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RESUMO

Malassezia spp. sdo fungos lipofilicos, reconhecidos ha mais de cem anos como
membros da microbiota cutanea normal humana, bem como agentes de doencas
dermatoldgicas. Desde 1980, séo relatados como causadores de infecgbes sistémicas
oportunistas. Estas leveduras séo frequentemente encontradas em uma grande variedade
de animais homeotérmicos, e sua ampla distribuicdo no meio ambiente agora estéa sendo
explorada através de técnicas moleculares e bioquimicas. O enfoque deste estudo foi a
espécie ndo lipido-dependente Malassezia pachydermatis, e a sua caracterizacdo atraves
do perfil enzimético pelo sistema Api-Zym®. Deste modo, utilizaram-se 30 amostras de
M. pachydermatis isoladas de cdes, com e sem sinais clinicos, identificadas pela técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As amostras foram cultivadas em meio de
Dixon modificado, incubadas a 37°C durante 48 horas, para posterior quantificagcdo
através de espectrofotometria. Um indculo de 65 pl foi colocado em cada orificio do kit
comercial de verificacdo enzimatica e, apos, incubado a 37°C por 4 horas. Os resultados
foram obtidos através da leitura visual e interpretacdo das titulagdes por escalas pré-
determinadas, também foram avaliadas as reacOes através de “escaneamento”
eletrénico. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados demonstraram a
atividade de enzimas especificas pertencentes ao grupo das peptideo hidrolases (100%),
fosfohidrolases (98,3%) e éster hidrolases (91,6%), enquanto que as enzimas o-
galactosidase, [-galactosidase, p-glicuronidase, a-manosidase e a-fucosidase
caracterizaram 10% de todos os isolados. Além disso, ndo se comprovou a viabilidade
do sistema utilizado no estudo para a caracterizagdo enzimatica da levedura.
Palavras-chave: Malassezia pachydermatis, atividade enzimatica, Api-Zym, cées.



ABSTRACT

Malassezia spp. are lipophilic fungi, which have been recognised for over a
century as members of the normal human cutaneous flora, and also as agents of certain
skin diseases. In addition, since the 1980s, they have been reported as causing
opportunistic systemic infections. These yeasts have frequently been found on a diverse
range of other warm-blooded animals, and their wider distribution in nature is now
being explored using molecular techniques. The focus of the present study was the
species no lipid-dependent Malassezia pachydermatis, and its characterization through
the enzymatic profile by the Api-Zym® system. Then 30 isolated samples of dogs had
been used, with and without clinical signals, identified by the technique of Polymerase
Chain Reaction (PCR). The samples were cultivated into Dixon’s modified medium,
incubated at 37°C during 48 hours, for posterior quantification through
spectrophotometry. An inocula of 65 pl was placed in each microwell of the commercial
kit of enzymatic verification and, after, it was incubated at 37°C for 4h. The results were
obtained through the visual reading and interpretation of the titulations by
predetermined scales, it were also evaluated the reactions through electronic scanning.
All the tests were performed in triplicate. The results demonstrated the activity of
specific enzymes pertaining to the group of the peptide hydrolases (100%),
phosphohydrolases (98,3%) and ester hydrolases (91,6%), while the enzymes a-
galactosidase, p-galactosidase, p-glucuronidase, a-mannosidase and a-fucosidase
characterized 10% off all the isolates. Moreover, it was not proven the viability of the
system used in the study for the enzymatic characterization of the yeast.

Key words: Malassezia pachydermatis, enzymatic activity, Api-Zym, dogs.
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1. INTRODUCAO

A levedura lipofilica Malassezia, anteriormente designada Pityrosporum, é parte da
microbiota cutanea normal da maioria dos vertebrados. Entretanto, sob certas condicdes,
como alta umidade relativa, pele oleosa, tratamento com corticosterdide e
imunodeficiéncia, podem influenciar estas leveduras a tornarem-se patogénicas e
causarem doencas de pele como pitiriase versicolor, foliculite, dermatite seborreica e
dermatite atopica (ASHBEE & EVANS, 2002; FAERGEMANN, 2002).

Membros do género Malassezia, como muitas outras leveduras anamorficas, sdo
dificeis de nomear em maiores niveis taxondmicos baseados em estruturas
morfologicas. Moore (1980) estabeleceu a nomenclatura Malasseziales para as
leveduras classificadas como basidiomicetos, que ndo apresentavam a producdo da
explosiva descarga de esporos denominados balistosporos, ao contrario dos
Esporobolomicetales, que continham este mecanismo. Dentro da ordem Malasseziales,
Moore incluiu oito géneros, denominados Cryptococcus, Malassezia, Phaffia,
Rhodotorula, Sterigmatomyces, Trichosporon, Trichosporonoides e Vanrija. A falta de
uma caracteristica unificadora e a definicdo negativa de Malasseziales ja& mostram as
dificuldades no agrupamento destas leveduras de modo monofilético (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010).

Nos ultimos vinte anos, as espécies de Malassezia tém sido reconhecidas como
leveduras oportunistas de crescente importancia (SHIBATA et al., 2006). Atualmente,
doze espécies (M. dermatis, M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. nana, M. obtusa, M.
restricta, M. slooffiae, M. sympodialis, M. yamotoensis, M. caprae e M. equina) sdo
reconhecidas como lipideo-dependentes, enquanto que M. pachydermatis ndo exige
suplementacéo lipidica para crescimento in vitro (CAFARCHIA et al., 2008a).

Todas as espécies do género, com a excecdo de Malassezia pachydermatis, sdo
lipideo-dependentes devido a incapacidade de sintese dos &cidos graxos Ci4 ou Cy6. Por
causa disso, 0s organismos necessitam de uma fonte lipidica externa e, por muitos anos,
esta incapacidade confundiu pesquisadores na tentativa de cultiva-los in vitro. Sua
natureza lipideo-dependente foi primeiramente relatada por Benham (1939), a qual
notou a necessidade de um suplemento lipidico para o seu crescimento (ASHBEE,
2007).
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Outra fonte de confusdo foi o dimorfismo das espécies. Muitos pesquisadores
acreditavam que a fase de levedura (designada Pityrosporum) e a fase micelial
(designada Malassezia) compreendiam organismos diferentes. A partir do ano de 1977,
confirmou-se que as fases poderiam ser interconvertidas, e o dimorfismo do organismo
foi reconhecido. Vaérios fatores induzem a conversdo, incluindo glicina, colesterol e
esqualeno, embora nem todas as espécies e cepas sejam capazes de sofrer esta transicao.
O reconhecimento do dimorfismo foi seguido, em 1986, pela unificacdo da
nomenclatura do género com todas as espécies e fases do crescimento, designada
Malassezia (ASHBEE, 2007).

Microorganismos fungicos, assim como as bactérias, absorvem tudo o que for
essencial para sua sobrevivéncia diretamente do ambiente. Portanto, estes
microorganismos precisam de um meio para degradar polimeros de carboidratos,
proteinas, além de outras moléculas. Sem considerar seu relacionamento com o
substrato (patogénico ou saprobio), estas classes de microorganismos produzem
enzimas extracelulares, as quais interagem com o ambiente exterior a célula ou hifa
(TRIGIANO & AMENT, 2003).

Vérios microorganismos produzem enzimas hidroliticas e estruturas que auxiliam
sua patogenicidade. Por exemplo, enzimas liberadas no tecido infectado,
particularmente proteinase e fosfolipase, sdo consideradas como fatores potencialmente
importantes na viruléncia de Candida albicans (MACDONALD & ODDS, 1983).

Malassezia sp. pode produzir um variado espectro de enzimas, incluindo lipases,
fosfolipases e hidrolases. As lipases sdo essenciais em prover os lipideos necessarios
para o seu crescimento. Recentemente, um gene que codificava a lipase extracelular de
M. furfur foi expressado e a lipase caracterizada, o gene foi denominado MfLIP1
(ASHBEE, 2007).

Fosfolipases constituem um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam uma ou
mais ligacOGes ésteres em glicerofosfolipideos (GHANNOUM, 2000). In vitro, a
atividade de fosfolipase A, por Malassezia é capaz de liberar &cido araquidénico das
células epiteliais, as quais foram indicadas como iniciadoras da resposta inflamatoria na
pele, e identificadas em doencas associadas a esta levedura (ASHBEE, 2007).

As espécies de Malassezia possuem uma parede celular muito fina, a qual é envolta
por uma camada lamelar ou capsular que contém lipideos, podendo ser removida com

solventes. Malassezia spp. produz uma série de metabdlitos, incluindo gama-lactonas,
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gue dao aos organismos seu odor caracteristico. Quando essas leveduras sdo semeadas
em meios de culturas contendo acido oléico, ha producdo de &cido azelaico além de
outros &cidos dicarboxilicos. Acido azelaico é inibidor de neutrofilos e também atua
como inibidor competitivo de tirosinase, uma enzima fundamental na melanogénese,
levando a especulagdo que o acido azelaico pode ser importante nas mudancas de
pigmentacdo da pele, visualizadas na pitiriase versicolor (ASHBEE, 2007). As lesdes de
hipopigmentacéo e hiperpigmentacédo da pele, causadas pela doenca, também podem ser
parcialmente compreendidas pela geracdo de pigmentos derivados de triptofano (TRP) e
outros inddis através da acao de transaminase 1 (TAM 1). Cicloserina € um inibidor de
TAM e ¢ capaz de inibir completamente, in vitro, a producdo de pigmento em M. furfur
(MAYSER & RIECHE, 2009).

Considerando que leveduras sdo microorganismos comensais, elas podem tornar-se
patogénicas sob certas circunstancias, causando doencas em mamiferos domeésticos
(GUILLOT et al., 1994), particularmente dermatite e otite em cdes (KOWALSKI, 1988;
MASON & EVANS, 1991). A frequéncia e quantidade da populacdo de M.
pachydermatis variam marcantemente entre diferentes sitios anatbmicos nos cées
(BENSIGNOR et al., 2002; BOND et al., 1994; BOND et al., 1995; BOND & LLOYD,
1997; GUILLOT & BOND, 1999; KENNIS et al.,, 1995). Estes parametros sao
provavelmente afetados pela presenca de dermatites seborréicas, atopicas e alérgicas,
em cdes com desordens na pele e ou otite (BOND et al., 1994; BOND et al., 1996;
BOND & LLOYD, 1997). A frequéncia e quantidade de col6nias de M. pachydermatis
também dependem da raca dos cdes (BOND et al., 1996; MASON, 1993; PLANT et al.,
1992).

