 82 cepas de M. pachydermatis, testando as drogas fluconazol, itraconazol e
cetoconazol. Esta metodologia utilizou como meio o caldo Sabouraud dextrose acrescido de
Tween 80 (1%), relatando que estudos preliminares descartaram o uso do meio RPMI 1640
preconizado pelo CLSI. O tamanho do inéculo também diferiu, sendo de 0,5 — 3,0 x 10° UFC/ml.
Neste estudo a CIM foi determinada como sendo a menor concentracdo da droga capaz de inibir
50% do crescimento quando comparada ao controle positivo. Os vaores de CIM encontrados
foram 0,15 — 0,25 pg/ml, 1 — 32 pg/ml e 0,07 — 0,125 pg/ml para cetoconazol, fluconazol e
itraconazol, respectivamente (EICHENBERG et d., 2003).

Nascente et al (2003) avaliaram a sensiblidade antifliingica de 24 cepas através da técnica
de microdiluicdo em caldo, utilizando a mesma metodologia descrita por Eichenberg et &
(2003), sendo que os vaores de CIM encontrados foram 0,03 — 8 pg/ml para cetoconazol, 0,5 —

64 pg/ml parao fluconazol e 0,03 — 4 pg/ml para o itraconazol.

Um dos trabalhos mais recentes descreveu o método de microdiluicdo em agar para oito
espécies de Malassezia com a utilizagdo do meio RPMI 1640 acrescido de glicose, glicerol, bile,
monoestearato de glicerol e Tween 20. As drogas antiflingicas testadas foram: fluconazol,
itraconazol, voriconazol, cetoconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B. Foram
utilizadas 53 cepas de Malassezia, porém somente uma da espécie M. pachydermatis. O tamanho
do inéeulo utilizado foi entre 2,0 e 3,5 x 10° UFC/ml e o material foi mantido em estufa a 32°C
durante 48 horas (M. furfur e M. pachydermatis) ou 72 horas (M. sympodialis, M. slooffiae, M.
globosa, M. obtusa, M. restricta e M. dermatis). O estudo demonstrou valores de CIM de 0,06
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pg/ml para cetoconazol e itraconazol, 0,03 pg/ml para o voriconazol, 16 pg/ml para o fluconazol
e 0,12 pg/ml paraanfotericinaB. (VELEGRAKI et d., 2004).

Porém, até o momento ndo foi definida qual a melhor metodologia para o estudo da
sensibilidade antifingicain vitro para cepas de Malassezia, havendo, portanto, a necessidade de
padronizar uma técnica de microdiluicdo que permita estudos comparativos entre diferentes

cepas, provenientes de animais saudaveis e doentes.
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JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos os clinicos veterindrios vém despertando atencdo especial a etiologia
fungica nos processos infecciosos. Os fungos patogénicos mais comumente isolados de cées e
gatos pertencem ao grupo dos dermatofitos, seguido das leveduras do género Malassezia. As
candidiases sdo pouco freglientes em pequenos animais, mas no Brasil ja houve o isolamento
desta espécie em casos de dermatomicoses em cdes. Além disto, ainda ndo h4 um teste de
sensibilidade antifungica padréo para espécies de Malassezia. Portanto, com a realizacéo deste
estudo, investigando a presenca de dermatdéfitos e leveduras em caes sadios ou gpresentando
dermatite, otite e desordens oftdlmicas e enfocando a padronizacéo de um teste de sensibilidade
antifingica para 0 género Malassezia, espera-se contribuir para o melhor entendimento da

biologia destes microrgani smos.



HIPOTESESCIENTIFICAS

1. Dermatofitos e/ou leveduras (Candida spp. e Malassezia spp.) estdo presentes tanto em

caes sadios como naguel es apresentando dermatites, otites ou desordens oftalmicas.

2. O repique em &gar Batata pode ser utilizado como complemento a0 teste de

microdilui¢cdo para cepas de Malassezia pachyder matis.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar a presemca de dermatofitos e leveduras (Candida spp. e Malassezia spp.) em cées
sadios, assim como nagueles apresentando dermatite, otite e desordens oftalmicas. Buscou-se
ainda avaliar uma nova metodologia de teste de sensibilidade das cepas de M. pachydermatis

isoladas aos antifungicos, in vitro.

2. Objetivos Especificos

2.1. Isolar e identificar os dermatofitos e leveduras da axila, virilha, canal auditivo e saco

conjuntival de cées saudaveis,

2.2. Isolar e identificar as espécies fungicas da leso de pele, axila sem lesdo e virilha sem lesdo
de c&es com dermatite, otite e patologias oftalmicas;

2.3. Verificar a eficacia do repique em &gar batata como complemento ao teste de sensibilidade
in vitro, utilizando um método de microdiluicdo em caldo para cepas de M. pachydermatis
isoladas.
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Malassezia spp. em Humanos e Pequenos Animais: uma abor dagem tedrica

RESUMO

Atua mente, o género Malassezia compreende treze espécies. Este trabalho pretende realizar uma
abordagem teorica sobre esta levedura em humanos e animais, enfocando 0s aspectos histéricos,
laboratoriais, clinicos e sensibilidade antifungica. O diagndgtico laboratoria desta levedura é
baseado em exame direto e identificagdo fenotipica e molecular. Em humanos sadios ou com
dermatite j& houve o isolamento de todas as espécies de Malassezia, com excegdo das espécies
M. nana, M. caprae e M. equina. Em cdes e gatos saudaveis ou gpresentando alguma
enfermidade foram isoladas as espécies M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M.
globosa e M. nana de diferentes sitios anatdmicos. Em 1997, o NCCLS liberou uma versao
aprovada para o teste de sensibilidade antifungica de leveduras. Porém, ainda ndo existe uma
padronizacdo para este teste in vitro para Malassezia spp. Apesar dos diversos avangos na
pesquisa desta levedura nos ultimos 10 anos, muito ainda se precisa estudar com relagdo ao
género Malassezia, como, por exemplo, mas estudos epidemiolégicos, bem como o

desenvolvimento de uma padronizacéo para o teste de sensibilidade in vitro.

Palavras-chave: Malassezia spp., humanos, animais.



48

Summary: Currently, the genus Malassezia comprehends thirteen species. The am of this
article is to perform a theoretical gpproach about these yeasts in humans and small animals,
focusing the higtoric, laboratorial, clinica ant antifungal sensitivity aspects. The laboratorial
diagnostic of this yeast is based on the direct exam and phenotypic and molecular identification.
In humans with dermatitis, or healthy individuals, al species of Malasezia were aready
isolated, with the exception of M. nana, M. caprae and M. equina. In dogs and cats, healthy or
with some illness, it has been isolated the species M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis,
M. globosa, and M. nana, from different anatomic regions. In 1997, the NCCLS liberated an
approved version of standard methods for the antifungal sensitivity testing of yeasts. However,
thereisnot astandard in vitro susceptibility test for Malassezia spp. Despite the several advances
in the research of thisyeast in the last 10 years, there is still much to study concerning this genus,
like, for example, more epidemiological studies, as well as the development of an in vitro
standard sensitivity test.

Keywords: Malassezia spp., humans, animals.
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Introducéo

O género Malassezia, até a década de 90, era constituido por trés espécies. M. furfur, M.
sympodialis e M. pachydermatis. Em 1996, o género teve sua taxonomia revista com base em
parémetros fisiolégicos, bioquimicos e moleculares, passando a englobar mais quatro espécies:
M. globosa, M. obtusa, M. restricta e M. dooffiae. A partir de 2002, através de estudos
moleculares, quatro novas espécies foram incluidas: M. dermatis, M. japonica, M. yamatoensis e
M. nana. Mais recentemente foram isoladas duas novas espécies: M. caprae e M. equina,
totalizando, atua mente, 13 espécies no género.

As espécies do género Malassezia constituem parte da microbiota de humanos sadios,
podendo ser isoladas de areas ricas em glandul as sebaceas, particularmente peito, costas e couro
cabeludo. Além disto, também estdo associadas a doencas cutaneas, incluindo a dermatite
atdpica, pitiriase versicolor e dermatite seborréica. Em humanos sadios com dermatites j& houve
o0 isolamento de quase todas as espécies de Malassezia, com excegdo de M. nana, M. caprae e M.
equina.

Na Medicina Veterinaria é conhecida a participagdo de Malassezia spp. como parte da
microbiota, bem como na etiopatogenia de algumas enfermidades, principalmente dermatites e
otites, tanto em animais domésticos quanto em selvagens. Em cées e gatos, ja foi descrito na
literatura o isolamento das espécies M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa e
M. nana, de diferentes sitios anatbmicos, em animais sadios ou gpresentando alguma patologia.

Devido a inclus@o de novas espécies a0 género Malassezia, este trabaho pretende realizar
uma abordagem tedrica sobre as treze espécies, enfocando os aspectos historicos, laboratoriais,

clinicos e sensibilidade antifungicain vitro.

1. Aspectos Histéricos e Taxonomia do Género Malassezia

O género Malassezia pertence a0 reino Eumycota, divisio Basidiomycota, classe
Hymenomycetes, ordem Tremellales e familia Filobasidium uniguttulatum (Hoog et a., 2000).
A nomenclatura e taxonomia deste género tém apresentado controvérsias desde 1846, quando
Eichstedt reconheceu a etiologia fingica da pitiriase versicolor, uma micose superficia benigna
e cronica que foi descrita, pela primeira vez, por William em 1801. O agente etiologico da
pitiriase versicolor permaneceu sem designacdo até 1853, quando Robin o denominou

Microsporum furfur por considera-lo um dermatéfito, em virtude da presenca de filamentos
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associados a levedura. Baillon, em 1889, reconheceu que o agente da pitiriase versicolor ndo
estava relacionado com 0 género Microsporum, como acreditava Robin, e, em homenagem ao
micologista Malassez, denominou-o Malassezia furfur (Vargas et d., 2004; Chen e Hill, 2005).

Malassez, em 1874, observou a presenca de fungos congtituidos por células ovoides,
raramente esféricas, com gemulacdo, sugerindo sua participacdo na patogenia da caspa, que
Sabouraud denominou Pityrosporum malassezii, em 1904, e que, em 1913, Castellani e
Chambers denominaram de Pityrosporumovale (Vargas et a., 2004; Chen e Hill, 2005).

Em 1951, Gordon cultivou microrganismos de formato arredondado de pacientes com ptiriase
versicolor e denominou de Pityrosporum orbiculare. Somente em 1986 o Comité Internaciona
de Taxonomia dos Fungos unificou os dois géneros com a aceitagdo do nome Malassezia furfur
(incluindo P. ovale, P. orbiculare e M. furfur) (Vargas et a., 2004; Chen e Hill, 2005).

A espécie Malassezia pachydermatis foi primeiramente identificada, em 1925, a partir de
escamas de um rinoceronte indiano com dermatite esfoliativa. Por sua semelhanga com o fungo
P. ovale, mas seu tamanho menor (2-3 um em comparacdo aos 3-8 um do P. ovale), Weidman
propds o nome Pityrosporum pachydermatis para o organismo. Gustafson, em 1955, isolou
leveduras de cées com otite externa e as relacionou com o género Pityrosporum, denominado-as
de Pityrosporum canis por ndo gpresentarem a mesma lipodependéncia que as demais espécies
do género. Sooff determinou que todas as espécies do género que ndo fossem lipodependentes
fossem denominadas P. pachydermatis. Ap6s a unificagdo dos géneros Pityrosporum e
Malassezia, em 1986, o nome Malassezia pachyder matis foi entdo adotado (Vargas et a., 2004;
Chen e Hill, 2005).

O uso da andlise gendmica, no inicio da década de 90, levou a uma classificagdo mais clara
das leveduras do género Malassezia. Por conseguinte, com base na diferenca na percentagem de
guanina e citosina no DNA, quando comparada com a M. furfur, Simmons e Guého (1990)
definiram uma nova espécie, aM. sympodialis.

Até 1996, o género Malassezia compreendia apenas trés espécies. M. furfur, M.
pachydermatis e M. sympodialis, segundo as caracteristicas dos &cidos nucléicos, mostrando
relacdo guanina-citosina de 66, 55,5 e 54%, respectivamente (Vargas et a., 2004). Guého et al.
(1996) revisaram a taxonomia do género, que passou a compreender mais quatro espécies. M.
globosa, M. obtusa, M. restricta e M. slooffiae, baseados em estudos fisiol 6gicos, bioquimicos e

molecul ares.
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A partir de estudos moleculares, quatro novas espécies foram incluidas. M. dermatis, M.
japonica, M. yamatoensis e M. nana (Sugita et a., 2002, 2003, 2004; Hirai et a., 2004). Mais
recentemente, duas novas espécies lipodependentes foram identificadas: M. equina e M. caprae
(Cabafies et al., 2007).

Atualmente, sdo 13 as espécies conhecidas de Malassezia que terdo suas caracteristicas
fisiolO6gicas descritas a seguir.

Malassezia pachydermatis: E a Gnica espécie a crescer em meio agar Sabouraud sem
suplementacdo lipidica. Apresenta assimilago positiva aos Tween 40 e 60, fraca ou positiva ao
Tween 80 e pode ou ndo assimilar o Tween 20. As reagdes de esculina e catalase podem ser
positivas (+) ou negativas (-) e cresce em 37 e 40 °C (Vargas et al., 2004). A reacdo de urease €
positiva, porém algumas cepas apresentam reagdo negativa em um meio solido suplementado
com vermelho fenol (Guillot e Bond, 1999).

