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RESUMO

MAKITA, Mario Tatsuo. Caracterizacao de Malassezia spp. isoladas de conduto
auditivo de cies e gatos e avaliacdo dos fatores de viruléncia. 2019. 64f. Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O género Malassezia compreende 18 espécies de leveduras lipofilicas e
lipodependentes, componentes naturais da microbiota da pele dos animais endotérmicos,
incluindo humanos, e conhecido agente oportunista em dermatites e otites. A maior parte
da casuistica de otite fingica em cdes ¢ atribuida a M. pachydermatis, mas espécies
lipodependentes também podem ser agentes desta afeccao, sendo possivel a ocorréncia
de subdiagnoésticos. Na rotina clinica veterinaria, ¢ comum o uso do exame direto de
amostras otoldgicas como ferramenta auxiliar para direcionar uma melhor conduta
terapéutica. Tendo os pontos mencionados em vista, o trabalho objetiva realizar
isolamento de Malassezia spp. a partir de amostras de ceraimen de caes e gatos com otite,
identificando-as a nivel de espécie, observar a presenga da Malassezia em infecgdes
otoldgicas mistas ou puras, verificar in vitro a produc¢ao dos principais fatores de
viruléncia inerentes a patogenicidade e correlacionar esses resultados com a natureza da
infecgdo. Foram utilizadas 170 amostras oriundas dos condutos auditivos externos de 94
caes e 11 gatos com otite clinica, encaminhadas ao Laboratorio de Leveduras Patogénicas
e Ambientais da UFRRJ, onde foram semeadas nos meios Agar Dixon Modificado e Agar
Sabouraud Dextrose 2% com Cloranfenicol. Foram realizados testes classicos para
identificacdo fenotipica, como preconizado por Kurtzman et al. (2011), andlise
protedmica por MALDI-TOF MS e bioquimico por VITEK® 2 para confirmagdo da
identificacdo. Para analise da viruléncia foram testadas as producdes de proteases,
fosfolipase, lipases, esterases e hemolisina. Dos 105 animais, 63% (66) animais possuiam
Malassezia spp. nas suas amostras, sendo uma delas lipodependente, e 37% (39) nao
tinham a levedura. O valor preditivo positivo e negativo do exame direto foi de 75,58 e
67,19%, respectivamente. A sensibilidade do exame em relacdo ao isolamento foi de
75,58% e 67,19% de especificidade. Nao houve diferenca significativa entre a
recuperagado das leveduras no diagnostico em Agar Sabouraud Dextrose 2% e Agar Dixon
Modificado. Na identificagdo por espectrofotometria de massa obteve-se 82% de acuracia
na identificacdo dos isolados, ndo havendo scores minimos de identificacdo para as
restantes. O VITEK® 2, identificou erroneamente as amostras analisadas. Para os testes
enzimaticos, 100% (96) das amostras foram positivas para a produ¢do de proteases e
lipases. Apenas uma amostra ndo foi produtora de fosfolipase e esterase. 89% (86) das
amostras foram positivas para a produgdo de hemolisina. Percebe-se que a utilizagdo do
Agar Dixon Modificado ¢ importante na rotina laboratorial de diagndstico microbioldgico
de otites canina e felina, para ampliar a gama de espécies de Malassezia diagnosticadas.
O exame direto, realizado no laboratorio, mostrou ser um bom indicador para a presenca
da levedura, mas ndo necessariamente para indicar seu envolvimento na infecgao.
Conclui-se que nao ha diferenca entre o uso de ASD e ADM no diagnostico laboratorial
da Malassezia. Além disso, essas leveduras possuem alta atividade enzimatica in vitro,
possivelmente integrando a patogénese da otite microbiana, mesmo quando nao
aparentam ser o principal agente envolvido, como nos casos de otites mistas, incluindo
os casos comb baixas contagens no isolamento.

Palavras-chave: malasseziose, diagnostico microbiologico, infec¢ao fingica



ABSTRACT

MAKITA, Mario Tatsuo. Characterization of Malassezia spp. isolated from the
external ear canal of dogs and cats and evaluation of virulence factors. 2019. 64f.
Dissertation (Master Science in Animal Pathology). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The genus Malassezia currently comprises 18 species of lipophilic and lipid-
dependent yeasts. Although regarded as a normal part of the skin microbiota of warm-
blooded vertebrates, including humans, these may also become opportunistic agents in
dermatitis and otitis. Fungal otitis in dogs has traditionally been associated with
M. pachydermatis, even though lipid-dependent species are commonly found frequently
resulting in misdiagnosis. In the veterinary clinical routine, microscopy of otological
samples is used as an auxiliary tool towards the implementation of adequate drug
therapies. The aim of this work was the isolation of Malassezia spp. from otitis samples
from dogs and cats, their respective identification to species level, observe the presence
of Malassezia in pure and/or co-infections, in vitro assessment of the main virulence
factors being produced, which are inherent to the genus pathogenicity and the
establishment of a correlation between the detected virulence factors and the nature of
the infection. A total of 170 samples from the external ear canal of 94 dogs and 11 cats
with clinical otitis were sent to the Laboratério de Leveduras Patogénicas ¢ Ambientais -
UFRRJ, where they were inoculated in Modified Dixon Agar and Sabouraud Dextrose
2% Agar supplemented with chloramphenicol. Classical methods allowed for the
phenotypic identification, as recommended by Kurtzman et al. (2011) further
corroborated through proteomic analysis by MALDI-TOF MS and biochemical analysis
by VITEK® 2. For virulence analysis, protease, phospholipase, lipase, esterase and
hemolysin production were tested. Of the 105 animals, 63% (66) individuals were
positive for Malassezia spp., as one lipid dependent, and 37% (39) were negative for the
genus. The positive and negative predictive values of the direct exam were 75.58% and
67.19%, respectively. The sensitivity of the isolation test was 75.58% and the specificity
67.19%. There was no significant difference between yeast recovery in Sabouraud
Dextrose 2% Agar and Modified Dixon Agar. The identification by mass
spectrophotometry had an 82% accuracy in the identification of the isolates and remaining
isolates did not reach the identification score, whereas VITEK® 2 misidentified all the
samples. For the enzymatic tests, 100% (96) of the samples were positive for the
production of proteases and lipases. Only one sample did not produce neither
phospholipase nor esterase. 89% (86) samples were hemolysin producers. It was possible
to conclude that the use of Modified Dixon Agar is important in the laboratory routine for
microbiological diagnosis of canine and feline otitis, extending the range of Malassezia
species diagnosed. Direct microscopic examination proved to be a good indicator of the
presence of yeast, but not enlightening regarding its involvement in the infection. In
addition, these yeasts have high enzymatic activity in vitro which may be relevant to the
pathogenesis of microbial otitis, even when the yeast is not the main pathological agent,
as in co-infection otitis, even with low isolation counts.

Key words: malasseziosis, microbiological diagnosis, fungal infection
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1 INTRODUCAO

O género Malassezia compreende leveduras lipofilicas e lipodependentes tipicamente
associadas a microbiota da pele da maioria dos animais endotérmicos sadios. Apesar de nao
estar estabelecida a real natureza da interagdo deste microrganismo com seu hospedeiro, as
possibilidades mais exploradas sdo as de comensalismo ou parasitismo. Independentemente da
relacdo, sabe-se que em um estado natural de equilibrio, Malassezia ndo causaria doenga, porém
com a perda dessa estabilidade, propicia-se o inicio de uma enfermidade. Essa situacdo traduz
a natureza potencialmente oportunista do género Malassezia e os fatores que desencadeiam a
perda da homeostase da pele tém sido foco de multiplos estudos. Em medicina veterinaria, ja
foi ratificada a associagdo natural dessa levedura com o conduto auditivo de cdes e gatos
domésticos, sendo este um foco de grande interesse em estudos, visto que frequentemente sao
diagnosticadas em otites e o limiar entre sua ocupagao inocua e seu estado infecioso ainda nao
estd bem definido. Fatores como predisposicdo pela raca, por exemplo, animais com orelhas
pendulares ou presenca de pelos na regido do pavilhdo auricular, excesso na produgdo de
secrecoes glandulares, alteragdes imunologicas, interagcdes microbianas, umidade, alteragdes de
pH e temperatura sao alguns dos pontos estudados em associagdo a estabilidade e manutencao
do microambiente auricular. Estudos associam o aumento da expressao de fatores de viruléncia
da Malassezia, possivelmente desencadeada por pelo menos uma das condi¢des supracitadas.
Existem 18 espécies de Malassezia atualmente descritas, sendo a ultima sugerida em 2018,
mostrando que a descoberta de novas espécies € algo recorrente. De qualquer forma, todas as
espécies identificadas até o momento, sdo lipofilicas e lipodependentes, com excecdo de M.
pachydermatis para o segundo ponto. Seu crescimento em meios isentos de suplementos
lipidicos facilita a identificacdo da espécie e devido a sua presenc¢a natural nos condutos
auditivos de caes e sua alta casuistica em otites caninas, levam os laboratorios de diagnostico a
priorizar o uso apenas do Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol (ASD) para isolamento,
ocasionalmente suplementando com algumas gotas de o6leo de oliva. No entanto, ja foi
demonstrado que essa metodologia ndo garante o isolamento de todas as espécies.
Consequentemente, considera-se possivel que exista subdiagnéstico das espécies
lipodependentes que nao sdo detectadas pelos métodos atuais utilizados pelos laboratorios de
diagnostico microbiologico.

O presente trabalho visou a utilizacdo de Agar Dixon Modificado com Cloranfenicol
(ADM), meio rico em lipidios, com o intuito de verificar o isolamento de outras espécies de
Malassezia, além da M. pachydermatis, a partir de amostras de otite canina e felina, de forma
a melhorar o diagndstico microbiologico dessa afec¢do. Em paralelo, foram analisados os
resultados dos exames bacteriologicos, determinando a natureza micoldgica, bacteriana ou
mista da infeccdo. Foi realizado exame direto de todas as amostras providenciando-se a
contagem do numero de células por campo, assim como a contagem das unidades formadoras
de colonia (UFC) no isolamento. A identificacdo foi realizada pelo método fenotipico e
confirmada pela técnica de espectrofotometria de massa. Foi também mensurada a producao de
exoenzimas associadas a viruléncia da Malassezia na otite, nomeadamente proteinase,
fosfolipase, lipase e esterase, além de outros fatores de viruléncia como atividade hemolitica e
formagao de biofilme. No mais, verificou-se a viabilidade das células de Malassezia frente ao
método de crio-preservacdo em Skim Milk a -20°C. Desta forma, nossos objetivos foram
melhorar e refinar o diagnostico laboratorial de otites em caes e gatos, ampliando o diagnostico
para espécies lipodependentes, identificando as espécies por técnicas fenotipicas e genotipicas,
assim como observar a producdo de enzimas ligadas a viruléncia, reunindo informagdes que
possam auxiliar na compreensao e resolu¢do da doenca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O género Malassezia

O género Malassezia ¢ de grande importancia ndo s6 na medicina veterinaria, como
também na humana. Desde seus primeiros relatos, foi demonstrada que sua ocorréncia ¢ natural
na pele dos animais vertebrados endotérmicos. As leveduras desse género possuem como
caracteristicas determinantes a lipofilicidade e lipodependéncia, encontrando assim na pele de
seus hospedeiros, as condi¢des ideais para sua sobrevivéncia (VELEGRAKI et al., 2015).

Atualmente estao descritas 18 espécies de Malassezia: M. furfur, M. pachydermatis, M.
sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. dermatis, M. japonica, M.
nana, M. yamatoensis, M. caprae, M. equina, M. cuniculi, M. brasiliensis, M. psittaci, M.
arunalokei ¢ M. vespertilionis (HONNAVAR et al., 2016; BOHMOVA et al., 2018; LORCH
et al.,, 2018). Em 2009, foi validada a familia Malasseziaceae, deixando a classificagdao
taxondmica: Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Subfilo Ustilaginomycotina, Classe
Malasseziomycetes, Ordem Malasseziales, Familia Malasseziaceae, Género Malassezia
(NATIONAL CENTER OF BIOTECHNOLOGY INFORMATION - Taxonomy Browser-
NCBI).

Historicamente, a presenga da levedura foi inicialmente evidenciada por Sluyter &
Eichstedt em 1846, fato mencionado por Robin em 1853 quando encontrou microganismos
similares em seus pacientes. Os pesquisadores observaram as leveduras a partir de descamacgdes
de pele de individuos com pitiriase versicolor e o segundo autor denominou o agente, portanto,
de Microsporum furfur (ROBIN, 1853). Em 1873, Rivolta relatou a presenga de leveduras com
morfologia similares, isoladas de pacientes com psoriase e mais tarde, em 1874, Malassez
descreveu um microrganismo de célula oval com brotamento unipolar obtido no extrato corneo
de pacientes com pitiriase versicolor ou portadores de outras patologias de natureza
dermatologica (MALASSEZ, 1874 apud MARCON & POWELL, 1992). Malassez também foi
responsavel por diferenciar este agente dos reais causadores da Tinea.

Em 1889, Baillon propds o nome de Malassezia furfur, em homenagem aos trabalhos
de Malassez, para leveduras isoladas de lesdes furfurdceas, isto ¢ de natureza inflamatéria e
descamativa, em pacientes com pitiriase versicolor (BAILLON, 1889). Sabouraud, em 1904,
propds a inclusdo no género Pityrosporum descrevendo células de leveduras com brotamento,
sem formacgao de hifa e isoladas de pele sadia e com descamacgdo (SABOURAUD, 1904 apud
MARCON & POWELL, 1992). Castellani & Chalmers (1913), foram os primeiros a usar o
termo Pityrosporum ovale para definir a espécie de levedura frequentemente isolada de
descamagoes de pele humana e que possuiam células de aparéncia alongada a elipsoide. Em
1951, Gordon isolou uma levedura lipofilica de célula esférica a oval de lesdes de pitiriase
versicolor em pele saudavel e a denominou de Pityrosporum orbiculare (GORDON, 1951).

O primeiro relato registrado em medicina veterinaria foi realizado por Weidman em
1925. O isolamento ocorreu a partir de crostas de pele retiradas de um rinoceronte indiano
(Rhinoceros unicornis) apresentando lesoes de dermatite esfoliativa (WEIDMAN, 1925 apud
GUILLOT & BOND, 1999). Apesar das caractériscas similares aos encontrados pelos outros
pesquisadores, a levedura de Weidman cresceu em meio de cultura sem suplementagdao de
lipidio, apresentando um crescimento lento, colora¢do amarelo escura e aparéncia seca.
Weidman sugeriu, portanto, que o microrganismo isolado pertencia ao género Pityrosporum
devido a sua semelhanca com P. ovale, porém devido a menor dimensdo das células, atribui-o
a uma nova espécie denominada P. pachydermatis (GUILLOT & BOND, 1999). Lodder, em
1934, comparou subculturas dos isolados de Weidman com estirpes, supostamente da cole¢ao
de Sabouraud, e uniu as duas em uma so espécie, P. rhinocerosum, que nao chegou a ser
sugerida oficialmente (GUILLOT & BOND, 1999).
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Em 1955, Gustafson isolou leveduras com brotamento unilateral a partir de caes com
otite externa. O autor atribuiu as leveduras ao género Pityrosporum devido aos seus aspectos
morfolégicos. Seu isolado, porém, se diferenciava das outras espécies por apresentar um bom
desenvolvimento em meios desprovidos de suplementagdo lipidica. O autor, na época,
interpretou que a levedura descrita por Weidman tinha dificuldade de crescer em meios basicos,
ao contrario da sua, e por este motivo determinou que se tratava de uma nova espécie,
Pityrosporum canis (GUILLOT & BOND, 1999).

Fraser, 6 anos depois, contesta Gustafson. Em seu estudo, utilizando isolados de animais
sauddveis e animais com otite, percebeu que as caracteristicas apresentadas pelas leveduras
isoladas eram similares as descritas por Weidman e Lodder. Desta forma, ndo haveria razao
para manter a espécie P. canis, sugerindo que pertenceriam todas a P. pachydermatis. Em 1970,
portanto, Slooff atribui que todos os isolados de Pityrosporum que nao fossem lipodependentes
pertenceriam a espécie P. pachydermatis.

Finalmente, em 1984, foi reconhecida a semelhanca entre as caracteristicas, tanto
morfologicas quanto ecoldgicas, dos géneros Malassezia (Baillon, 1889) e Pityrosporum
(Sabouraud, 1904) e com isso a sua sinonimia. Devido ao historico taxondmico, a prioridade
foi dada a nomenclatura Malassezia (YARROW & AHEARN, 1984).

Até meados da década de 90 somente trés espécies do género estavam descritas: M.
Sfurfur, M. pachydermatis e M. sympodialis. Com o investimento em pesquisa € 0 avango no
desenvolvimento de tecnologias moleculares, num periodo de 22 anos, entre 1996 e 2018, foram
descritas 14 novas espécies (BOHMOVA et al., 2018; LORCH et al., 2018), totalizando 18 o
numero de espécies pertencentes ao género. Todas as espécies foram primariamente isoladas a
partir de amostras de pele de diferentes espécies de vertebrados endotérmicos, sendo o homem,
até o momento, o que apresenta maior numero de associacdes (Tabela 1) (LORCH et al., 2018).
Estudiosos buscam ampliar o conhecimento da associagdo ecoldgica, assim como a distribui¢ao
epidemioldgica, da Malassezia e procuram a levedura em espécies de animais ainda nao
pesquisadas, encontrando por vezes até mesmo novas espécies de Malassezia. Um exemplo €
o de Cabaiies et al. (2016) que ao examinarem a presenca de leveduras em coelhos e psitacideos,
realizaram um trabalho que culminou com a descricdo de trés novas espécies (CABANES et
al., 2007; CABANES et al., 2016). Outro caso é o de Coutinho et al. (2006), que pesquisando
a presenca de espécies de Malassezia no conduto auricular de felinos silvestres saudaveis,
constataram que M. sympodialis era encontrada apenas em grandes felinos, sugerindo que esta
espécie estaria associada a microbiota natural deste grupo. Gandra et al. (2008) buscando isolar
e identificar espécies de Malassezia a partir do conduto auricular de morcegos (Molossus
molossus) saudaveis em area de floresta amazonica de Rondonia relataram que de 30 animais,
80% carreavam Malassezia e que destes 62% (15) pertenciam a M. pachydermatis, 20.8% (5)
pertenciam a M. furfur, 12.5% (3) a M. globosa € 4.2% (1) a M. sympodialis. O mais interessante
¢ que cada individuo possuia apenas uma espécie de Malassezia. No entanto, Lorch et al., em
2018, desenvolveram um trabalho com amostras de pele de morcegos (Lasionycteris
noctivagans, Myotis spp., Perimyotis subflacus) em sete estados dos Estados Unidos da
América, acabando por encontrar uma nova espécie da levedura, denominada M. vespertilionis.