O papel patogénico das espécies de Malassezia parece estar relacionado a disturbios
dos mecanismos fisicos, quimicos ou imunoldgicos normais, restringindo-se a
colonizagdo microbiana da pele, e & producdo de fosfolipases (CAFARCHIA &
OTRANTO, 2004; GUILLOT & BOND, 1999). CAFARCHIA & OTRANTO (2004),
em seu estudo a respeito da associacdo entre producdo de fosfolipase por M.
pachydermatis e lesdes da pele, observaram que todos os cdes com lesbes apresentaram
isolados com atividade de fosfolipase, o que permitiu a concluséo de que a atividade de
fosfolipase pode desempenhar uma fungdo patogénica na ocorréncia de lesdes de pele

causadas pela levedura, contribuindo dessa forma para sua viruléncia.
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De forma geral, toda alteracdo cutanea com um forte componente inflamatério pode
favorecer a proliferacdo de Malassezia spp. Em certas racas, a simples presenca de
dobras cutaneas cria um ambiente favoravel (umidade) ao desenvolvimento das
leveduras lipofilicas, assim como, no meato acustico externo, a secrecdo de grande
quantidade de cerumen forma um substrato para a proliferagdo das leveduras. Da
mesma forma, as alteracdes da epidermopoiese, que se traduzem por disqueratinizagdes
e acumulo de lipidios sobre a pele, também podem ser fatores predisponentes e
perpetuantes (MACHADO et al., 2003).

Embora fatores predisponentes em hospedeiros e desequilibrio entre populagdes de
microorganismos sejam Vvistos como requisitos basicos para a multiplicacdo de M.
pachydermatis (BOND et al., 1996), a patogénese das doengas causadas por esta
levedura € parcialmente desconhecida, assim como, os principais fatores que afetam a
viruléncia do agente etioldégico (COUTINHO & PAULA, 2000).

As enzimas sdo proteinas essenciais para 0 metabolismo de todos os seres vivos e
tém um importante papel na degradacdo de matéria orgéanica, na infeccdo de
hospedeiros e na deterioracdo de alimentos. Enzimas agem no controle dos processos
bioquimicos das células vivas. Elas podem ser isoladas de animais, plantas e
microorganismos. Esses ultimos sdo considerados Otimas fontes para producdo de
enzimas pela industria, principalmente devido a ampla variedade de enzimas produzidas
(LIMA et al., 1986).

O sistema Api-Zym® é um método semi-quantitativo de verificacdo de atividades
enzimaticas aplicAvel a meios como tecidos, células, liquidos bioldgicos,
microorganismos, solos, que permite estudar rapida e simultaneamente dezenove
atividades enzimaticas a partir de pequenas quantidades de uma amostra. Resultados de
Mancianti et al. (2000) sugerem que esse sistema pode ser utilizado para a
caracterizagdo enzimatica de microorganismos fungicos. Assim sendo, 0 presente

estudo teve como objetivo os seguintes topicos:

e Verificar a intensidade da atividade de 19 enzimas de 30 isolados de Malassezia

pachydermatis através do método semi-quantitativo Api-Zym®.

e Verificar as possiveis diferencas na producdo de enzimas entre os isolados

analisados.
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e Comparar o perfil enzimatico entre as amostras provenientes de cdes com sinais

clinicos e sem sinais clinicos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Malassezia pachydermatis

A taxonomia do género Malassezia tem passado por extensivas revisdoes nos
ultimos dez anos e ainda estd em estado de fluxo, com novas espécies descritas e outras
demonstrando significativa diversidade (AIZAWA et al., 2001; CABANES et al.,
2005).

Eichstedt foi o primeiro a descrever um fungo associado com lesdes de pitiriase
versicolor em 1846 (MOORE, 1940), contudo, somente em 1853 o organismo foi
nomeado Microsporon furfur. A fase de levedura foi nomeada Pityrosporum, com trés
espécies reconhecidas, P. orbiculare, P. ovale e P. pachydermatis, enquanto a fase
micelial foi nomeada Malassezia furfur. Em 1986, a sinonimia destes organismos foi
reconhecida e o nome M. furfur formalmente aceito para organismos lipideo-
dependentes (CANNON, 1986). Simmons & Guého (1990) descreveram uma nova
espécie, M. sympodialis, isolado a partir de um paciente com AIDS que apresentava
tinea capitis.

No ano seguinte, descreveram e nomearam sete espécies de Malassezia: M.
furfur, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae e M.
pachydermatis (GUEHO et al., 1996). No inicio do estudo, cinco novas espécies foram
diferenciadas, entretanto, somente quatro foram nomeadas, sugerindo a possibilidade da
existéncia de outras espécies. Subsequentemente, outras espécies de Malassezia foram
descritas, incluindo M. dermatis (SUGITA et al., 2002), M. japonica (SUGITA et al.,
2003), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. yamotoensis (SUGITA et al., 2004), M. equina
e M. caprae (CAFARCHIA et al., 2008).

VariagBes na morfologia das col6nias e caracteristicas dos isolados de M. furfur
levaram a descricdo de trés sorovares (CUNNINGHAM et al., 1990) e ao
reconhecimento continuo de diferentes formas de organismos por VAarios grupos de
pesquisa (FAERGEMANN, 1993; MIDGLEY, 1989). Na tentativa de resolver essa
confusdo, Guillot & Guého (1995) coletaram isolados de varias espécies animais e
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sequenciaram a subunidade rRNA, além de compararem o DNA e sua recombinacao.
Seus resultados demonstraram que havia significantes diferencas, e suficientes para a
separacao em espécies distintas.

Considerando a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a epidemiologia
e a patogenia das infecgbes associadas & M. pachydermatis, recentemente foram
estudadas caracteristicas moleculares de 110 amostras isoladas de casos clinicos de cées
e gatos, através da técnica de amplificacdo randémica de DNA polimérfico (RAPD) e
analise da sequéncia nucleotidica do gene quitina sintase 2 (CHS2). Essa investigacédo
revelou a existéncia de 4 tipos geneticamente distintos: A (84,6%), B (11,8%), C (0,9%)
e D (2,7 %). A M. pachydermatis tipo A (predominante) foi isolada de lesdes de vérias
doencas (otite externa, pioderma, dermatites atdpica, alérgica a picada de pulgas e
seborréica), enquanto aquelas dos tipos B, C e D foram isoladas majoritariamente de
otites externas (AIZAWA et al., 2001).

A levedura lipofilica M. pachydermatis é parte da microbiota cutdanea normal de
muitos vertebrados, como carnivoros domeésticos e silvestres (incluindo céo, raposa,
gato e urso) (CAFARCHIA et al., 2008b). Ela é comumente encontrada, em caes
saudaveis, nos canais auditivos, labios, axilas, espacos interdigitais, sacos anais, reto e,
com menos frequéncia, focinho e aparelho genital (SCOTT et al., 2001; BOND, 2002).
Por outro lado, é capaz de sobreviver no meio ambiente somente por curtos periodos
(COUTINHO & PAULA, 2000).

M. pachydermatis é a Unica espécie do género que nao exige uma fonte exdgena de
lipideo para crescimento (ASHBEE, 2006; BLANCO et al., 2000). Na Medicina
Veterindaria, é a espécie mais importante do género, embora outras espécies estejam
relacionadas a desordens na pele.

Essa levedura pode se tornar patogénica sempre que ocorrer alteracdes
microclimaticas na superficie da pele ou na defesa do hospedeiro. E atualmente, é
amplamente aceito o fato de que dermatite por Malassezia é uma doenga comum de
caes. Desde a primeira descri¢ao por Dufait em 1983, a mudanca de opinido, em relagédo
a importancia desta doenca na dermatologia veterinaria, é ilustrada pelo numero de
artigos na literatura (NEGRE et al., 2008).

Dermatite por Malassezia pode ocorrer em cées de qualquer sexo, idade e raga, com

a predisposicdo de algumas racas, como por exemplo, West Highland White Terriers,
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Basset Hounds, Poodles, Australian Silky Terriers e American Cocker Spaniels
(DUFAIT, 1983; MAUDLIN et al., 1997; PLANT et al., 1992; SCOTT et al., 2001).

Em caes, ela pode ser localizada ou generalizada. Sinais clinicos sdo variaveis:
eritema, prurido leve a severo, alopecia, exsudacdo gordurosa e descamacgdo Sdo
geralmente observados. Lesdes secundarias incluem escoriacGes, liquenificacdo,
hiperpigmentagdo e exsudacdo. Em casos generalizados, um odor ofensivo e rangoso é
comumente relatado. Uma mancha marrom-avermelhada nas patas € visivel em caso de
paroniquia. E por fim, otite externa também é associada com a presenca dessas
leveduras (BOND & LLOYD, 1997; MUSE, 2000; SCOTT et al., 2001).

O primeiro caso de dermatite em cées causada por M. pachydermatis no Brasil foi
descrito em 1979 por Larsson et al. Posteriormente, Larsson et al. (1988), ao avaliar 23
casos de cdes com malasseziose, observaram que a seborréia primaria provavelmente
ndo e fator predisponente, embora possa ocorrer como uma manifestacdo secundaria a
essa levedurose.

O papel de M. pachydermatis como patogeno tem sido debatido hd muito tempo.
Dufait (1983) e depois Mason & Evans (1991) determinaram a levedura como um
agente causador de doenca. Suspeita-se que a sua proliferacdo seja promovida pela
excessiva producdo sebdcea ou rompimento da barreira epidermal, tal como ocorre em
doencas relacionadas com hipersensibilidade (atopia, reagdes cutaneas alimentares
adversas, hipersensibilidade a picada de insetos e alergia por contato), infeccdo por
ectoparasitas, pioderma bacteriano e doencas endocrinas (hiperadrenocorticismo,
hipotireoidismo, diabetes mellitus) (BOND et al., 1996). Glicocorticéides, em longo
prazo, podem também aumentar as populagdes de Malassezia (SCOTT et al., 2001;
WHITE et al., 1998), enquanto que nédo se considera a administracdo de antibacterianos
como fator predisponente (MATOUSEK & CAMPBELL, 2002; PLANT et al., 1992).