Malassezia furfur: Esta espécie é lipodependente, necessitando de suplementacdo de &cidos
graxos de cadeia longa para 0 seu crescimento. N&o cresce em agar Sabouraud simples, mas
cresce bem em Sabouraud enriquecido com Tween 20, 40, 60 e 80, na concentragéo de 0,1 a
10%, como Unico suplemento lipidico. E catalase-positiva, apresenta uma fraca reagéo de R-
glicosidase (esculina negativa) e € a Unica espécie do género que assimila o Cremophor EL
adicionado a0 meio Sabouraud. Cresce a37 €40 °C (Vargas et al., 2004).

Malassezia sympodialis. Espécie lipodependente que assimila Tween 40, 60 e 80, mas ndo o
Tween 20. Apresenta reacdo catalase (+) e esculina (+), em 24 horas. Cresce em 37 e 40 °C
(Vargaset al., 2004).

Malassezia globosa: Espécie lipodependente, ndo assimila os Tween 20, 40, 60 e 80.
Apresenta reagdo catalase (+), mas ndo apresenta [3-glicosidase, ou seja, € esculina (-). Pode
apresentar um pequeno crescimento a 37 °C, entretanto, ndo cresce a40 °C (Vargas et al., 2004).

Malassezia obtusa: Esta espécie é semelhante a M. globosa, diferindo gpenas na capacidade
de apresentar reagcdo esculina (+) (Vargas et al., 2004).

Malassezia restricta: E a espécie lipodependente mais exigente, ndo assimilando os Tween
20, 40, 60 e 80 nem o Cremophor EL. N&o apresenta 3-glicosidase (esculina (-)), sendo a Unica
especie catalase (-). Pode apresentar pequeno crescimento a 37 °C, porém ndo cresce a 40 °C
(Vargaset al., 2004).
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M. slooffiae: Espécie lipodependente que assimila Tween 20, 40 e 60, mas ndo assimila o
Tween 80. Apresenta catalase (+) e esculina(-) e crescebem a37 e 40 °C (Vargas et d., 2004).

M. dermatis. Esta espécie goresenta caracteristicas fisiologicas semelhantes a M. furfur.
Assimila os Tween 20, 40, 60 e 80, apresenta reacdo de catalase (+) e esculina (-) e cresce bem a
37 e 40 °C. Porém, a percentagem molecular de G+C do DNA da M. dermatis € 60,4% engquanto
que adaM. furfur é de 66,0 a66,7% (Sugitaet a., 2002).

M. japonica: Espécie lipodependente, assimila os Tween 40 e 60 como Unica fonte de lipidio,
mas n&o assmila os Tweens 20 ou 80. Apresenta reacdo de catalase (+) e cresce bem a 37 °C,
porém ndo apresenta crescimento a 40 °C (Sugitaet al., 2003).

M. yamatoensis. Espécie lipodependente que apresenta caracteristicas similares a M. furfur e
M. dermatis, assimilando os Tween 20, 40 e 80 e apresentando reacdo de catalase (+). Porém,
ndo cresce a40 °C (Sugitaet a., 2004).

M. nana: Espécie lipodependente semelhante a M. sympodialis, n&o assimila o Tween 20, mas
assimila os Tween 40, 60 e 80. Apresenta reacOes de catalase (+) e esculina (-) e cresce bem a37
e40°C (Hirai et d., 2004).

M. caprae: Apo0s sete dias de crescimento a 32°C as col6nias s80 peguenas (com 0,5 a1,8 mm
de didmetro), de coloragdo branca a creme, superficie lisa, brilhantes ou opacas e
moderadamente convexas. As células apresentam formato oval aesférico (2,7-4,5 x 1,7-4,5 pm),
com formagdo de brotos na base estreita. Espécie lipodependente, ndo assimila Tween 20 e
assimila fracamente Tween 40, 60 e 80. Ndo assimila cremophor EL. Apresenta reacdo de
catalase (+) e esculina freqlentemente (+). N&o cresce a 40°C, mas pode agpresentar fraco
crescimento a 37°C (Cabafies et d., 2007).

M. equiina: Apds sete dias de crescimento a 32°C as colbnias sdo pequenas, (com <0,5 a2 mm
de diametro), de coloragdo branca a creme, superficie lisa, brilhantes a opacas, textura cremosa e
moderadamente convexas. As células sdo ovoides (2,9-4,7 x 1,2-3,1 um), com formagdo de
brotos na base estreita. Espécie lipodependente que, assm como a M. caprae ndo assimila
Tween 20 e cremophor EL, mas assmila fracamente Tween 40, 60 e 80. Apresenta reagcéo de
catalase (+) e de esculina freqlentemente (-). N&o cresce a 40°C, mas pode apresentar fraco
crescimento a 37°C (Cabafies et d., 2007).
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2. Diagnostico Laboratorial
2.1. Exame Direto

O exame microscopico direto de escamas de pele pode ser realizado com aumento de 400x de
l&minas preparadas com hidroxido de potassio (KOH) a 10%, acrescido de tinta Parker Quink
permanente, de cor negra, na proporcao de trés partes de KOH e uma de tinta (3:1). Também
podem ser utilizados o azul de metileno, o PAS (écido periddico Schiff), coloragdo de Diff-
Quick e o Giemsa (Vargas et al., 2004; Chen e Hill, 2005). Exame direto de material proveniente
de zaragatoa de ouvido, ou saco conjuntival, pode ser realizado por microscopia de imerséo de
l&minas coradas com Diff-Quick ou de Gram (Crespo et a., 1999, Prado et a., 2004). Ao
microscopio, sdo observadas leveduras esféricas ou ovais isoladas ou agrupadas em cachos,
podendo ou ndo apresentar filamentos curtos de parede grossa, com um ou dois septos (Vargas et
a., 2004) (Figural).

Fonte: CEMM, 2004
Figura 1 — ldentificagdo fenotipica de M. pachydermatis. A) Exame direto de materia

proveniente de zaragatoa de ouvido de um cdo apresentando sinais de otite. Lamina corada pelo
método de Gram. Observam-se numerosas leveduras, arredondadas a ovais, apresentando
gemulacdo. B e C) Coldnias de M. pachydermatis em Agar Sabouraud sem adicdo de acidos
graxos (B) e em agar Dixon (C).
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2.2. | dentificagéo Fenotipica

As espécies de Malassezia podem ser identificadas através de suas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas (Guillot et a., 1996). Em relaco as caracteristicas morfol dgicas,
consideram-se aspectos macroscopicos da coldnia e microscopicos da levedura. Geralmente, as
colOnias aparecem entre 0 segundo e o quarto dia de incubagdo, a uma temperatura entre 35 e
37 °C. Existem diversos meios de cultura descritos para o isolamento das espécies
lipodependentes, sendo o &gar Sabouraud-dextrose, com cloranfenicol, cicloeximida e éleo de
oliva, e 0 meio agar Dixon os mais utilizados. A incorporacdo de 6leos na superficie do meio
apresenta baixo rendimento, sendo recomendada a incorporagdo das substéancias lipidicas no
préprio meio de cultura (Vargas et a., 2004). O meio utilizado para o cultivo parece ndo
influenciar amicromorfologiadalevedura (Guillot e Bond, 1999).

As colOnias de Malassezia spp., em meios gpropriados e a uma temperatura de incubagéo de
35 a 37 °C, sdo de textura cremosa, de cor creme a marrom-clara, topografia convexa, superficie
lisa ou levemente rugosa, aspecto seco e de didmetro variavel de acordo com o tempo de
incubacéo (Vargaset a., 2004) (Figural).

Quando se observa o crescimento de uma coldnia leveduriforme, deve-se proceder ao exame
microscopico da mesma, atraveés de preparagcdes com solucéo sainag, lactofenol azul de algodéo
ou corante de Gram. Estruturas arredondadas ou ovais em gemulagdo (blastoconidios), de
aproximadamente 2-3 um de largura e 4-5 um de comprimento, associadas ou ndo a presenca de
hifas e pseudo-hifas, devem ser observadas (Vargas et a., 2004) (Figura 1).

A identificagcdo da espécie M. pachydermatis é baseada na sua ndo dependéncia de lipidios,
verificada através do seu crescimento em meio agar Sabouraud sem a adicdo de écidos graxos.
Porém, a identificagdo das espécies lipodependentes é baseada na habilidade de assimilarem
ésteres de polioxietileno (Tweens 20, 40, 60 e 80), seguindo a chave para identificacdo de
espécies, descrita por Guého et a. (1996) e o teste de difusdo de Tween proposto por Guillot et
al. (1996). O teste de assimilagdo do Cremophor EL e esculina descrito por Mayser et al. (1997)
podem ser utilizados como instrumentos adicionais para a diferenciacéo das espécies M. furfur,
M. slooffiae e M. sympodialis. Apds a identificagdo das quatro novas espécies lipodependentes
de Malassezia, Sugita et a. (2004) propuseram uma nova tabela de caracteristicas fenotipicas
parao género, revistaem 2007 por Cabafies et a. (Quadro 1).



Quadro 1 — Caracteristicas fisiol0gicas das espécies de Malassezia.
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Crescimento em _
Eepesic Crescimento Dixon a Reacio de | Reaco de Utilizag8o de Tween
Sab®a32°C esculina catalase

32°C| 37°C |40°C 20 40 | 60 | 80
M. pachydermatis + + + + +0u- +ou+ + + + +
M. furfur - + + + - + + + + +
M. sympodialis - + + + + + - + + +
M. globosa - + | tou-| - - + - - - -
M. obtusa - + | tou-| - + + - - - -
M. restricta - + + - - - - - - -
M. slooffiae - + + + - + +ou+| + T -
M. dermatis - + + + - + + T T T
M. japonica - + + - ? + - + + -
M. yamatoensis - + + - ? + + T T +
M. nana - + + +/- - + +/- + + +
M. caprae - ? |tou-| - + + - + + +
M. equiina - ? + - - + + + T T

& Agar Sabouraud; +, positivo; -, negativo; +, fracamente positivo; ?, ndo incluido na descricéo

daespécie.

Fonte: Sugitaet a. (2004); Cabaries et al. (2007).

2.3. Identificacdo Molecular

Os testes fenotipicos para a identificagdo das espécies de Malassezia demandam tempo e sio

incapazes de diferenciar as espécies M. dermatis, M. japonica, M. yamatoensis e M. nana,

isoladas a partir de 2002. Portanto, vérios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de

melhorar o processo de identificagéo destas leveduras. Em 2005, Mirhendi et al. descreveram um
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simples método de PCR e enzimas de restricdo para a identificagdo e diferenciagdo das 11
espéecies de Malassezia. A amplificacdo do PCR foi realizada utilizando-se os primers 5'-
TAACAAGGATTCCCCTAGTA e 5-ATTACGCCAGCATCCTAAG e a digestdo enzimética
foi obtida com a utilizacdo das enzimas Cfol e BstF51, seguida de eletroforese em gel de agarose
2%. Usando a enzima Cfol pode-se distinguir nove diferentes espécies de Malassezia, incluindo
M. furfur, M. pachydermatis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. nana, M.
japonica e M. yamatoensis, mas M. sympodialis e M. dermatis produziram o mesmo padréo.

Porém, estas duas espécies podem ser diferenciadas usando a enzima BstF51.

3. Frequéncia de Malassezia spp. em humanos e pequenos animais

Varios sdo os relatos de isolamento de Malassezia spp. em humanos sadios, porém, tanto a
espécie isolada quanto a frequéncia do isolamento é varidvel. Jafoi citado naliteratura, conforme
pode ser observado no Quadro 2, o isolamento das espécies M. furfur, M. sympodialis, M.
pachydermatis, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae, M. japonica e M. yamatoensis (Sugita et
a., 2002, Sugita et a., 2003, Sugita et a., 2004, Salah et d., 2005, Sandstrom et a., 2005).
Porém, a presenca de M. pachydermatis na pele humana é rara e transitéria (Guillot e Bond,
1999).

Apesar de espécies de Malassezia poderem ser encontradas na pele de individuos sadios, elas
tém sido implicadas em uma variedade de doencas cutaneas e sistémicas, como pitiriase

versicolor, dermatite seborréica, dermatite atopica e fungemia (Chen e Hill, 2005) (Figura 2).

Figura 2 - Peciente gpresentando
pitiriase  versicolor causada por
Malassezia sp. naregido danuca (A) e
no torax (B).

Fontee CEMM, 2005
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A pitiriase versicolor, uma infeccdo fungica superficial cronica, € uma das desordens de
pigmentacdo mais comumente observada na clinica humana dermatologica. De pacientes
apresentando esta enfermidade ja foram isoladas as espécies M. furfur, M. globosa, M. restricta,
M. slooffiae e M. sympodialis (Erchida et al., 2000, Nakabayachi et al., 2000, Guptaet a., 2001,
Rincon et a., 2005, Salah et a., 2005).