Com isso, percebe-se que o principal fator ecologico deste género € a sua intima relagao
com a pele, humana e dos demais animais, sendo que a complexa interagdo com esse 0rgao
sugere que a levedura foi submetida a uma extrema pressao seletiva durante sua coevolugao
com os hospedeiros (VELEGRAKI et al, 2015). Apesar de ainda ndo ter sido possivel a
recuperagdo da Malassezia a partir de amostras ambientais, estudos de metagenomica
identificaram filotipos de Malassezia a partir de ambientes terrestres ¢ marinhos (AMEND,
2014). No entanto, Malassezia sp. ja foi isolada da superficie de incubadoras de enfermarias
neonatais, onde bebés prematuros recebiam suplemento alimentar parenteral, sugerindo que
essas leveduras conseguiriam permanecer em superficie inerte por até 3 meses, mesmo com a
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aplicacao dos protocolos de higienizacdo vigentes (BELKUM et al, 1994). Assim, dependendo
da situagdo, Malassezia spp. tem condig¢des para se manter no meio ambiente por algum periodo
de tempo, sendo provavel, porém, que sua dependéncia de fontes lipidicas deva ser um fator
limitante que a direciona para o ambiente proporcionado pela pele.

CHANG et al. (1998), diagnosticaram Malassezia sp. em neonatos com sepse € nas
maos de profissionais responsaveis pelos seus cuidados, comparando com estirpes recuperadas
de amostras oriundas do conduto auditivo de seus caes particulares. O grupo chegou a conclusao
que Malassezia é capaz de ser transmitida de um hospedeiro para outro, cruzando as barreiras
interespecificas, sendo um relevante fator epidemiologico zoonético. As infecgdes sist€émicas
associadas a Malassezia, geralmente, se restringem a pacientes internados com suplementacao
lipidica por cateter (DANKNER et al, 1987). A disponibilidade de uma rica fonte nutricional
para estas leveduras, propiciam o seu desenvolvimento, com consequente desequilibrio da
microbiota, culminando em infeccdo e disseminacdo pelo sistema vascular. Alguns casos,
possuem regressao da infeccao apenas com a retirada da suplementacao lipidica (DANKNER
et al, 1987; CHANG et al. 1998). Por esse fato, também podemos observar que apesar de
produzir alguns fatores de viruléncia, sua adaptagdo a infeccdo sistémica ndo ¢ bem
desenvolvida.

Este trabalho leva em consideragao que as leveduras deste género, com destaque para
M. pachydermatis, normalmente estao associadas a pele e conduto auditivo externo de caes, e
frequentemente sao relacionadas a casos de otite e alteracdes cutaneas (PUIG et al., 2016). As
leveduras encontram na pele sauddvel os nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento,
mantendo-se sem causar lesdes. Quando ocorre um desequilibrio, a levedura adapta a sua
expressdo enzimatica, como as lipases e fosfolipases, necessarias a obtensdo de energia,
evoluindo para um quadro patolédgico (XU et al, 2007; SUN et al, 2013), saindo de seu estado
de simbiose. Além dessas enzimas, podem também ser produzidas esterases, fosfatase acida,
lipoxigenase, proteases, condroitina-sulfatases e hialuronidases que sdo reconhecidas como
importantes fatores de viruléncia (COUTINHO et al.,, 2000; COUTINHO et al., 2005;
CAFARCHIA et al, 2008).

Atualmente, existem muitas informagdes sobre o género, todas buscando a ligacao entre
a levedura e a patogénese das doencas dermatologicas, como pitiriase versicolor, onde a
populacdo destas leveduras encontra-se aumentada, com o intuito de chegar a conclusdes que
auxiliem na formulagdo de terapéuticas definitivas (BOHMOVA et al, 2018).

Tabela 1 - Atuais espécies de Malassezia, autores, ano e principais hospedeiros

Espécies de Malassezia Descrito Principais hospedeiros
M. furfur (Robin, Baillon) 1889 homem, bovino, elefante, suino, macaco, pelicano
M. pachydermatis (Weidman, Dodge) 1925 cdo, gato, carnivoros, passaros, rinoceronte
M. sympodialis (Simmons & Guého) 1990 homem, equino, suino, ovinos, gato
M. globosa (Midgley et al.) 1996 homem, bovino, guepardo
M. obtusa (Midgley et al.) 1996 homem
M. restricta (Guého et al.) 1996 homem
M. slooffiae (Guillot et al.) 1996 homem, suino, caprinos e ovinos
M. dermatis (Sugita et al.) 2002 homem
M. japonica (Sugita et al.) 2003 homem
M. nana (Hirai et al.) 2004 cao, gato, bovino
M. yamatoensis (Sugita et al.) 2004 homem
M. caprae (Cabafies & Boekhout) 2007 caprino, cavalo
M. equina (Cabaies & Boekhout) 2007 cavalo, bovino
M. cuniculi (Cabaiies & Castelld) 2011 coelho
M. brasiliensis (Cabaifies et al.) 2016 psitacideos
M. psittaci (Cabafies et al.) 2016 psitacideos
M. arunalokei (Honnaver et al.) 2016 homem
M. vespertilionis (Lorch, et al.) 2018 morcegos

Adaptado de Bohmova et al., 2018



2.2 Otite externa canina

A otite ¢ a doenga auricular mais comum em caes. Pode ter multiplas etiologias divididas
entre fatores primarios e secundarios, predisponentes e perpetuantes. Estes Gltimos apesar de
ndo serem causadores da doenga sdo considerados pontos importantes na patogénese e patologia
da doenga (AUGUST, 1988; PEREGO et al., 2014). Alguns autores ressaltam que os fatores
secundarios pertencem ao grupo dos fatores perpetuantes, visto que as infecgdes recorrentes
que ajudam na manuten¢do da inflamacao do conduto auditivo (AUGUST, 1988; NARDONI
et al., 2005; PEREGO, 2014) As duas tultimas, apesar de por si s6 ndo causarem a doenca,
podem atrapalhar o tratamento ou mesmo favorecer a recidiva da otite (PATERSON, 2016).

As causas primarias, de forma geral, levam a diversos desequilibrios, sejam eles na
imunidade do animal ou microambiente da orelha, sendo responsaveis por iniciar 0 processo
inflamatoério, estabelecendo assim a otite externa (AUGUST, 1988; GAITANIS et al., 2012;
VELEGRAKI etal., 2015; PATERSON, 2016). Falhas no diagnoéstico e na resolucao das causas
primarias sdo as razdes mais comuns nas falhas de tratamento, das recidivas e das cronificagdes
das otites (PATERSON, 2016). As principais causas primarias estdo listadas na Tabela 2. As
dermatites alérgicas, especialmente a dermatite atopica canina, sdo os estimulos mais comuns
para desencadear a otite externa (PATERSON, 2002; SARIDOMICHELAKIS et al., 2007;
ZUR et al. 2011). Estudos demonstraram que em média 75% dos animais com otite
apresentavam dermatite atdopica como causa primaria. No entanto, foi também concluido,
dentro dessa amostragem, que algumas racas eram mais propensas ao desenvolvimento de otite,
nao podendo ser afirmada que existe uma relagdo direta entre as doengas (PATERSON, 2002;
SARIDOMICHELAKIS et al., 2007; ZUR et al. 2011).

O prurido gerado pela alergia leva os animais a cogarem as orelhas e sacudirem a cabeca,
aumentando a possibilidade de produzir impactos inadvertidos contra objetos, potencialmente
lesionando o pavilhdo auricular ja debilitado, favorecendo o aparecimento de infeccdes
secundarias ou agravamentos como otohematomas (RODRIGUES et al., 2016). Esse tipo de
causa primaria, juntamente com alergias alimentares, infestacdes por ectoparasitas, incluindo a
otocariase, ¢ desordens de queratinizagcdo sdo as mais comuns entre animais jovens. Celulite
juvenil, apesar de rara, surge também como uma das causas primadrias de otite aguda em filhotes
(PATERSON, 2016). Nos casos de animais que apresentam otite externa pela primeira vez na
idade adulta ou idosa, ndo deve ser descartada a possibilidade da etiologia alérgica, mas as
doencas sistémicas, com destaque para disfuncdes endocrinas, € corpos estranhos sao
geralmente os principais desencadeadores das otites.

Tabela 2 - Principais causas primarias de otite externa

Ectoparasitas (acaros e carrapatos) Otodectes spp., Demodex spp., Sarcoptes spp.,
Notoedres spp., Rhipicephalus sanguineus
Doengas alérgicas Atopia, alergia alimentar, alergia por contato
Endocrinopatias Hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo
Pénfigo folidceo, pénfigo bolhoso, Ilapus
Doengas autoimunes/ imune-mediado eritomatoso, eritema multiforme, vasculite,
erupcdes medicamentosas, celulite juvenil
Desordens de queratinizagdo Adenite sebacea, seborreia idiopatica
Corpo estranho Material vegetal, areia, terra, agua, algoddo

Adaptado de Paterson et al., 2016

Outra causa primaria relevante em animais adultos e idosos sdo as neoplasias, que
normalmente produzem alteragdes unilaterais e que, em um tratamento empirico, respondem
mal a terapias sintomaticas. Doengas autoimunes, como pénfigo folidceo e doencas imuno-
mediadas, como adenite sebacea, podem ser causas primdrias em qualquer idade e por vezes
afetar somente as orelhas. Por ultimo, corpos estranhos também podem causar otite, ocorrendo
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geralmente de forma aguda. Sdo dolorosas, com acometimento unilateral, causando um
profundo desconforto que poderd levar o animal a aumentar, ele proprio, o trauma
(PATERSON, 2016).

Segundo Paterson (2016), a infecgdo microbiana raramente € causa primaria de otites
externas. E necessario que ocorra algum desequilibrio no microambiente otolégico para que a
infeccdo se estabeleca, sendo auxiliada pelos fatores predisponentes e perpetuantes. A
cronificacdo da infec¢do pode gerar hiperplasia do epitélio e hiperplasia glandular, levando a
estenose da luz do canal auditivo, complicando o quadro, constituindo um fator perpetuante. Os
principais agentes infeciosos envolvidos nas otites externas de cdes e gatos podem ser vistos na
Tabela 3. E comum encontrar, naturalmente, na pele e no conduto auricular de caes e gatos,
populacdes de Staphylococcus coagulase-positivos (SCP), principalmente S. pseudintermedius,
e Staphylococcus coagulase-negativo (SCN). Por isso, nas infec¢cdes agudas predominam
populagdes de bactérias de morfotipo cocos Gram-positivos e leveduras, como Malassezia spp.,
e com a cronificagdo, geralmente ocorrem infeccdes mistas com bactérias de morfotipo
bastonetes Gram-negativos (HARVEY et al. 2005). Em infec¢des cronicas evoluidas, pode
ocorrer o destaque de um microrganismo na competicdo por nutrientes, seja fungico ou
bacteriano, obtendo-se culturas puras nos diagnosticos microbiologicos. As infecgdes mistas
com bactérias e Malassezia acabam por ser frequentes e, por isso, tratamentos associados de
antifingicos com antibacterianos possuem melhores resultados em tratamentos empiricos
(PATERSON, 2016). Atualmente se preconiza a eliminac¢ao do tratamento empirico, por meio
do exame citologico direto do cerimen otologico, realizando uma terapéutica direcionada para
os agentes identificados. A otite externa, na auséncia de uma terapéutica correta, pode evoluir
para otite média e, se assim permanecer, pode progredir para otite interna (PATERSON, 2016).

Tabela 3 - Principais agentes em infec¢des secundarias

Bactérias gram-positivas
Staphycoccus spp.
Streptococcus spp.
Corynebacterium spp.
Bactérias gram-postivas
Enterococcus spp.
Bactérias gram-negativas
Pseudomonas spp.
Proteus spp.
Escherichia coli
Malassezia spp.
Candida spp. (raro)

Bactérias em infec¢des agudas

Bactérias em infecg¢des cronicas

Leveduras

Baseado em Paterson et al., 2016

Os fatores predisponentes sdo aqueles que contribuem para que a otite externa se
estabeleca, mas a sua existéncia por si s6 nao justifica o estimulo do processo inflamatorio. Os
fatores predisponentes mais importantes sdo a conformag¢ao do pavilhdo auricular, presenga de
pelos dentro do conduto, doencas auriculares obstrutivas, doencas sistémicas e efeitos
relacionados a limpeza excessiva ou incorreta (PATERSON, 2016). A conformagdo estad
relacionada com o formato anatomico do pavilhdo auricular, a presenca de pelos no canal
auditivo ou na propria concavidade do pavilhdo e a quantidade de secrecdo glandular que ¢
produzida no canal (PATERSON, 2016). Alguns trabalhos demonstraram que racas de caes
com orelha pendular e/ou presenca de pelos nas auriculas apresentam maior predisposi¢ao ao
desenvolvimento de otite. Nao eram todas as racas com orelhas pendulares, no entanto, que
desenvolviam a doenga. Isso reforca a ideia de que € necessario um outro fator de base para
desencadear a inflamagdo (FERNANDO, 1966; BAXTER & LAWLER, 1972, HAYES et al.,
1987).



O microambiente do pavilhdo auricular, quando alterado, torna-se um fator
predisponente para a otite (HAYES et al, 1987; GRONO, 1970,). Um exemplo sdo animais
que possuem as orelhas muito umidas, seja pelo contato recorrente com agua ou pelo uso de
solucdes de limpeza ou antimicrobianas a base de agua, de forma excessiva, estimulando a
produ¢do de cerume e propiciando o estabelecimento e/ou manutencdo da infecgdo,
principalmente por Malassezia spp. (PATERSON, 2016). Racas como Shar-pei (Figura 1)
também podem ter a umidade do pavilhdo auricular elevada devido a conformacao da orelha
que possui a ponta do pavilhdo auricular firme e para frente, sendo descrita como “formato de
caixa” (GRONO, 1970a). Concomitante ao ambiente umido, a temperatura ¢ outro fator que
tipicamente favorece o desenvolvimento de otite. Grono (1970ab) sugere que as proprias
condi¢des climaticas podem influenciar no microambiente auricular e Hayes et al. (1987),
reportaram que pode demorar até 2 a 3 meses para observacao da influéncia desse fenomeno
no estabelecimento da infec¢do. Este argumento justificaria o fato de que, em climas
temperados, a otite ¢ mais comum no final do verado e inicio do outono (meses mais quentes e
umidos). Também ¢ verdade que nessa estacdo do ano € comum ter um maior indice que alergias
pelos pdlens, um dos fatores primarios supracitados de relevancia no desencadeamento da
doenga.

Figura 1 — Conformacéo auricular caracteristica do Shar-pei: pavilhdo auricular com a ponta firme
para frente (Fonte: Muller, 1990).

Doencas de comprometimento sist€émico, como doengas hepaticas, renais ou
pancredticas, criam uma debilidade acentuada e generalizada no organismo, favorecendo
disfungdes de forma geral, inclusive otites, sendo consideradas também fatores predisponentes.

Em alguns casos, se faz necessario realizar a limpeza do pavilhdo auricular antes de
aplicar a terapéutica selecionada. Situagdes em que ha limpeza excessiva com algodao seco,
possibilitam a ocorréncia de traumas na pele, favorecendo a infeccdo oportunista. O uso de
produtos de higiene a base de acidos, agentes adstringentes ou alcool podem causar alergias em
animais sensiveis, que por sua vez, desencadeia um fator primario (PATERSON, 2016).

Os fatores perpetuantes sdo aqueles que favorecem a permanéncia da infeccao ou que
permitam a sua recidiva. Os principais fatores estdo relacionados a cronicidade da otite e estao
resumidas na Tabela 5. Hiperplasias, do proprio tecido epitelial e das glandulas, levam a
diminui¢do do canal auricular e aumento da producao de cerume, favorecendo a infeccdo. A
evolugdo para otite média dificulta o tratamento, devido ao menor acesso dos medicamentos no
local da infecg¢@o. Se torna ainda mais complicada quando os microrganismos envolvidos sdo
formadores de biofilme, aonde mesmo com o tratamento clinico da otite externa, fica muito
propicia a ocorréncia de recidiva pouco tempo apds, sendo por vezes, necessario recorrer a
intervengao cirargica visando o tratamento efetivo e definitivo (PATERSON, 2016).



Tabela 4 - Principais fatores predisponentes da otite externa
Pelos no canal auricular (Poodle), pavilhdo
auricular pendular (Teckel, Bloodhound), canal
Conformagao auricular estreito (Shar pei), pavilhdo concavo e
com pelos (Spaniel), tecido glandular aumentado
no canal auricular (Cocker Spaniel)
Fatores ambientais (calor e umidade), contato com

Secregdes excessivas agua, produtos de limpeza e solugdes
antibacterianas a base de dgua
Doengas auriculares obstrutivas Neoplasias, pdlipos, cistos

Renal,  hepatica,  pancredtica,  organismo
debilitado, endocrinopatias

Solugdes de limpeza com potencial alergénico
(solugdes acidas, adstringentes, alcoodlicas),

Doencas sistémicas

Tratamentos limpeza traumatica (uso excessivo de algoddo
seco), uso excessivo e indiscriminado de
antimicrobianos

Baseado em Paterson et al., 2016

Trabalhos envolvendo Malassezia spp. em condutos auditivos de caes higidos e com
otite sdo frequentemente publicados (ORTIZ et al., 2013; PULIDO-VILLAMARIN et al., 2015;
CZYZEWSKA et al., 2016), sendo mais raros os casos envolvendo gatos domésticos (CRESPO
et al., 2000,; SHOKRI, 2009). A maior parte da casuistica de otite fungica em caes ¢ atribuida
a M. pachydermatis, mas espécies lipodependentes também podem promover esta afec¢ao.
Salientando este fato, Crespo et al., (2000ab) publicaram artigos de otites causadas por espécies
de Malassezia lipodependentes, sendo trés diagnosticos em caes e dois em gatos. A frequéncia
de isolamento de M. pachydermatis ¢ semelhante entre cdes com afecgdes otoldgicas ou
saudaveis, porém em caes com infeccdo ativa € possivel observar um aumento na unidade
formadora de coldnias encontradas no cultivo (FRASER, 1961). Comparativamente, nos
humanos, verifica-se uma condi¢ao semelhante, j4 que pacientes portadores de pitiriase
versicolor, dermatite seborreica, eczema atdpico e psoriase, também possuem nas amostras das
lesdes UFC superiores quando comparados com amostras de pele de individuos sadios
(GAITANIS et al, 2012).

A relagdo da Malassezia na patogénese das diversas doengas dérmicas, assim como de
otites, ainda ndo estd completamente fundamentada e elucidada, principalmente em relagdo aos
fatores que estimulam o aumento da expressdo dos fatores de viruléncia de Malassezia spp., no
entanto, ¢ determinante que a perda da homeostase da pele animal estd envolvida
(ARSENIJEVIC et al., 2014; VELEGRAKI et al., 2015).