O diagnostico € obtido pela observacdo direta das leveduras através de técnicas
citologicas, de cultura e histopatoldgicas (NEGRE at al., 2008). A coloragdo é
indispensavel (MGG, Gram ou kits de coloragdes rapidas) e, com a objetiva de imersao,
as leveduras lipofilicas séo facilmente identificadas. A presenca de numerosas leveduras
(em média mais de 3-5 por campo microscopico) é altamente significativa, enquanto
que a interpretacdo do achado de poucas leveduras deve ser sempre feita conjuntamente
com os dados da anamnese e do aspecto clinico (MACHADO et al.,, 2003). O

diagnostico baseado na avaliacdo do nimero de leveduras, ndo leva em conta que
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algumas delas poderiam apresentar potentes fatores de viruléncia; ou os hospedeiros
poderiam ser atipicamente sensiveis a estes organismos (ex: hipersensibilidade a
Malassezia). Em ambos os casos, sinais de dermatite por Malassezia provavelmente se
desenvolveriam na presenca de pequeno nimero de organismos (NEGRE et al., 2008).

Otite externa associada com M. pachydermatis é frequentemente caracterizada
por um exsudato imido, marrom ou amarelo, com variavel eritema e prurido (GRIFFIN,
1993; GUILLOT & BOND, 1999).

Os fatores que favorecem a proliferacdo e transicdo de um organismo comensal
para um aparente patdgeno, na pele canina, sdo pouco compreendidos; mas
provavelmente reflete disturbios de mecanismos fisicos normais, quimicos ou
imunoldgicos que restringe a colonizacdo da pele. Doencas concomitantes sao
reconhecidas em muitos, mas ndo em todos, casos de dermatite por Malassezia em
caninos, e a correcdo da doenca concorrente pode prevenir ou reduzir a freqiiéncia da
recidiva em alguns cdes (GARCIA & BLANCO, 2000). Alguns cées atdpicos
apresentam alto numero de leveduras, tanto na pele lesada como em areas ndo afetadas
(ASHBEE, 2007; ROSSYCHUCK, 1994). Teste de reatividade intradermal foi
observado em cées atopicos, seguido de injecdo de extratos de M. pachydermatis, em
concentragfes que ndo causam nenhuma reagdo em cdes saudaveis; sugerindo que a
hipersensibilidade aos alergenos da levedura pode estar envolvida na patogénese em
alguns casos da doenca atopica (MORRIS & ROSSER, 1995).

Em gatos, dermatite associada com Malassezia spp. € frequentemente relatada
naqueles com doencas metabdlicas ou enddcrinas, neoplasia e infec¢cdo com virus da
leucemia felina (FeLV) e virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Alguns relatos
sugerem que O crescimento excessivo de Malassezia spp. pode ser encontrado em
felinos com doencas alérgicas de pele (AHMAN et al., 2007; ORDEIX et al., 2007).

M. pachydermatis tem a habilidade de estimular o sistema imune via rota
classica e alternativa do complemento, atuando como um adjuvante e estimulando tanto
resposta humoral como celular em individuos saudaveis ou com condic¢Bes associadas
ao agente (ASHBEE et al., 1994 a,b; SOHNLE & COLLINS-LECH, 1983; SUZUKI et
al., 1998; TAKAHASHI et al., 1986). A ativacdo do complemento é responsével pela
inflamac&o, associada com dermatite seborréica. Em contraste, é capaz de resistir a
destruicdo fagocitica por neutrofilos e citocinas quando em co-cultura com células
mononucleares sanguineas periféricas (KESAVAN et al.,, 1998; RICHARDSON &
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SHANKLAND, 1991). Este comportamento aparentemente contraditorio pode estar
associado a camada capsular, rica em lipideos, que envolve as células das leveduras, e €
responsavel pela auséncia de inflamacdo associada com Malassezia em seu estado
comensal (ASHBEE, 2007; ASHBEE & EVANS, 2002; MITTAG, 1995).

Compreender a aparentemente contraditéria habilidade de suprimir ou ndo a
resposta imune contra si proprio, pode ser a chave para o entendimento de como a
Malassezia spp. ocorre tanto como comensal e patégeno (ASHBEE, 2006).

Opcodes terapéuticas atuais incluem terapia sisttmica com cetoconazole ou
itraconazole e/ou terapia topica com derivados azolicos, ou outros agentes tais como
sulfato de selénio e clorexidina (MASON & EVANS, 1991; MASON & STEWART,
1993).

2.2. Sistema Api-Zym®

Inicialmente, o kit Api-Zym® foi utilizado na identificacio de enzimas
bacterianas, sendo os padrdes enzimaticos obtidos utilizados para taxonomia e
tipificacdo dos microorganismos (HUMBLE et al., 1977). Esses autores relatam que o
método é de facil uso, ndo requer reagentes além dos que sdo fornecidos pelo kit e o
resultado da maioria dos organismos € de facil interpretabilidade e repetibilidade.
Embora ndo tenha sido desenvolvido para alcancar a precisdo de procedimentos
espectrofotométricos ou eletroforéticos, o kit Api-Zym® pode ser usado em métodos de
“screening”, proporcionando assim um amplo espectro de determinagdes enzimaéticas
(ZANETTE, 2010).

Essas vantagens levaram diversos autores a utilizar o respectivo kit ndo s6 em
bacteriologia, mas tambeém em micologia. A viabilidade do seu uso foi comprovada na
pesquisa enzimatica de fungos filamentosos (PAPINI & MANCIANTI, 1996; SAENZ-
DE-SANTAMARIA et al., 2006) e leveduriformes (MANCIANTI et al., 2000),
leveduras de interesse médico (CASAL & LINARES, 1983) e industrial
(PENNACCHIA et al., 2008), larvas de Oestrus ovis (ANGULO-VALADEZ et al.,
2007), entre outros.

Os substratos presentes nos pocos das galerias do kit Api-Zym® (Figura 1)
permitem verificar a atividade de diferentes grupos de enzimas, sendo elas: proteases,

éster hidrolases, fosfohidrolases e glicosidases. Todos esses grupos exercem funcéo
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tanto na invasdo tecidual quanto na nutricdo do organismo invasor. Um patégeno que
invade tecidos de mamiferos deve ser capaz de crescer na temperatura corporal de seu
hospedeiro, e, presumidamente, secretar enzimas para digerir proteinas ou lipidios, que
servem como fonte primaria de calorias (DAVIS et al., 2006). No entanto, é importante
presumir com cuidado o papel de uma enzima em particular quando o experimento
restringe-se a um Unico aspecto do ciclo de vida do patdgeno como um todo. Assim,
seria impossivel saber se o crescimento de um mutante deficiente, em determinada
enzima, cessou porque este encontrou uma barreira fisica ou porque se esgotou sua
fonte de nutrientes (RAVISHANKAR et al., 2001). Por esta razdo, a significancia de
enzimas degradadoras de tecidos no processo infeccioso permanece uma questdo nao
esclarecida completamente (ZANETTE, 2010).

Os testes enzimaticos sdo inoculados com uma suspensdo densa, que reidrata 0s
substratos. As reagdes produzidas durante o periodo de incubacdo traduzem-se por
viragens de cor, reveladas pela adicdo de reagentes (Tabela 1).

Figura 1. Sistema Api-Zym® inoculado com M. pachydermatis (isolado 97BM). Incubago
a 37°C/4 h. Note as reacOes positivas (seta maior) e negativas (seta menor).
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TABELA 1 — Enzimas avaliadas pelo sistema Api-Zym®, com os respectivos substratos e formas de
apresentacdo da reacdo positiva, presentes em cada orificio da galeria que compde o “kit”.

Ne°. do Enzimas avaliadas Substratos Reacdo positiva

orificio (cor)
01 Controle Sem substrato Transparente
02 Fosfatase alcalina 2-nafitil fosfato Violeta
03 Esterase (C,4) 2-nafitil butirato Violeta
04 Esterase lipase (Cg) 2-nafitil caprilato Violeta
05 Lipase (Cy4) 2-nafitil miristato Violeta
06 Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida Laranja
07 Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida Laranja
08 Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida Laranja

N-benzoil-DL-arginil-2-
09 Tripsina naftilamida Laranja
N-glutaril-fenilalanina-2-
naftilamida
10 Quimotripsina Laranja
11 Fosfatase &cida 2-naftil fosfato Violeta
Naftol-AS-BI-
12 fosfohidrolase naftol-AS-Bl-fosfato Azul
6-Br-2-naftil-aD-galactopiranosida

13 A-galactosidase Violeta
14 B-galactosidase 2-naftil-BD- galactopiranosida Violeta
15 B-glicuronidase naftil-AS-BI-BD-glicuronida Azul
16 a-glicosidase 2-naftil-aD-glicopiranosida Violeta
17 B-glicosidase 6-Br-2-naftil-Bd-glicopiranosida Violeta
18 N-acetil-pB-glicosaminidase  1-naftil-N-acetil-pD-glicosaminida Castanho
19 a-manosidase 6-Br-2-naftil-aD-manopiranosida Violeta
20 a-fucosidase 2-naftil-aL-fucopiranosida Violeta
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RESUMO

A levedura Malassezia pachydermatis é parte da microbiota cutdnea normal da
maioria dos vertebrados homeotérmicos. Entretanto, sob certas condi¢cbes como, alta
umidade relativa, pele oleosa, tratamento corticosteroide e imunodeficiéncia, pode se
tornar patogénica e causar dermatopatias. O seu papel patogénico parece estar
relacionado a distarbios dos mecanismos fisicos, quimicos ou imunoldgicos normais e a
producdo de enzimas. Malassezia spp. produz uma ampla série de enzimas, incluindo
lipases, fosfolipases e hidrolases. O sistema Api-Zym® é um método semi-quantitativo
de verificacdo de atividades enzimaticas aplicavel a meios como tecidos, células,
liquidos bioldgicos, microorganismos, solos, que permite estudar rapida e
simultaneamente dezenove atividades enzimaticas. Ao utilizar este método em 30
isolados de Malassezia pachydermatis, constatou-se que as fosfohidrolases: fosfatase
acida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase destacaram-se tanto em presenca quanto
intensidade de sua producdo entre os isolados analisados, independente do sinal clinico
associado ao animal utilizado para coleta das amostras. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar isolados de Malassezia pachydermatis através do perfil enzimatico.
Palavras-chave: Malassezia pachydermatis, enzimas, Api-Zym®, atividade enzimatica,

caes.
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INTRODUCAO

O género Malassezia compreende leveduras lipofilicas que fazem parte da
microbiota cutanea do homem e animais. O seu isolamento a partir do meio ambiente é
excepcional, pois sua sobrevivéncia esta condicionada a presenca de uma fonte lipidica,
excetuando-se a espécie Malassezia pachydermatis, que € menos exigente no
requerimento de lipideos para seu desenvolvimento (Guého et al, 1996; Guillot & Bond,
1999a; Sidrim & Moreira, 1999).