A dermatite seborréica caracteriza-se com inflamacdo e descamagdo em areas ricas em
gléndul as sebéceas, como couro cabeludo, face e tronco. M. globosa, M. sympodialis, M. obtusa
e M. yamatoensis foram as espécies isoladas de pacientes apresentando esta desordem (Sugita et
al., 2004, Sandstrom et a., 2005).

A dermatite atdpica é uma doenca de pele cronica, multifatorial e inflamat6ria, associada com
a regulacdo imunoldgica anormal; com alérgenos de Malassezia spp. sendo implicados na sua
patogénese (Chen e Hill, 2005). As espécies mais freqUentemente isoladas de pacientes
apresentando dermatite atopica sdo M. furfur, M. sympodialis, M. restricta e recentemente M.
japonica, M. dermatis e M. yamatoensis (Sugita et a., 2002, Sugita et a., 2003, Sugita et a.,
2004, Rincon et a., 2005, Sandstrom &t & ., 2005).

Acreditava-se que apenas a M. pachydermatis colonizava os animais domeésticos. Bond et al.
(1995) descreveram o isolamento desta espécie em diferentes sitios anatdmicos de cées saudaveis
e verificaram uma maior incidéncia desta levedura no ouvido, seguido de labio inferior e espaco
interdigital dorsal. A menor incidéncia foi observada na axila e virilha (Bond et a., 1995).
Porém, atualmente ja foram isoladas de varios sitios anatdmicos as espécies lipodependentes de
Malassezia (Bond et al., 1996, Bond et a., 1997, Raabe et a., 1998, Nardoni et al., 2005)
(Quadro 2).

Em cées saudaveis, Raabe et al. (1998) isolaram as espécies M. pachydermatis, M. furfur e M.
sympodialis tanto de ouvido quanto da pele. Das culturas de pele foram isoladas culturas mistas
das trés leveduras e de M. pachyder matis com M. furfur ou M. sympodialis. Porém, das culturas
de ouvido também foram identificadas culturas isoladas de M. sympodialis.

O primeiro isolamento de M. pachydermatis de saco conjuntival foi descrito por Prado et al.
em 2004. A levedurafoi isolada de 3% das amostras provenientes de sacos conjuntivais de caes
saudaveis na cidade de Fortaleza, Ceara.
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Quadro 2: Isolamento de Malassezia spp. em diferentes sitios anatdmicos de cées e gatos sadios.

Sitio Anatémico/ | M. pachydermatis M. furfur M. sympodialis M. globosa
Hospedeiro Refer éncias Referéncias Refer éncias Referéncias
Caes
Bond et al., 1995
Ouvido Raabe et al., 1998 Raabeet al., 1998 Raabeet al., 1998 -
Girdo et al., 2006
Pele Raabe et al., 1998 Raabeet al., 1998 Raabeet al., 1998 -
L&bio inferior Bond et al., 1995 - - -
Espaco interdigital
Bond et al., 1995 - - -
dorsd
. Bond et al., 1995
Axila - - -
Kennis et al., 1996
o Bond et al., 1995
Virilha - - -
Kennis et al., 1996
Queixo Kennis et al., 1996 - - -
Saco conjuntiva Prado et al., 2004 - - -
Gatos
Raabeet al., 1998
. Raabe et al., 1998 .
Ouvido _ CRESPO et al., 1999 | Raabeet d., 1998 Nardoni et al., 2005
Nardoni et al., 2005 )
Nardoni et al., 2005
Pel Bond et al., 1996 Bond et al., 1996
e - -
Bond et al., 1997 Bond et al., 1997
Bond et al., 1996 Bond et al., 1996
Mucosas - -

Bond et al., 1997

Bond et al., 1997

Bond et a. (1996, 1997) descreveram, pela primeira vez, o isolamento das espécies

lipodependentes M. sympodialis e M. globosa da pele e mucosas de gatos saudaveis. Em 1998,

Raabe et d. relataram aidentificagdo de M. furfur e M. sympodialis em col6nias mistas com M.

pachydermatis de ouvido de gatos saudaveis. Porém, o primeiro isolamento puro de M. furfur em
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um gato saudavel foi descrito por Crespo et a., em 1999 (Quadro 3). Em estudo conduzido por
Nardoni et d. (2005), foi obtida cultura positiva em 23% (12/52) das amostras provenientes de
ouvidos de gatos sadios. M. globosa e M. pachydermatis foram isoladas como espécies Unicas
em um (1,9%) e sete (13,4%) gatos saudaveis, respectivamente, enquanto que a associagcdo M.
pachydermatis e M. furfur foram isoladas de quatro (7,7%) animais.

A dermatite por Malassezia em cées foi descrita, pela primeira vez, por Dufait, em 1983.
Desde entdo, o papel em potencial desta levedura na etiopatogenia da dermatite tem sido
estudado (Morris, 1999; Matousek e Campbell, 2002). As lesOes de pele por Malasseza
consistem de eritema e hiperpigmentacéo e norma mente afetam o abdémen ventral, face, patas e
regido perinea (Guillot e Bond, 1999).

Os fatores que favorecem a proliferacdo da M. pachydermatis e a sua transicdo de um
organismo comensal para um patdgeno na pele do cdo ndo estdo bem eucidados.
Presumivelmente ocorrem distlrbios nos mecanismos fisioldgicos, quimicos ou imunologicos
gue restringem a colonizac&o microbianada pele (Guillot e Bond, 1999).

Ja foi identificada uma predisposicdo racial, apesar de ocorrerem variagcbes geogréficas.
Basset hound, dachshund, cocker spaniel, West Highland White terrier e poodle tém sido
relatadas como as ragas de maior risco. Nao ha predilegdo por sexo ou idade (Guillot e Bond,
1999).

Em gatos, a dermatite por M. pachydermatis ocorre com menor frequéncia que em caes,
porém as lesdes sGo semelhantes. Dos casos ocasionais de dermatite localizeda ou generalizada
descritos em gatos, as lesOes encontradas foram dermatite esfoliativa, eritema, exsudato
gorduroso e graus variados de prurido (Guillot e Bond, 1999).

Otite externa associada a Malassezia € normamente caracterizada por um exsudato de
cerimen marrom ou amarelado, com graus variados de eritema, prurido e dor (Guillot e Bond,
1999; Nardoni et d., 2005).

A espécie mais frequentemente isolada de cdes é a M. pachydermatis. Giréo et al. (2006)
descrevem o isolamento desta levedura em um nimero significativamente maior de ouvidos de
caes acometidos por otite externa, quando comparado com ouvidos sadios, o que pode implicar 0
seu papel patogénico nesta enfermidade.

Crespo et a. (2000a) isolaram trés espécies de leveduras lipodependentes de caes

apresentando otite externa, sem, no entanto, chegarem a identificacdo da espécie. Contudo, 0s



60

mesmos autores, em 2002, isolaram, dém da M. pachydermatis, as espécies M. furfur e M.
sympodialis de animais doentes (Crespo et a., 2002).

Em gatos acometidos por otite externa, ja foram isoladas as espécies M. pachydermatis, M.
furfur, M. globosa, M. sympodialis e M. nana (Hirai et a., 2004; Nardoni et al., 2005). Apesar da
M. pachydermatis poder estar envolvida em casos de otite externa em gatos, ela ndo ocorre com
a mesma frequéncia que em caes (Crespo et a., 2000b). O primeiro isolamento de uma espécie
lipodependente foi relatado por Crespo et al. (2000b), que isolaram a levedura M. sympodialis
em dois gatos acometidos por otite externa

Em estudo conduzido por Nardoni et a. (2005), foi obtida cultura positiva de 63,6% (63/99)
das amostras provenientes de gatos acometidos por otite externa. Das amostras coletadas, 26
(26,3%) e 1 (1%) apresentavam somente a espécie M. pachydermatis e M. globosa,
respectivamente. M. pachyder matis foi isolada em associacdo com outra espécie lipodependente
em 36 amostras. somente com a M. furfur, com M. globosa e M. furfur, com M. sympodialis e M.
furfur e somente com M. globosa em 13 (13,2%), 2 (2%), 1 (1%) e 20 (20,2%) amosiras,
respectivamente.

Recentemente, em um gato gpresentando otite externa no Japdo, foi isolada uma espécie de
Malassezia que apresentava caracteristicas distintas das nove demais espécies conhecidas no
momento do experimento. Através de andlises fenotipicas e moleculares se chegou a
classificagdo de umanovaespécie, M. nana (Hirai et a., 2004).

Prado et a. (2004) isolaram pela primeira vez a M. pachydermatis do saco conjuntival de
cdes. Porém, a incidéncia desta levedura em cdes apresentando Ulcera de coOrnea foi
significativamente maior (P< 0,05) do que em cées sadios (23 vs. 3%). Estes dados indicam que
o aumento de fosfolipidios associados com a reacdo inflamatdria presente na Ulcera de cérnea

favorece o crescimento de leveduras lipofilicas como a M. pachyder matis (Prado et al., 2004).

4. Perfil de Sensibilidade Antifungico in vitro

Em 1997, o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) liberou uma
versdo aprovada (M27-A) de métodos de macro e microdiluicdo em caldo padronizados para o
teste de sensibilidade antifungica de leveduras. Em 2002 esta verso foi revista (M27-A2),
porém, este documento ndo € aplicavel para Malassezia spp. devido a sua lipodependéncia, a
excegdo da M. pachydermatis (NCCLS, 2002).
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O teste de sensibilidade antifungica, segundo o NCCL S (2002), foi padronizado para espécies
de Candida e segue a metodologia que sera descrita a seguir. O teste de macrodiluicdo e o de
microdiluicdo sdo realizados com um volume final de 1 e 0,2 ml, respectivamente. O meio
utilizado é o RPMI 1640 tamponado com MOPS (acido 2-[N-morfolino]-propanossulfonico),
com o pH 7,0. A densidade do indculo foi padronizada para 0,5 a 2,5 x 10° UFC/ml. Ficou
estabelecido que o tempo de incubacdo de 48 horas, a uma temperatura de 35°C, foi 0 que
promoveu resultados mais consistentes.

Para os derivados azdlicos a concentragdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo com queda predominante (90% inibicdo) da turbidez quando comparada com o
controle (CIM 90). Ja para a anfotericinaB a CIM foi padronizada como aquela que demonstrava
inibicdo total de crescimento (CIM 100) (NCCLS, 2002).

Varios estudos estéo sendo realizados, buscando uma padronizacéo do teste de sensibilidade
para espécies de Malassezia. Guptaet al., em 2000, realizaram um teste de sensibilidade baseado
no método de dilui¢do em &gar. O método utilizava indculo de 1 x 10* células/ml e os meios
Leeming-Notman ou Sabouraud. Foram testadas as drogas cetoconazol, voriconazol, itraconazol
e terbinafina. A maioria das cepas foi sensivel a cetoconazol, voriconazol e itraconazol, sendo
gue as cepas de M. furfur, M. globosa e M. obtusa foram as mais resistentes a terbinafina.

Um dos trabalhos mais recentes e com uma boa reprodutibilidade descreve o método de
microdiluicdo para oito espécies de Malassezia com a utilizagdo do meio RPMI 1640, acrescido
de Tween 20, testando sete drogas antifungicas. fluconazol, itraconazol, voriconazol,
cetoconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B para oito espécies de Malassezia. O
tamanho do indeulo utilizado foi entre 2,0 e 3,5 x 10° UFC/ml e o material foi mantido em estufa
a 32°C durante 48 horas (M. furfur e M. pachydermatis) ou 72 horas (M. sympodialis, M.
dooffiae, M. globosa, M. obtusa, M. restricta e M. dermatis) (Velegraki et ., 2004).

Consideracoesfinais

Nos ultimos 10 anos, o estudo de Malassezia spp. tem ganhado destaque dentro da micologia
médica, tanto humana quanto veterin&ria. Durante este periodo, oito novas espécies foram
isoladas, novos métodos de identificagdo foram apresentados e esté se buscando a padronizag@o
dos testes de sensibilidade antifingica. Porém, muito ainda se precisa estudar com relagcdo a este

género, como, por exemplo, mais estudos epidemioldgicos, com enfoque nas novas espécies
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descritas na literatura, bem como o desenvolvimento de uma padronizacéo para o teste de
sensibilidade in vitro.
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Fregliéncia de L evedur as e Der matofitos em Cées Saudaveis e Doentes

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de dermatdfitos e leveduras em cées saudaveis
e doentes. Foram coletadas 633 amostras a partir de 26 cées saudaveis (104 amostras), 131 com
dermatite (343 amostras), 74 com otite (148 amostras) e 19 com desordens oftalmicas (38
amodtras). Culturas a partir dos animais saudaveis foram positivas para Malassezia
pachydermatis em 13,5% (7/52) das amostras de pele, 42,3% (11/26) do ouvido e 3,8% (1/26) do
saco conjuntival. O crescimento fangico foi observado em 20,4% (70/343) das amostras
provenientes de animais com dermatite. Microsporum canis foi o fungo mais comumente isolado
(n=39), seguido de M. pachydermatis (n=30) e Malassezia $. (n=3). Das 148 amostras de cées
com otite, 90 (60,8%) foram positivas para M. pachydermatis e dos espécimes clinicos da
conjuntiva de animais com desordens oftalmicas, 2,6% (1/38) apresentaram cultura positiva para
M. pachydermaits. Apenas 14,3% (2/14) das culturas positivas para M. pachyder matis e 40,9%
(9/22) daquelas para M. canis foram positivas no exame direto. Exame direto foi positivo em
84,3% (70/83) das amostras com cultura positiva de ouvidos afetados de cées com otite. M.
pachydermatis pode agir como fator agravante no aparecimento de doencas cutaness, ou o
isolamento do M. canis pode estar associado com o inicio da dermatofitose. A cultura fingica, ao
invés do exame microscopico, deve ser utilizado como teste diagnéstico definitivo para

dermatomicoses e otites.