Muitas pesquisas sdo desenvolvidas nesse sentido e com base nos resultados, algumas
teorias foram propostas (GAITANIS et al., 2012; VELEGRAKI et al., 2015). Na maioria dos
casos, a justificativa da suspeita de envolvimento da Malassezia em vérias patologias que
acometem a pele e trato auditivo se prende justamente a presenca € aumento da populagao de
leveduras do género, quando em comparagdo com individuos sadios somado a alta taxa de
sucesso na resposta a terapia antifngica especifica. Esse ponto ainda reforga a sugestao de que
a levedura realmente ¢ um agente patogénico oportunista (GUILLOT & BOND, 1999;
GAITANIS et al, 2012). Essa caracteristica ainda ¢ refor¢ada pela associagdo dos casos de
sepses em humanos ocorrer em pacientes neonatais, recebendo suplementacao parenteral rica
em lipidios, e quando em adultos, estes estdo de alguma forma imunossuprimidos (DANKNER
et al, 1987; CHANG et al., 1988; MICKELSEN et al., 1988; BELKUM et al., 1994).



Tabela 5 - Principais fatores perpetuantes da otite externa

Inflamacdo leva a falha na
migracdo epitelial. Alteragdo
aguda: edema e hiperplasia.
Alteragdes na parede do canal Alteragdo cronica: alteracdes
proliferativas, estenose do canal,
calcificacdo do tecido fibroso
pericartilaginoso
Hiperplasia de glandulas
Alteragdes no tecido glandular sebaceas e ceruminosas,

Alteragdes patologicas no canal
auricular externo

hidradenite
Alteragdes no timpano Dilatagdo, ruptura
Aguda i(l)llgz)o umlees;trgnho, exsudato
Otite Média pUTLiento. R
. Formagao de biofilme, alteragdo
Cronica

Ossea na bulha

Baseado em Paterson et al., 2012

2.3 Otite externa felina

Em felinos, apesar da otite ser uma doenca comum, ocorre com pouca frequéncia,
estabelecendo-se entre 2 e 10% dos acometimentos (PEREGO, 2014). Sugere-se que essa
incidéncia se deve a anatomia do pavilhdo auricular que € ereto € com poucos pelos no meato
acustico externo, permitindo boa ventilagdo e drenagem (SCOTT, 1980). As causas primarias
sdo as mesmas daquelas que ocorrem para caes, porém com um destaque para as doengas
parasitarias. Esse acometimento, apesar de incomum nos caes, sao muito frequentes nos felinos
domésticos chegando a ocorrer em mais de 50% dos casos de otite (AUGUST, 1988; PEREGO,
2014).

Um estudo desenvolvido com gatos de rua identificou que 55%, de um total de 187
animais analisados, apresentavam otite. Este numero ¢ maior do que os trabalhos realizados
com gatos domésticos (PEREGO, 2014). O mesmo trabalho avaliou a presenca da
Malassezia spp. como fator secundario e perpetuante da otite. Dos 187 animais, 52 (28%)
apresentaram a levedura, sendo que seis tinham somente Malassezia spp., enquanto o restante
foi diagnosticado com pelo menos mais um dos seguintes agentes: bactérias com morfologia de
cocos ¢ bastonetes e acaros da espécie Otodectes cynotis (PEREGO, 2014). Os diagnosticos
foram realizados apenas por exame microscopico direto € otoscopia.

Em gatos ndo ¢ comum o isolamento de M. pachydermatis em casos de otite, pelo menos
quando comparado aos caes. Visto o potencial oportunista da espécie, € possivel que isso ocorra
devido a baixa populacdo da levedura também em animais saudaveis (BOND et al, 1996). No
entanto, em relacdo aos caes, ¢ mais frequente o isolamento das espécies lipodependentes a
partir dos felinos. Os trabalhos desenvolvidos por Crespo et al., em 2002, e Nardoni et al., em
2005, realizados com gatos domésticos com otite e sauddveis chegaram a resultados
semelhantes. M. pachydermatis foi isolada em 41,2% e 17,6%, no primeiro trabalho, em gatos
com e sem otite externa, respectivamente ¢ em 62,6% e 21,2%, no segundo trabalho. As
espécies lipodependentes foram isoladas em 23,1% dos gatos com otite e em 8,9% dos gatos
sem otite no primeiro trabalho e em 37,4% dos gatos com otite € 9,6% dos gatos sem otite no
segundo trabalho. As espécies lipodependentes mais isoladas em felinos domésticos sdo M.
furfur, M. sympodialis e M. globosa, podendo a levedura aparecer sozinha ou em infec¢des
mistas. Nardoni et al. (2005), identificaram trés animais que possuiam simultaneamente 3
espécies de Malassezia spp. num contexto de infeccdo (dois animais com M. pachydermatis,
M. furfur e M globosa e um animal com M. pachydermatis, M. furfur e M. sympodialis).

Ao contrario do que ¢ observado em caes, nos gatos domésticos ¢ possivel isolar
espécies de Malassezia lipodependentes, destacadamente M. furfur e M. sympodialis, de
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animais saudaveis, sendo provavel que por este fato, estdo também mais presentes nos casos de
otites (CRESPO et al. 1999; CRESPO et al. 2000b). No trabalho realizado por Coutinho et al.
em 2006, percebemos que esse tipo de associagdo ocorre também nos felinos selvagens, com a
Malassezia sp. isolada em 43,9% dos animais. M. sympodialis foi isolada exclusivamente de
grandes felinos (25 ledes [43,4%], quatro ongas pintadas [6,9%], dois tigres [3,4%] e dois
leopardos [3,4%]) e M. pachydermatis isolada apenas de pequenos felinos selvagens (17 gatos-
do-mato [29,3%], quatro gatos-palheiro [6,9%], dois gatos-maracaja [3,4%] e dois servais
[3,4%]. Os autores consideraram que € possivel que exista, portanto, uma relacdo destas
espécies com esses grupos de felinos, existindo a possibilidade de estarem associados a
microbiota natural do conduto auricular destas espécies (COUTINHO et al., 2006).

Ha a hipotese de que essas diferencas nos isolamentos dentre as espécies animais
estejam ligadas nao s6 a caracteristicas da pele, mas também ao respectivo microambiente da
orelha (CRESPO et al., 2002). Outro ponto a ser levado em consideracao ¢ a predisposi¢ao dos
felinos domésticos a desenvolverem otite clinica parasitaria, sendo esse o principal fator
primario, que cria uma abertura para infec¢des secundarias bacterianas e flngicas, e que sao,
por sua vez, fatores perpetuantes (AUGUST, 1988; NARDONI et al., 2005; PEREGO et al.
2014).

2.4 Fatores de viruléncia relacionados a Malassezia

Fatores de viruléncia s3o moléculas que compdem produtos e estruturas, que
consequentemente geram estratégias, para danificar ou evitar a agressao por parte das células
do hospedeiro, propiciando o estabelecimento e manuteng@o da infec¢do em um organismo vivo
hospedeiro (MOHAN DAS & BALLAL, 2008; ZHAO & MA, 2015). Dessa forma,
praticamente todos microrganismos produzem pelo menos um fator de viruléncia para garantir
sua sobrevivéncia. Visto que a membrana celular ¢ composta por uma dupla camada de
fosfolipidios, intercalados por proteinas, a agdo de proteases e fosfolipases, debilitam as fungdes
celulares favorecendo a invasdo tecidual, sendo consideradas importantes fatores de viruléncia
e indicadores da patogenicidade em microbiologia (COUTINHO & PAULA, 2000,
MANCIANTI et al., 2000; ORTIZ, et al., 2013). Para Malassezia spp., ainda ganham destaque
as hialuronidases, condroitina-sulfatases, lipases, esterases, fosfatase acida e lipoxigenase
(COUTINHO & PAULA, 2000; CAFARCHIA & OTRANTO, 2004; COUTINHO, 2005;
ARSENIJEVIC et al., 2014).

Estudos relatam que a incapacidade da Malassezia de sintetizar 4cidos graxos, explicaria
a sua dependéncia de fontes externas de lipidios (XU et al. 2007). Em consequéncia, o fungo
produz enzimas, como lipases e esterases, para digerir triacilglicerois (TAGs) presentes nas
secrecOes sebaceas, aproveitando os acidos graxos livres. O sebo da pele dos animais ¢
composto por uma complexa mistura de TAGs, acidos graxos (saturados e insaturados), ésteres,
esterois, incluindo colesterol, e esqualeno. Essas substancias s3ao degradadas por
microrganismos comensais da pele, Malassezia spp. inclusive, em diacilglicerdis (DAGS),
monoacilglicerois (MAGs) e acidos graxos livres diversos (RO & DAWSON, 2005). A
presenca dessas fontes lipidicas na pele justifica a comensalidade do fungo, mas, foi observado
que Malassezia spp. isoladas de lesdes dérmicas, expressam um aumento na producao dessas
enzimas, provavelmente com o intuito de adquirir maior recurso energético (XU et al., 2007;
SUN et al., 2013).

Ro & Dawson, em 2005, observaram altos niveis de 4cidos graxos em pacientes com
caspa € que os 4acidos oleicos estimulavam o aparecimento das descamacdes.
Consequentemente foi levantada a hipdtese de que, no caso, M. globosa e M. restricta,
causavam caspa por hidrélise dos TAGs presentes nas secregdes sebaceas, fazendo uso dos
acidos graxos saturados para seu desenvolvimento, deixando livres os 4acidos graxos insaturados
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que, por sua vez, causariam irritagdes na pele. No entanto, outros autores observaram baixa
concentragdes de acidos graxos insaturados em pele com caspa, contradizendo essa hipdtese
(HARDING et al., 2002; ROGERS et al, 2003). Kesavan et al, em 2000, demonstraram que a
presenca de lipidios na composicao da parede celular da Malassezia spp. teria implicagdes na
reducdo da resposta imune do hospedeiro, visto que os testes realizados com células sem
lipidios na parede celular estimularam a produ¢@o de interleucinas (IL-1B e IL-6) e fator de
necrose tumoral (TNF-a). De tal forma, pontuaram que esse fato poderia explicar a permanéncia
da levedura na pele sem causar resposta imune e que a alteragdo da parede, ja observado em
casos dermatologicos, poderiam desencadear as doencgas. Assim sendo a utiliza¢do dos lipidios
por este género, também constituiria um fator importante na viruléncia desse género.

Sabe-se ainda que fatores do microambiente podem afetar a expressdo da producdo de
determinadas exoenzimas. Nesse sentido, Ortiz et al., em 2013, comparando a produgdo de
fosfolipases e proteases in vitro em pH 6,3 (orelha saudavel) e pH 6,8 (orelha com otite), por
M. pachydermatis, encontraram uma produ¢do maior das enzimas no pH mais elevado. Com
uma proposta semelhante, Ombrella et al., em 2008, testaram a produgdo de proteinase e
fosfolipase a partir de Candida spp. recuperadas de amostras de secrecdo vaginal com diferentes
valores de pH e observaram que as leveduras oriundas das secre¢des com pH mais baixo
produziam mais enzimas do que as isoladas das secre¢cdes com pH mais alto.

Um fator de viruléncia pouco estudado para Malassezia spp. ¢ a atividade hemolitica,
sendo um fator geralmente associado a microrganismos causadores de infec¢des sistémicas
(JUNTACHAI et al. 2013). Com isso, a atividade hemolitica foi testada e reportada em diversos
géneros fungicos como Aspergillus, Candida, Trichophyton, Penicillium e Fusarium (EBINA
etal., 1994; LUO et al., 2001; SCHAUFUSS et al, 2003; DONOHUE et al., 2005; DONOHUE
et al., 2006; GREENHILL et al., 2010). Plotkin et al., em 1998, foram os primeiros a testar a
atividade hemolitica da Malassezia, porém de apenas uma amostra. Juntachai et al., em 2013,
foram os segundos a realizar esse tipo de avaliacdo, partindo do principio que a fosfolipase
também ¢ um dos fatores que desencadeiam a hemolise. De acordo com seus testes, verificaram
que a hemolisina produzida pela Malassezia spp. € resistente a altas temperaturas e a tratamento
com proteases, considerando a possibilidade da atividade se atribuir a uma molécula ainda nao
identificada (JUNTACHALI et al, 2013).

O biofilme ¢ outro ponto importante e bem relacionado com a otite, visto que pode ser
um decisivo fator perpetuante. Trabalhos desenvolvidos com cepas de M. pachydermatis
recuperadas de lesdes de peles de cdes mostraram que esta espécie € capaz de produzir biofilme
por si s6 (FIGUEREDO et al., 2012; BUMROONGTHAI et al, 2016). Quando testadas em co-
cultura com Candida parapsilosis, a producao de biofilme foi ainda maior. A pesquisa também
demonstrou que o biofilme gerava uma prote¢do contra a atividade de antifungicos, fazendo
com que as concentracdes inibitdrias miminas (CMI) fossem muito mais elevadas quando
comparadas com os testes realizados com células planctonicas. No entanto, ndo hé diferenca
entre os MIC dos biofilmes formados s6 por Malassezia e das co-culturas, demostrando que a
presenca de uma ja poderia ter efeitos limitantes na eficacia da terapéutica (BUMROONGTHALI
etal., 2016).

2.5 Diagnostico da Malassezia spp.

Devido a presenca natural de Malassezia na pele, os critérios de diagnostico para o
exame microscopico direto e isolamento de Malassezia ainda ndo estdo definitivamente
estabelecidos, principalmente no que trata o valor de referéncia de células numa infecg¢do e na
sua ocorréncia natural. Atualmente, entre os melhores métodos de diagndstico encontram-se a
citologia (exame microscopico direto), cultura microbiana e histopatologia, sendo o tltimo com
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mais valor para os diagnosticos dermatologicos (GILLOT & BOND, 1999; PATERSON,
2016).

E comum, na rotina clinica, o uso do exame microscopico direto para guiar o diagndstico
e com isso o tratamento da infeccdo otoldgica clinica, optando-se por antibacterianos e/ou
antifungicos (PATERSON, 2016). No entanto, ¢ possivel observar esforcos por parte dos
grupos de pesquisa afim de melhor definir os parametros que indicariam infec¢do. Pulido-
Villamarin et al. (2015) demostraram que de 158 amostras de caes com diagndstico clinico de
otite externa, 62% foram positivos na pesquisa de leveduras no exame direto e 75,3% foram
positivas no isolamento de Malassezia spp., indicando que ha diferengas na sensibilidade entre
os dois métodos.

Existe uma grande discordancia entre os autores em relacdo as contagens de células de
leveduras no exame microscopico direto. Alguns pesquisadores realizam suas contagens a partir
da média de cinco ou dez campos em magnificacdo de 400x ou 1000x. Divididos nessas
metodologias, ainda se diferenciam pelos pontos de cortes para definir uma associacao
patoldgica em > 4 células por campo, > 5 células por campo, > 10 células por campo (CRESPO
et al., 2000,; NOBRE et al.,, 2001; GINEL et al, 2002; CAFARCHIA et al, 2005a;
FERNANDEZ et al., 2006; BOEHRINGER, 2011; PULIDO-VILLAMARIN et al., 2015).
Guinel et al, em 2002, sugeriram ainda que, para gatos, o valor seria > 12 células de leveduras
por campo. O mesmo grupo de pesquisa definiu que valores menores ou iguais a 2 células por
campos para caes e gatos seria considerado normal. Dessa forma os valores que estariam no
intervalo entre o normal e patoldgico deveriam ser avaliados levando em consideragdo a
sintomatologia clinica do paciente (GINEL et al, 2002).

A identificacdo das espécies de Malassezia pode ser realizada por métodos tradicionais
fenotipicos como o cultivo em meios especificos, observagao de caracteristicas morfologicas e
propriedades bioquimicas, ou por métodos genotipicos (GUILLOT & BOND, 1999; ASHBEE,
2007; GAITANIS et al.,, 2012). Devido a sua associagdo com a pele, Malassezia esté
ecologicamente adaptada a temperaturas mais baixas do que o esperado para a maioria dos
microrganismos cultivaveis em contexto laboratorial, sendo o ideal para o seu cultivo,
temperaturas em torno de 32 a 34°C (BOHMOVA et al., 2018). Este género perde rapidamente
sua viabilidade em meio de cultivo, sendo necessario realizar repiques a cada um ou dois meses
para substratos frescos (BOEKHOUT et al., 2010; LIM et al., 2012). Para realizacdo do
isolamento das espécies lipodependentes ¢ necessario o uso de meios de cultivo enriquecidos
com lipidios como o Agar Dixon Modificado (ADM), Agar Leeming-Notman ou Agar
Ushijima (ASHBEE, 2007). O uso de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) acrescido de algumas
gotas de azeite de oliva ndo garante o isolamento de todas espécies lipodepentes (GUEHO-
KELLERMANN, 2010). Como M. pachydermatis ¢ a inica com bom desenvolvimento em
meios ausentes de fontes lipidicas, ASD serve como teste para identificagdo da espécie (KINDO
et al., 2004).

O diagndstico macroscopico € realizado com base na conformacao, textura e coloragdo
das coldnias, observando-se variagdes de acordo com a espécie. A coloragao pode variar de
creme, tons de amarelo, tendendo ao marrom em coldnias mais envelhecidas, com brilho ou
foscas, de borda lisa ou pregueada e com textura variando do cremoso a seca e quebradica
(BOHMOVA et al., 2018). O tamanho da colonia pode ser classificado como pequena, quando
até 1 mm (M. globosa, M. slooffiae e M. restricta), intermediaria quando entre 1-2 mm (M.
obtusa) e grande, quando de 2-5 mm (M. pachydermatis, M. sympodialis, M. dermatis, M. furfur
e M. japonica) (KANEKO et al., 2007).

Os testes fisiologicos mais utilizados na identificagdo incluem a reacdo de catalase
(decomposi¢do do peroxido de hidrogénio 3%), habilidade de utilizacdo de diferentes Tween
(Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80) e Cremophor EL (6leo de ricino) como diferentes
fontes lipidicas, atividade da B-glicosidase, producao de pigmentos e fluoréforos na presenca
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de triptofano como principal fonte de nitrogénio e producao de urease (MAYSER et al., 1997;
MAYSER et al., 2004; KANEKO et al., 2007; GONZALES et al., 2009; CAFARCHIA et al.,
2011). A atividade da urease ndo serve para distinguir espécies de Malassezia, mas identifica a
presenca de bactérias contaminantes ou a presenca de Candida spp., muito comum nos
diagnosticos de pele (BOEKHOUT et al., 2010).

Métodos fenotipicos geralmente consomem muito tempo devido aos multiplos
processos, sendo dependentes do tempo de cultivo, e podem deixar dividas na diferenciacao
das espécies, principalmente as recentemente descobertas (BOHMOVA et al., 2018). E comum
encontrar cepas com caracteristicas fisiologicas e bioquimicas atipicas, principalmente em
isolados de medicina veterindaria, € por isso se sustenta a necessidade da associacdao da analise
molecular para confirmar a identificagdo fenotipica (CAFARCHIA et al., 2011).