M. pachydermatis é a espécie mais adaptada aos animais, sendo frequentemente
isolada como microbiota de conduto auditivo e derme de cées, gatos e outras espécies
de animais domeésticos e selvagens. Em cédes tem sido comumente associada a quadros
clinicos de otites externas e dermatites, estando sua proliferacdo intensa associada a
processos de desequilibrio local ou sistémico (Guillot & Bond, 1999a; Leite et al., 2003;
Machado et al., 2003).

Uma vez que ocorre a colonizacdo, acredita-se que M. pachydermatis libera
proteases, lipases, fosfatases e ureases, que alteram a qualidade do produto de secregédo
das glandulas sebaceas, que protege a pele, e rompem a superficie epidermal (Mathieson
etal., 1998).

A maioria dos métodos usados em laboratérios de microbiologia clinica para a
identificacdo de microorganismos exige o crescimento dos mesmos e a deteccdo dos
resultados finais de atividades metabdlicas complexas. Uma alternativa é o uso do
sistema para detecgdo de esterases, lipases, peptidases e outras enzimas, descrito por
Buissiere et al. (1967), que foi modificado e comercializado, disponivel como sistema
Api-Zym® (Humble et al., 1977). A partir desse sistema, objetivou-se a caracterizagdo

de isolados de Malassezia pachydermatis através do seu perfil enzimatico.



24

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 isolados de M. pachydermatis: 24 amostras genotipadas
como subtipo Al, isoladas de cées, provenientes do Hospital de Clinicas Veterinarias-
UFRGS, processadas no Setor de Micologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS); e 6 amostras, também isoladas de cées, provenientes da cidade de
Cuiaba, MT, processadas no Laboratério de Pesquisas Micologicas (LAPEMI),
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

A possibilidade de producdo de 19 enzimas extracelulares pela levedura foi
verificada através da utilizacdo do método semi-quantitativo Api-Zym® (BioMérieux,
Sdo Paulo, Brasil). As seguintes atividades enzimaticas foram testadas: fosfatase
alcalina, esterase (C,), esterase lipase (Cg), lipase (Ci4), leucina arilamidase, valina
arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, quimotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, a-galactosidase, B-galactosidade, B-glicuronidase, a-glicosidase, [-
glicosidase, N-acetil-f-glicosaminidase, a-mannosidase e a-fucosidase.

O indculo foi preparado a partir do subcultivo das amostras em meio de Dixon
modificado, e apds 48h de incubacdo em estufa CO, a 37°C, quantificou-se por
espectrofotometria. Para isso as amostras foram quantificadas em tubos contendo 5 ml
de solucdo salina estéril a 0,085%, e a leitura feita em um comprimento de onda de 530
nm e transmitancia de 85% (M27-A2, NCCLS, 2002).

Cada poco do sistema Api-Zym® foi inoculado com 65 pl da solucdo e a
incubacdo realizada dentro de 4h a uma temperatura de 37°C. ApOs esse periodo,
adicionou-se uma gota de reagente Zym A (2,5 g de Trysma base, 1,1 ml de &cido
cloridrico 37%, 1,0 g lauril sulfato de sédio e 10 ml de agua destilada esterilizada) e
Zym B (0,04 g de “Fast blue BB” e 10 ml de metoxietanol) a cada poco. A partir da

estabilizagdo das coloragdes, a leitura foi efetuada, anotando-se os resultados (escala
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arbitraria de 0 a 5) conforme a intensidade da cor de cada orificio, sendo *“0”
correspondente a uma reacdo negativa e “5” correspondente a uma reacdo de
intensidade méaxima.

Os resultados foram entdo convertidos em nanomoles (nmol) de substrato
hidrolizado, conforme a seguir: 1=5 nmol, 2=10 nmol, 3=20 nmol, 4 =30 nmol, 5 > 40

nmol. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

RESULTADOS

Dentre as 30 amostras, 27 foram isoladas de cdes com variadas patologias, entre
elas, doencas auto-imunes: atopia (15) e pénfigo (1); dermatopatias: dermatite alérgica a
picada de pulga (DAPP) (2), sarna demodécica (2) e dermatite seborréica (1); e otites
(6). As trés amostras restantes foram isoladas de cdes que ndo apresentavam sinais
clinicos.

As enzimas Leucina arilamidase e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase estiveram
presentes em 100% das amostras. Fosfatase acida em 96,7%, esterase 93,3%, esterase
lipase 90%, B-glicosidase 46,67% e fosfatase alcalina 43,3% das amostras (Tabela 1).

As enzimas restantes foram menos presentes: valina arilamidase 40%; cistina
arilamidase 30%; lipase, a-quimotripsina ¢ a-glicosidase 26,7%; tripsina 23,3%; N-
acetil-p-glicosaminidase 20%, e por fim, a-galactosidase, [-galactosidase, [-

glicuronidase, a-manosidase e a-fucosidase detectadas em 10% de todas as amostras.



Tabela 1 — Isolados de M. pachydermatis classificados pela origem, doenca do céo que deu origem
ao isolado e atividade enzimatica analisada através do sistema Api-Zym®.

i F § fewadgsevi=giseesuocw

(—]

JEAN TFE. 5 Moph  + + + 4+ + - e
64 ANT TUFE G5 Moph -+ + -+ - - - -+ o+

TOAN TIFE G5 Jopi - + + = + - = = + + o+ - - . . +
1AM TFE 5 Jopi -+ o+ -+ o+ - .+ o+ . . ; I
JEART TUFE 5 Mopd -+ 4 -+ - - - - 4+

LIEBN TUFE 5 Mopp + - - -+ - - - . 4+ o+

19BN TUFE G5 Mepd -+ 4 -+ - - - -4+

BN TUFE 8 Mopm -+ 4 -+ - - o .+ o+ o - .. %
5N TUFE G5 Moph -+ + -+ - - - -+ o+

97BhT UFE 55 Mopm -+ O+ -+ - - - .+ o+
1028 TUFE G5 MopR - - - -+ - - - -+ o+

IO UFE G5 Sopm  + + + -+ - - - o+ o+ o . %
47CH TFE 5 Mopm + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
63 Chl TFE 55 Shopa -+ 4+ -+ + + + + o+ o+
113 CM TIFE. 5 Mrpm  + + + + + - e
18901 Crriaha Ctie + + -+ - + o+ +

414hT Crriaha Otie + O+ o+ -+ - + o+

5TEmT Cigiabd Ctie + + + - 4+ + + + + + o+

S6dhl Cimiahd Ctie + o+ -+ o+ + +

570N Cimiahd Ctie + o+ -+ o+ + o+ +

5§90t Dk Otics + O+ -+ 4+ + o+ o

1AM TFE. 35 DAPP* -+ + -+ + + + o+ o+ o+
1150 TFE 5 DAPP*  + + + + o+ - - - .+ o+ . ; ; .+

49 AN TFE 5 SD* -+ o+ -+ . + . .+ o+ . ; ; .+

86 AR TFE G5 SD# + + 4+ 4+ + + + + 4+ o+ o+ - -+ o+ o+
Q4% TIFE. 5 Icerte +  + +  +  +  + o+ . o + o+ - o o . . +

1448 2 TFREGS  Jdgweemte + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
17503 TFE#  fsente - + + -+ - - - - 4+ +
b TFE 5 L5+ S T - - -+ o+

B4LM  UFRGE Fafip + + + + 4+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

*DAPP=Dermatite Alérgica a Picada de Pulga -*SD=Sarna demodécia -*DS=Dermatite seborréica
N(Naftol-AS-Bl-Fosfohidrolase) — LA(Leucina Arilamidase) — FA(Fosfatase Acida) — E(Esterase)
EL (Esterase Lipase) — VA (Valina Arilamidase) — BG (B-Glicosidase) — FAL (Fosfatase Alcalina)
CA(Cistina Arilamidase) — aG(a-Glicosidase) — aQ(a-Quimotripsina) — T(Tripsina) — L(Lipase)

NA (N- Acetil-B-Glicosaminidase) — BGA (B-Galactosidase) — aGA (a-Galactosidase)
BGL (B-Glicuronidase) — aM (o-Manosidase) — aF (a-Fucosidase).
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Quanto a producéo enzimatica, os resultados obtidos foram: fosfatase acida 4(30
nmol); naftol-AS-Bl-fosfohidrolase 3,6(24 nmol); esterase 2,3(12 nmol); leucina
arilamidase 2,2(11nmol); esterase lipase 1,5(8 nmol); B-glicosidase 0,3(2 nmol); valina
arilamidase 0,3(1 nmol); fosfatase alcalina 0,2(1 nmol); cistina arilamidase e a-
glicosidase 0,2(1 nmol); lipase e a-quimotripsina 0,1(0,8 nmol); tripsina 0,1(0,7 nmol);
N-acetil-B-glicosaminidase 0,08(0,4 nmol); ¢ por fim, a-galactosidase, 3-galactosidase,
B-glicuronidase, a-manosidase e a-fucosidase 0,04(0,2 nmol) (Grafico 1).

As amostras 47CM, 84CM e 114AS, isoladas, respectivamente, de cdes com
atopia, pénfigo e sem sinais clinicos; foram as que apresentaram maior producdo de

enzimas diferentes, totalizando 19 enzimas.

40+

304

nmol 20

101

Grafico 1 — Atividade enzimatica prevalente dos isolados de M. pachydermatis
avaliados.
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DISCUSSAO

Malassezia spp. produz muitas enzimas que contribuem para inflamacéo cutanea
através de protedlise, lipdlise (altera o filme cuténeo lipidico), alteracdes no pH da pele,
liberacdo de eicosandides e ativacdo do complemento (Mason, 1993).

Os mecanismos patogénicos de M. pachydermatis causam inflamacéo e prurido,
0s quais promovem a formacdo de microambientes favoraveis para a proliferacdo da
levedura (Patterson & Frank, 2002).