Palavras-chave: Dermatdfitos; cées; leveduras.



68

Abstract. The aim of this study was to investigate the presence of dermatophytes and yeasts in
healthy and diseased dogs. A total of 633 samples were collected from 26 healthy dogs (104
samples), 131 with dermatitis (343 samples), 74 with otitis (148 samples) and 19 with ocular
diseases (38 samples). Cultures from hedthy animas were positive for Malassezia
pachydermatis in 13.5% (7/52) of the samples from the skin, 42.3% (11/26) from the ear and
3.8% (1/26) from the eye. Fungal growth was observed in 20.4% (70/343) samples from animals
with dermatitis. Microsporum canis was the most isolated fungus (n=39), followed by M.
pachydermatis (n=30) and Malassezia p. (n=3). Of the 148 samples from dogs with otitis, 90
(60.8%) were positive for M. pachydermatis, and of the clinica specimens from the conjunctiva
of animals with ophthalmic disease, 2.6% (1/38) presented positive cultures for M.
pachydermatis. Only 14.3% (2/14) of the positive cultures for M. pachydermatis and 40.9%
(9/22) of those for M. canis were positive in the direct exam. Direct exam were positive in 84.3%
(70/83) of the culture positive samples from affected ears of dogs with otitis. M. pachyder matis
may act as an aggravating factor in the occurrence of cutaneous diseases, or the isolation of M.
canis may be associated with the onset of dermatophytosis. Funga culture, rather than
microscopic examination, should be used as the definitive diagnostic test for dermatomycoses
and ofitis.

Key words: Dermatophytes; dogs; yeasts.



69

I ntroduction

Fungi have either unicellular or multicellular structures and are classified according to
their morphology into filamentous fungi, yeasts and dimorphic fungi. The filamentous form
consists of a group of tubular structures while the yeasts are fungi whose unicellular structure
presents only one nucleus per cell. The dimorphic group has either the filamentous or the yeast
form (or spherule in the case of Coccidioides spp.), depending on the temperature as well as
other environmenta factors.® The most common pathogenic fungi isolated from dogs and cats
belong to the filamentous group, especialy dermatophytes, followed by yeasts from the genus
Malassezia, particularly M. pachyder matis.*®

Dermatophytoses are infections of keratinized structures, such as nails, hair and the
stratum corneum of the skin, and are the most common funga diseases diagnosed by

veterinarians.>?2

They are caused by dermatophytes belonging to the genera Microsporum,
Trichophyton and Epidermophyton, which utilize keratin as a nutrient substrate.’® In dogs and
cats, M. canis is the most frequently isolated species and plays a mgor role as a constant
reservoir of zoonosis.>'*

Yeasts of the genera Candida and Malassezia are usually isolated from the skin and
mucosa of heathy cats and dogs, but may become pathogens whenever there are aterations to
the host's defenses or skin surface microenvironment.****2 Qtitis externa and dermatitis in dogs
and cats are usually associated with these yeasts as a primary agent or in combination with
bacteria, with Malassezia pachydermatis being the most commonly found 231182021 | the
state of Ceara in northeastern Brazil, Prado et a. ** reported the presence of this yeast in the
conjunctival sac in both healthy dogs and those with corned ulcers. In addition, other species,
such as M. furfur, M. obtusa and M. sympodialis, have been described as agents of otitis externa
in cats and dogs.™ Infections caused by Candida spp. in animals are infrequent,’® but in Brazil
C. albicans has been detected in cattle with otitis externa™ and in cases of dermatomycosis in
dogs.?® The aim of this study was to investigate the presence of fungi in the axillas, groins, ears

and eyes of healthy dogs, as well as in dogs with dermatitis, otitis and ocular diseases.
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Material and methods
Animals
This study included 26 healthy dogs, 131 with dermatitis, 74 with otitis and 19 with
ophthalmic diseases. The samples were collected between July 2005 and April 2006, with the
collaboration of three veterinary clinics located in the city of Fortaleza, Ceard, Brazil. The age,
breed, sex, living conditions and clinical data of the animals were recorded. After clinica

examination the dogs were arranged in four groups, listed in Table 1.

Specimen Collection

Samples from hedthy skin of the axilla and groin and from suspected dermatitis lesions
were obtained by plucking the fur with forceps, and scraping the epidermal scales with a scalpel.
The samples from each animal were placed in separate sterile plastic containers and labeled.?
Clinica specimens from each healthy and/or diseased ear cana were obtained using a sterile dry
cotton swab. Each swab was then replaced in the plastic storage tube and labeled.”® Samples
from healthy or diseased eyes were collected from the conjunctival sac with a calibrated
platinum loop (1 pl) and then placed directly on modified Dixon agar (Oxoid Ltd, Basingstoke,
Hampshire, England).?* All samples were then transferred to the Medical Mycology Specialized
Center at the Faculty of Medicine at the Federal University of Ceara.

Laboratory Methods

The clinical specimens from healthy or diseased ears of dogs with otitis and from skin
lesions of animals with dermatitis were initially examined for the presence of fungal elements.
From the samples of the ears, slides were stained with Gram'’s stain for immersion microscopic
examination. For the plucked fur and scraped scales, slides were used with 30% potassium
hydroxide and Parker Quink ink (Solv-X, England) (3:1) for microscopic examination at a 40x
magnification. All the samples were cultured on modified Dixon agar. The skin samples were
additionally incubated on Sabouraud dextrose agar with or without 0.05% chloramphenicol and
0.05% cycloheximide. The Sabouraud’ s dextrose agar was incubated at room temperature (28°C)
and the Dixon’s agar at 32°C, for up to 10 days and examined on adaily basis.

The preliminary identification of dermatophytes was based both on the macroscopic

appearance of colonies and microscopic features. In addition, specia studies such as nutrition
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requirements, in vitro hair perforation tests, urease tests, growth on rice medium and growth on
Borelli’s lactritmel agar were performed.® M. pachydermatis was identified microscopically by
its morphology as well as by its ability to grow when subcultured on Sabouraud dextrose agar
(medium without lipid supplementation).”® The identification of Candida spp. was based on
phenotypic features, such as description of the macro- and micro-morphology, and through
fermentation of carbohydrates and auxonographic typing.*

Statistical Analysis

The Fisher exact test was performed to determine whether or not there was a statiscally
significant difference among the sampled groups. Differences of p<0.05 were considered
significant.

Results

A sample was considered positive if a microorganism was isolated on the culture. A total
of 104 clinical specimens from the axilla, groin, ear and eye (n = 26 for each anatomic region)
from 26 healthy dogs were collected (Table 2). The only fungus isolated from these animals was
M. pachydermatis. Of the 52 skin samples (axilla and groin), the culture was positive in 7
(13.5%) of the samples. Five dogs were culture positive for M. pachydermatis: in one dog this
yeast was isolated only from the axilla, in two dogs only from the groin, and in two dogs from
both sites. Of these five dogs with positive cultures, three were mae, and only one was less than
one year old; three of them were kept indoors, but only two had access to sand. Of the 26
samples of hedlthy ears, 11 (42.3%) were positive for funga growth. Of the 11 healthy dogs with
positive cultures for M. pachydermatis: five (45.5%) were from Poodles and six (54.5%) were
from other breeds; seven (63.6%) were from males and four (36.4%) from females; and only two
(18.2%) were from dogs less than one year old while nine (81.8%) were from dogs older than
that. Only one sample from conjunctival sac was positive for M. pachydermatis. It was a sample
from a mae Poodle aged two years and 11 months. The frequency of positive culture from the
ear was significantly higher than axilla (p=0.0215), groin (p=0.0391), and eye (p=0.0063).

A total of 343 samples were collected from 131 dogs with dermatitis: 131, 106, and 106
from skin lesions, axillas and groins, respectively (Table 3). Funga growth was observed in
20.4% (70/343) of all samples. The 70 positive samples were from 42 dogs with dermatitis, and
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the most representative breeds were Poodle (38.1%), followed by English Cocker Spaniel (7.1%)
and Yorkshire terrier (7.1%). Only nine dogs (21.4%) were less than one year old. Two samples
from skin lesions of dogs were positive in the direct exam for dermatophyte, but was culture
negative. Of the 14 positive cultures for only M. pachydermatis from skin lesions of dogs, only
two (14.3%) were postive in the direct exam. On the other hand, only 9 (40.9%) of 22 dog skin
lesions positive by culture for M. canis were aso positive by direct examination. In addition, the
two samples that were culture positive for both M. canis and M. pachydermatis could only be
identified as dermatophytes in the direct exam.

From the 148 otitis clinical specimens, M. pachydermatis was isolated in 90 (60.8%)
samples (Table 4). The most common breed in the group of dogs with otitis was Poodle (49.0%),
followed by English Cocker Spaniel (11.8%). Concerning the shape of the ears, 42 animals had
pendulous ears while only seven had erect ears. Data was not recorded for two dogs. Of the 61
dogs with bilatera otitis, seven presented unilatera and 33 bilatera positive cultures for M.
pachydermatis. In addition to this yeast, in one dog's ear (Mdtese, female, one year old) other
Malassezia sp. was aso isolated; and in one dog’s ear (Poodle, male, one year old) Candida
tropicalis was also isolated. Of the 13 dogs with unilateral otitis, ten were culture positive for M.
pachydermatis in the diseased ear and seven in the healthy ear. Of the 83 positive samples from
affected ears and the seven from contralateral hedthy ears, 70 (84.3%) and three (42.9%),
respectively, were positive in the direct exam for the yeast. In addition, seven (13.5%) and one
(16.7%) negative cultures from affected (n=52) and non-affected (n=6) ears showed positive
results from direct exam. Of the dogs with M. pachydermatis, the most common breed was the
Poodle (n=25; 33.8%), followed by the English Cocker Spaniel (n=6; 8.1%).

A total of 28 specimens from diseased eyes and 10 from contralateral healthy eyes were
collected (Table 5). Of a totd of 38 samples, only one yielded positive growth of M.
pachydermatis, from a diseased eye. It was from a female Boxer (aged three years and one
month) that had a corneal ulcer.

Discussion
Direct microscopic examination was less sensitive than funga culture. For example,
15.7% and 57.1% of the clinical specimens from otitis externa cases and from the unaffected

ears, respectively, were negative by direct microscopic examination but positive by culture. Less
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cerumen on the swab from unaffected ears, and consequently a slide with less material for direct
examination, may explain the higher frequency of false negative results. The direct microscopic
examination of the samples from dermatitis was less sensitive for yeasts (87.5% fa se negatives)
than for dermatophytes (50.0% fase negatives). This was probably due to the fact that the
technique chosen (slides with 30% potassium hydroxide and Parker Quink ink with 40x
magnification) was not the best to visualize yeast structures, but was better for dermatophytes.
Therefore, although direct examination gives an immediate diagnosis, more accurate results are
obtained following fungal culture.

Although different studies have isolated dermatophytes from asymptomatic dogs and
cats,®? in this study the only fungus isolated from heathy animals was M. pachydermatis. This
yeast is often recovered from hedthy animals, from different anatomic regions, but more
frequently in dogs than cats.™ In the present study, the frequency of positive culture from the left
ear was significantly higher than from the axilla, groin, and eye of healthy dogs (p<0.05).
Culture from the conjunctiva of healthy animals was positive in only one animal (3.8%). These
data agree with the findings of Prado et a., ** who cultured M. pachydermatis in 3% of ocular
sampl es collected from healthy dogs.

Dermatophytosis is a common skin disease in small animals and various studies have
been described in the internationa literature, with M. canis being the most common causative
agent.”'%*> These data also correspond to the situation in Brazil, where this species is the most
common seen in dogs and cats.®> However, the proportion of positive cultures in relation to the
number of examined clinica specimens is variable.” In this study, the percentage of positive
animals for M. canis, the only isolated dermatophyte, was 18.3% (24/131) of those with
dermatitis. According to other studies, there is a higher prevalence of M. canis infection in dogs
and cats aged less than one year.®'% However, this was not observed in this study, and there
was no indication that age played a significant role, corroborating the findings from two previous
studies.?*®

Although carnivores can be colonized by lipid-dependent species of Malassezia,* only
one dog, a femae Dachshund, aged two years and four months, had a positive culture for alipid-
dependent Malassezia.

In one previous study,® Malassezia spp. was isolated from at least one skin site of all

atopic dogs, while in the present study only 15.3% (20/131) of the animals were culture positive
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for Malassezia yeasts. This difference may be explained by the fact that the study included
animals with any signs of dermatitis, and not only dogs with atopy, which could modify the skin
microenvironment, thus enhancing the growth of this yeast. Moreover, the previous study®
examined samples from 16 anatomic sites for each animal, while the samples collected in this
study were from only three different sites.