M¢étodos automatizados podem ser utilizados para dinamizar o processo de identificacao
fenotipica. Um exemplo ¢ o sistema VITEK® 2 (bioMérieux, Franga) que realiza a
identificacdo e testes de sensibilidade em até 48 horas (MEURMAN et al., 2006). Relatos
mostram uma boa capacidade de identificacdo a partir de amostras humanas, principalmente
Candida sp., chegando até 100% de correlagdo (MEURMAN et al., 2006; HATA et al., 2007).
Apesar disso, em trabalho realizado por Pedrosa et al., 2014, verificou-se a capacidade do
equipamento em identificar M. furfur, apresentando, porém, falhas no reconhecimento da
espécie M. pachydermatis. Outra alternativa ¢ a utilizagdo de técnicas de protedmica na
identificacdo fenotipica. Na ultima década, a utilizacdo da espectrofotometria de massa por
meio da tecnologia de lonizagdo por Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF; do
inglés: Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight) se popularizou para
identificacdo de bactérias e leveduras proporcionando um diagnostico de boa qualidade com
alta precisao e celeridade (KOLECKA et al., 2014; HONNAVAR et al., 2018). Apesar da alta
capacidade de identificacdo, existe um limitador financeiro, visto que o valor do equipamento
¢ muito alto, nem sempre justificando seu uso para a rotina clinica laboratorial (HONNAVAR
etal, 2018). Além disso, o banco de dados para Malassezia necessita de padronizagio constante,
visto a frequéncia com que ocorrem a descricdo de novas espécies. Dessa forma, alguns grupos
de pesquisa focam seus trabalhos na amplia¢do e refinamento das informagdes no banco de
dados (KOLECKA et al., 2014; YAMAMOTO et al., 2014; HONNAVAR et al, 2018).

Para compensar, portanto, as limitacdes das técnicas fenotipicas na identificacdo das
espécies de Malassezia lipodependentes, sao utilizadas as técnicas genotipicas. Dessa forma, ¢
possivel identificar as espécies de forma mais confiavel, possibilitando também a tipificacao
das cepas. Com a evolugdo e padronizagao das diferentes técnicas, aprimoram-se as ferramentas
de diagnostico e determina-se com mais precisdo aspectos epidemioldgicos e associagdo com
as doencas de pele (BOHMOVA et al., 2018). As principais metodologias testadas sdo nested-
PCR (do inglés: polymerase chain reaction), PCR em tempo real (qPCR), PFGE (do inglés:
pulsed-field gel electrophoresis), RAPD (do inglés: random amplification of polymorphic
DNA), AFLP (do inglés: amplified fragment length polymorphism), DGGE (do inglés:
denaturing gradiente gel electrophoresis), SSCP (do inglés: single strand conformation
polymorphism), tFLP (do inglés: terminal fragmente length polymorphism), RFLP (do inglés:
restriction fragmente length polymorphism) e analises de sequenciamento (SENCZEK et al.,
1999; THEELEN et al., 2001; GEMMER et al., 2002; GAITANIS et al., 2002; GUPTA et al.,
2004; MIRHENDI et al., 2005; GAITANIS et al, 2006; GANDRA et al., 2006; LEE et al.,
2006; MORISHITA et al., 2006; SUGITA et al., 2006; LEE et al., 2008; KO et al., 2011).
Mesmo sendo técnicas que podem ser aplicadas independente de cultivos, a maioria aumenta
sua sensibilidade quando realizadas a partir de uma colonia pura. Além disso as técnicas podem
trazer informacdes muito além da mera identificagdo, devendo-se determinar o objetivo
pretendido antes de escolher a técnica a ser utilizada (CARFACHIA et al., 2011; BOHMOVA
et al., 2018).

13



3. MATERIAL E METODOS
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3.2 Origem das amostras
3.2.1 Local de coleta das amostras

O projeto foi submetido a avaliagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFRRJ que autorizou a utilizagdo e coleta de amostras oriundas de caes e gatos sob o numero
de protocolo CEUA n° 8030040717. A maioria das amostras foram coletadas em colaboragao
com os médicos veterinarios do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, setor de Pequenos Animais (HVPA). Os pacientes com otite eram majoritariamente
atendidos nos consultérios da Clinica Geral ou na especialidade de Dermatologia.

3.2.2 Sele¢ao dos pacientes

Estavam aptos a participar do projeto os animais que apresentavam sinais claros ou
suspeitos de otite clinica ou subclinica, uni ou bilateral, independente da cronicidade ou do fato
de ser primaria ou secundaria a alguma outra doenca. Nao houve selecdo em relagdo a raca,
idade ou sexo dos animais. Foram aceitas apenas amostras de caes e gatos.

3.2.3 Coleta das amostras

As amostras eram coletadas com auxilio de swab com meio de transporte (Meio de
Stuart) ou swab seco e imediatamente enviadas ao laboratorio. Era de responsabilidade do
médico veterinario atendente, a coleta, armazenamento temporario e transporte da amostra até
o laboratdrio. Foi sugerido aos clinicos a realizagdo da limpeza do pavilhdo auricular, antes da
coleta, com algodao seco, para a retirada do excesso de cerimen, seguido pela friccdo do swab
na superficie da pele da orelha externa. Tal sugestdo foi realizada com o proposito de reduzir,
na medida do possivel, a contaminagdo da amostra, melhorando assim a qualidade do
diagnostico.

3.3 Processamento das amostras
3.3.1 Recepc¢io das amostras e liberacio dos laudos

As amostras foram recebidas pelo Laboratorio de Diagnostico Microbioldgico
Veterinario da UFRRIJ. Os médicos veterinarios residentes, responsaveis pela recep¢do das
amostras, procediam com o registro protocolar, processamento para analise bacterioldgica,
diagnostico bacterioldgico e envio do laudo da andlise bacterioldgica. O envio dos laudos da
parte micoldgica era de responsabilidade do pesquisador. Nos casos de solicitagdo exclusiva
para andlise bacteriologica, tanto os exames bacteriologicos quanto micoldgicos eram
realizados, sendo o resultado do segundo destinado para fins da pesquisa académica, porém
também comunicados ao veterinario solicitante por meio de Laudo Micologico (Anexo J).
Quando solicitada apenas analise micologica, ndo foi realizado o protocolo destinado ao
diagnostico bacteriologico.

3.3.2 Cultivo microbioldgico das amostras

Os swabs recebidos foram inoculados primeiramente nos meios de cultivo destinados a
analise bacterioldgica e em seguida inoculados por esgotamento nos meios Agar Sabouraud
Dextrose 2% (HiMedia) com Cloranfenicol (InLab) e Agar Dixon Modificado (Anexo A) com
Cloranfenicol (InLab) contidos em placas. As mesmas eram incubadas em estufa de incubagao
BOD a 32°C até visualizacao de coldnias com caracteristicas macromorfologicas de Malassezia
(Figura 2), descritas no ponto 3.4.1. Amostras com 10 dias sem evidéncia de crescimento eram
consideradas negativas. ApoOs crescimento realizou-se a contagem de colonias. Amostras que
se mostravam contaminadas, eram estriadas em Agar Dicloran Rosa de Bengala com
Cloranfenicol (HiMedia) no intuito de se obter colonias isoladas.
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Figura 2 — Malassezia sp. em Agar Dixon Modificado.

3.3.3 Exame microscopico direto laboratorial

Ap6s a inoculacdo das amostras nos meios de cultivo era realizado o exame
microscopico direto. Preparavam-se esfregacos em laminas de vidro a partir dos swabs. Para as
amostras obtidas em swabs armazenados em meio de transporte, os esfregacos eram preparados
diretamente, enquanto os de swab seco eram hidratados com uma gota de dgua destilada estéril
antes de realizar o esfregago. As laminas eram coradas pela Técnica de Gram e depois
observadas em microscépio optico de luz (Olympus) no aumento de 1000x (Figura 3).
Buscavam-se células de formato oval, elipsoide ou cilindrico com brotamento unipolar, sendo
observado colarete em alguns casos. Eram contabilizadas as células presentes em dez campos
diferentes e, depois, calculada a média de células por campo, sendo anotados também os valores
dos campos com maior € menor quantidade de células. O método qualitativo de cruzes ndo foi
empregado, apesar de se ter a possiblidade de conversao dos dados por metodologias como as
apresentadas por Nobre et al., 2001 ou Pulido-Villamarin et al., 2015.

Figura 3 — Exame microscopico direto com presenca de células de Malassezia spp. (Técnica de Gram,
1000x).

3.4 Identificacao morfologica e bioquimica

3.4.1 Caracteristica macromorfologicas
A observagao dos aspectos macromorfoldgicos, tteis na identificagdo, foi realizada a
partir dos cultivos das leveduras em ASD e ADM. As caracteristicas pretendidas eram aquelas
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apresentadas por colonias com coloragdo de creme a amarelo, ficando escuras (tom de marrom),
com o envelhecimento da cultura. A superficie da colonia € lisa, convexa e opaca. As colonias
apresentam didmetros varidveis de 3-5 mm e apresentam textura seca, fridvel, por vezes
granulosa ou gordurosa.

3.4.2 Caracteristicas micromorfologicas

Foi realizada analise microscopica de todas as amostras para confirma¢do morfologica
do género. As laminas foram preparadas com a técnica de nigrosina seca (Figura 4). Foram
utilizados microscopios Opticos de luz e objetivando-se encontrar células leveduriformes
consideradas pertencentes ao género estudado, isto €, células medindo 2-3 x 4-5 um com
presenga de brotamento endoblastico unipolar e visualizagdo do colarete. Como caracteristicas
adicionais, as c€lulas poderiam apresentar formato ovéide, globoso ou cilindrico, por vezes,
sendo comparado ao formato de uma garrafa. M. globosa possui a caracteristica singular de
c€lulas esféricas e M. obtusa, majoritariamente se apresenta com células cilindricas, ao
contrario das outras espécies que possuem morfologias mais variadas (NAKABAYASHI et al.,
2000; BOHMOVA et al., 2018).

Figura 4 — M. pachydermatis (Técnica de Nigrosina Seca, 1000x).

3.4.3 Hidrolise da ureia

Para o teste da hidrélise da ureia foi utilizado um meio preparado com formulacao
similar ao Meio de Christensen (Anexo B). As amostras utilizadas possuiam 5 dias de cultivo
em ADM a 32°C em estufa incubadora BOD e foram inoculadas de forma asséptica no centro
das placas contendo o meio. As mesmas ficaram incubadas até¢ 7 dias sendo observadas
diariamente para deteccdo da alteragdo da cor do meio de amarelo para rosa. As amostras
negativas ndo apresentam altera¢ao na cor do meio. Uma amostra de Cryptococcus neoformans
(BO59-LLPA/UFRRIJ) e uma de Candida albicans (12A-ICB/USP), foram utilizadas como
controle positivo e negativo respectivamente.

3.4.4 Crescimento em Agar Sabouraud-Dextrose 2%

O primeiro teste de identificagdo realizado era a confirmagao da lipodependéncia. As
colonias que cresciam em ADM eram repicadas em ASD para verificar a necessidade de fontes
lipidicas para seu desenvolvimento. As leveduras que apresentavam bom desenvolvimento em
ASD eram identificadas como M. pachydermatis (KURTZMAN et al., 2011).

3.4.5 Teste de difusao do Tween
Ap6s a verificagdo da lipodependéncia e do teste de catalase era realizado o Teste de
difusdo do Tween, seguindo a chave de identificacdo da Figura 5. Este teste permite verificar o
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crescimento das espécies de Malassezia na presenca de Tween 20 (Isofar), 40 (Sigma), 60
(Sigma) e 80 (Vetek). Foi preparado ASD e depois de autoclavado, resfriado em banho-maria,
até a temperatura de 50°C. Uma suspensdo de 0,5 na escala de McFarland, foi adicionado ao
meio de cultura, de forma asséptica, e depois distribuido em placas de Petri. Foram realizados
4 furos de 3 mm cada, diametralmente opostos, e preenchidos cada um, com 5 uLL de Tween
20, 40, 60 e 80, puro, sem diluigdo, respectivamente (GUILLOT et al., 1996). As placas foram
cultivadas em estufa incubadora BOD a 32°C durante o periodo de 7 dias. O crescimento de M.
sympodialis € inibido pela alta concentracao de Tween 20. M. furfur exibe um crescimento
similar com ambos Tween 20 e 80. M. sloofiae cresce melhor com Tween 20 do que com Tween
80. M. globosa, M. obtusa e M. restrita sao incapazes de utilizar qualquer um dos quatro
compostos de Tween.

Malassezia spp.

Cultivo em Agar Sabouraud Dextrose

Positivo

Negativo

v

M. pachydermatis

Reagdo da Catalase

| .é_ |i §5 Positivo ’ Negativo

M. restricta

Teste do Tween

M. furfur

M. sympodialis M. slooffiae

Ba|l0®Y| g

Células globosas

Células cilindricas

M. globosa M. obtusa

[Sielfi-=

Figura 5 — Chave de identificacdo fenotipica para o género Malassezia (Guillot et al., 1996).

3.4.6 Reacio de catalase

A partir de colonias com 5 dias de crescimento em ADM, um pequeno fragmento da
coldnia era retirado e colocado sobre uma gota de perdxido de hidrogénio a 3% posicionada
sobre uma lamina de vidro. A formacgao de bolhas ¢ indicativa de uma reagao catalase positiva
e por sua vez a auséncia, ¢ indicativa de uma reagdo negativa. O principio da técnica ¢ baseado
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na quebra da molécula de H20», liberando H>O + O. Os 4atomos livres de oxigénio se unem
formando moléculas de O, responsaveis pela formacao das bolhas. Malassezia pachydermatis
¢ negativa ou muito fraca para a reagdo, enquanto que das lipodependentes, M. restricta, ¢ a
unica usualmente catalase-negativa (GUILLOT et al., 1996).

3.4.7 Prova da esculina

A prova da esculina verifica a atividade da enzima [-glicosidade e serve como uma das
provas de identificagdo. A partir de colonias com 5 dias de cultivo a 32°C em estufa incubadora
BOD, foi realizada em cabine de seguranca bioldgica, a inoculagdo em “picada” no meio de
cultivo contido em tubo de ensaio, sendo em seguida incubadas novamente em estufa BOD, nas
condi¢des antes mencionadas. O escurecimento do meio indicava resultado positivo e ocorria,
geralmente, nas primeiras 24-72 horas.

3.5 Identifica¢do por MALDI-TOF MS

Para confirmagdo das espécies isoladas foi utilizado o método de identificacdo
protedmica por meio do equipamento MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Germany)
na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia
Médica, no Centro de Ciéncias da Saude (LIMM/CCS/UFRJ). Os espectros foram obtidos
através do software flexControl, v3.4 (Bruker Daltonik, USA) e a identificagdo providenciada
por comparacgdo a base de dados do sistema MALDI Biotypes v3.1 (Bruker Daltonik, USA).
Um valor de score ¢ atribuido para a leitura de cada amostras.

No presente trabalho, seguindo os valores de referéncia do proprio fabricante,
considerou-se um score de 2.300-3000 como confidvel para a espécie, de 2.000-2.299 como
confidvel para género e provavel para espécie, 1.700-1999 como provavel identificacdo de
género e <1699 como ndo identificado. Para identificacdo no equipamento, foi necessario
realizar uma fase de extragdo e purificacao prévia, seguindo o protocolo oferecido pela prépria
fabricante, BRUKER®. O protocolo original encontra-se no anexo K.

3.5.1 Protocolo de extracio para leveduras (BRUKER®)
Os procedimentos a seguir foram executados com base na instrugdo para preparo de
fungos uni e pluricelulares fornecidos pelo préoprio fabricante do equipamento (Anexo K).

3.5.2 Principio da extrac¢io

Microrganismos como leveduras, micobactérias e fungos filamentosos possuem uma
parede celular espessa, sendo necessaria uma etapa adicional para lisar a parede celular e
permitir a liberag@o das proteinas para analise espectral.

3.5.3 Procedimento de extracio adaptado

1. Adicao de 300 puL de agua destilada para cada microtubo de centrifugacao (1,5 mL)

2. Transferéncia de uma colonia grande ou algumas pequenas para o microtubo; agitar

em Vortex até homogeneizagao completa

Adicao de 900 pL de etanol; agitar em Vortex até homogeneizagdo completa

Centrifugagao a 14.000 rpm por 2 minutos

Desprezar o etanol separado; centrifugag¢do a 140.000 rpm por 2 minutos

Remocao de todo excesso de etanol com pipeta (se necessario, os microtubos podem

ser colocados em um concentrador a vacuo ou deixados a temperatura ambiente para

evaporacao completa)

7. Adigdo de 50 uL de acido formico 70% (Se a quantidade de biomassa for pequena,
reduzir a quantidade para 10 pL); agitar em Vortex até¢ homogeneizacao completa

SNk
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8. Adigdo de 50 puL de Acetonitrila (se a quantidade de biomassa for pequena, pode-se
reduzir a quantidade para 10 pL); agitar em Vortex até¢ homogeneizacao completa

9. Centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos

10. Pipetagem de 1 pL do sobrenadante e colocacao na placa de metal; secar ao ar livre

11. Pipetagem 1 pL da matriz, sobrepondo a amostra na placa de metal; secar ao ar livre

3.6 Identificacio por VITEK® 2
Foram realizadas identificagdes de 8 amostras de Malassezia pachydermatis no

equipamento VITEK® 2 (bioMe’rieux, versdo de langamento 8.01.). Este ¢ um equipamento
automatizado para identificagdo de microrganismos que utiliza dos sinais Opticos emitidos pelas
reagdes bioquimicas que ocorrem nos diferentes cartdes de identificagdo. Foi inoculado a
suspensdo em concentracdo padrao (1.8 a 2.2 na escala de McFarland) no cartio YST,
especifico para identificacao de leveduras, e incubado no equipamento. Sao disponibilizados os
resultados de até 46 testes que quando comparados com o banco de dados, podem identificar
até 52 géneros, dentre eles a Malassezia. O procedimento geralmente gera resultados para
amostras clinicas apos 18 horas de incubagao.

3.7 Avalicao in vitro da producio de exoenzimas

3.7.1 Avaliac¢ido da producio de proteinase

As amostras em estudo foram cultivadas por 5 dias em ADM mantidos em estufa
incubadora BOD a 32°C. Uma estirpe de Penicillium sp. pertencente a colecdo do
LLPA/UFRRIJ, produtora de proteinase, foi utilizada como controle positivo. Apos verificado
o crescimento da colonia de Malassezia spp., em cabine de seguranca bioldgica, foi retirada
uma pequena por¢ao da colonia, semeando-a no centro da placa contendo o meio para detec¢ao
de protease (Anexo D). Visando a robustez dos resultados obtidos o protocolo foi realizado em
triplicata. O mesmo foi realizado paralelamente com a cepa controle. Todas as placas foram
incubadas por periodo de até 21 dias, sendo realizadas leituras com 24 horas, 7 dias, 15 dias e
21 dias. As amostras produtoras da enzima formam um halo de degradacado, opaco a translucido,
resultante da hidrolise da soroalbumina bovina, ao redor da colénia em desenvolvimento
(Figura 6). Para melhorar a visualizag¢do dos limites do halo foram utilizados um corante € um
revelador (Anexo D). Dentro de uma capela de exaustdo, foi adicionada a solugao corante sobre
a superficie do meio e apds esgotamento, adicionada a solugdo reveladora. A atividade
enzimatica (Pz) foi determinada pela razdo entre o didmetro da colonia (DC) e o diametro do
halo de degradacdo enzimatica (DCP). As classificagdes da atividade enzimdtica para as
amostras em estudo podem ser encontradas nas Tabelas 6 e 7.