Com notavel excecdo de Malassezia pachydermatis, todas as espécies
conhecidas de Malassezia necessitam de lipideos fornecidos externamente para seu
crescimento (Brunke & Hube, 2006). Espécies lipideo-dependentes de Malassezia
produzem uma série de enzimas. Atividade de lipase foi demonstrada dentro da parede
celular e em sitios de membrana da levedura in vitro, usando técnicas histoquimicas e
microscopia eletronica. Isso sugere que a enzima € sintetizada intracelularmente e
exportada para a superficie celular (Catterall et al., 1978). Diversos estudos a respeito
do perfil bioquimico de M. pachydermatis demonstraram a producéo in vitro de varias
enzimas, incluindo fosfatase acida e alcalina, condroitina sulfatase, esterase, esterase
lipase, galactosidase, glicosidase, hialuronidase, leucina arilamidase, lipase, lecitinase,
peroxidase, fosfoamidase, fosfolipase, fosfohidrolase, protease e urease (Bond, 2002;
Coutinho & Paula, 2000; Guillot & Bond, 1999a; Mathieson et al., 1998).

Como se acredita que proteases sejam mediadores de prurido em terminais
neurais livres da pele, as mesmas liberadas pela levedura poderiam também contribuir
para o prurido. Malassezia spp. também produzem lipases, que alteram a producéo de
sebo e levam a formacdo de acidos graxos livres na superficie da pele. Lipideos
liberados podem ser usados para nutricdo pelas leveduras, e acidos graxos livres

forneceriam protecdo atraves da inibi¢do de outros organismos (Chen & Hill, 2005).
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Consequentemente, enzimas lipoliticas, tais como lipase, esterase, fosfolipase e
lisofosfolipase séo consideradas como estreitamente associadas a viruléncia de
Malassezia spp. (Juntachai et al., 2009).

Os resultados encontrados neste estudo foram semelhantes aos apresentados por
Mancianti et al. (2000), no qual analisaram 20 isolados de M. pachydermatis também
pelo sistema Api-Zym®, apresentando 15 atividades enzimaticas, dentre as quais
esterase lipase, fosfatase acida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase destacaram-se entre a
amostragem estudada. Esses dados confirmam a importancia de esterase lipase,
fosfatase 4&cida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase no perfil bioguimico de M.
pachydermatis, embora ndo haja estudos que comprovem a relacéo dessas enzimas com
a patogenicidade da levedura.

Nowicki (1995) também observou alta atividade das enzimas fosfatase acida,
fosfatase alcalina e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase, durante seu estudo sobre as
propriedades hidroliticas de dermatofitos. No estudo de Kurnatowska (1998), a respeito
da atividade de enzimas hidroliticas de Candida albicans, as diferengas observadas
foram estatisticamente significantes na atividade de esterase, leucina arilamidase, valina
arilamidase, fosfatase acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase, -glicosidase e N-acetil-B-
glicosaminidase.

As amostras 47CM, 84CM e 114AS foram as que apresentaram maior producédo
de enzimas diferentes, totalizando 19 atividades enziméticas. Estas amostras sdo
provenientes, respectivamente, de caninos com atopia, pénfigo e sem a presenca de
sinais clinicos, o que poderia exemplificar a ndo correlagdo entre maior ou menor
atividade enzimatica da levedura com dermatopatias especificas, embora seja necessaria
uma maior quantidade de isolados para sustentar tal conclusdo. Coutinho & Paula

(2002), ao analisar quatro enzimas, sendo elas, condroitina sulfatase, hialuronidase,
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fosfolipase e protease, produzidas pela secrecdo do conduto auditivo de cdes com otite e
isoladas da pele de cdes com dermatite, encontraram resultados semelhantes. Todas as
30 amostras estudadas demonstraram atividade de proteinase e condroitina sulfatase,
enquanto que 29 amostras demonstraram atividade de fosfolipase e hialuronidase.
Embora o estudo de Coutinho & Paula (2002) ndo tenha determinado o grau de
influéncia destas enzimas na viruléncia em infeccdes por M. pachydermatis, sugere-se
que tais enzimas contribuam para o potencial patogénico da levedura. Em contrapartida,
segundo Bond (2002), maior atividade de esterase (C4) foi detectada em suspensdes
celulares de cepas de M. pachydermatis obtidas a partir de cdes saudaveis quando
comparada aqueles com dermatite.

E importante ressaltar que a idade, sexo e periodo de amostragem néo s&o
comumente considerados fatores predisponentes para infestacfes por Malassezia em
caes (Carlotti & Taillieu-Le Roy, 1997; Crespo et al., 2002), motivo pelo qual essas
informagdes ndo foram incluidas neste estudo.

As maiores frequéncias e tamanhos de populagcdo de leveduras de Malassezia
spp. relatados em animais com otite, comparados a animais saudaveis, indicaram que as
leveduras crescem em locais de infeccdo e desempenham uma funcgdo na patogénese da
otite externa. Os fatores relacionados com a transicdo das leveduras de Malassezia de
organismos comensais para patogénicos sao pouco compreendidos, mas provavelmente
refletem distdrbios nos mecanismos normais fisicos, quimicos ou imunolédgicos que
restringem a colonizacdo de microorganismos na pele (Guillot & Bond, 1999b; Morris,
1999; Scott & Miller, 1995). Além disso, 0 crescimento em excesso da levedura em
locais de infecgdo demonstra ser um importante fator indutor da doenga, bem como a

producéo de fosfolipases (Cafarchia & Otranto, 2004).
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CONCLUSAO

As fosfohidrolases fosfatase acida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase destacaram-se
tanto em presenca quanto em intensidade de producdo entre os isolados analisados,
independente do sinal clinico associado ao animal utilizado para coleta das amostras.
Esses dados também foram encontrados em estudos semelhantes, o que evidencia a
relevancia dessas enzimas no processo bioquimico de M. pachydermatis, embora sejam
necessarios maiores estudos para designar o papel especifico de tais enzimas e

determinar sua correlagdo com o processo patogénico da levedura.
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4. DISCUSSAO

Fungos desempenham importantes fungfes como simbiontes, patdgenos e
saprobicos. Para isto, eles precisam secretar enzimas capazes de decompor varias
substancias organicas. Isto permite as enzimas secretadas escapar ao exterior onde elas
podem degradar macromoléculas organicas tais como amido ou celulose (COCHRANE,
1958). As enzimas sdo proteinas essenciais para o sistema metabolico de todos os
organismos vivos e tém um importante papel na degradacdo de matéria organica, em

infeccdo de hospedeiros e deterioracdo de alimentos (LEHNINGER, 1988).

A patogénese de microorganismos fungicos estd relacionada a varios fatores.
Entre eles, aderéncia, dimorfismo, toxina e producdo de enzimas, bem como, a
composi¢do da superficie celular sdo as mais importantes (ODDS, 1988). Enzimas
hidroliticas extracelulares podem contribuir para a invasividade e proliferacdo fungica
por causar danos as celulas hospedeiras e fornecer materiais degradados como
nutrientes para os organismos principalmente em micoses superficiais (OGAWA &
TSUOBI, 1997).

Disfuncdo imunolodgica (imunidade celular, secrecdo de IgA) poderia também
promover crescimento de Malassezia spp. na pele. Por exemplo, a displasia epidermal
do West Highland White Terrier poderia ser associada com a predisposicdo genetica a
pobre resposta de células T contra a levedura (SCOTT et al., 2001).

Ran et al. (1993) demonstraram a atividade de lipase em fracéo insolivel de M.
furfur, relatando que os perfis de lipase eram similares aos de lipase de Candida rugosa.
Plotkin et al. (1996) detectaram atividade de lipase no sobrenadante da cultura de M.
furfur, bem como em sua fracdo insoluvel ligada a parede celular, e também
demonstraram que a lipase poderia ser separada em trés picos principais pela
cromatografia, o que evidenciou a existéncia de trés lipases diferentes. Baseado nisso, a
metodologia do sistema Api-Zym® torna-se questionavel, pois ndo avalia a
multiplicidade de uma mesma enzima, nem a multiplicidade de suas atividades,
conforme o substrato utilizado na rea¢do. Além disso, a interpretacdo dos dados obtidos
pelo kit comercial é através da visualizacdo da intensidade da coloragdo das reacoes,
isto é, uma interpretacdo um tanto quanto subjetiva.

Sabe-se que a dependéncia lipidica de Malassezia spp. é devido a um defeito na
sintese de acido miristico, o qual serve como precursor da cadeia de acidos graxos
(PORRO et al.,, 1976; SHIFRINE & MARR, 1963). Contudo, a membrana celular
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consiste principalmente de lipideos (MITTAG, 1995), e acredita-se que ela esteja
envolvida no processo de patogénese do microorganismo. Semelhante a capsula de
polissacarideos de Cryptococcus neoformans (ELLERBROEK et al., 2004), essa
camada lipidica parece proteger M. furfur da fagocitose (ASHBEE & EVANS, 2002) e
regular a resposta imune inflamatoria (KESAVAN et al., 2000). Além disso, a adeséo as
células hospedeiras pode ser mediada pela hidrofobicidade da parede celular rica em
lipideos (MITTAG, 1995) como foi demonstrado por algumas bactérias aerobicas
corineformes (BOJAR et al., 2004). Assim, a habilidade de metabolizar lipideos e
integrar &cidos graxos a membrana celular fungica é essencial para o crescimento e
sobrevivéncia no ambiente do hospedeiro e contribui notavelmente para a
patogenicidade de M. furfur. Consequentemente, as enzimas necessarias para essas
atividades podem ser consideradas como fatores de viruléncia (BRUNKE & HUBE,
2006).

A atividade de lipoxigenase da levedura pode estar envolvida nas alteragOes
patoldgicas associadas com pitiriase versicolor. Niveis aumentados de lipoperoxidos
foram detectados em lipideos de lesdes de pele de pacientes com pitiriase versicolor. Os
subprodutos de lipoperoxidacdo induzida pela atividade de lipoxigenase da levedura
foram considerados a causa de danos aos melandcitos, resultando na hipopigmentacéao
vista na pitiriase versicolor. In vitro, M. furfur também produz fosfolipases, a atividade
das mesmas foi considerada a causa da liberagdo de acido araquidénico a partir de
linhagens celulares epiteliais humanas, um mecanismo pelo qual Malassezia spp.
podem promover inflamacéo na pele (CHEN & HILL, 2005).