In the present study, M. canis isolation from dogs was possible only from the lesion or
the lesion plus axilla and groin. However, of the 20 animals from which M. pachydermatis was
isolated, this yeast was isolated from the lesion or the lesion plus axilla and groin in 16 dogs
(80.0%). In four animals (20.0%) M. pachydermatis was not isolated from the lesion, and two
dogs were culture positive for both M. canis and M. pachyder matis. From these results, it would
appear that this yeast acts as an aggravating factor in the occurrence of cutaneous diseases, as a
conseguence of the alteration of the skin microenvironment, rather than playing a role in the
onset of infection. On the other hand, the isolation of M. canis may be automatically associated
with the appearance of lesions and the onset of dermatophytosis.

Otitis externa is one of the most commonly diagnosed diseases in dogs, and M.
pachydermatis is the most commonly isolated organism and complicating factor.***" However,
the isolation of this yeast in the external ear canal does not necessarily mean it is the cause of
disease, since it is frequently cultured from samples of healthy or dogs with otitis.™*** In this
study, a higher frequency of M. pachydermatis in ears affected by otitis was found, rather than in
samples from dermatitis or ophthalmic conditions, possibly due to the high levels of fatty acids
present in that microenvironment, which may create a favorable habitat for the growth of this
yeast. Of the positive dogs, 60.7% were male and 33.0% were female (data were not recorded in
6.3% of the animals), thus showing that gender may be a predisposing factor. With regard to the

shape of the ear, the findings in this study corroborate other reports,®***3

and suggest that dogs
with pendulous ears (82.4%) are predisposed to otitis externa associated with M. pachyder matis.
In summary, the results showed M. canis as the only dermatophyte and the most
frequently detected fungus from animals with dermatitis in this investigation. It was aso found
that M. pachydermatis is present in healthy animals, animals with dermatitis and ophthalmic
diseases, and with a high frequence in dogs with otitis. However, it remains to be determined if

this yeast participates as the primary etiology of dermatitis, otitis and ophthalmic diseases. The
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results of this study also indicated that fungal culture, rather than microscopic examination,

should be used as the definitive diagnostic test for dermatomycoses and otitis.
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Table 02. Frequency and comparison of isolation of M. pachydermatis from different

anatomic regions of healthy dogs

Healthy dogs*
Culture Axilla Groin Ear Eye
n % n % n % n %
Negative 23 88.5 22 84.6 15 57.7 25 96.2
M. pachyder matis 3 115 4 154 11** 42.3 1 38
TOTAL 26 100 26 100 26 100 26 100

*26 animals - 104 samples **p < 0.05
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Table 03. Frequency of isolation of fungi from different anatomic sites of dogs with

dermatitis
Dogs with dermatitis*
Culture Lesion Axillawithout lesson  Groin without lesion
n % n % n %
Negative 92 70.2 92 86.8 89 84.0
M. pachyder matis 14 10.7 6 5.7 8 7.55
M. canis 22 16.8 7 6.6 8 7.55
M. canis+ M. pachydermatis 2 15 0 0.0 0 0,0
Malassezia sp. 1 038 1 09 1 09
TOTAL 131 100 106 100 106 100

*131 animals - 143 samples



Table 04. Frequency of isolation of fungi from the ears of dogs with otitis

Dogs with otitis*

Culture Affected ear Non-affected ear
n % n %
Negative 52 385 6 46.2
M. pachyder matis 81 60.0 7 53.8
M. pachydermatis + Malassezia sp. 1 0.75 0 0.0
M. pachydermatis + Candida tropicalis 1 0.75 0 0.0
TOTAL 135 100 13 100

*74 animals - 148 samples
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Table 05. Frequency of isolation of fungi from the eyes of dogs with ocular diseases

Dogs with ocular diseases*

Culture Affected eye Non-affected eye
n % n %
Negative 27 96.4 10 100.0
M. pachyder matis 1 36 0 0.0
TOTAL 28 100 10 100

*19 animals - 38 samples
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Repique em Agar Batata como Complemento ao Teste de Microdiluigio

em Caldo para Malassezia pachydermatis

RESUMO

O principa objetivo deste trabaho foi verificar a eficaciado repique em &gar batata (PDA) como
complemento ao teste de sensibilidade in vitro para cepas de Malassezia pachydermatis pelo
método de microdilui¢éo em caldo, bem como determinar a CIM e CFM de derivados azdlicos,
anfotericina B e caspofungina. O teste de microdiluicdo foi realizado em placa de 96 pogos
utilizando o meio RPMI 1640 modificado. O repique em &gar batata melhorou aleiturada CIM e
permitiu aleitura da CFM. Todas as cepas (n=50) apresentaram valores de CIM de < 0,03, 0,03,
2,0 e 4,0 ng/ml paraitraconazol, cetoconazol, voriconazol e fluconazol, respectivamente. Para a
anfotericinaB a CIM foi 4,0 ug/ml. Por fim, o repique em PDA pode ser uma aternativa para a

padronizacdo do teste de microdiluicdo para sensibilidade antifingica de M. pachydermatis.

Palavras-chave: Malassezia pachydermatis; in vitro; microdilui¢do; &gar batata; antifangico.
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Abstract

The principa aim of this study was to verify the efficacy of the subculture on potato dextrose
agar (PDA) as a complement to the in vitro susceptibility test for Malassezia pachydermatis
strains by broth microdilution method, as well as to determine the MIC and MFC of azole
derivatives, amphotericin B and caspofungine. The microdilution assay was performed in 96-
well plates using a modified RPMI 1640 medium. The subculture on PDA improved the reading
of MIC and allowed the reading of MFC. All strains (n=50) had shown MIC values of < 0.03,
003, 20 and 4.0 pg/ml for itraconazole, ketoconazole, voriconazole and fluconazole,
respectively. For amphotericin B the MIC was 4.0 ug/ml. Findly, the subculture on PDA could
be an dternative to the standard antifungal microdilution susceptibility testing for M.

pachyder matis.

Key-words: Malassezia pachydermatis; in vitro; microdilution; potato dextrose agar; antifungal.
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The genus Malassezia has been recently revised to include 13 species: M. pachydermatis, M.
furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. dooffiae, M. dermatis, M.
japonica, M. yamatoensis, M. nana, M. equine, and M. caprae (Cabaies et d., 2007). The yeasts
of the genera Malassezia can be part of the microbiota and act as opportunistic pathogens of the
skin and ear of smal animas, with M. pachyder matis being the most commonly found (Morris,

1999; Machado et a., 2003; Gir&o et d., 2006).

Although there are different antifungal drugs available, the first choice drugs to treat infections
caused by Malassezia spp. are the azole derivatives ketoconazole and itraconazole (Chen & Hill,
2005; Kose et al., 2005). However, the treatment of these fungal infections has been rather
empiricd and most often unsuccessful (Eichenberg et a., 2003). Therefore, antifungal

susceptibility of this yeast needs to be tested to the drugs currently used for its treatment.

The first in vitro susceptibility test described for M. pachydermatis was in 1976 by Maestrone
and colleagues. In 2002, the National Committee for Clinical Laboratory Standards (currently
Clinica and Laboratory Standards Institute — CLSI) approved a broth micro- and macrodilution
method for susceptibility testing of yeasts with RPMI 1640 medium (NCCLS M27-A2), which is
more gpplicable for the yeasts of the genera Candida. Therefore, Velegraki et a. (2004)
described a modified NCCLS M27-A2 microdilution method for Malassezia spp. using the
RPMI 1640 medium supplemented with glucose, glycerol, bile, glycerol monostearate and
Tween 20. However, in this microdilution method the reading of MIC is difficult due the
formation of clumps on each well. These authors tested only one strain of M. pachydermatis,

therefore the behavior of this species to this method should be more studied. More recently,
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Miranda et al. (2007) reported the use of the Leeming-Notman medium for microdilution

susceptibility testing for Malassezia spp., however, the species M. pachyder matis was not tested.

The principa aim of this study was to verify the efficacy of the subculture on potato dextrose
agar as a complement to the in vitro susceptibility test using a broth microdilution method for M.
pachydermatis, as well as to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicida concentration (MFC) of azole derivatives, amphotericin B and caspofungine

against M. pachyder matis.

A total of 50 strains of M. pachyder matis were evaluated. All strains were isolated from ear cana
or skin samples from healthy or diseased dogs (dermatitis or otitis). Clinical specimes from the
skin were obtained by plucking the fur with forceps, and by scraping epidermal scales with
surgical blade. Clinical specimens from each healthy and/or diseased ear canal were obtained
using a sterile dry cotton swab. All samples were cultured on modified Dixon agar (DIFCO
Laboratories, Detroit, MI) (32°C). Samples from skin were additionally incubated on Sabouraud
dextrose agar (Acumedia Manufacturers, Inc. Batimore, Maryland) with or without 0.05%
chloramphenicol and 0.05% cycloheximide (28°C). M. pachydermatis strains were identified
microscopicaly by its morphology as well as by its ability to grow when subcultured on

Sabouraud dextrose agar (medium without lipid supplementation) (Girdo et al., 2006).

Stock solutions of ketoconazole (Janssen Research Foundation, Beerse), itraconazole (Janssen
Research Foundation, Beerse), voriconazole (Janssen Research Foundation, Beerse),

amphotericin B (Sigma, Saint Louis, Mo.), and caspofungine (Merck Sharp & Dohme, Brazil)
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were prepared in dimethyl sulfoxide (Merck, Darmstadt, Germany). Stock solution of
fluconazole (Pfizer, Madrid, Spain) was prepared in digtilled water (fluconazole). All stock
solutions were stored -20°C. The drug concentration ranges were from 0.03 to 16 pg/ml for
ketoconazole, itraconazole, voriconazole and amphotericin B; 0.125 to 64 pg/ml for fluconazole
and 0.015 to 8 pug/ml for caspofungine (NCCLS M27-A2, 2002; Velegraki et al., 2004; Peter et

al., 2005).

The medium used to perform the microdilution assay was a modified RPMI 1640 medium
(Velegraki et d., 2004), with L-glutamine, without sodium bicarbonate (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo), buffered a pH 7.0 with 0.165 morpholinopropanesulfonic acid (MOPS) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo). Each liter of the RPMI 1640 medium was supplemented with 20 g
of glucose, 4 g of ox bile (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England), 1 ml of glycerol
(Sigma Chemicd Co., St. Louis, Mo) and 0.4 ml of Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis,

Mo).

The inoculum was prepared in saline from 5-day culture grown on potato dextrose agar (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo) at 32°C, and then the inoculum, after vortexing to disperse
Malassezia clumps, was standardized by spectrophotometer at 530 nm and adjusted with

modified RPM| 1640 to afina inoculum size of 2.0 — 3.5 x 10° CFU/ml (Velegraki et a., 2004).

The microdilution assay was performed in 96-well plates (Velegraki et a., 2004). Growth and
sterile controls were included for each strain tested. The microplates were incubated at 32°C for

48 hours and then 1 pl diquots from each well with M. pachydermatis plus different
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concentration drugs, and the positive control, were subcultured on Petri dishes with potato
dextrose agar to determine the MFC and suggest the MIC. Subcultures were incubated for 2-5
days at 32°C until colonies were visible. The colonies were then counted, comparing the number
of colonies on different drug concentrations with the number of colonies observed on the positive
control (Figure 1). For azole derivatives and caspofungine, the MIC was defined as the lowest
antifunga concentration with the lowest number of strains with colonies counting similar to the
drug-free control. The MFC endpoint for all tested drugs, and MIC for amphothericin B, was
defined as the lowest concentration that completely inhibited fungal growth. The quality control

strains C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 were included.

The reading of the MIC from the microdilution plate is difficult due the formation of clumps,
resulting from the butyrous textured Malassezia colonies. However, the method used in this
study facilitated the reading of the MIC, and also included the reading of the MFC for M.

pachyder matis.

The results of the microdilution assay are listed in table 1. Itraconazole and ketoconazole were
the drugs with the lowest MIC values (MIC < 0.03 pg/ml). The microdilution susceptibility test
showed MIC for voriconazole and fluconazole of 2.0 pg/ml and 4.0 pg/ml, respectively. The
MIC for amphothericin B was 4.0 pg/ml. However, the MIC for caspofungine was not
established and was probably higher than 8.0 pug/ml, which was the highest concentration tested

for thisdrug.
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Concerning the MFC, itraconazole was the most effective drug, followed by ketoconazole. The
MFCs for itraconazole and ketoconazole were 0.06 pg/ml and 0.125 pg/ml, respectively. The
MFC for voriconazole was 8.0 pg/ml. Among the azole derivatives, fluconazole presented a
higher MFC value: 16.0 pg/ml. Amphotericin B presented MFC of 4.0 pg/ml and caspofungine

> 8.0 pg/ml.