Figura 6 — Formacgio do halo de hidrélise da protease. A direita visualizagdo da placa apés uso do
corante e revelador.
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3.7.2 Avalia¢ao da produciao de fosfolipase

Como anteriormente, as amostras em estudo foram cultivadas por 5 dias em ADM
mantidos em estufa incubadora BOD a 32°C. Uma estirpe de Cryptococcus neoformans (B059
LLPA/UFRRIJ), pertencente a colegdo do LLPA-UFRRJ, conhecida produtora de fosfolipase,
foi utilizada como controle positivo. Apds verificado o crescimento das leveduras, em cabine
de seguranca bioldgica foi retirada uma pequena porg¢ao da colonia de Malassezia spp. que foi
repicada no centro da placa de Petri contendo o meio para detec¢ao de fosfolipase (Anexo E).
Visando a robustez dos resultados obtidos o protocolo foi realizado em triplicata. O mesmo foi
realizado paralelamente com a cepa controle. Todas as placas foram incubadas por um periodo
de até 21 dias, sendo realizadas leituras com 24 horas, 7 dias, 15 dias e 21 dias. As amostras
produtoras da enzima formam densos halos de precipitagdo de coloracdo branca, tendendo ao
alaranjado, resultantes da hidrolise dos fosfolipidios da gema de ovo e da precipitacdo do
cloreto de calcio, ao redor da coldnia (Figura 7). A atividade enzimatica (Pz) foi determinada
pela razao entre o diametro da colonia (DC) e o didmetro do halo de degradacao enzimatica
(DCP). As classificacdes da atividade enzimdtica para as amostras em estudo podem ser
encontradas nas Tabelas 6 e 7.

Figura 7 — Formagdo do halo de precipitagdo consequente da hidrolise de fosfolipidios.

3.7.3 Avalia¢io da producio de lipase

As amostras utilizadas nos testes foram cultivadas por 5 dias em ADM mantidas em
estufa incubadora BOD a 32°C. Uma estirpe de Microsporum gypseum (D MG2 LLPA/UFRRJ)
pertencente a cole¢do do LLPA/UFRRJ, conhecida produtora de lipase, foi utilizada como
controle positivo. Apds verificado o crescimento das colonias de Malassezia spp., em cabine
de seguranga biologica, foi retirada uma pequena por¢ao da coldnia, que foi semeada no centro
da placa de Petri contendo o meio para deteccao de lipase (Anexo F). Os testes foram realizados
em triplicata, utilizando-se uma amostra por placa. O mesmo procedimento foi realizado com
a amostra controle. Todas as placas foram incubadas por um periodo de até 21 dias, sendo
realizadas leituras com 24 horas, 7 dias, 15 dias e 21 dias. As amostras produtoras da enzima
formam um halo de degradag¢ao, identificado pela precipitacao dos sais, resultante da hidrolise
do Tween 20, ao redor da colonia em desenvolvimento (Figura 8). A atividade enzimatica (Pz)
foi determinada pela razdo entre o didmetro da coldnia (DC) e o diametro do halo de degradagao
enzimatica (DCP). As classificagdes da atividade enzimatica para as amostras em estudo
podem ser encontradas nas Tabelas 6 e 7.
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Figura 8 — Formagdo do halo de precipitagdo consequente da hidrolise do Tween 20.

3.7.4 Avaliagao da producio de esterase

As amostras utilizadas em estudo foram cultivadas por 5 dias em ADM e mantidas em
estufa incubadora BOD a 32°C. Uma estirpe de Malassezia pachydermatis (IP001
LLPA/UFRRIJ) pertencente a colegdo do LLPA/UFRRIJ, conhecida produtora de esterase, foi
utilizada como controle. Apos verificado o crescimento das colonias de Malassezia spp., em
cabine de seguranca bioldgica, foi retirada uma pequena por¢ao da colonia e semeada no centro
da placa de Petri contendo o meio para detec¢ao de esterase (Anexo G). A metodologia foi
baseada no trabalho desenvolvido por Ishida, et al., 2012. Visando a robustez dos resultados
obtidos o protocolo foi realizado em triplicata. O mesmo foi realizado paralelamente com a
cepa controle. Todas as placas foram incubadas por um periodo de até 21 dias, sendo realizadas
leituras com 24 horas, 7 dias, 15 dias e 21 dias. As amostras produtoras da enzima formam um
halo de degradacao, identificado pela precipitagdo dos sais, resultante da hidrélise do esterol,
ao redor da colonia em desenvolvimento (Figura 9). A atividade enzimatica (Pz) foi
determinada pela razao entre o diametro da colonia (DC) e o diametro do halo de degradagdo
enzimatica (DCP). As classificagdes da atividade enzimatica podem ser encontradas nas
Tabelas 6 e 7.

Figura 9 — Formag&o do halo de precipitagdo consequente da hidrolise do Tween 80.
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3.7.5 Classificaciao do Pz

A atividade enzimatica, denominada Pz, € expressa através da razao entre o diametro da
coldnia (DC) e o diametro formado pela zona de precipitacdo ou de degradagdo (DCP) como
preconizado por Price et al, 1982. Os resultados foram calculados a partir das médias das
triplicatas e os valores foram submetidos a duas classificacdes diferentes, a original, sugerida
por Price e uma adaptacao realizada por Ishida et al em 2012. As Tabelas 6 ¢ 7 mostram os
pontos de cortes definidos pelos dois autores.

Tabela 6 - Classificacdo das atividades enzimaticas por Price et al. (1982)

PZ ATIVIDADE ENZIMATICA
=1.0 NEGATIVA
0.999 > 0.640 POSITIVA
0.639 > FORTE POSITIVO

Tabela 7 — Classificac¢do das atividades enzimadticas por Ishida et al. (2012)

PZ ATIVIDADE ENZIMATICA
=1.0 NEGATIVA
0.999 > 0.700 ATIVIDADE BAIXA
0.699 > 0.400 ATIVIDADE MODERADA
0.399>0.100 ATIVIDADE ALTA

3.7.6 Avaliacao da atividade hemolitica

As amostras utilizadas em estudo foram cultivadas por 5 dias em ADM e mantidas em
estufa incubadora BOD a 32°C. Uma cepa de Staphylococcus aureus — ATCC 25923,
pertencente a colecdo do LDMV/UFRRJ foi utilizada como controle positivo. Apos verificado
o crescimento das amostras de Malassezia spp., em cabine de seguranga bioldgica, foi retirada
uma pequena por¢do da colonia e semeada no centro da placa da Petri contendo Agar Sangue
de Carneiro 5% (ASC). O método de preparo pode ser observado no Anexo I. Foi utilizada uma
placa por amostra, sendo o teste realizado em duplicata. O mesmo foi realizado em paralelo
para a cepa controle. Todas as placas foram incubadas por um periodo de até¢ 21 dias, sendo
realizadas leituras com 24 horas, 7 dias, 15 dias € 21 dias. As amostras produtoras de hemolisina
formam um halo de degradac¢ao translticido, resultante da lise das hemacias, ao redor da colonia
em desenvolvimento (Figura 10). Foi realizada uma avaliacdo qualitativa classificando-as
apenas em amostras positivas ou negativas para a atividade hemolitica.

r—rx &

Figura 10 — Formacao de halo ao redor da colonia devido a atividade hemolitica da cepa.
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3.8 Formacao de biofilme

Foi realizado um teste piloto com 12 amostras para verificar a formagdo de biofilme
pelos isolados de M. pachydermatis oriundos de otite. Foi utilizada a técnica de coloragao por
cristal violeta adaptada por Figueredo et al., 2012.

As amostras de Malassezia foram cultivadas em ADM a 32°C por 3 dias e depois
repassadas para Caldo Extrato de Levedura-Peptona, incubados nas mesmas condi¢des e tempo.
A cultura foi suspensa até atingir a concentracdo de 1x10® CFU/mL. Foram transferidos 150
uL da suspensdo para microplacas de 96 pogos estéreis e incubadas por 24 horas a 32°C. Apds
a fase de adesdo, as células suspensas foram aspiradas e cada pogo foi lavado duas vezes com
150 pL. de Tampao Fosfato Salino (PBS; do inglé€s: Phosphate Buffered Saline), pH 7.2.
Adicionou-se 200 pL de Caldo Extrato de Levedura-Peptona em cada pogo e incubou-se por
mais 4 dias a 32°C, trocando-se o meio diariamente. Por fim, as microplacas foram lavadas duas
vezes com 200 puL de PBS e deixadas secar ao ar livre.

Na sequéncia, os pogos foram preenchidos com 150 pL de solugdo aquosa de cristal
violeta 0,5% por 45 minutos e, depois, lavados com 200 pL de dgua destila estéril. Foi entdo
adicionado 200 pL de alcool etanol 95% por 45 minutos para a etapa de descoloracdao. Apds o
tempo, 100 nL de cada poco foi transferido para uma nova microplaca e realizada leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm (FIGUEREDO et al, 2012).

O teste foi realizado em duplicata e a leitura dos pogos brancos foi subtraida dos
resultados para minimizar a interferéncia do fundo da microplaca.

3.9 Colecao permanente dos isolados de M. pachydermatis

3.9.1 Criopreservacao em Skim Milk

As amostras foram inoculadas em ADM para producdo de biomassa. Com 5 dias de
cultivo, em cabine de seguranca bioldgica, a biomassa foi recolhida com uma alca descartavel
estéril e suspensa em Skim Milk (Difco) com 10% de glicerol (Isofar) contidas nos microtubos
de 1,5 mL. Os microtubos foram agitados em vortex para desfazer os grumos formados devido
as caracteristicas intrinsecas da colonia de Malassezia. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em freezer a -20°C. As amostras foram recuperadas uma primeira vez apos 7 dias
para conferir a viabilidade das cé€lulas. Posteriormente as recuperagdes foram mensais, com
inoculacdo em ASD, até ao momento em que ndo se observava mais crescimento. Em paralelo
foi criada uma colecao, nas mesmas condigdes, porém nao manipulada, de forma que amostras
ndo sofressem dano pelos descongelamentos seriados.

3.9.2 Colecio com 6leo mineral

Em paralelo a crio-cole¢do, foi criada uma outra, permanente, em ASD acrescido de
cloranfenicol, sendo esse disposto em camada alta em tubos de ensaio, com rampa inclinada e
cobertos com 6leo mineral (Proquimios) estéril. As amostras foram repicadas no meio de
cultura e incubadas em estufa BOD a 32°C até o crescimento. Na sequéncia, foi vertido, de
forma asséptica, 0leo mineral estéril suficiente para cobrir toda a rampa. As amostras ficaram
armazenadas a temperatura ambiente.

3.10 Analise estatistica

Para a andlise de hipdteses dos isolamentos em ASD e ADM foi utilizado o Teste
Binomial para Duas Propor¢des (P<0,05). A sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positive e valor preditivo negativo dos exames microscopicos diretos foram calculados
utilizando os resultados das culturas fungicas como teste padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas dos pacientes: sexo, raca e idade

As amostras de interesse para o desenvolvimento do presente estudo foram aquelas
provenientes de animais que apresentavam quadro clinico claro ou suspeito de otite externa
associada a infec¢cdo microbiana. As amostras foram recebidas no periodo de margo de 2017 a
outubro de 2018. Foram obtidas 170 amostras de otite, oriundas de 105 animais, 94 cdes e 11
gatos. Do total de animais, 65 tiveram amostras coletadas nas duas orelhas e 40 tiveram
amostras de apenas um dos condutos. Dentre as amostras coletadas, 138 amostras tinham
identificacao do conduto auricular provenientes (70 da orelha direita e 68 da orelha esquerda)
e 32 ndo haviam sido identificadas pelo veterinario responséavel.

Dos 105 animais estudados, 56 eram machos, sendo a positividade para Malassezia
verificada em 34 (60,71%). Dentre as fémeas, haviam 48 animais, sendo 24 (50%) positivas
para Malassezia spp. Para umas das amostras nao houve identificacdo da amostra quanto ao
sexo do animal. No presente estudo ndo foram verificadas diferencas em relacdo a presenca de
Malassezia spp. entre machos e fémeas em casos de otite externa. Girdo et al. (2006),
encontraram a levedura em 53,57% dos machos e 46,43% das fémeas estudadas. Outros autores
também relataram valores proximos dos 50% em seus trabalhos, sugerindo que realmente nao
ha uma associagdo entre o sexo e a presenca da levedura (CAFARCHIA et al, 2005%
CONKOVA et al., 2011). Blanco et al. (1996), encontraram uma prevaléncia de 70% de otite
em machos e 30% em fémeas, porém o estudo contemplou apenas 26 animais, sendo um
numero amostral baixo para conseguir validar o argumento de que machos sdo mais
predispostos a presenca de Malassezia. O mais provavel ¢ que o desenvolvimento da otite em
paralelo com a presenca da Malassezia esteja relacionado a fatores inerentes a questdes
anatomicas e resultantes do microambiente do pavilhdo auricular, imunidade ou doencgas de
base preexistentes, sendo, portanto, fatores que independem do sexo do animal.

Foram recebidas amostras de 19 racas de caes e 2 racas de gatos. A distribuigcdo das
racas pode ser vista na Figura 11. A maioria das amostras pertenciam a animais sem raca
definida (SRD) (33), seguido pela raga Poodle (10).

Segundo August (1988) e Paterson (2016), as ragas predispostas incluiriam, tipicamente,
Basset Hound, Teckel, Cocker Spaniel e outras pertencentes ao grupo Spaniel, Poodle e seus
cruzamentos (Cockapoos, Golden Doodles ou Labradoodles), Shar-Pei e Fox Terrier devido as
conformagdes das suas orelhas que possuem pelo menos um fator predisponente. Todas as ragas
podem ser afetadas pela otite. Existem, no entanto, caracteristicas raciais que irdo favorecer o
desencadeamento da otite em algumas delas.

A amostragem racial acaba por ser afetada pelas caracteristicas locais de onde se executa
o trabalho e forma diferencas entre os levantamentos. A cidade de Seropédica, local de
realizacdo do trabalho, possui uma alta concentragdo de animais SRD, tanto caes quanto gatos,
por questdes possivelmente de natureza socioecondmica. Por essas mesmas questdes € possivel
que Girdo et al. (2006), em seu trabalho realizado em Fortaleza, encontraram mais animais da
raca Poodle, no seu levantamento, do que de animais SRD e que Blanco et al. (1996),
desenvolvendo seu trabalho em Madrid, teve uma maior amostragem de caes SRD (14), seguido
por Pastor Alemao (5).

A maioria dos animais atendidos no HPVA/UFRRJ ndo possuem raga definida e, por
1sso0, este fato interfere na casuistica do trabalho. Esses animais, muitas vezes mesti¢os, nao
possuem um padrao de caracteristicas fisicas. Como as amostras foram coletadas pelos médicos
veterinarios no HPVA, ndo tivemos acesso a informagdes especificas quanto as caracteristicas
anatomicas associadas a conformacao do pavilhdo auricular, que se justificariam como fatores
predisponentes para a instalacdo da otite. A segunda raga mais afetada por otite foi Poodle (10),
seguido por Labrador e Cocker Spaniel, ambos com 7 amostras. Essas ragas pertencem ao grupo

25



de risco anteriormente citadas e justificam sua aparicdo com maior frequéncia. A inica amostra
que pertencia a um felino de raca foi identificada como Persa, sendo esta, uma raca ja descrita
como predisponente para o desenvolvimento de otite (AUGUST, 1988). As outras 10 amostras
pertenciam a animais SRD e de modo idéntico ao ocorrido no caso dos caes, também nao
sabemos suas caracteristicas fisicas.

Apesar de algumas racas se destacarem no nimero de amostras de otite externa
enviadas, nem todas tiveram isolamento de Malassezia spp. (Figura 11), refor¢ando a ideia de
que a presenca da levedura € casual e ndo esté relacionada a raga.
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SRD (C) — Canino sem rac¢a definida; SRD (F) — Felino sem raca definida

Figura 11 — Grafico da distribui¢cdo das amostras por raga.

As idades dos pacientes variaram entre 8§ meses € 18 anos para as amostras de caninos
e 8 meses e 4 anos para felinos. Para cdes a distribui¢do estd apresentada na Tabela 8 e para
gatos na Tabela 9. Grono et al. (1980) afirmou que a idade mais comum para os caes
desenvolverem otite externa se encontra entre os 5 ¢ 8 anos de idade. Blanco et al. (1996),
encontram, dentre os 26 animais estudados, que 12 (46%) individuos apresentavam entre 4 € 8
anos de idade. No atual trabalho foi verificado que 25 (26%) das amostras se encontravam
efetivamente entre os 5 € 8 anos, ndo representando a maioria da amostragem. Se considerarmos
adultos os animais entre 1 a 8 anos, 47 (50%) das amostras de otite pertenciam a este grupo e
36 (38%) pertenciam a animais 1dosos, isto €, com idade acima de 8 anos. Os resultados obtidos
revelaram que animais mais novos estdo menos propensos a otite.

Quando consideramos a presenga de Malassezia associada a otite, constatamos que
todos os animais com menos de um ano (100%), apresentavam a levedura no isolamento
(Tabelas 8 e 9). E possivel que esta observagdo decorra das caracteristicas oportunistas do
microrganismo, que se aproveitam de hospedeiros imunologicamente mais sensiveis
(MICKELSEN et al., 1988; BELKUM et al., 1994; CHANG et al., 1988). Entre as outras faixas
etarias, a distribuicdo de animais que apresentavam M. pachydermatis foi muito proxima, sendo
16 isolados (29,09%) de animais entre 1 e 4 anos, 15 isolados (27,27%) de animais entre 5 e 8
anos e 17 isolados (30,90%) de animais com mais de 8 anos. Girdo et al., 2006, em um estudo
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abrangendo 80 animais com otite, M. pachydermatis prevalecia nos animais entre 1 e 3 anos
(44,65%), seguidos pelos animais com idades compreendidas entre 4 e 6 anos (35,71%).
Cafarchia et al. (2005) encontrou M. pachydermatis em 21,65% dos animais estudados com
menos de 1 ano, em 61,14% dos animais entre 1 ¢ 5 anos ¢ 17,20% dos animais com mais de 5
anos.