Em estudo preliminar, Shibata et al. (2006) tentaram isolar as lipases de M. furfur,
levedura lipideo-dependente, de sobrenadante em cultura contendo lipideo. Entretanto, a
atividade lipolitica no meio e a producdo da enzima foram pequenas. Ao contrério, 0
sobrenadante da cultura de M. pachydermatis, levedura ndo lipideo-dependente,
demonstrou alta atividade enzimética, e o isolamento da enzima a partir do meio, o qual
ndo continha lipideos, foi mais facil se comparado com o realizado em meios contendo
lipideos para espécies lipideo-dependentes de Malassezia. Existe a possibilidade de que
a baixa atividade lipolitica do sobrenadante de culturas de espécies lipofilicas de
Malassezia seja responsével pela associacdo de enzimas aos componentes da parede
celular. Consequentemente, em seu estudo, Shibata et al. (2006) purificou, caracterizou

e clonou uma enzima lipolitica extracelular de M. pachydermatis, passo fundamental
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para o entendimento das bases moleculares e o seu papel na viruléncia destes patdgenos
lipofilicos do género Malassezia.

Os resultados encontrados neste estudo foram semelhantes aos apresentados por
Mancianti et al. (2000), no qual analisaram 20 isolados de M. pachydermatis também
pelo sistema Api-Zym®, apresentando 15 atividades enzimaticas, dentre as quais
esterase lipase, fosfatase acida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase destacaram-se entre a
amostragem estudada. Esses dados confirmam a importancia de esterase lipase,
fosfatase 4&cida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase no perfil bioguimico de M.
pachydermatis, embora nédo haja estudos que comprovem a relacdo dessas enzimas com
a patogenicidade da levedura.

Lipases catalisam a hidrolise de ligacdes ésteres de triacilglicerideos, desse modo,
liberando acidos graxos livres. Além do seu importante papel na biotecnologia, essas
reacOes sdo questionadas como potenciais fatores de viruléncia em bactérias e fungos
patogénicos. Outros estudos demonstram a habilidade de M. furfur liberar acidos graxos
a partir de diferentes lipideos (CATTERALL et al., 1978; HAMMER & RILEY, 2000;
MANCIANTI et al., 2000). Entretanto, parece que a atividade lipolitica tem mais
funcdes do que simplesmente fornecer &cidos graxos para o crescimento celular.
Lipideos associados a parede celular parecem estar envolvidos na supressao da resposta
imune pro-inflamatéria (KESAVAN et al., 2000) e no impedimento da internalizagdo e
inativacdo por células fagociticas (ASHBEE & EVANS, 2002; GUEHO et al., 1998).
Além disso, esses lipideos podem participar da adesdo de M. furfur as células
hospedeiras via interagbes hidrofobicas (FAERGEMANN et al., 1983; MITTAG,
1995).

Dentre as 30 amostras analisadas neste estudo, 27 foram isoladas de cdes com
variadas patologias, entre elas, doencas auto-imunes: atopia (15) e pénfigo (1);
dermatopatias: dermatite alérgica a picada de pulga (DAPP) (2), sarna demodécica (2) e
dermatite seborreéica (1); e otites (6). As trés amostras restantes foram isoladas de caes
que ndo apresentavam sinais clinicos. Os isolados 47CM, 84CM e 114AS foram os que
apresentaram maior producdo de enzimas diferentes, totalizando 19 atividades
enzimaticas. Estas amostras sdo provenientes, respectivamente, de caninos com atopia,
pénfigo e sem a presenca de sinais clinicos, o que poderia exemplificar a ndo correlagdo
entre maior ou menor atividade enzimatica da levedura com dermatopatias especificas,

embora seja necessaria uma maior quantidade de isolados para sustentar tal concluséo.
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Bond et al. (1994), ao comparar a presenca de M. pachydermatis em cdes
normais e atopicos, observaram maior densidade populacional dessa levedura em cées
atopicos. Salientaram que os fatores que predispdem a colonizagdo por Malassezia na
pele de cées atopicos ndo estdo claros, mas provavelmente envolvam anormalidades
fisicas, quimicas e imunoldgicas. Em contrapartida, Bond et al. (1996) avaliaram as
ocorréncias raciais e doencas concomitantes num grupo de 40 cdes com dermatite
pruriginosa associada a populagdes elevadas de M. pachydermatis, e compararam 0s
resultados com um grupo de 239 cdes com dermatopatias diversas sem populacdes
elevadas dessa levedura. Concluiram que os mecanismos pelos quais outras doencas
permitem a multiplicacdo de M. pachydermatis ainda ndo sdo conhecidos, mas €
possivel que, em algumas situacGes, doencas concomitantes possam cursar com
elevadas populacBes cutaneas de M. pachydermatis. Bond et al. (1996) também
detectaram que as prevaléncias de doencas enddcrinas, disqueratinizacfes e atopias nao
foram diferentes estatisticamente nos dois grupos e que a pele de cédes atdpicos,
aparentemente, ndao é mais favoravel ao desenvolvimento de M. pachydermatis do que a
pele de cées com outras dermatopatias.

As enzimas Leucina arilamidase e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase estiveram
presentes em 100% das amostras. Enquanto que, fosfatase acida, esterase, esterase
lipase, B-glicosidase e fosfatase alcalina representaram, respectivamente, 96,7%; 93,3%;
90%); 46,67% e 43, 3% do total de amostras.

Fosfatase alcalina, fosfatase &cida e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase s&o enzimas
importantes na degradacdo de compostos fésforo-organicos, como aqueles que podem
estar presentes na camada lipidica da membrana plasmatica das células vegetais,
enquanto que, B-glicosidase atua na conversdo do dissacarideo celubiose em glicose
(PERES et al., 2000). Fosfatase &cida tambem esta relacionada com a viruléncia de
bactérias e parasitas (BACA et al., 1993; SAHA et al., 1985), nos quais se acredita
aumentar a sobrevivéncia dos respectivos microorganismos pela supressdo da explosédo
respiratoria de neutrofilos e pela producdo de anion superdxido (REILLY et al., 1996).

Ambas fosfatase alcalina e fosfatase acida sdo consideradas enzimas sem
nenhuma localizacgdo celular especifica. Estudos sobre fosfatase alcalina extracelular em
Bacillus spp. revelaram a relagcdo entre a biosintese desta enzima e o metabolismo de
carboidratos (SHAPIROVA et al., 2000). Além disso, uma correlacdo significantemente

positiva foi também estabelecida entre a adesdo de Candida a células epiteliais bucais
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de mamiferos e fosfatases alcalina e acida. Estas relagBes, descritas primeiramente por
Fernanado et al. (1999), concluem que as fosfatases de espécies de Candida podem
desempenhar um papel crucial na potencializacdo de sua viruléncia. Ja a enzima [-
glicosidase pode ser tanto extracelular como intracelular (WALTON, 1994).

Esterases e lipases séo caracterizados por sua habilidade de catalizar a hidrolise
de ligacBes ésteres de mono-, di- e triacilglicerois, bem como de fosfolipideos. Os
acidos graxos da pele, secretados por glandulas sebaceas, podem ser considerados como
o principal mecanismo de defesa local, e determinadas cadeias ramificadas de acidos
graxos tém propriedades fungistaticas e bactericidas. A ampla atividade lipolitica de C.
albicans é relatada como um importante fator para a persisténcia e viruléncia desta
levedura em tecido humano (SCHALLER et al., 2005).

CHEN et al. (1997), através do sistema Api-Zym®, detectaram atividade de
fosfatase acida em sobrenadantes de culturas de Cryptococcus neoformans, confirmando
relatos anteriores desta atividade na respectiva levedura (KALINA et al., 1970; MAHVI
et al., 1974; CASAL & LINARES, 1983; DE REUCK et al., 1986). Além de fosfatase
acida, tambem identificaram diversas atividades enzimaticas extracelulares e
intracelulares de C. neoformans, incluindo atividades lipoliticas e esteroliticas que
podem facilitar a infecgdo fungica e a invasdo nas células do hospedeiro.

Conforme estudo de Machado et al. (2010) a maior atividade de fosfolipase foi
detectada em culturas de M. pachydermatis a partir de caninos com lesbes de pele, e
sustenta a hipotese de uma associacdo entre producdo de fosfolipase e seu efeito
patologico. Além da possibilidade da producao de fosfolipase por M. pachydermatis e a
ocorréncia de lesdes da pele poderem estar relacionadas com [-endorfina e/ou
composicdo quimica da pele, o que pode regular a expressdo de mecanismos de
receptores opidides sobre as células de M. pachydermatis. Entretanto, nenhuma
diferenca foi encontrada na relacdo entre graus de danificagéo da pele e producdo de
fosfolipase. Estes dados sugerem que embora a atividade de fosfolipase possa
desempenhar um papel nas ocorréncias de dermatopatias, ndo parece estar relacionada a
severidade das lesdes. Assim, Machado et al. (2010) demonstraram que a composi¢do
bioquimica da pele canina pode diferir, dependendo do sitio da pele e sua salude e
integridade, e isso pode influenciar no papel patogénico de M. pachydermatis.

Portanto, é provavel que uma série de fatores micro ambientais sobre a pele

(incluindo flora bacteriana, pH, sais, resposta imune, bioquimica e fisiologia)
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desempenham um significante papel na aderéncia, estabelecimento e crescimento desta
levedura (CAFARCHIA et al., 2008a). Também, é especulado que Malassezia spp. tem
a habilidade paradoxal de tanto estimular como suprimir a resposta imune diretamente
contra si, a qual se manifesta como um equilibrio entre comensalismo e patogenicidade
(ASHBEE, 2007).

Por fim, HUMBLE (1977) demonstrou que o kit comercial Api-Zym® é uma
ferramenta importante para deteccdo de atividades enzimaticas especificas, e que 0s
padrdes obtidos podem ser Uteis na taxonomia e tipificagdo de bactérias. Diversos
estudos (BRASCH & ZALDUA, 1994; FERNANADO et al., 1999; SAENZ-DE-
SANTAMARIA et al., 2006; SCHALLER et al. 2005) confirmam sua utilidade em
micologia. Resultados de Schwan-Estrada et al. (1997) permitem concluir que este
sistema pode ser utilizado para selecdo, identificacdo e caracterizacdo preliminar de
microorganismos até em nivel de isolados. O presente estudo ndo concluiu a viabilidade
do sistema Api-Zym® para a caracterizacdo de M. pachydermatis, pois além de ser um
método de avaliacdo subjetiva, ndo considera a multiplicidade de uma mesma enzima,

que pode apresentar atividades diferentes conforme o substrato.
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5. CONCLUSOES

1- Os 30 isolados de Malassezia pachydermatis avaliados neste estudo apresentaram
maior producdo de enzimas pertencentes ao grupo das peptideo hidrolases (100%),
fosfohidrolases (98,3%) e éster hidrolases (91,6%).

2- As enzimas avaliadas leucina arilamidase e naftol-AS-Bl-fosfohidrolase foram
detectadas em 100% das amostras, fosfatase acida em 96,7%, esterase em 93,3% e

esterase lipase em 90%.