Although the CLSI has standardized macro- and microdilution susceptibility tests for yeasts,
these techniques do not gpply to the genera Malassezia due its lipophilic requirements. Severa
authors have described different methods to test the in vitro susceptibility of strains of
Malassezia, such as Gupta et al. (2000), Eichenberg et al. (2003), Velegraki et a. (2004) and
Brito et al. (2006). However, there is still no standard microdilution susceptibility assay against
Malassezia spp due the difficulty of the MIC reading. The methodology used in this study wasin
part similar to the one described by Velegraki et a. (2004), who used a broth microdilution
method using modified RPMI-1640. Although the species M. pachydermatis is not lipid-
dependent, the reading of MIC from the microdilution plate was difficult due the sediments on
the bottom of the wells, as aresult of the accumulation of Malassezia cells. Therefore, after the
microdilution assay, a subculture on potato dextrose agar was performed to subsequently check
the MIC reading from the agar plate, through the counting of viable colonies (Figure 1). The
subculture on PDA provided the reading of a possible MIC more easily and with more accuracy
than the reading from the microdilution plate. However, this method presents some
disadvantages, such as the increase of the costs and the delay of the results, when compared to

the microdilution method.
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For valid testing of susceptibility in vitro, the culture medium must be nutritionally adequate and
also free of antagonists to the drugs under study (Gupta et a., 2000). The standard RPMI-1640
synthetic medium for in vitro susceptibility testing of yeasts does not support the growth of
lipophilic Malassezia species. However, the modified RPMI-1640 (supplemented with glucose,
bile, glycerol, and Tween 20), described by Velegraki et al. (2004) and used in this study,
supported good growth of M. pachyder matis, although the supplementation in our study did not
have glycerol monostearate similar to the one used by Velegraki et al. (2004). Glycerol
monostearate was not used so that the culture medium could be simpler, chegper, and with fewer

variables, but maintaining anutritional environment for M. pachyder matis growth.

In addition, the inoculum suspensions were prepared only in sterile saline, instead of 50%
(vol/vol) saline-Tween 20 as used by Velegraki et al. (2004). Based on our preliminary studies
using saline-Tween 20 to prepare the inoculum (data not shown), it was observed that this
solution made the handling of the inoculum more difficult. Once the modified RPMI1-1640 had
been supplemented with Tween 20, the absence of this compound in the preparation of the

inoculum did not ater the microdilution assay.

The MICs and MFCs found in this study demongtrated that ketoconazole and itraconazole were
the drugs with the lowest MIC values in the broth microdilution assay against M. pachyder matis
(n=50). These data are in accordance with similar reports, corroborating the fact that the
subculture on PDA can be performed as a complement to the microdilution assay. Gupta et al.
(2000), for example, using the agar dilution method, found MICs of 0.03 pg/ml against

ketoconazole and itraconazole for four strains of M. pachydermatis. Sugita et al. (2005), also
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using the agar dilution method, reported MICs of 0.016 pg/ml against ketoconazole and
itraconazole for six strains of M. pachydermatis. Brito et al. (2007) described MFC from 0.0075

to 0.015 pg/ml for ketoconazole and 0.0075 pg/ml for itraconazole against M. pachydermatis.

However, in the study conducted by Velegraki et al. (2004), using the microdilution method
without subculture on PDA for 53 strains of Malassezia isolated from humans and animals, the
most effective drug against M. pachydermatis (n=1) was voriconazole (MIC = 0.03 pg/ml),
followed by ketoconazole and itraconazole (MIC = 0.06 pg/ml). This could be explained by the
fact that our study tested the susceptibility of 50 strains of M. pachyder matis, while Velegraki et

al. (2004) tested only one strain of this species.

Fluconazole was the azole derivative with the highest MIC values against this yeast. The MIC of
fluconazole for M. pachydermatis was 4.0 pg/ml, this value being similar or lower to those
reported by Garau et a. (2003) (MIC = 4.0 ug/ml), Eichenberg et a. (2003) (MIC ranging
between 1.0 and 32.0 pg/ml; mean of 9.22 pg/ml), Nascente et al. (2003) (MIC from 0.5 to 64
pg/ml), and Velegraki et al. (2004) (MIC = 16 pg/ml). MFC results of fluconazole were similar

to those reported by Brito et d. (2007) (MFC from 1.0 to 16.0 pg/ml).

Regarding amphotericin B, the MIC/MFC data in this study (4.0 pug/ml) were similar to those
reported by BRITO et a. (2007) (MFC from 0.125 to 8.0 ug/ml). However, our data differ from
those found by Marcon et d. (1987) (MIC ranging between 0.3 and 2.5 pg/ml) and Velegraki et

a. (2004) (MIC = 0.12 ug/m).
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There are no available data to compare MIC vaues of caspofungine against strains of
Malassezia. However, a study conducted with strains of Candida spp. showed a lower MIC

range of caspofungine (0.05 — 2.0 pg/ml) when compared to this study (Peter et al., 2005).

The results reported in this study demonstrate that this method is easy to perform and presents
reproducibility, beyond the possibility to evaluate both the MIC and MFC. Therefore, it is agood

aternative to a standard antifungal microdilution susceptibility testing for M. pachyder matis.
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Figure 01. A) Reading of the MIC and MFC of fluconazole on PDA after 3 days of incubation.
Note the significant inhibition of the growth at 4.0 ug/ml in comparison with the drug free
control and the complete inhibition of fungal growth at 8.0 pg/ml. B) Reading of the MIC and

MFC of caspofungine on PDA after 3 days of incubation. There was no inhibition (significant or

complete) in any concentration tested.




99

Table 01. Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) and Minimal Fingicidal Concentrations
(MFC) of itraconazole, ketoconazole, voriconazole, fluconazole, and amphotericin B to 50
strains of Malassezia pachydermatis isolates from ear cana or skin samples from healthy or

diseased dogs (dermatitis or otitis), determined by broth microdilution followed by subculture on

potato dextrose agar.
Compound MIC MFC
(Lg/ml) (Lg/ml)
Itraconazole <0.03 0.06
K etoconazole 0.03 0.125
Voriconazole 2.0 8.0
Fluconazole 40 16.0
Amphotericin B 4.0 40

* The MIC and MFC for caspofungine was not
established and was probably higher than 8.0 ng/ml,

which was the highest concentration tested for this drug.
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CONCLUSDESGERAIS

- Apesar da importéncia do exame direto, a cultura fungica € essencia para diminuir a

guantidade de resultados fal so-negativos;

- M. canis foi 0 Unico dermatéfito e o fungo mais freqlentemente isolado de animais

apresentando dermatite neste estudo;

- M. pachydermatis esta presente tanto em animais saudavels, quanto naqueles gpresentando
dermatite e desordens oftalmicas, e em maior freqiiéncia em caes gpresentando otite, porém o seu

papel como agente etioldgico primario destas enfermidades permanece incerto;

- O repique em &gar batata como complemento ao teste de microdiluicdo em cado permite
avaliar tanto a CIM quanto a CFM, podendo, assim, ser uma alternativa para andlise da

sensibilidade antifangicain vitro de M. pachyder matis.



101

PERSPECTIVAS

- A partir deste estudo sobre a freqiiéncia de dermatoéfitos e leveduras em cées e dos resultados
com o teste de sensibilidade, observou-se que o repique em agar batata como complemento ao
teste de microdilui¢do em caldo abre novas possibilidades para a realizacdo de varios estudos in
vitro visando a otimizagdo e padronizacdo do teste de sensibilidade in vitro para cepas de M.

pachyder matis.
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Anexo 1. Questionario Destinado aos Clinicos Veterinarios

Nome do animal: N° Identificagdo CEMM:
Proprietario: Telefone:

Veterinario responsavel: Celular:

Clinica Veterinaria: Telefone:

DADOSEPIDEMIOLOGICOS:

0Céo oGao Raca Idade: Pelagem: oLonga oOCurta

SexooMasc oFem  Moraem oCasa OApt®  Contato com OArela OGatos OCaes
oSaudavel oDermatite OOtite oPatologiaOftalmica  Banho oClinica oDomicilio

Patologia oftdlmica 0 Olho esquerdo o Olho direito Qual 2

PatologiadermatolégicaON&G oSim oOAlopecia oPrurido OEritema oPUstula OCrostas
OHiperqueratose L es30:0 Secao Umida oHiperpigmentada Localizar no verso desta pagina.
Presenca de otiteOEsguerda oDireita oPrurido oDor oOEritema O Secregdo purulenta

Evolucdo dapatologia © Aguda o Crénica Tempo de evolugéo:

Ja apresentou patologia dermatol 6gica/otol dgica/oftalmica? Qual foi o diagndstico e a conduta
terapéutica?

Presenca de outra patol ogia concomitante? Qual ?

Medicagdo em uso oNd oSim Qual 2.

Datadacolheita: / / Sugpeita Clinica:

ASSINATURAS:
Centro Especializado em Micologia Médica— CEMM
Rua Monsenhor Furtado, s/n — Rodolfo Tedfilo Veterinario:
Fortaeza— CE - Telefone: 4009.8319
Proprietario:

Doutoranda: Marilena Prado — (85) 9108.5508
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Localizar a lesdo dermatolégica nos desenhos abaixo:

Observagoes:

Pr eenchimento exclusivo do CEMM:

O Saudavel oOtiteE oOtite D oPat. Oft. E oPat. Oft. D oDermatite

Coleta? Exame direto
Regido anatdmica Cultura/ Espécieisolada
SIM [NAO| 0 |1-10|>10

Olho esquerdo

Olho direito

Ouvido esguerdo

Ouvido direito

Lesdo Pele

Axila Esguerda

Inguinal Esguerda
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Anexo 2: Corantes Utilizados na | dentificacao de Fungos.

1. Lactofenol Azul-algoddo (BRILHANTE et al., 2004b)
OBJETIVO: Fluido de montagem entre lamina-laminula para examinar a micromorfologia das

colbnias fangicas.

COMPOSICAO:

Acido l&tico 209
Fenol 2049
Glicerina 2049
Azul-agoddo 0059
Agua Destilada 20 ml

Obs.: O azul-agodéo pode ser substituido por qualquer azul de metileno.

PREPARO: Fundir os cristais de fenol e juntar com as demais substéncias. Esperar 24 horas e
filtrar com papel-filtro. Acondicionar em um frasco conta-gotas de cor ambar.

Esse corante pode ser adquirido ja preparado sob as denominagbes Lactophenol cotton blue
(BBL) e corante azul-algodao (Newprov).

TECNICA: Colocam-se 2 gotas do lactofenol sobre uma lamina de microscopia limpa. Retira-se
um pegueno fragmento da coldnia fungica a ser estudada, imergindo-o no liquido. Cobrir com

uma laminula e observar ao microscopio Optico na objetiva de 40x.

2. K-tinta (BRILHANTE et al., 2004b)

OBJETIVO: Utilizado no exame direto do materia clinico, pois, dém de clarear as células
queratinizadas, destaca as estruturas fungicas através da retencdo, por estas, dos componentes da
tinta Parker, conferindo-lhes a tonalidade azulada. Excelente preparacéo para visualizagdo de
espécies de Malassezia.

COMPOSICAO:
Solucéo de hidréxido de potéssio a 30% 60 mi
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Tinta Parker preta permanente (Solv-X — importada, 30 ml
fabricadanos EUA, Francaou Inglaterra)

PREPARO: Misturar a solugdo de hidroxido de potéssio a tinta Parker. Homogeneizar. Filtrar

com papel de filtro. Acondicionar em frasco limpo de coloragdo ambar.

TECNICA: Sobre uma lamina de microscopia limpa, colocam-se 2 gotas de K-tinta e, sobre
estas, aliquotas do material clinico e uma laminula. Aguardar 10 minutos e observar ao
mi croscopio optico.

3. Coloracgao de Gram (Kopeloff-Beerman) (BRILHANTE et al., 2004b)
OBJETIVO: Utilizado em micologia para a visuaizagdo dos agentes etioldgicos do eritrasma
(Corinebacterium minutissimum), da tricomicose axilar (Corinebacterium tennuis) e dos

actinomicetos.

COMPOSICAO E PREPARO DOS REAGENTES:

Solugéo de Cristal-violeta:

Violetade gencianaou cristal-violeta 19

Agua destilada 100 ml

Dissolver a violeta de genciana na &gua destilada, macerando |entamente num almofariz. Deixar

descansar por 24 horas e filtrar com papel-filtro. Acondicionar em frasco limpo de cor ambar.

Solucéo de Bicarbonato de Sodio

Bicarbonato de Sodio 19
Agua destilada 100 ml
L ugol

lodo 1lg
lodeto de potéssio 29

Aguadestilada 300 mi
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Macerar 0 iodo e o iodeto de potassio no gral. Adicionar lentamente agua até a completa

dissolucéo do iodo. Acondicionar a solugéo em um frasco limpo de cor &mbar.

Solug&o Descorante de Eter-acetona
Eter etilico 100 ml

Acetona 100 ml

Solucéo de Fucsina de Gram

Fucsinabasica 119
Alcool absoluto 10 ml
Agua destilada 100 ml

Dissolver a fucsina no dcool e adicionar a &gua. Deixar descansar por 24 horas e filtrar com

papel -filtro. Acondicionar em frasco limpo de cor ambar.

TECNICA:

1.
2.

N o o A

Identificar alaminae preparar o esfregaco

Fixar o esfregago com acool ou sob achama

Cobrir alamina com cristal-violeta e adicionar 2 gotas de bicarbonato de sodio. Esperar
por 2 minutos

Desprezar o corante e lavar com agua corrente

Cobrir alaminacom lugol por 1 minuto

Lavar com agua corrente

Descorar 0 esfregaco com éter-acetona, até ndo desprender corante da lamina. Alternar

lavagens com agua

8. Cobrir alaminacom fucsina por 1 minuto

9. Secar aldminacom papel-filtro e observar ao microscopio optico



124

Anexo 3: Solucdes Utilizadas na I dentificacao ou Estoque de Fungos.