Objetivamente, ndo existe uma uniformidade entre as faixas etarias analisadas, sendo
muito dificil realizar uma comparagdo direta entre os resultados encontrados entre estudos
distintos. Cada autor define seus proprios padrdes deixando os dados independentes. A andlise
¢ ainda muito afetada pelo n amostral de cada trabalho que possui grandes variagdes entre os
estudos, tanto naqueles que fazem uma analise geral de otite, quanto naqueles que a relacionam
a Malassezia. August (1988) afirma que ndo existe relacdo entre a idade e o desenvolvimento
de otite. E possivel observar, no entanto, que em todos os trabalhos, incluindo o presente, existe
uma prevaléncia dos animais na fase adulta, entre 1 e 8 anos, com quadro clinico de otite.
Paterson (2016) atribui que essas diferencas estdo mais relacionadas com as predisposi¢des da
idade a fatores primarios do que a predisposi¢do para a otite em si.

E possivel que a presenca de Malassezia em todas a amostras de animais com menos de
um ano se deve ao baixo grupo amostral (n=5) e talvez com um grupo maior a prevaléncia fosse
mais precisa. Este ndo era o foco do presente trabalho, no entanto. De qualquer forma tanto
neste trabalho, quanto no de Cafarchia et al. (2005a) e Girdo (2006), M. pachydermatis foi
detectada em todas as faixas etarias, com um discreto destaque para animais em idade adulta.
Animais com menos de 1 ano e animais idosos, porém, também tiveram alta prevaléncia. Dessa
forma, M. pachydermatis, provavelmente nao estd associada a nenhuma faixa etaria e pode ser
frequentemente encontrada em todas elas.

Tabela 8 - Distribui¢cdo dos caninos mediante a faixa etaria

la4 5a8 Nao
<1 ano >8 anos ) Total
anos anos mencionado
N° de amostras
. 22 25 36 7 94
por animais
N° de amostras
16 15 17 3 55

com Malassezia

Tabela 9 - Distribuicao dos felinos mediante a faixa etaria

<lano 1a4anos Naomencionado Total

N° de amostras
. 8 2 11
por animais

N° de amostras
com Malassezia

4.2 Exame microscopico direto e isolamento de Malassezia spp.

Foi realizado o exame microscopico direto de todas as amostras em estudo. Para efeito
de uma andlise qualitativa, amostras em que foram visualizadas pelo menos uma célula de
levedura compativel com a micromorfologia cldssica de Malassezia spp. eram consideradas
positivas, independentemente da sua contagem. O mesmo critério foi utilizado para o cultivo
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fingico, quando considerou-se a amostra positiva a partir do desenvolvimento de uma Unica
colonia. O resultado encontra-se disponibilizado na Tabela 10.

Tabela 10 - Relagdo exame microscopico direto x resultado da cultura

Cultura Cultura Total
positiva negativa
Microscopia positiva 65 21 86
Microscopia negativa 21 43 64
Total 86 64 150

A partir dos dados obtidos, foi possivel calcular o Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor
Preditivo Negativo (VPN), Sensibilidade e Especificidade do exame. O isolamento em cultivo
fungico foi utilizado como andlise confirmatéria da presenca da levedura no exame
microscopico direto.

A sensibilidade do exame microscdpico direto foi de 75,58%, valor, este, atribuido ao
numero de amostras que tiveram isolamento de Malassezia spp., € que tiveram também
microscopia positiva no exame direto. A especificidade por sua vez, mostrou que do total de
animais dos quais se obtiveram um resultado negativo na cultura, 67,19% também apresentaram
resultado negativo na microscopia. O VPP mostrou que perante um exame microscopico direto
positivo, havia 75,58% de probabilidade individuo realmente ter Malassezia spp. O VPN, por
sua vez, mostrou que quando o exame direto era negativo, havia 67,19% do animal realmente
nao ter Malassezia spp. Por fim, a precisdo, ou eficiéncia, do teste indica a porcentagem dos
resultados corretamente identificados, sendo a observada neste trabalho de 72%.

Cafarchia et al. (2005a) encontraram, em seu estudo realizados com amostras de otite,
uma especificidade de 97% (baixo niumero de falsos-positivos), mas 30% de sensibilidade (alto
nimero de falso-negativos). Em outro trabalho realizado pelo mesmo grupo, porém com
amostras de pele de caes, os resultados também foram bem semelhantes (especificidade de 96%
e sensibilidade de 30%) (CAFARCHIA et al, 2005b). O grupo mostrou, portanto, que o teste
possui seu valor diagnostico tanto para as amostras de otite quanto de pele. Béehringer (2011),
teve uma especificidade de 50,53% e valor preditivo de 60,50%, resultados descritos no estudo
como baixos. Guinel et al. (2002) relataram em seu estudo que, relativamente ao exame direto,
obteve-se 95% de especificidade e 87% de VPP. A sensibilidade ¢ VPN, no entanto,
apresentaram valores muito baixos, acompanhando os resultados encontrados por Cafarchia et
al., 2005a.

A sensibilidade e especificidade variam bastante entre os trabalhos que realizam a
comparac¢do entre o exame microscopico direto e o cultivo fungico de Malassezia de amostras
oriundas de pavilhao auricular. Uma das questdes a ser considerada ¢ a qualidade da amostra
colhida. Cada trabalho ¢ conduzido partindo de uma metodologia de coleta diferente, com
situagdes em que a coleta era realizada pelos proprios autores do trabalho e outras em que as
amostras eram recebidas ap0s coleta por terceiros, situacdo em que se enquadra este trabalho,
nao se conhecendo as reais condigdes de coleta.

Outra questdo € o fato de o exame microscopico ser “operador dependente”. O resultado
dependera desde a etapa de preparo da lamina até a observacdo no microscopio, podendo
influenciar também, a experiéncia do observador. Deve ser mencionada, a possibilidade de ter
ocorrido, no presente trabalho, a diluicdo da amostra, visto a metodologia que foi empregada.
Quando as amostras chegavam ao LDMV/UFRRIJ, em geral apenas um swab por conduto
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auricular, era semeado nos meios de cultivos para isolamento de bactérias e entdo encaminhadas
para o LLPA/UFRRJ, onde eram semeadas nos meios ASD e ADM, para sé entdo serem
preparadas as ldminas para microscopia direta. E possivel, decorrente de sucessivas passagens
seriadas, que a contagem na microscopia direta estivesse reduzida em relagdo ao seu conteudo
original. Para corrigir essa interferéncia, seria idealmente necessario proceder a coleta de trés
amostras de um mesmo foco: uma destinada ao diagndstico bacterioldgico, uma para o
diagnostico micoldgico e uma para o exame microscopico direto.

Por tltimo, as amostras analisadas eram armazenadas em meio de transporte, como foi
indicado. Foi observado que residuos do meio de cultura produzem artefatos técnicos que
ocasionalmente dificultavam a observacdo das leveduras na microscopia. Esse fato
provavelmente contribuiu para erros de leitura, que por sua vez, influenciaram nos valores da
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e precisao do exame, diante dos resultados
encontrados pelos autores anteriormente citados.

Divergéncia de opinido, entre os pesquisadores, em relacao a contagem de células de
Malassezia em um exame direto de otite decorre da auséncia de uma correlagdo causa/efeito
valida entre as contagens de células e o desenvolvimento da doenca. Alguns autores sugerem
que contagens abaixo de 5 células por campo, ndo estdo associados a otite, enquanto outros
sugerem, por sua vez, que uma contagem inferior a 10 células de Malassezia seria o valor de
corte para estabelecer uma ndo-relacdo. Ainda existe divergéncia de opinido em relacdo a
quantidade de campos a serem visualizados para o calculo da média, se 5 ou 10 campos, e ainda
se a observacao deveria ser na magnificagdo de 400x ou 1000x. (CRESPO et al., 2000,; NOBRE
et al., 2001; GINEL et al, 2002; CAFARCHIA et al, 2005.,; FERNANDEZ et al., 2006;
BOEHRINGER, 2011; PULIDO-VILLAMARIN et al., 2015.

Neste trabalho foi utilizada uma magnifica¢ao de 1000x e uma média de 10 campos por
lamina, como sugerido por Boehringer (2011). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela
11. Tal metodologia foi escolhida por se considerar que uma observagdo em maior aumento
traria maior precisdo na identificagdo das células, distinguindo-as de artefatos de técnica, assim
como facilitaria as contagens, aumentando a acurdcia da informag¢ao. Em 15 casos ndo foram
realizados os exames diretos, pelo descarte erroneo das amostras depois do processamento,
sendo desconsiderados no momento da comparagao.

Tabela 11 — Comparacao das culturas com as contagens dos exames direto

Sem leveduras < 10 células > 10 células Total
Cultura 28 37 23 88
Positiva
Cultura 45 16 6 67
Negativa
Total 73 53 29 155

Das amostras em que foram visualizadas mais de 10 células por campo, 100% tiveram
uma contagem em meio de cultura superior a 100 UFC, sendo este um resultado logico
esperado. Para contagens abaixo de 10 células por campo, no entanto, observou-se que 27
(72%) amostras tiveram contagens superiores a 100 UFC e uma com 70 UFC. Dentre as
amostras em que nao foram evidenciadas células de Malassezia na microscopia direta, 17 (60%)
das amostras tiveram cultivos com mais de 100 UFC e uma amostra apresentou 81 UFC.
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Teoricamente, ndo era esperado que dentre as amostras que, pela microscopia direta nao teriam
associacdo com a otite, tivessem contagens tao altas no cultivo fingico. Isso mostra que o
exame direto, por si s6 pode apresentar falhas na contagem e que talvez o respectivo cultivo
seja retificante. Esta foi a mesma conclusao que Girao et al. (2006) chegaram em seu trabalho.
E provével, no entanto, que a questio do mesmo swab ter sido utilizado primeiro para o cultivo
e depois para a contagem tenha sido o fator responsavel por essas discrepancias. Vale a pena
ressaltar, portanto, a importancia de se dar atengdo a amostra para cultivo microbioldgico
durante a rotina clinica, procurando ter sempre o cuidado de enviar uma amostra independente,
nesse caso swab, para cada uma das analises solicitadas.

4.3 Diagnostico microbiologico da otite externa com énfase em Malassezia

Foram utilizados dois meios de cultura para o isolamento das cepas de Malassezia sp.,
ASD e ADM. Obtiveram-se 49 resultados positivos em ASD e 52 resultados positivos em
ADM. Através do Teste Binominal de Duas Proporg¢des foi verificado que ndo houve diferenca
estatistica significativa (P>0.05) entre a utilizagdo destes dois meios. A intencdo de usar os dois
meios em paralelo era de adiantar a identificacao das amostras que se desenvolvessem em ASD
como M. pachydermatis, como foi realizado também por Girdo et al., 2006. Essa metodologia,
no entanto, tem certos riscos, pois caso existam duas espécies de Malassezia em um crescimento
misto, e sO se considerasse o crescimento em ASD, haveria ainda assim sub-diagnostico. Ao
mesmo tempo, a unica forma de identificar a presenga das duas cepas seria por meio de
metogologias moleculares, ja que mesmo quando se repicassem as amostras do ADM para
ASD, s6 se desenvolveria a M. pachydermatis.

Do total de 105 animais, 20 (19,05%) carreavam apenas com Malassezia sp. em suas
amostras, enquanto que 46 (43,81%) tinham tanto a levedura em estudo quanto bactérias. No
mais, 33 (31,43%) animais possuiam apenas bactérias, e para 6 (5,71%) animais ndo foi
observado nenhum crescimento microbiano. Logo, foi encontrada Malassezia em 66 (62,86%)
das amostras. A ocorréncia de infecgdes otologicas mistas ¢ comum devido a patogénese da
infeccdo (PATERSON, 2016). Como a otite se estabelece a partir de um fator primario, os
primeiros microrganismos envolvidos nas infec¢des secundarias sdo os oportunistas presentes
na microbiota natural, com destaque para Malassezia e Staphylococcus spp. coagulase-negativo
(AUGUST, 1988; PATERSON, 2016). Neste trabalho evidenciou-se, que das 170 amostras
analisadas, 46 (27,06%) possuiam Staphylococcus spp. coagulase-negativo, 17 (10%)
Staphylococcus spp. coagulase-positivo, 16 (9,41%) Pseudomonas aeruginosa, 10 (5,88%)
Proteus mirabilis e 47 (27,64%) amostras com outras espécies bacterianas.

A presenca de ectoparasitos no conduto auditivo ¢ citada por varios autores como causa
primaria de otite em caes e gato, tendo mais importancia na segunda espécie (AUGUST, 1988;
PEREGO et al., 2015; PATERSON, 2016). A infestacdo por ectoparasitas, por meio da lesdo
da epiderme, cria condi¢des favoraveis para infecgdes oportunistas secundarias por agentes da
propria microbiota, entre eles a Malassezia. Nao houve, no entanto, a intengdo de se pesquisar
a presenca de ectoparasitas concomitantes nas otites, neste trabalho. Nao foi verificado
nenhuma informacao relacionada a tal fato em nenhuma das requisi¢des recebidas.

Outros trabalhos também encontraram as mesmas composicoes nas infecgdes mistas,
reportando como associagdes naturais, principalmente a de M. pachydermatis e Staphylococcus
coagulase-positivos (SHARMA & RHOADES, 1975; BLANCO et al., 1996; GUINEL et al.,
2002). A presenca de outros microrganismos, no entanto, tem relagdo com a cronicidade da
infeccdo, principalmente perante o envolvimento de enterobactérias (PATERSON, 2016). O
isolamento de um Unico microrganismo, no entanto, também pode indicar cronicidade da otite
ou selecdo conduzida por tratamento prévio, como ¢ possivel ter ocorrido nos casos das 20
amostras que so apresentaram Malassezia pachydermatis no presente trabalho.
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Foi possivel a deteccdo de Malassezia lipodependente em uma das amostras, isolada a
partir de um felino macho, de 4 anos de idade. Foram quantificadas 5 UFC da levedura no
cultivo em ADM e no exame bacterioldgico obteve-se o isolamento de Staphylococcus spp.
coagulase-negativo. Segundo Cafarchia et al. (2005b), a baixa contagem do UFC sugere que a
levedura ndo estaria necessariamente envolvida no processo de infecg¢do. Os testes fenotipicos
classicos, visando sua identificagdo, ndo foram conclusivos, mas direcionaram para
M. sympodialis. Essa espécie ja havia sido anteriormente relacionada com felinos por outros
autores, inclusive em otites, reforcando a possibilidade de realmente ser essa a espécie de
Malassezia presente no caso (BOND et al., 1996; CRESPO et al., 2000b; CABANES et al.,
2004). Mesmo nao havendo isolamento de espécies lipodependentes em amostras de caninos,
o uso do ADM permanece relevante e deveria ser incluido no uso da rotina de diagndstico
microbiologico veterindrio, uma vez que ja foram relatados casos de otite canina por essas
espécies (CRESPO et al., 2000a; CRESPO et al., 2002; CABANES et al. 2004). E uma questio
de acaso até serem encontrados novos casos, ndo podendo dar chance de que ocorram
subdiagnosticos, simplesmente pela raridade da ocasido. No mais, Puig et al., em 2017, reportou
a existéncia de cepas de M. pachydermatis lipodependentes, justificando mais uma vez a
importancia de se utilizar o ADM na rotina laboratorial de diagndstico microbiologico
veterinario para a pesquisa das espécies de Malassezia.

Dos animais que tiveram amostras bilaterais (n=65), 33 tiveram isolamento de
Malassezia sp. em ambas as orelhas, 13 tiveram em apenas um conduto e em 19 nao houve
crescimento da levedura. Essa informagdo apesar de ser tipicamente pouco explorada pelos
pesquisadores, precisamente por aparentar ser de relevancia limitada, levanta a hipotese de que
um animal com otite bilateral pode apresentar Malassezia spp. em apenas um dos condutos.
Presentemente, ndo podemos fazer nenhuma afirmagdo conclusiva, visto que por vezes sao
enviadas amostras dos dois condutos mesmo quando a otite ¢ unilateral. Nao tendo maiores
informagdes a respeito do histérico dos animais ¢ dificil conduzir uma argumentacdo
abrangente e fundamentada. De qualquer forma, um estudo mais detalhado em cima dessa
informacao poderia ajudar o clinico médico veterinario a saber se em caso de tratamento
baseado no resultado da citologia otologica, se esta seria aplicada em um ou nos ouvidos.

Cafarchia et al. (2005b) sugeriram o envolvimento da Malassezia sp. nos casos de otite
e pele em que no cultivo fossem isoladas pelo menos 70 UFC. Utilizando esse ponto de corte,
os dados foram organizados e apresentados na Tabela 12. Na maioria dos casos, foram
observadas contagens acima de 100 UFC n3o havendo duvidas do envolvimento de M.
pachydermatis na otite. Em dois casos as contagens foram de 70 e 81 UFC, respectivamente, €
considerando o ponto de corte sugerido, também estariam envolvidas no caso de otite. Nos
casos em que se registraram valores inferiores a 70 UFC, observou-se que tanto eram
identificadas contagens muito baixas, menores de 10 UFC, assim como contagens que se
aproximavam do ponto de corte. Nesses casos, se torna dificil estabelecer uma relacdo de
casualidade com a otite. Como ainda ndo existem grupos organizados trabalhando
exclusivamente para a padronizacao desse dado, a interpretagao do resultado por esse ponto de
corte ainda ¢ subjetivo.

Tabela 12 - Quantidade de amostras por UFC em cultivo em Agar Dixon Modificado

<70 UFC 70 — 100 UFC > 100 UFC

N° de amostras 25 2 73
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Diante do crescimento das leveduras a partir das amostras em ADM, era realizado um
repique por esgotamento de al¢a de platina em Agar Dicloran Rosa de Bengala com o intuito
de conseguir coldnias isoladas e purificar os cultivados, visto que muitas amostras vinham
contaminadas com P. aeruginosa ou outros fungos. O meio tem por principio desacelerar o
crescimento de fungos filamentosos, assim como diminuir o didmetro das coldnias, facilitando
o isolamento das mesmas. Observou-se, no entanto, que apareciam a partir dos repiques,
coldnias com morfologias diferentes, uma de coloragao rosa clara e outra coloracdo rosa escura
(Figura 12), porém ambas eram M. pachydermatis. No decorrer do desenvolvimento desta
pesquisa, ndo conseguimos estabelecer quais diferengas poderiam existir com relagdo a estes
isolados variantes na macromorfologia, se, por exemplo os mesmos teriam alguma outra
diferenga fenotipica ou genotipica.
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Figura 12 — Diferengas morfologicas de M. pachydermatis encontradas em Agar Dicloran Rosa de
Bengala

4.4 Identificacao fenotipica

4.4.1 Identificacio fenotipica por métodos classicos

O primeiro teste a ser realizado para todas as amostras era o isolamento em ASD, e
quando havia crescimento, o teste confirmava M. pachydermatis. Todas as amostras foram
identificadas por esse teste, exceto uma, que apresentou lipodependéncia.

Foi realizado o teste de reacdao da catalase, sendo a amostra positiva. Em seguida, foi
realizado o teste de crescimento em Tween. A amostra apresentou crescimento no Tween 40,
60 e crescimento em formato de anel no Tween 80, mas ndo houve crescimento no Tween 20,
direcionando a identifica¢@o a nivel de espécie para M. sympodialis.