3- Em relacdo a intensidade da atividade enzimatica entre as amostras analisadas,
fosfatase acida apresentou 30 nmol, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase 24 nmol, esterase 12

nmol, leucina arilamidase 11 nmol e esterase lipase 8 nmol.

4- Nédo houve diferenca na producao enzimatica entre as amostras provenientes de cdes

com sinais clinicos e sem sinais clinicos.



41

REFERENCIAS

AHMAN, S.; PERRINS, N.; BOND, R. Carriage of Malassezia spp. yeasts in health
and seborrhoeic Devon Rex cats. Medical Mycology, v. 45, p. 449-445, 2007.

AIZAWA, T.; KANO, R.; NAKAMURA, Y.; WATANABE, S.; HASEGAWA, A. The
genetic diversity of clinical isolates of Malassezia pachydermatis from dogs and cats.
Medical Mycology, v. 39, p. 329-334, 2001.

ANGULO-VALADEZ, C.E.; CEPEDA-PALACIOS, R.; ASCENCIO, F.; JACQUIET,
P.; DORCHIES, P.; ROMERO, M.J.; KHELIFA, R.M. Proteolytic activity in salivary
gland products of sheep bot fly (Oestrus ovis) larvae. Veterinary Parasitology, v. 149,
p.117-25, 2007.

ASHBEE, H.R.; FRUIN, A.; HOLLAND, K.T.; CUNLIFFE, W.J.; INGHAM, E.
Humoral immunity to Malassezia furfur serovars A, B and C in patients with pityriasis
versicolor, seborrhoeic dermatitis and controls. Experimental Dermatology, v. 3, p.
227-233, 1994a.

ASHBEE, H.R.; IGHAM, E.; HOLLAND, K.T.; CUNLIFFE, W.J. Cell-mediated
immune response to Malassezia furfur serovars A, B and C in patients with pityriasis
versicolor, seborrhoeic dermatitis and controls. Experimental Dermatology, v. 3, p.
106-112, 1994b.

ASHBEE, H.R.; EVANS, E.G.V. Immunology of diseases associated with Malassezia
species. Clinical Microbiology Reviews, v. 15, p. 21-57, 2002.

ASHBEE, H.R. Recents development in the immunology and biology of Malassezia
species. FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 47, p. 14-23, 2006.

ASHBEE, H.R. Update on the genus Malassezia. Medical Mycology, v. 45, p. 287-303,
2007.

BACA , O.G.; ROMAN, M.J.; GLEW, R.F.; CHRISTNER, J.E.; BUHLER, A.S. Acid
phosphatase activity in Coxiella burnetii: a possible virulence factor. Infection and
Immunity, v. 61, p. 4232-4239, 1993.

BENHAM, R.W. The cultural characteristics of Pityrosporum ovale — a lipophilic
fungus. Journal of Investigative Dermatology, v. 2, p. 187-203, 1939.

BENSIGNOR, E.; JANKOWSKI, F.; SEEWALD, W. et al. Comparison of two
sampling techniques to assess quantity and distribution of Malassezia yeasts on the skin
of Basset Hounds. Veterinary Dermatology, v. 13, p. 237-241, 2002,

BLANCO, J.L.; GUEDEJA-MARRON, J.; BLANCO, I.; GARCIA, M.E. Optimum
incubation conditions for the isolation of yeasts from canine otitis externa. Journal of
Veterinary Medicine B, v. 47, p. 599-605, 2000.



42

BOJAR, R.A.; TUE, C.J.; HOLLAND, K.T. The effect of lipids on the adherence of
axillary aerobic coryneform bacteria. Letters in Applied Microbiology, v. 38, p. 470-
475, 2004.

BOND, R.; COLLIN, N.S.; LLOYD, D.H. Use of contact plates for the quantitative
culture of Malassezia pachydermatis from canine skin. Journal of small animal
practice, v. 35, n. 2, p. 68-72, 1994.

BOND, R.; SAIJONMAA-KOULUMIES, L.M.; LLOYD, D.H. Population sizes and
frequency of Malassezia pachydermatis at skin mucosal sites on healthy dogs. Journal
of Small Animal Practice, v. 36, p. 147-150, 1995.

BOND, R.; FERGUSON, E.A.; CURTIS, C.F.; CRAIG, J.M.; LLOYD, D.H. Factors
associated with elevated cutaneous Malassezia pachydermatis populations in dogs with
pruritic skin disease. Journal of Small Animal Practice, v. 37, n. 3, p. 103-107, 1996.

BOND, R.; LLOYD, D.H. Skin and mucosal populations of Malassezia pachydermatis
in health and seborrhoeic Basset Hound. Veterinary Dermatology, v. 8, p. 101-106,
1997.

BOND, R. Pathogenesis of Malassezia pachydermatis. In: Thoday, K.L.; Foil, C.S.;
Bond, R. (Eds). Advances in Veterinary Dermatology, Oxford: Blackwell Science
Ltd, p. 69-75, 2002.

BRASCH, J.; ZALDUA, M. Enzyme patterns of dermatophytes. Mycoses, v. 37, p. 11-
16, 1994.

BRUNKE, S.; HUBE, B. MfLIP1, a gene encoding an extracellular lipase of the lipid
dependent fungus Malassezia furfur. Microbiology. v. 152, p. 547-554, 2006.

CABANES, F.J.; HERNANDEZ, J.J.; CASTELLA, G. Molecular analysis of
Malassezia sympodialis — related strains from domestic animals. Journal of Clinical
Microbiology, v. 43, p. 277-283, 2005.

CAFARCHIA, C.; OTRANTO, D. Association between phospholipase production by
Malassezia pachydermatis and skin lesions. Journal of Clinical Microbiology, v. 42,
p. 4868-4869, 2004.

CAFARCHIA, C.; GALLO, S.; DANESI, P.; CAPELLI, G.; PARADIES, P.;
TRAVERSA, D.; GASSER, R.B.; OTRANTO, D. Assessing the relationship between
Malassezia and Leishmaniasis in dogs with or without skin lesions. Acta Tropica, V.
107, p. 25-29, 2008a.

CAFARCHIA, C.; GASSER, R.B.; LATROFA, M.S,; PARISI, A.; CAMPBELL, B.E;
OTRANTO, D. Genetic variants of Malassezia pachydermatis from canine skin: body
distribution and phospholipase activity. FEMS Yeast Research, v. 8, p. 451-459,
2008b.



43

CANNON, P.F.; International Commission on the taxonomy of fungi (ICTF): name
changes in fungi of microbiological, industrial and medical importance.
Microbiological Science, v. 3, p. 285-287, 1986.

CASAL, M.; LINARES, M.J. Contribution to the study of the enzymatic profiles of
yeast organisms with medical interest. Mycopathologia, v. 81, p. 155-159, 1983.

CATTERALL, M.D.; WARD, M.E.; JACOBS, P. A reappraisal of the role of
Pityrosporum orbiculare in pityriasis versicolor and the significance of extracellular
lipase. Journal of Investigative Dermatology, v. 71, p. 398-401, 1978.

CHEN, T.; HILL, P.B. The biology of Malassezia organisms and their ability to induce
immune responses and skin disease. Veterinary Dermatology, v. 16, p. 4-26, 2005.

COCHRANE, V.W. Physiology of fungi. New York: John Wiley & Sons Inc. 1958.

COUTINHO, S.D.; PAULA, C.R. Proteinase, phospholipase, hyaluronidase and
chondroitin-sulphatase production by Malassezia pachydermatis. Medical Mycology,
v. 38, p. 73-76, 2000.

CUNNINGHAM, A.C.; LEEMING, J.P.; INGHAM, E.; GOWLAND, G.
Differentiation of three serovars of Malassezia furfur. Journal of Applied
Bacteriology, v. 68, p. 439-446, 1990.

DAVIS, D.J.; LANTER, K.; MAKSELAN, S.; BONATI, C.; ASBROCK, P.;
RAVISHANKAR, J.P.; MONEY, N.P. Relationship between temperature optima and
secreted protease activities on three Pythium species and pathogenicity toward plant and
animal hosts. Mycological Research, v. 110, p. 96-103, 2006.

DE REUCK, J.L.; DE COSTER, W.J.P., VAN DER EECKEN, H.M. Acid phosphatase
activity of cerebrospinal fluid cells in bacterial and abacterial meningitis. European
Neurology, v. 25, p. 362-368, 1986.

DUFAIT, R. Pityrosporum canis as the cause of canine chronic dermatidis. Veterinary
Medicine and Small Animal Clinician, v. 78, p. 1055-1057, 1983.

ELLERBROEK, P.M.; WALENKAMP, A.M.; HOEPELMAN, A.l.; COENJAERT,
F.E. Effects of the capsular polysaccharides of Cryptococcus neoformans on phagocyte
migration and inflammatory mediators. Current Medicinal Chemistry, v. 11, p. 253-
266, 2004.

FAERGEMANN, J.; ALY, R.; MAIBACH, H.l. Adherence of Pityrosporum
orbiculare to human stratum corneum cells. Archives of Dermatological Research, v.
275, p. 246-250, 1983.

FAERGEMANN, J. Pityrosporum ovale and skin diseases. The Keio Journal of
Medicine, v. 42, p. 91-94, 1993.



44

FAERGEMANN, J. Atopic dermatitis and fungi. Clinical Microbiology Reviews, v.
15, p. 545-563, 2002.

FERNANADO, P.H.; PANAGODA, G.J.; SAMARANAYAKE, L.P. The relationship
between the acid and alkaline phosphatase activity and the adherence of clinical isolates
Candida parapsilosis to human buccal epithelial cells. APMIS: Acta Pathologica,
Microbiologica et Immunologica Scandinavica, v. 107, 1034-1042, 1999.

GARCIA, M.E.; BLANCO, J.L. Principales enfermedades fungicas que afectan a los
animales domésticos. Revista Iberoamericana de Micologia, v. 17, S2-S7, 2000.

GHANNOUM, M.A. Potential role of phospholipases in virulence and fungal
pathogenesis. Clinical Microbiology Reviews, v. 13, p. 122-143, 2000.

GRIFFIN, C.E. Otitis externa and otitis media. Current Veterinary Dermatology,
Mosby Year Book, St. Louis, p. 244-262, 1993.

GUEHO, L.; MIDGLEY, G.; GUILLOT, J. The genus Malassezia with description of
four new species. Antoine Van Leeuwenhoek, v. 69, p. 337-335, 1996.