1. Solugéo Salina (BRILHANTE et al., 2004b)
OBJETIVO: Estoque de fungos

COMPOSICAO E PREPARO:
Cloreto de sédio 09¢g
Agua destilada 100 ml

Misturar a &gua destilada e o cloreto de sddio. Autoclavar e distribuir, aiquotas de 10 ml, em

tubos de vidro com tampa de roscar.

2. Solucdo de Hidroxido de Potassio (Potassa) (BRILHANTE et al., 2004b)
OBJETIVO: Utilizada para redizacd de exames diretos de diversos espécimes clinicos.
Promove a clarificacdo de escamas de pele e pélos, proporcionando um indice de refragdo 6timo

para avisualizagdo de elementos fungicos.

COMPOSICAO E PREPARO:
Hidroxido de potassio 3049
Agua destilada 100 ml

Dissolver o hidréxido de potassio em agua destilada. Homogeneizar e acondicionar em frasco
conta-gotas limpo.

Obs.: A concentragdo de hidroxido de potéssio pode variar entre 10 e 40%.

TECNICA: Sobre uma |amina de microscopia estéril, colocar 2 gotas da solugo clarificante e,
sobre esta, adicionar pequenas aliquotas do material clinico. Cobrir com laminula. Aquecer
levemente sob a chama do bico de bunsen. Aguardar 10-15 minutos e observar a0 microscopio
optico.

Obs.: Caso a lamina ndo seja observada na hora, deve-se acondicionéd-la em uma cadmara Umida

paraevitar seu ressecamento e formag&o de cristais, que podem dificultar o diagnostico.
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Anexo 4. Meios de Cultura Utilizados na Micologia.

1. Agar Arroz (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Facilitar o aparecimento de estruturas de frutificagdo, especidmente os
macroconidios do género Microsporum. Serve, ainda, para diferenciar o M. audoinii das demais
espécies de Microsporum, uma vez que essa espécie ndo se desenvolve nesse meio de
COMpOSiG&o pobre.

COMPOSICAO:

Gréos de arroz 209
Agar bacteriol 6gico 20g
Aguadestilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Cobrir o arroz com égua e ferver lentamente durante 45 minutos. Filtras através de
gaze e gustar 0 volume para 1.000 ml. Adicionar 0 &gar e aquecer em banho-maria até
dissolucdo completa do &gar. Autoclavar o meio, por 15 minutos, a 121°C e distribuir aiquotas
de 4 ml, em tubos de vidro. Deixar solidificar, na posi¢do inclinada, de modo a obter uma

superficie de goroximadamente 6 cm.

2. Agar Batata (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Usado para realizagdo de microcultivo de fungos filamentosos e estoque de cepas

fungicas.

COMPOSICAO:

Infusdo de batatas 500 ml
Dextrose 109

Agar bacteriol 6gico 159
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Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Cozinhar 250 g de batata-inglesa (Solanum tuberosum) descascadas em 500 ml de
agua por uma hora. Filtrar ainfusdo de batatas através de gaze. Restituir o volume inicial de dgua
(500 ml) e acrescentar 500 ml de agua destilada. Adicionar 0 agar e a dextrose, dissolvendo-o0s
completamente. Autoclavar o meio, por 15 minutos, a 121°C e distribuir adiquotas de 4 ml, em
tubos de vidro. Deixar solidificar, na posi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie de
aproximadamente 6 cm.

Obs.: Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob as denominacdes:
Agar batata (DIFCO), Potato dextrose agar (OXOID) e Agar Pomme-de-Terre (Sanofi-Institut
Pasteur).

3. Agar D.T.M. (Dermatophyte Test Medium) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Propiciar uma identificagdo presuntiva rapida dos dermatofitos através da viragem
da cor original do meio (amarelo) para vermelho. Essa viragem ocorre em decorréncia da
capacidade proteolitica que esses fungos exercem sobre a fitona, provocando alcalinizacdo do
meio, e consequiente mudanca da coloragéo.

COMPOSICAO:

Fitona 109
Dextrose 10g
Agar bacteriol 6gico 209
Solucéo de vermelho fenol 40 ml
Acido cloridrico 0,8 N 6 ml
Solucdo de cicloeximida 2ml
Solucéo de sulfato de gentamicina 2ml
Solucéo de clortetraciclina 25 ml

Aguadestilada 975 mi
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PREPARO DAS SOLUCOES:

Solucéo de Vermelho Fenol

Vermelho Fenol 0549
NaOH 0,1 N 15 ml
Agua destilada 85 mi

Solucao de Cicloeximida
Cicloeximida 05¢9
Acetona 2ml

Solucéo de Sulfato de Gentamicina
Sulfato de gentamicina 01lg
Agua destilada 2ml

Solucéo de Cloridrato de Clortetraciclina
Cloridrato de Clortetraciclina 01lg
Agua destil ada estéril 25ml

PREPARO DO MEIO D.T.M.: Dissolver fitona, dextrose e &gar em 975 ml de agua destilada,
aquecendo em banho-maria. Acrescentar as solugbes de vermelho fenol, cicloeximida e
gentamicina. Autoclavar o meio, por 15 minutos, a 121°C. Deixar resfriar até 48°C e acrescentar

asolugéo de clortetraciclina. Distribuir em placas de Petri ou em tubos de ensaio.

4. Agar Lactrimel (Meio de Borelli) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Meio enriquecido que visa estimular o gparecimento de estruturas de frutificacéo e

ornamentagao das diversas espécies fungicas.

COMPOSICAO:
Mél de abelhar 79
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Farinhade trigo 209
Solucéo de leite 200 ml
Agar bacteriol 6gico 209
Aguadestilada 800 mi

PREPARO DA SOLUCAO DE LEITE: Pesar 20 g de leite em p6 integral e dissolver em 200 ml
de &gua destilada. Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C.

PREPARO DO MEIO: Dissolver afarinhade trigo e 0 &gar bacteriol6gico em &gua destilada sob
aquecimento em banho-maria. Adicionar o mel e homogeneizar. Ajustar o pH para 6,2.
Autoclavar a 121°C durante 15 minutos. Deixar 0 meio resfriar, até atingir a temperatura
aproximada de 48°C, e acrescentar o leite esterilizado. Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de
ensaio. Deixar solidificar na posi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.

5. Agar Sabouraud (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: E o principal meio de cultura usado em citologia. Utiliza-se para o cultivo priméario
geral dos fungos (leveduras, filamentosos e a guns dimorficos), em especia para os dermatofitos,
uma vez que as principais caracteristicas macro e microscopicas desse grupamento flngico sdo
classicamente descritas a partir de seu crescimento nesse meio. A composicio do Agar
Sabouraud foi, inicialmente, proposta por Raymond Sabouraud, em 1904, e vem apresentando
inimeras modificagbes, com o passar dos anos, com dteracdo na quantidade de alguns
componentes, tais como adextrose e a adicao de substancias inibidoras, como o cloranfenicol e a
cicloeximida. Dessa forma, serdo descritas a sua composi¢ao classica e as suas modificacOes,
mostrando suas vantagens frente a formul ag&o origina do meio.

COMPOSICAO CLASSICA
Peptona 109
Dextrose 409

Agar bacteriol 6gico 209
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Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Dissolver &gar, peptona e dextrose em agua destilada, aguecendo em banho-maria
Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio. Deixar

solidificar, naposi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.

MODIFICACOES

Redugdo da Concentracio de Dextrose para 20 g/litro (Agar Sabouraud a 2% de Dextrose,
Modificado por Emmons): Essa modificagdo eleva o pH do meio de 5,9 para 7,0, favorecendo
0 crescimento e conidiogénese dos dermatofitos, sendo, atualmente, a formulacdo preferida na
maioria dos laboratorios de micologia. Além de otimizar o isolamento dos dermatofitos, essa
formulacdo ainda favorece o desenvolvimento de outros fungos, tais como o Blastomyces
dermatitidis, que se mostram incapazes de crescer na presenca de teores mais elevados de
dextrose.

Eliminacdo Completa do Teor de Aglcar: A retiradatotal dadextrose dificulta o aparecimento
do pleomorfismo das colénias flngicas, podendo essa formulacdo ser utilizada para conservacao

de cepas em estoque.

Adicdo de Extrato de Levedura: A adicdo de 5 g de extrato de levedurallitro torna o meio
propicio para o crescimento de colénias de dermatéfitos com expressdo de caracteristicas

morfolbgicas mais tipicas de cada espécie.

Adicdo de Antibidticos (Agar Sabouraud com Cloranfenicol): Essa formulagio utiliza
antibidticos de largo espectro, visando inibir o crescimento de bactérias, eventua mente presentes
em materiais clinicos, as quais, por possuirem maior velocidade de crescimento, podem esgotar o
substrato do meio e impedir o crescimento de fungos. Os antibidticos mais utilizados s&o o
cloranfenicol e a gentamicina. A seguir serd descrita a formulacdo do agar Sabouraud a 2% de
dextrose e acrescido de cloranfenicol.



130

Composicao:

Peptona bacteriolégica 109
Dextrose 209
Agar bacteriol 6gico 209
Aguadestiladag.sp. 1.000 ml
Solucéo de cloranfenicol 10 ml

Preparo: Dissolver 0,05 g de cloranfenicol em 10 ml de dcool etilico. Dissolver todos os
componentes em agua destilada sob aguecimento. Adicionar a solugdo de cloranfenicol.
Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar
solidificar, naposi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.

Obs.: Esse meio pode ser adquirido comercidmente, na forma desidratada, sob o nome
Sabouraud Agar Chloramphenicol (Sanofi-Institut Pasteur).

Adicdo de Substancias Antibidticas e Antifingicas (Agar Sabouraud com Cloranfenicol e
Cicloeximida): Nessa formulagdo, dém da adicdo de antibidticos, acrescenta-se a cicloeximida,
com o objetivo de inibir o crescimento de fungos contaminantes do ar, os quais dificultam o
crescimento e visualizagdo dos fungos patogénicos. No entanto, a cicloeximida ndo tem acgéo
seletiva apenas para fungos contaminantes, podendo inibir o crescimento de vérios fungos
patogénicos, tais como: Cryptococcus neofor mans e vérias espécies de Candida.

Composicao:

Peptona bacteriol6gica 109
Dextrose 209
Agar bacteriol 6gico 10g
Aguadestiladag.sp. 1.000 ml
Solucéo de cloranfenicol 10 mi
Solucdo de cicloeximida 10 ml

Preparo: Dissolver 0,05 g de cloranfenicol em 10 ml de dlcool etilico (solugcdo de cloranfenicol).
Dissolver 0,5 g de cicloeximidaem 10 ml de &lcool etilico (solucéo de cicloeximida). Dissolver
peptona, dextrose e agar em agua destilada sob aguecimento em banho-maria. Adicionar as

solucdes de cloranfenicol e cicloeximida. Autoclavar por 5 minutos, a 121°C. Distribuir aliquotas
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de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posi¢éo inclinada, de modo a obter uma
superficie de goroximadamente 6 cm.

Obs.: Esse meio pode ser adquirido comercia mente, na forma desidratada, sob os nomes Agar
Mycosel (DIFCO) e Agar Mycobiotic (Sanofi-Institut Pasteur).

6. Agar Trichophyton 1 (Agar T1) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton com base em seus diferentes requerimentos

vitaminicos.

COMPOSICAO:

Aciso casaminico (sem vitaminas) 259
Fosfato monopotéssico 189
Sulfato de magnésio 1g
Dextrose 409
Agar bacteriol 6gico 209
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Dissolver todos os componentes em égua destilada sob aguecimento em banho-
maria. Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aiguotas de 4 ml em tubos de ensaio e

deixar solidificar naposi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.

Esse meio pode ser adquirido comercial mente, naforma desidratada, sob a denominacdo de Agar

Trichophyton 1 (DIFCO).

7. Agar Trichophyton 2 (Agar T2) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton com base em seus diferentes requerimentos

vitaminicos.
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COMPOSICAO:
Agar Trichophyton 1 100 ml
Solucéo dei-Inositol 2ml

PREPARO DA SOLUC}AO DE I-INOSITOL:

Inositol 250 mg
Agua destilada 100 ml
Esterilizar a solug&o por filtrag&o e conservar a5°C.

PREPARO: Preparar 0 &gar Trichophyton 1 e autoclavé-lo, por 15 minutos, a 121°C. Esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solucdo de inositol. Distribuir
aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢do inclinada, de modo a obter

uma superficie gproximadade 6 cm.

8. Agar Trichophyton 3 (Agar T3) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar egpécies de Trichophyton, principalmente o T. verrucosum, que tem seu

crescimento estimulado quando em presencade tiamina e inositol.

COMPOSICAO:

Agar Trichophyton 1 100 ml
Solucéo dei-Inositol 2ml
Solucdo de tiamina 2ml

PREPARO DA SOLU(;AO DE I-INOSITOL.:
Inositol 250 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar a solug&o por filtrag&o e conservar a5°C.