Também se atribuiu a associagdo epidemiologica ja reportada por outros autores, da
espécie felina, de onde foi obtida a amostra, com M. sympodialis refor¢ando a hipdtese da
identificacdo da espécie (BOND et al., 1996; CRESPO et al., 2000b; CABANES et al., 2004).

Os testes fenotipicos, no entanto, podem apresentar falhas ou ter leituras subjetivas,
sendo importante na identificacdo das espécies lipodependentes o uso de ferramentas
genotipicas. A amostra, porém, foi perdida, devido a uma grande contaminacao da colegdo, ndo
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sendo possivel recuperd-la. Dessa forma, ndo houve oportunidade para se proceder a
identificacdao por métodos genotipicos.

4.4.1 Identificacdo por VITEK® 2

Foram enviadas 8 amostras (8,3%) para uma analise teste no VITEK® 2 do Instituto
Fernandes Figueira/Fiocruz, localizado no Flamengo, RJ. Todas as amostras enviadas ja haviam
sido previamente identificadas fenotipicamente como M. pachydermatis. Nenhuma das
amostras foi identificada pelo equipamento como a espécie esperada, apesar dos relatorios
apresentarem uma observacdo de que as amostras contradizem os perfis biolodgicos tipicos.
Algumas amostras foram testadas em duplicata. Os resultados encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 - Identificacdo das amostras em VITEK® 2

Amostra  Identificacao Taxa de Identificagao Taxa de
1 probabilidade 2 probabilidade

MO007 Candida 96% Candida 99%
famata albicans

MO12 Cryptococcus 95% - -
laurentii

MO027 Candida 96% - -
famata

MO034 Candida 99% - -
famata

MO036 Candida 93% - -
famata

M042 Malassezia 99% Candida 95%
Sfurfur albicans

MO049 Candida 96% Candida 96%
famata albicans

MO054 Candida 98% - -
famata

O equipamento VITEK® 2, foi projetado e padronizado para identificagdo de amostras
clinicas provenientes de humanos, de tal forma que apresenta falhas na identificacdo de
leveduras quando de outra origem, como amostras veterinarias ou ambientais (MEURMAN et
al., 2006; HATA, et al. 2007; PEDROSA et al., 2014). Pedrosa et al., 2014, verificaram em
suas amostras uma boa identificagcdo para amostras de M. furfur, mas falhas na identificagdo de
M. pachydermatis. E possivel que devido ao fato das cepas de M. pachydermatis serem oriundas
de otites caninas, as mesmas ndo sigam o mesmo padrao bioquimico das amostras humanas, de
forma que o equipamento ndo reconheca a espécie Da mesma forma, Cordeiro et al., 2011,
verificaram a dificuldade do equipamento em identificar Crypfococcus gatti, oriunda de
amostras humanas e animais, sugerindo a espécie como C. neoformans.
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Dooley et al. (1994), constataram que o equipamento fazia as identificagdes correta das
cepas clinicas humanas de rotina, mas errava o diagndstico das espécies incomuns (DOOLEY
et al.; 1994). Esse fato indica que provavelmente ha falhas no banco de dados, limitando o uso
do equipamento a hospitais humanos. No sentido de melhorar o diagndstico abrangendo
também amostras de origem veterindria, serd imprescindivel o desenvolvimento de mais
trabalhos que ampliem e padronizem o uso do VITEK® 2 também para a medicina veterinaria.

4.4.2 Identificacio por espectrofotometria de massa

De forma complementar as identificagdes fenotipicas classicas, foi realizada a
identificacdo por espectrofotometria de massa por MALDI-TOF MS. Foram utilizadas 166
amostras para a identificagdo. Destas, 40 tiveram um bom score de identificacdo (entre 2.000-
2.299), sendo confiavel para género, € possivel identificacao para espécie, 80 tiveram um score
regular (1.700-1.999), sendo provavel identificacdo de género, e 46 tiveram um score baixo
(<1699), nao sendo confirmada a identificagdo. Nenhuma amostra apresentou score acima de
2.300.

Devido a espessura da parede celular fungica, ¢ necessaria uma etapa de extracao antes
do preparo das placas para leitura. O protocolo ¢ fornecido pela propria fabricante, mas ndo fica
claro em alguns pontos como, por exemplo, a propor¢cdo exata de biomassa fingica para a
quantidade de reagente ou a velocidade da centrifugacao a ser utilizada. Dessa forma, ¢ possivel
que em grande parte das amostras, o erro de identificagdo tenha ocorrido por falhas na extragao
e ndo da leitura ou banco de dados em si.

A anélise foi realizada duas vezes. Na primeira ndo houve identificagdo de nenhuma das
amostras. Com uma realizacdo mais criteriosa da extragdo, foi possivel obter as leituras com
scores.

Trabalhos realizados com a identificacdo de espécies de Malassezia mostram bons
resultados, sugerindo o equipamento como uma forma mais rapida e menos trabalhosa de se
obterem resultados adequados dos diagnosticos (KOLECKA et al., 2014; YAMAMOTO et al.
2014). O MALDI-TOF MS acaba por conseguir melhores resultados em relagdo ao VITEK®
2, por utilizar o perfil proteico dos microrganismos em analise para realizar a identificagao,
sendo este supostamente igual em todas cepas das espécies independente da origem. O
VITEK® 2 por sua vez utiliza a analise de reacdes bioquimicas, e essas expressoes sim, podem
variar entre as cepas da mesma espécie.

Com a descobertas recentes de novas espécies ¢ importante manter o banco de dados do
equipamento atualizado, podendo haver falha na identificacdo das ultimas espécies descritas
(KOLECKA et al., 2014; YAMAMOTO et al., 2014; HONNAVAR et al, 2018).

4.5 Identificacio genotipica

Dos 96 isolados de Malassezia, apenas uma era lipodependente. Dentro da chave de
identificacdo apresentadas por Guillot et al., em 1996, e Kurtzman et al., em 2011, o teste de
lipodependéncia, realizado por meio do crescimento em ASD, ¢ bastante preciso na
identificacdo de M. pachydermatis. Com a confirmagao das espécies por utilizacdo do MALDI-
TOF MS, ndo se viu necessidade de aplicagdo de ferramentas genotipicas para confirmagao
destas espécies. A unica espécie lipodependente acabou sendo perdida em uma contaminagao
dos tubos de ensaio, ndo havendo a chance de identifica-la.

4.6 Avaliacao da atividade enzimatica
Foi avaliada a atividade enzimatica dos 96 isolados oriundos de otite externa. Foi testada
a producdo de proteases, fosfolipase, lipases e esterases. Foi utilizado o método semi-
quantitativo de avaliagdo em placa preconizado por Price et al., 1982. Neste teste ¢ calculada a
razdo entre o diametro da colonia e o didmetro do halo e comparado com valores de referéncia
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definidos também por Price et al., 1982 (Tabela 6). Em um trabalho publicado em 2012, Ishida
et. al, fizeram uma adaptacao dos pontos de corte, sugeridos anteriormente, dividindo em quatro
grupos ao invés de trés (Tabela 7). O presente trabalho levou em consideragdo os pontos de
corte dos dois autores, realizando uma compara¢do como apresentados nas Figuras 13 a 16.
Para facilitar a identificagdo no texto foi utilizado (P) para indica¢do da distribuicdo das
amostras segundo Price et al. (1982) e (I) para a distribuicdo segundos os pontos de corte
sugeridos por Ishida et al. (2012).

Inicialmente foram realizadas leituras até¢ 7 dias para avaliagdo da produgao de proteases
e até 14 dias para a avaliacdo da producdo de fosfolipases, como sugerido por Coutinho &
Paula, 2005. Foram observadas, no entanto, um aumento visivel na zona de precipitagdo em
placas para avalicao de fosfolipase, que acidentalmente permaneceram na estufa BOD por 21
dias. A partir de entdo, os testes para todas as enzimas foram com medigdes até o dia 21 para
verificar o comportamento dos halos de degradagdo. Foi observado que os valores de proteases
aumentavam discretamente entre o sétimo e o décimo quarto dia, praticamente ndo havendo
alteracdo na leitura da ultima semana. Para a producao de fosfolipase, havia um aumento nos
diametros dos halos principalmente na ultima semana, porém, na maioria das amostras, a
classificacdo segundo (P) nao foi alterada, mas foi decisiva na avaliacdo da classificagdo (I),
passando amostras da atividade moderada para atividade alta, na ultima semana. Coutinho &
Paula (2005) também observaram uma maior producao nos ultimos dias, porém s6 realizaram
as leituras até o décimo quarto dia. Esse fato pode estar relacionado a alguma adaptagao da M.
pachydermatis ao longo do tempo, aumentando a sua produgdo, podendo ter importancia nos
casos de otite cronica. Um estudo quantitativo analisando a produgdo de fosfolipase por M.
pachydermatis, ao longo do tempo, poderia trazer mais respostas sobre esse achado. A produgdo
de lipase e esterase acorreu de forma rapida e muitas vezes atingidos halos de degradagdo muito
grandes (>70 mm) ja na segunda semana. De qualquer forma, ainda se observavam aumentos
discretos nos tamanhos dos halos de degradacdo na tltima semana, alterando, por vezes, o valor
da razdo.

Em relagdo a atividade da protease, pela classificacao (P) 3 amostras foram consideradas
forte produtoras e 93 foram produtoras, e pela classificacdo (I), 7 amostras tinham atividade
moderada e 89 apresentaram atividade baixa.
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Figura 13 — Distribuicdo dos isolados de M. pachydermatis mediante a producdo de proteases
distribuidos segundo as classificagdes de Price et al. (1982) e Ishida et al. (2012).
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Em relacdo a atividade da fosfolipase, pela classificagdo (P) 78 amostras foram
consideradas fortes produtoras e 17 produtoras e uma nao produtora. Pela classificacdo (I), 5
amostras tinham atividade alta, 79 apresentaram atividade moderada e 11 com atividade baixa
e uma sem atividade.
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Figura 14 — Distribuigdo dos isolados de M. pachydermatis mediante a producdo de fosfolipase
distribuidos segundo as classificagdes de Price et al. (1982) ¢ Ishida et al. (2012).

Em relag¢do a atividade da lipase, pela classificagdo (P) todas as 96 amostras foram
consideradas fortes produtoras. Pela classificacao (I), todas amostras apresentaram atividade
alta.
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Figura 15 — Distribuicdo dos isolados de M. pachydermatis mediante a producao de lipase
distribuidos segundo as classificacdes de Price et al. (1982) e Ishida et al. (2012).
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Em relagdo a atividade da esterase, pela classificacio (P) 95 amostras foram
consideradas fortes produtoras e uma ndo produtora. Pela classificacao (I), 93 amostras tiveram
atividade alta, 3 apresentaram atividade moderada e uma sem atividade.
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Figura 16 — Distribui¢do dos isolados de M. pachydermatis mediante a produgdo de esterase
distribuidos segundo as classificagdes de Price et al. (1982) e Ishida et al. (2012).

A producdo de enzimas hidroliticas proporcionam primariamente acesso nutricional
para sobrevivéncia do microrganismo (COUTINHO & PAULA, 2005; ISHIDA et al., 2012).
A atividade enzimatica, no entanto, também destroi ou desestabiliza os constituintes da
membrana celular do hospedeiro, facilitando a invasdo, por meio da disfungdo ou perda da
integridade tecidual, sendo assim considerados fatores ligados a viruléncia (GHANNOUM &
ABU-ELTEEN, 1990).

Coutinho & Paula, 2005, em seu estudo comparando M. pachydermatis oriunda de
animais com otite e de animais sadios, ndo encontraram diferenca entre os dois grupos em
relacdo a produgdo de protease e fosfolipase, concluindo que estariam interligadas e, portanto,
relacionadas a fatores nutricionais e ndo necessariamente a uma produ¢do ativa para invasao.
O mesmo também aconteceria em relagdo a producao de lipases e esterases (XU et al, 2007;
ISHIDA et al., 2012; SUN et al, 2013). Tal informacdo justificaria, por exemplo, a baixa
producao de protease por parte da maioria dos isolados de M. pachydermatis encontradas neste
trabalho, sendo dessa forma, compativel com sua associagdo pacifica com a pele (VELEGRAKI
etal., 2015; BOHMOVA et al., 2018).

Podemos, no entanto, fazer uma andlise ampla, buscando informagdes também ligadas
a clinica da otite. Visto que o processo da otite depende de um fator primario, geralmente
anterior a infeccdo, diversas alteragdes ligadas a imunologia, microambiente, interagdes
intermicrobianas e fisiologicas, como o aumento nas produ¢des glandulares, irdo acontecer
(PATERSON, 2016; NGO et al., 2018). Essas alteracdes influenciam a disposi¢ao e a propor¢ao
de nutrientes no ambiente auricular. Como foi observado nos testes in vitro, M. pachydermatis,
aumenta a produ¢do enzimatica ao longo do tempo. Essas enzimas mesmo que sejam
produzidas para aumentar o ganho nutricional dentro de uma competicao por sobrevivéncia,
também terdo acdo sobre as células da epiderme, aumentando ainda mais a resposta
inflamatéria. De certa forma, ¢ possivel que dentro da patogénese da otite, inicialmente M.
pachydermatis ndo tenha interferéncia, mas com a cronicidade da doenca, ela seja realmente
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um importante fator perpetuante. O pH também pode estar ligado a essa adaptagdo vistos que
M. pachydermatis aumenta sua produgdo enzimatica em valores de pH encontrados na otite
clinica (ORTIZ et al., 2013).

Existem diversas moléculas atualmente descritas que possuem atividade lipidica
(PLOTKIN et al., 1996; SOMMER et al., 2016). O trabalho desenvolvido ndo avaliou a quais
moléculas eram respectivamente atribuidas as atividades observadas, apenas se determinou sua
atividade como de lipase ou esterase baseado no substrato adicionado ao meio. Praticamente
todas as amostras tiveram alta producgdo de lipases e esterases, porém ¢ provavel que isso faca
parte de um processo adaptativo de anos, visando uma maior eficiéncia na obtenc¢do externa de
acidos graxos (VELEGRAKI et al, 2015, SOMMER et al, 2016). O teste desenvolvido neste
trabalho foi realizado em placa e por isso também ndo ¢ possivel avaliar se ha interagdo entre
os diferentes tipos de lipase e esterases produzidos por M. pachydermatis, aumentando a sua
atividade lipidica. Nos trabalhos realizados por Plotkin et al. (1996) e Sommer et al. (2016)
essas observagdes também nao foram avaliadas.

Além disso, Ro & Dawson (2005), questionaram se a presenca de acidos graxos
insaturados, em grandes concentragdes, em contato com a pele poderia gerar uma resposta
alérgica. Outros autores descartaram essa hipotese em pacientes humanos com caspa, dizendo
que as concentracdes de acidos graxos insaturados na verdade seriam baixas (HARDING et al.,
2002; ROGERS et al, 2003). Nenhum relato foi encontrado, buscando essa informagdo no
conduto auricular de cades. Se realmente a concentragdo de acidos graxos insaturadas,
produzidos a partir da digestao lipidica gerada por M. pachydermatis, desencadear um processo
alérgico em caes, entdo a espécie poderia ganhar importancia como fator primario na formagao
da otite.

A maioria dos trabalhos avaliam apenas a producdo in vitro das enzimas hidroliticas,
porém considerando o seu papel como fator de viruléncia associado a outras espécies fungicas.
No caso da Malassezia, torna-se necessario, realizar uma andlise mais critica e ampla,
envolvendo também outros aspectos ligados as patogéneses das doencas e as caracteristicas
intrinsecas das espécies animais em estudo.

Uma unica amostra foi negativa tanto para a produg¢ao de fosfolipase quanto de esterase.
Nao foi possivel observar nenhuma peculiaridade relacionada a esta amostra que justificaria
essa auséncia de produ¢do. Seriam necessarios estudos mais aprofundados, inclusive com uso
de técnicas genotipicas para se formularem hipdteses ou se chegar a alguma conclusao.

Nao foi realizada nenhuma anélise com intengdo de verificar uma possivel correlagao
entre as classificagcdes das atividades enzimaticas sugeridas por Price et al. (1982) e Ishida et
al. (2012), principalmente porque a distribuicdo das amostras ficou muito concentrada em
poucos parametros. Seria mais interessante conduzir essa analise em uma pesquisa onde
houvesse uma distribui¢cdo maior entre as classificagcdes de Pz.

A proposta de Ishida et al.,, no entanto, por apresentar um grupo a mais, parece
discriminar melhor a intensidade da producdo da enzima por aquele microrganismo. No caso
da protease a classificagdo (P) mostrava que a maioria das amostras eram produtoras de
protease, mas a classificagao (I) mostrou que apesar de produtor, a atividade era baixa, apenas
com poucas amostras sendo moderadas. Quando avaliamos, portanto, a fosfolipase, a
classificacdo (P) indica que todas as amostras sdo fortes produtores, mas pela classificacao (I),
foi possivel observar que a maioria na verdade tinha uma atividade moderada e que poucas
tinham uma atividade realmente alta.

A classificacdo das amostras em parametros mais flexiveis possivelmente se mostra
como uma melhor proposta, visto que pode comunicar melhor a ideia da intensidade de
producdo enzimatica no teste semi-quantitativo. Ishida et al. (2012) sugere também a
possibilidade de conversdo dos dados para escalas de cruzes (negativo, +, ++, +++), com o
objetivo de facilitar ainda mais a transmissao das informacgdes entre o meio cientifico.
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4.7 Avaliacido da atividade hemolitica

Das 96 amostras de M. pachydermatis avaliadas, 86 apresentaram atividade hemolitica
(Figura 17). Foi realizada a avaliag@o qualitativa por meio de inoculagdo das amostras em ASC
da mesma forma que foi descrito por Juntachai et al. (2014). O grupo, no entanto, também
desenvolveu a andlise quantitativa, ensaio que ndo tivemos oportunidade de realizar neste
trabalho.

Em 1998, Plotkin et al., realizaram um ensaio para testar a atividade hemolitica de uma
cepa padrao de M. furfur (ATCC 2404 7), sendo esse o primeiro relato registrado da atividade
hemolitica relacionada ao género. Juntachai et al. (2014) foram os primeiros, portanto, a testar
a atividade hemolitica de seis espécies de Malassezia, porém apenas uma cepa padrao de cada:
M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. restricta, M. globosa e M. sloffiae. O grupo
observou, no teste qualitativo, atividade hemolitica em todas as amostras, porém M. globosa e
M. restricta formaram um halo de hemolise maior do que as outras espécies. A cepa padrdo
utilizada pelo grupo japonés foi a Malassezia pachydermatis CBS1879NT que também possui
origem em otite externa de cdo. Esta espécie apresentou um pequeno halo no teste qualitativo
e no teste quantitativo sendo observada uma baixa atividade hemolitica que tendia ao zero.