133

PREPARO DA SOLUCAO DE TIAMINA:
Tiamina 10 mg
Agua destilada 1.000 ml

Esterilizar a solugéo por filtrag&o e conservar a5°C.

PREPARO: Preparar 0 &gar Trichophyton 1 e autoclavé-lo, por 15 minutos, a 121°C. Esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar as solugdes de inositol e
tiamina. Distribuir aliguotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢do inclinada,

de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.

9. Agar Trichophyton 4 (Agar T4) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton, especialmente T. tonsurans e T. violaceum,

gue tém seu crescimento otimizado pela presenca de tiamina, contrastando com as demais

espécies do género.

COMPOSICAO:
Agar Trichophyton 1 100 ml
Solucdo de tiamina 2ml

PREPARO DA SOLUCAO DE TIAMINA:
Tiamina 10 mg
Agua destilada 1.000 ml

Esterilizar a solug&o por filtrag&o e conservar a5°C.

PREPARO: Preparar 0 &gar Trichophyton 1 e autoclavé-lo, por 15 minutos, a 121°C. Esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solucdo de tiamina. Distribuir
aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢do inclinada, de modo a obter

uma superficie gproximadade 6 cm.
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10. Agar Trichophyton 5 (Agar T5) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton, especiamente T. equinum, que tem seu
crescimento bastante estimulado com a adi¢do do &cido nicotinico, contrastando com as demais

espécies do género.

COMPOSICAO:
Agar Trichophyton 1 100 ml
Solucdo de &cido nicotinico 2ml

PREPARO DA SOLUCAO DE ACIDO NICOTINICO:
Acido Nicotinico 100 mg
Aguadestilada 100 ml

Esterilizar asolugéo por filtragdo e conservar a 5°C.

PREPARO: Preparar 0 &gar Trichophyton 1 e autoclavé-lo, por 15 minutos, a 121°C. Esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugdo de &cido nicotinico.
Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢éo inclinada, de
modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.

11. Agar Trichophyton 6 (Agar T6) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton com base em seus diferentes requerimentos

vitaminicos.

COMPOSICAO:

Nitrato de aménio 159
Fosfato monopotéssico 189
Sulfato de magnésio 01lg

Dextrose 409
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Agar bacteriol 6gico 209
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Dissolver todos os componentes em é&gua destilada sob aguecimento em banho-
maria. Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aiguotas de 4 ml em tubos de ensaio e

deixar solidificar naposi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.
Esse melo pode ser adquirido comercia mente, naforma desidratada, sob a denominacdo de Agar
Trichophyton 6 (DIFCO).

12. Agar Trichophyton 7 (Agar T7) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Trichophyton, especialmente o T. megninni do T. rubrum,

baseando-se na cgpacidade da primeira espécie de ter seu crescimento estimulado pela presenca

de histidina, em oposi¢do ao que ocorre com o T. rubrum.

COMPOSICAO:
Agar Trichophyton 6 100 ml
Solucéo de higtidina 2ml

PREPARO DA SOLUC}AO DE HISTIDINA:
Histidina 150 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar a solug&o por filtrag&o e conservar a5°C.

PREPARO: Preparar 0 &gar Trichophyton 6 e autoclavé-lo, por 15 minutos, a 121°C. Esperar
resfriar até aingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugdo de histidina
Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢éo inclinada, de

modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.
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13. CHROMagar Candida® (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Diferenciar espécies de Candida, baseando-se nas diferentes coloracfes adquiridas
pelas colbnias. Assim, por exemplo, colnias de C. albicans séo verdes e de C. tropicalis sdo
azuis. Esse meio torna-se particularmente Util nos casos de infecgdo mista, facilitando a

diferenciacdo das espécies envolvidas.

COMPOSICAO:
CHROMagar Candida® desidratado 4779
Agua destilada esterilizada 1.000 ml

PREPARO: Dissolver o CHROMagar Candida® em égua destilada esterilizada, aquecendo em
banho-maria, por 2 minutos. Distribuir em placas de Petri médias.

Obs.: Esse meio n&o deve ser autoclavado. E adquirido comercia mente, na forma desidratada,
sob 0 nome de CHROMagar Candida® (CHROMagar® - PROBAC).

14. Meio de Dixon (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Promover o crescimento de fungos lipofilicos, especialmente as leveduras do

género Malasseza.

COMPOSICAO:

Agar extrato de malte 509
Bile de bio dessecada 2049
Tween 40 10 ml
Cloranfenicol 19
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Dissolver o extrato de malte, a bile e o cloranfenicol em égua destilada, sob

aquecimento. Adicionar o Tween 40. Homogeneizar e gustar o pH fina para 6,2. Autoclavar,
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por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na

posicdo inclinada, de modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.

15. Meio de Dixon M odificado (M eio de Van Abbe) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Utilizado para o isolamento primario de espécies de Malassezia. Trata-se de uma

modificac&o do meio de Dixon, que véarios autores julgam melhor que aformulagdo original.

COMPOSICAO:

Extrato de malte 3649
Peptona 69
Bile dessecada 2049
Tween 40 10 ml
Acido oléico 2ml
Glicerol 2ml
Agar bacteriol 6gico 12 ¢
Cloranfenicol 0,059
Cicloeximida 0,059
Aguadestilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Dissolver o extrato de mate, a peptona, a bile, o &gar, o cloranfenicol e a
cicloeximida em &gua destilada, sob aguecimento. Adicionar o Tween 40, o &cido oléico e 0
glicerol. Homogeneizar e gjustar o pH final para 6,0. Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C.
Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio e deixar solidificar na posi¢éo inclinada, de
modo a obter uma superficie aproximadade 6 cm.

16. M eio para Fer mentacéo de Carboidratos (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Analisar a capacidade das leveduras de fermentar os diversos carboidratos.
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COMPOSICAO:

Azul de bromotimol 0,03¢g
Extrato de levedura 2749
Peptona 459
Agua destilada 600 mi
Etanol a 95% 1,8ml

PREPARO: Dissolver o0 extrato de levedura e a peptona em agua destilada. Separadamente,
dissoler completamente o azul de bromotimol em etanol. Adicionar a solugéo de azul a mistura
inicial e homogeneizar. Distribuir 3 ml do meio em tudos de ensaio contendo um tubo de Durhan
na posi¢do invertida. Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Deixar resfriar. Adicionar a cada tubo
de ensaio, com 0 meio para fermentacdo, 1,5 ml de uma das solugdes de acUcares, utilizando

pipetas estéreis. Homogeneizar. Conservar a 4°C por até um més.

Obs.: Os carboidratos utilizados no teste de fermentacdo sd0 os seguintes: maltose, dextrose,

lactose, galactose, sacarose e trealose.

17.Meio RPMI 1640 — M OPS (NCCL S—M27-A2)

OBJETIVO: Utilizado como meio de cultura para a reaizagdo de testes de sensibilidade a
antifungicos pela técnica de microdilui¢do em caldo.

COMPOSICAO:

RPM1-1640 em p6 (com glutaminae vermelho fenol, 1049
sem bicarbonato)

MOPS (&cido 3-[N-morfolino]-propanossul fonico) 34,539
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml
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PREPARO: Dissolver o meio em p6 em 900 ml de agua destilada. Acrescentar o MOPS
(concentracdo fina de 0,165 mol/l), agitando até dissolver. Enquanto mexer, gjuste o pH para7,0
a 25°C usando hidroxido de sodio 1 mol/l. Acrescentar dgua adicional para levar o meio a um

volume final de 1 litro. Esterilizar por filtragem e armazenar a 4°C até usar.

18. Agar Uréia de Christensen’s (Sdlida) (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Utilizado para diferenciar algumas espécies do género Trichophyton, como o T.
mentagrophytes (que hidrolisaa uréia) e o T. rubrum (que n&o hidrolisaa uréia). E usado, ainda,
paradiferenciar as leveduras pertencentes aos filos Ascomycotina (p. ex., Candida spp., que ndo
hidrolisaauréia) e Basidiomycotina (p. ex., Rhodotorula spp. e Malassezia spp., que hidrolisam
auréia). Esse teste basei a-se na capacidade de determinadas espécies flngicas de produzir a
enzimaurease, aqual hidrolisaauréia, liberando aménia e alcainizando o meio, fazendo com

gue acoloragdo do meio passe do amarelo para o rosa-escuro.

COMPOSICAO SOLUCAOA:
Agar base uréia (Christensen’s) 299
Agua destilada g.s.p. 100 ml

PREPARO SOLUCAO A: Suspender o 4gar base e, em égua destilada, misturar até dissolver
completamente. Esterilizar por filtragdo. Distribuir aiquotas de 10 ml e manter sob refrigeragéo,

até o momento do uso.

COMPOSICAO SOLUCAO B:
Agar bacteriol 6gico 159
Agua destilada 900 m

PREPARO SOLUCAO B: Dissolver o égar em agua destilada. Distribuir aliquotas de 90 ml em

balGes de vidro e esterilizar em autoclave, a 121°C, por 15 minutos.

PREPARO DO AGAR UREIA DE CHRISTENSEN'S: Para preparar 100 ml do meio, é

necessario fundir 90 ml da solugéo B, esperar resfriar até que a mesma atinja aproximadamente
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50°C e adicionar 10 ml da solugdo A. Homogeneizar bem a mistura e distribuir, aiquotas de 1

ml, em tubos de ensaio estéreis. Deixar solidificar na posicéo inclinada.

INTERPRETACAO: A leitura desse teste deve ser feita até 96 horas apds semeadura, uma vez
gue, a longo prazo, com o0 esgotamento do substrato do meio, os fungos morrem e,
conseguentemente, liberam metabdlitos acalinos que promoverdo a viragem da coloragdo do

meio, inutilizando aleitura.

19. Esculina (PAIXAO et al., 2004)

OBJETIVO: Utilizada para promover o diagndstico diferencid entre vérias espécies de
Malassezia spp. A diferenciacdo baseia-se na cgpacidade de agumas espécies de hidrolisar a
esculina em esculetina e glicose, através da acdo da enzima b-glicosidase. Essa hidrdlise é
evidenciada através da liberacéo de sais de ferro solQveis, que sdo prontamente incorporados ao

meio, promovendo um enegrecimento do mesmo.

COMPOSICAO:

Esculina 19
Citrato férrico 0549
Agar bacteriol 6gico 16 g
BHI caldo 259
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

PREPARO: Pesar todos os componentes e dissolvé-los sob aquecimento até a completa
liquefac&o do &gar. Eterilizar em autoclave, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir, aliquotas de 1,5
ml, em tubos de ensaio. Deixar solidificar na posi¢do inclinada. Acondicionar, sob refrigeracéo,

até o momento do uso.

INTERPRETACAO: O tubo deve ser incubado, durante 5 dias, a 32°C, sendo a primeira leitura

realizada com 48 horas.
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Anexo 5: Comprovante de Aceite do Capitulo |

From: Sociedade Portuguesa de Ciéncias Veterinarias

To: marilena@itaueira.com.br

Sent: Monday, September 24, 2007 8:34 AM

Subject: FW: Artigo 627- Malassezia spp. em Humanos e Pequenos Animais: uma Abordagem Tedrica

Exma. Sra. Dra.Marilena Prado,

Este artigo sera publicado na revista referente ao 1°semestre 2008 (prevista para Dez-Jan).

Com os cumprimentos

Anabela Almeida


mailto:marilena@itaueira.com.br
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Anexo 6: Comprovante de Aceite do Capitulo 11

From: editor@jvdi.org

To: marilena@itaueira.com.br ; marilena@itaueira.com.br

Cc: editorial@jvdi.org

Sent: Friday, November 23, 2007 10:05 PM

Subject: Journal of Veterinary Diagnostic Investigation - Decision on Manuscript ID 07-0186.R2

23-Nov-2007

Dear Ms. Prado:

| am pleased to inform you that your revised manuscript entitled "Frequency of yeasts and dermatophytes
from healthy and diseased dogs" in its current form has been accepted for publication in the Journal of
Veterinary Diagnostic Investigation. The article will likely appear in the March 2008 issue of the Journal.
Accordingly, you may now cite the article as "in press’ in J. Vet. Diagn. Invest. Vol. 20, Number 2,
March 2008.

Thank you for choosing the Journal of Veterinary Diagnostic Investigation for your fine contribution. We
look forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerdly,
Jeremiah T. Saliki, DVM, PhD, ACVM
Editor, Journal of Veterinary Diagnostic Investigation

editor@jvdi.org
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mailto:marilena@itaueira.com.br
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Anexo 7: Comprovante de Envio do Capitulo I11

From: Journal of Microbiological Methods

To: marilena@itaueira.com.br

Sent: Friday, September 28, 2007 10:23 AM

Subject: A manuscript number has been assigned: MIMET-D-07-00497

Ms. Ref. No.: MIMET-D-07-00497

Title: Subculture on potato dextrose agar as a complement to the broth microdilution assay for

Malassezia pachydermatis

Journal of Microbiologica Methods

Dear Ms. Prado,

Your submission entitled "Subculture on potato dextrose agar as a complement to the broth
microdilution assay for Malassezia pachydermatis’ has been assigned the following manuscript
number: MIMET-D-07-00497.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Alex van Belkum

Editor
Journal of Microbiologica Methods
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