Este ¢ o terceiro trabalho a reportar a atividade hemolitica a partir de amostras de
Malassezia, porém o primeiro a desenvolver uma andlise com um grande nimero de amostras
de M. pachydermatis oriundas de amostras de otite. Nao foram registrados, no entanto,
informacdes a respeito do didmetro dos halos e nem em relacao as caracteristicas de hemolise
total ou parcial no ASC5%.

Deve ser levado em consideracdo que esta espécie estd bem adaptada aos substratos
encontrados na pele da maioria dos animais vertebrados (GUILLOT; BOND, 1999). Dessa
forma, ndo existiria a necessidade da produgao de hemolisinas e os resultados encontrados por
Juntachai et al (2014) na analise quantitativa reforcariam a ideia de que a espécie ndo esta
adaptada para uma infec¢do sistémica ativa, apenas oportunista.

Plotkin et al. (1998) discutiram a possibilidade de a atividade hemolitica ndo ser
realizada por um peptideo ou toxina, mas sim pela propria atividade da fosfolipase que
desencadearia um processo de lise das hemacias. Em cima dessa proposta, Juntachai et al.
(2014) realizaram tratamentos com proteinases e tratamentos térmicos para verificar a possivel
ocorréncia de alteragdes na atividade hemolitica, ndo encontrando nenhuma, sugerindo
consequentemente a possibilidade da atividade ser atribuida a uma molécula ainda nao
estudada.

Todas as amostras deste estudo foram positivas para a producao de fosfolipase, com
excecdo de um isolado. Essa mesma amostra, no entanto, foi positiva para a atividade
hemolitica. E possivel que a hemélise evidenciada nos testes realmente esteja relacionada com
a producdo de fosfolipase, mas o fato de uma amostra ndo ter sido consistente com essa
observacao, coloca a hipdtese em aberto. Vale a pena o desenvolvimento de mais estudos para
refinar os resultados encontrados at¢ o momento e conseguir observar se ha realmente a
producao de uma molécula hemolitica ainda ndo descoberta ou se estd associada com alguma
das enzimas, ja conhecidas, produzidas por Malassezia.
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Figura 17 — Distribuicdo das amostras mediante a analise qualitativa da atividade hemolitica.

4.8 Formacao de biofilme

Foi realizado um piloto com 12 amostras de M. pachydermatis escolhidas
aleatoriamente por meio de sorteio. Todas as amostras apresentaram a capacidade de formar
biofilme. Apesar do nimero de amostras ser pequeno, outros autores ja reportaram a produgao
de biofilme por Malassezia pachydermatis (FIGUEREDO et al., 2000; BUMROONGTHALI et
al., 2015). Pedrosa et al. (2014) ressalta ainda a capacidade desse microrganismo de forma
biofilme em cateteres, representando um risco para infec¢des sistémicas, principalmente em
neonatais.

A capacidade de formar biofilme no conduto auditivo garante a permanéncia da M.
pachydermatis, superando com maior facilidade as alteragdes do microambiente auricular e até
mesmo se estabelecendo resistente ao contato com antifiingicos topicos, como demonstrado por
Bumroongthai et al., 2015. Nos casos de infecgdes cronicas, existe a possibilidade de evolugao
do quadro para a otite média. Quando hé formacao de biofilme nessa regido anatomica, o
tratamento se torna muito mais dificil, tanto por conta do acesso do medicamento quanto pela
propria prote¢ao que a estrutura oferece. Muitas vezes € necessdria a intervengao cirdrgica para
realizagdo de lavado e retirada do biofilme (PATERSON, 2016).

4.9 Armazenamento em Skim Milk

Poucos trabalhos sdo desenvolvidos visando a determinagdao de uma melhor forma de
preservar as amostras de forma pratica, visto que a viabilidade da Malassezia em meio de
cultura, armazenada em temperatura ambiente ¢ de, no méximo, quatro meses, sendo
recomendado seu repique a cada dois meses (CRESPO et al., 2000c). De forma geral, todas as
espécies de Malassezia sao de dificil manutencdo, perdendo a viabilidade em meio de cultura
rapidamente. Crespo et al. (2000c), testou 4 métodos de preservacdo e concluiu que para
Malassezia o melhor método ¢ o de congelamento a -80°C utilizando um crioprotetor como
glicerol ou DMSO. O autor ainda sugere que a criopreservagdo em Skim Milk com 10% de
glicerol, como a utilizada em bacteriologia, surja possivelmente como uma alternativa.

A preservagao a -80°C, no entanto, nem sempre ¢ uma alternativa viavel para muitos
laboratoérios, devido ao elevado custo do equipamento. De tal forma, foi testado a preservacao
das amostras de M. pachydermatis e da amostra lipodependente em Skim Milk com 10% de
glicerol e armazenado em freezer a -20°C, com o intuito de verificar se ¢ um bom método de
manuten¢do a longo prazo.

Ao todo foram armazenadas 88 amostras. As recuperacdes para testar a eficiéncia do
Skim Milk ocorreram a cada 30 dias, sendo a primeira com sete dias para confirmar a viabilidade
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das células frente a criopreservagdo. Na sequéncia, foram realizadas sete recuperagdes do dia 7
até o dia 251 (Corresponde a aproximadamente o periodo de 8 meses).

Houve uma boa manuten¢ao das amostras durante os trés primeiros meses, com apenas
duas perdas no terceiro més. O numero de amostras com crescimento mais fraco aumentou com
o passar dos meses, mas a recuperacao ainda era possivel (Figura 18). Somente no intervalo do
ultimo més, na recuperagao do dia 251 (8 meses) ¢ que se observou uma queda drastica na
recuperagdo das amostras, sendo possivel, portanto, a recuperacao das amostras, provavelmente
até o sétimo mes, utilizando esta metodologia.

Da mesma forma que foi reportado por Crespo et al., em 2000c, a dispersdo da amostra
em uma suspensao ¢ limitada pelas caracteristicas das colonias, que formam aglomerados em
contato com liquidos. Era possivel observar a formacdo de precipitados no fundo dos
microtubos, que por nao estarem bem homogeneizados com o crioprotetor poderia resultar
numa diminui¢do da sua viabilidade celular. Outro ponto constatado ¢ o de descongelamento
sequencial para a recuperacao das amostras, que podem levar a morte de células por conta dos
processos de recongelamento e consequentemente nova formagdes de cristais de gelo na parede
celular, tornando-a fragil.

E possivel que em uma colecio pouco manipulada, a manutencio de espécies de
Malassezia, durem mais de 8 meses em Skim Milk com 10% de glicerol em freezer a -20°C.

Recuperacao de M. pachydermatis a partir de
Skim Milk ao longo dos dias
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Figura 18 — Recuperagio de M. pachydermatis a partir de Skim Milk ao longo dos dias

41



5. CONCLUSOES

Malassezia pachydermatis foi a espécie majoritariamente isolada do conduto auditivo
de caes.

ASD e ADM podem ser utilizados no diagndstico de Malassezia a partir de amostras
de otite com igual eficécia.

Nao ha relagdo da espécie Malassezia pachydermatis de modo especifico com nenhuma
das ragas, idades ou géneros envolvidos, constatada nesta pesquisa.

O exame microscopico direto (citologia otologica) possui valor diagndstico, porém
necessita de melhor padronizagao da técnica e valores de referéncia para ser um exame

confiavel.

Em Agar Dicloran Rosa de Bengala, Malassezia pachydermatis apresenta-se com duas
macromorfologias diferentes, sem elucidacdo dos motivos de tal comportamento.

Testes de identificacdo fenotipicos classicos foram suficientes para chegar a sugestdo
de uma espécie, no caso, M. sympodialis.

MALDI-TOF MS revelou-se ferramenta eficaz na identificagdo dos isolados de
M. pachydermatis. O processo de extragao, no entanto, € um dos pontos criticos € pode

levar a falhas de identificagao.

Amostras de Malassezia pachydermatis produzem enzimas relacionadas com a
viruléncia, variando a capacidade de producao.

Embora verificassemos atividade hemolitica por parte dos isolados, o mecanismo ¢
desconhecido.

Amostras de M. pachydermatis podem produzir biofilme.

O meio Skin Milk com glicerol ¢ eficaz na conservacdo de amostras de Malassezia
havendo dependéncia de tempo de armazenamento.
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ANEXOS

ANEXO A - Composic¢ao e preparo do Agar Dixon Modificado

Extrato de malte (HiMedia)
Peptona (Micro Med)

Bile bovina fresca

Tween® 40 (Sigma)

Glicerol (Isofar)

Acido oleico (Azeite comercial)
Agar-agar (Dindmica)

Agua destilada q.s.p.

36¢g
6g
160 mL
10 mL
2mL
20 mL
12 g

1000 mL
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ANEXO B - Composicao e preparo do meio de cultura para induc¢io de urease

Fragdo Base (Autoclavado)
Peptona (Micro Med)
Dextrose (Isofar)
Cloreto de sodio — NaCL (Pro-Analysi)

Fosfato de potassio monobasico —
KH>PO4 (Vetek)

Vermelho de fenol
Agar-agar (Dinamica)

Agua destilada q.s.p.

Fragao de Ureia (Filtrado)
Ureia (Dinamica)

Agua destilada q.s.p.

lg
lg
5¢

2g

0,012 g
I5¢g

950 mL

40 g

50 mL
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ANEXO C - Composicao e preparo do meio de cultura para hidrdlise da esculina

Peptona de caseina (BD®)

Cloreto de s6dio — NaCl (Pro-Analysi)
Extrato de levedura (Vetek)

Extrato de carne (HiMedia)

Esculina (Isofar)

Citrato de ferro (Vetek)

Agar-agar (Dinamica)

Agua destilada q.s.p.

I5¢g

1000 mL
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ANEXO D - Composicao e preparo do meio de cultura para induc¢io de protease

Fragdo Base (Autoclavada):
Agar-Agar (Dinamica) 18 ¢

Agua Destilada q.s.p. 900 mL

Fragdo proteica (Filtrada)
“Yeast Carbon Base” (Difco) 11,7¢g
Albumina Bovina — fragdo V (Sigma) 2g
Protovit® (Roche) 2,5 mL
Agua Destilada q.s.p. 100 mL

O Agar-Agar foi adicionado na agua destilada e aquecido em micro-ondas até a
completa dissolu¢ao do po, sendo por final autoclavado a 121°C por 20 minutos. Apos a
esterilizacdo o meio base colocado em banho-maria com o intuito de reduzir sua temperatura
para 50°C. Na sequéncia, os componentes da fragdo proteica foram dissolvidos na agua
destilada e, dentro de cabine de seguranga biologica, esterilizados para um Becker estéril com
auxilio de um filtro Millipore® para seringas (0,22 um). A parte filtrada foi adicionada ao meio
basico a 50°C, de forma asséptica, homogeneizada e depois distribuidos 20 mL de meio por
placa de Petri.

3.6.1.3 Solu¢ao Reagente

Solugdo corante:

Negro de amido (InLab) lg
Acido acético glacial (Pro-Analysi) 200 mL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Solugdo reveladora:
Acido acético glacial (Pro-Analysi) 10 mL

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

56



ANEXO E - Composicao e preparo do meio de cultura para inducio de fosfolipase

Fragdo Base (Autoclavada):

Peptona (Micro Med) 10g
Dextrose (Isofar) 10g
Protovit® (Roche) 2,5mL
Agar-Agar (Dinamica) 20g
Agua Destilada q.s.p. 900 mL

Fragao fosfolipidica:

Gema de ovo 100 mL

Os componentes do meio basico foram dissolvidos na 4agua destilada e aquecido em
micro-ondas até a completa dissolu¢do do agar, sendo esterilizado em autoclave a 121°C por
20 minutos. Apo0s a esterilizacao o meio base colocado em banho-maria com o intuito de reduzir
sua temperatura para 50°C. Para a obtenc¢ao das gemas, foram utilizados ovos de galinha caipira,
alimentadas naturalmente, que ficaram em Solucao de lodo 10%, para esterilizacdo externa. Em
cabine de seguranga bioldgica, os ovos foram quebrados e separado as gemas das claras para
um Becker estéril. Com o meio resfriado, os ovos foram adicionados de forma asséptica,
homogeneizado e depois distribuidos aproximadamente 20 mL de meio por placa de Petri.
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ANEXO F - Composicio e preparo do meio de cultura para inducio da lipase

Meio para Inducao de Lipase (Autoclavada):
Peptona (Micro Med) 10g

Cloreto de Sodio — NaCl (Pro-Analysi) 5g

Cloreto de Calcio - CaClz (Vetek) 0,lg
Agar-Agar (Dinamica) 20¢g
Tween® 20 (Isofar) 10 mL
Agua Destilada q.s.p. 1000 mL

Os componentes do meio foram dissolvidos na agua destilada e aquecido em micro-

ondas até a completa dissolugdo do agar, sendo esterilizado em autoclave a 121°C por 20
minutos. O meio foi plaqueado em cabine de seguranca biologica, sendo vertido

aproximadamente 20 mL por placa de Petri.
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ANEXO G - Composicao e preparo do meio de cultura para inducio da esterase

Fragdo base (Autoclavado):
Peptona (Micro Med) 10g

Cloreto de Sodio — NaCl (Pro-Analysi) 5g

Cloreto de Calcio - CaClz (Vetek) 0,lg
Agar-Agar (Dinamica) I5¢g
Agua Destilada q.s.p. 1000 mL

Fracao lipidica (Autoclavado):
Tween® 80 (Vetek) SmL

Os componentes do meio foram dissolvidos na agua destilada e aquecido em micro-
ondas até a completa dissolucao do agar-agar, sendo esterilizado em autoclave a 121°C por 20
minutos. O Tween 80 foi esterilizado a parte pelo mesmo método. Apos a esterilizagdo, em
cabine de seguranga bioldgica, a parte lipidica foi adicionada ao meio base de forma asséptica,
homogeneizado e depois distribuidos aproximadamente 20 mL de meio por placa de Petri.
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ANEXO H - Composicao e preparo caldo Skim Milk

Skim milk (Difco) 10g
Glicerol (Isofar) 10 mL
Agua destilada q.s.p. 90 mL

O Skim milk e o Glicerol foram diluidos na agua destilada e em seguida autoclavado
em vapor fluente para evitar a caramelizagdo dos agucares presentes no leite. Foram
aliquotados, de forma asséptica, 800 uL do caldo em Eppendorf de 1,5 mL. Os mesmos foram
armazenados em Freezer -20°C até o momento da utilizagao.
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ANEXO I — Composicao e preparo do meio de cultura para indu¢io de hemolisina

Agar Sangue Base (Blood Agar Base) Kasvi, Italia

Extrato de carne 10g
Triptose 10 g
Cloreto de Soédio (NaCl) 5¢g
Agar-Agar 15¢
Sangue de ovino SmL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Para a execu¢do do teste foi utilizado Agar Sangue de Carneiro a 5%. Foi utilizado o
meio base Blood Agar Base (KASVI, Italia) adicionado de 5% de sangue de carneiro fresco,
coletado em bolsa para transfusdo sanguinea com citrato, dos proprios animais da Universidade
(Setor de Caprinocultura e Ovinocultura do Colégio Técnico da Universidade Rural). O meio
base era preparado seguindo as normas do fabricante e autoclavado para esterilizagao.
Concluida a etapa, o meio era colocado em banho-maria para reduzir a temperatura até 50°C.
Em cabine de seguranca biologica era adicionado o sangue, de forma asséptica, em volume
equivalente a 5% do total. Ap6s homogeneizacdo, o meio era vertido em placas de Petri.
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ANEXO J — Modelo de laudo do resultado micoldgico
%@ UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
VETERINARIO

Animal: Espécie: Idade: Solicitante:

Proprietario: Raca: Sexo: CRMV:

SOLICITACAO DE CULTURA MICOLOGICA:

Amostra: Swab otologico de ouvido direito (OD) e ouvido esquerdo (OE)
[Recebimento: / /20 ]

Isolado: OE — Malassezia pachydermatis
OD — Malassezia pachydermatis

Seropédica, / /20

/

Marig Tatsuo Makita Francisto de Assis Baroni

Médico Veterinario CRMV - RJ 13.017 Professor Associado — UFRRI/IV/DMIV
Mestrando em Medicina Veterinaria

RG

UFRRJ - Instituto de Veterinaria — Depto. De Microbiologia e Imunologia Veterinaria
BR 465, Km 7, Universidade Rural, 23890-000, Seropédica, RJ
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ANEXO K — Modelo de laudo do resultado micolégico

srnen

Principbe: Microorganisms such as Yeast, Mycobacteria, and Molds have very
thick cell walls. [tis necessary to break down the cell wall and separate the
proteins for spectra analysis. Ahsays use chemicals of the purist quality for the
extraction procedure.

Formic Acid Extraction Procedure

Materials Needed @

Eppendorf 1.5 ul microfuge tubes

Eppendorf pipettes/tips

Mlicrofuge

Toothpicks |or applicable transfer device)

Vortex

hiicrofuge tube rack

HCCA

BTS

8. Target

10. Uttra-Pure Water, HPLC/MS Grade

11.Ethanod, 100% HPLC/MS Grade

12 Formic Acid, 70% HPLC/MS Grade

13. Acetonitrile, 100 % HPLZ/MS Grade

14. Fresh Microorgznism: overnight growth should be wsed for routine
microorganism identification; slow-growing bacteria may need to oultivate
for several days before testing; do not use organisms that hawve been
stored at 4°C or bower as this has a negative impact on gquality of spectra
and reproducibility; storing plates at room temperature for several days is
acceptable; different media types and growth temperatures hawve littde

BN R W

effect on resufts
EEEEESES—S—S——————————————SSSSSSSSSSSSSSSSSSs
Formic Adid Extraction ¥.1 Newember 17, 2011 Page 1
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Extraction Procedure:

1 Add 300 pL of water to each Eppendorf microfugs tube

2. Transfer a large, single codony of microorganism to the tube {more than one

codony may need to be transferred if microorganism is small; chose

isolated cofonies); Vortex thoroughhy

Add 900 pl of Ethanol; Vortex thoroughly

Centrifuge at maximum speed for {2) minutes

Decant Ethanol; Cantrifuge for (2] minutes

Remove ALL excess Ethanol with pipette [completely remove all Ethanof;

tubes may b= placed in 3 vac concentrator or left at room tempsraturs to

complete the evaporation process if necessary)

7. Add 50 pl of 70% Formic Acid {if only a small amount of miicroorganism is
avzilable decrease the Formic Acid volume to 10 pl); vortex thoroughly

& Add 50 pl of 1005 Acetonitrile (if only 3 small amount of microorganism is
availzble decrease the Formic Acid volume to 10 pll; vortex thoroughly;
NOTE: the volume of 70% Formic Acid and Acetonitrile must be equal
volumes

8. Centrifuge at maximum speed for {2) minutes

10 Pipette 1 pl of supematant onto stee! target; air dry

11 Overiay with 1 pl of matrix; air dry (ensure target is completely dry before
it is inserted into MBT!)

o os W

** AN stotements ond applicotions perfaining to the MBT Biotyper are for
resegrch use only

A e A e L L R e e —— ]
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