GUEHO, E.; BOEKHOUT, T.; ASHBEE, H.R.; GUILLOT, J.; Van BELKUM, A ;
FAERGEMANN, J. The role of Malassezia species in the ecology of human skin and as
pathogens. Medical Mycology, v. 36, Suppl.1, p. 220-229, 1998.

GUEHO-KELLERMANN, E.; BOEKHOUT, T.; BEGEROW, D. Biodiversity,
Phylogeny and Ultrastructure. In: Boekhout, T.; Guého-Kellermann, E.; Mayser, P.;
Velegraki, A. (eds.). Malassezia and the Skin. Science and Clinical Practice, Springer,
p. 60, 2010.

GUILLOT, J.; CHERMETTE, R.; GUEHO, E. Prévalence du genre Malassezia chez les
mammiferes. Journal de Mycologie Médicale, v. 4, p. 1-15, 1994,

GUILLOT, J.; GUEHO, E. The diversity of Malassezia yeasts confirmed by rRNA
sequence and nuclear DNA comparisons. Antonie Van Leeuwenhoek, v. 67, p. 297-
314, 1995.

GUILLQOT, J.; BOND, R. Malassezia pachydermatis: a review. Medical Mycology, V.
37, p. 295-306, 1999.

HAMMER, K.A.; RILEY, T.V. Precipitate production by some Malassezia species on
Dixon’s agar. Medical Mycology, v. 38, p. 105-107, 2000.

HIRAI A.; KANO, R.; MAKIMURA, K. et al. Malassezia nana sp. nov., a novel lipid-
dependent yeast species isolated from animals. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology, v. 54, p. 623-627, 2004.



45

HUMBLE, M.\W.; KING, A.; PHILLIPS, I. APl ZYM: a simple rapid system for the
detection of bacterial enzymes. Journal of Clinical Pathology, v. 30, p. 275-277, 1977.

KALINA, M.; BUBIS, J.J.; KLETTER, A.S.Y.; ARONSON, M. Ultrastructural
localization of acid phosphatase in the yeast Cryptococcus neoformans. Experientia, v.
26, p. 287-288, 1970.

KENNIS, R.A.; ROSSER, E.J.; OLIVIER, N.B.; WALKER, R.W. Quantity and
distribution of Malassezia organisms on the skin of clinically normal dogs. Journal of
American Veterinary Medical Association, v. 208, p. 1048-1051, 1995.

KESAVAN, S.A.; WALTERS, C.E.; HOLLAND, K.T.; INGHAM, E. The effects of
Malassezia on pro-inflammatory cytokine production by human peripheral blood
mononuclear cells in vitro. Medical Mycology, v. 36, p. 97-106, 1998.

KESAVAN, S.; HOLLAND, K.T.; INGHAM, E. The effects of lipid extraction on the
immunomodulatory activity of Malassezia species in vitro. Medical Mycology, v. 38,
p. 239-247, 2000.

KOWALSKI, J.J. The microbial environment of the ear canal in health and disease.
Veterinary Clinical North American: Small Animal Practice, v. 18, p. 734-754,
1988.

LARSSON, C.E.; LARSSON, M.H.M.A.; PAULA, C.R.; FEIGL, M.H. Dermatite por
Pityrosporum pachydermatis Weidman 1925 em um cdo do estado de Séo Paulo. In:
Congresso Estadual de Medicina Veterinaria, Congresso Nacional de Clinicos de
Pequenos Animais, Encontro Sul Brasileiro de Médicos Veterinarios, 6, 1979.
Gramado. Anais. Porto Alegre: SOVERGS, 1979, p. 49.

LARSSON, C.E.; LARSSON, M.H.M.A.; AMARAL, R.C.; GANDRA, G.R.P,;
HAGIWARA, M.K.; FERNANDES, M.R. Dermatitis in dogs caused by Malassezia
(Pityrosporum) pachydermatis. Ars Veterinaria, v. 4, n. 1, p. 63-68, 1988.

LEHNINGER, A.L. Principios de Bioquimica. Séo Paulo: Sarvier. 1988.

LIMA, V.A.; AQUARONE, E.; BARZANI, V. Biotecnologia — tecnologia das
fermentac0es. S&o Paulo: Edgard Blicher. 1986. 285 pp.

MACDONALD, F.; ODDS, F.C. Virulence for mice of a proteinase-secreting strain of
Candida albicans and a proteinase-deficient mutant. Journal of Genetics
Microbiology, v. 129, p. 431-438, 1983.

MACHADO, M.L.S.; APPELT, C.E.; FERREIRO, L.; GUILLOT, J. Otites e dermatites
por Malassezia spp. em cées e gatos. Clinica Veterinaria, v. 44, p. 27-34, 2003.

MACHADO, M.L.S.; CAFARCHIA, C.; FERREIRO, L.; FERREIRA, R.R;
BIANCHI, S.P.; LATROFA, M.S.; PARISI, A.; OTRANTO, D. Genetic variability and
phospholipase production of Malassezia pachydermatis isolated from dogs with diverse
grades of skin lesions. Medical Mycology, 2010.



46

MAHVI, T.A.; SPICER, S.S.; WRIGHT, N.J. Cytochemistry of acid mucosubstance
and acid phosphatase in Cryptococcus neoformans. Canadian Journal of
Microbiology, v. 20, p. 833-838, 1974.

MANCIANTI, F.; RUM, A.; NARDONI, S.; CORAZZA, M. Extracellular enzymatic
activity of Malassezia spp. isolates. Mycopathologia, v. 149, p. 131-135, 2000.

MASON, K.V.; EVANS, A.G. Dermatitis associated with Malassezia pachydermatis in
11 dogs. Journal of American Animal Hospital Association, v. 27, p. 13-20, 1991.

MASON, K.V. Cutaneous Malassezia. In: Griffin, C.E.; Kwochka, K.W.; Macdonald,
J.M. (Eds). Current Veterinary Dermatology, Mosby Year book, St. Louis, MO, p.
44-48, 1993.

MASON, K.V.; STEWART, L.J. Malassezia and canine dermatitis. In: lhrke, P.J.;
Mason, I.S.; White, S.D.,eds. Advances in Veterinary Dermatology, Oxford:
Pergamon Press, v. 2, p. 399-402, 1993.

MATOUSEK, J.L.; CAMPBELL, K.L. Malassezia dermatitis. Compendium on
Continuing Education for the Practicing Veterinarian, v. 24, p. 224-232, 2002.

MAUDLIN, E.A.; SCOTT, D.W.; MILLER, W.H.; SMITH, A. Malassezia dermatidis
in the dog: a retrospective histopathological and immunological study of 86 cases
(1990-95). Veterinary Dermatology, v. 8, p. 191-202, 1997.

MAYSER, P; RICHIE, I. Rapid reversal of hyperpigmentation in pityriasis versicolor
upon short-term topical cycloserine application. Mycoses, v. 52, n. 6, p. 541-543, 2009.

MIDGLEY, G. The diversity of Pytirosporum (Malassezia) yeasts in vivo and in vitro.
Mycopathologia, v. 106, p. 143-153, 1989.

MITTAG, H. Fine structural investigation of Malassezia furfur. Part Il. The envelope of
the yeast cells. Mycoses, v. 38, p. 13-21, 1995.

MOORE, M. Malassezia furfur the cause of tinea versicolor: cultivation of the organism
and experimental production of the disease. Archives of Dermatology, v. 41, p. 253-
261, 1940.

MOORE, R.T. Taxonomic proposals for the classification of marine yeasts and other
yeasts-like fungi including the smuts. Botanica Marina, v. 23, p. 361- 373, 1980.

MORRIS, D.O.; ROSSER, E.J. Immunologic aspects of Malassezia dermatitis in
patients with canine atopic dermatitis. In: Proceedings of the 11" Annual Meeting
American Academy of Veterinary Dermatology, American College of Veterinary
Dermatology, Santa Fe, USA, 1995.



47

MUSE, R. Malassezia dermatitis. In: BONAGURA, R. (Ed). Current Veterinary
Therapy XI11. Small Animal Practice. Philadelphia, PA: WB Saunders, p. 574-577,
2000.

NEGRE, A.; BENSIGNOR, E.; GUILLOT, J. Evidence-based veterinary dermatology:
a systematic review of interventions for Malassezia dermatitis in dogs. Journal
compilation, v. 20, p. 1-12, 2008.

ODDS, F.C. Candida and candidosis. In: Odds, F.C. (Ed). 2nd Edition, Baillie're
Tindall: London, p. 67-99, 1988.

OGAWA, H.; TSUOBI, R. Fungal enzymes related to the pathogenesis of mycoses. In:
Jackobs, P.H.; Nail, L. (Eds). Fungal Disease: Biology, Immunology and Diagnosis.
Marcel Dekker: New York, p. 191-207, 1997.

ORDEIX, L.; GALEOTTI, F.; SCARAMPELLA, F.; DEDOLA, C.; BARDASI, M.;
ROMANO, E.; FONDATI, A. Malassezia spp. overgrowth in allergic cats. Veterinary
Dermatology, v. 18, p. 316-323, 2007.

PAPINI, R.; MANCIANTI, F. Extracellular enzymatic activity of Microsporum canis
isolates. Mycopathologia, v. 132, p. 129-132, 1996.

PENNACCHIA, C. et al. Isolation of Saccharomyces cerevisiae strains from different
food matrices and their preliminary selection for a potential use as probiotics. Journal
of Applied Microbiology, v. 105, 1919-1928, 2008.

PERES, A.P.; MACHADQO, J.C.; CHITARRA, A.B.; LIMA, L.C.O. Perfil enzimatico
de fungos associados a podriddo peduncular do mamao. Ciéncias Agrotécnicas, v. 24,
n. 1, p. 295-299, 2000.

PLANT, J.D.; ROSENCRANTZ, W.S.; GRIFFIN, C.E. Factor associated with and
prevalence of high M. pachydermatis number on dog skin. Journal of American
Veterinary Medical Association, v. 201, p. 879-882, 1992.

PLOTKIN, L.I.; SQUIQUERA, L.; MATHOV, I|.; GALIMBERTI, R.; LEONI, J.
Characterization of the lipase activity of Malassezia furfur. Journal of Medical and
Veterinary Mycology, v. 34, p. 43-48, 1996.

PORRO, M. N.; PASSI, S.; CAPRILL, F.; NAZZARO, P.; MORPURGO, G. Growth
requirements and lipid metabolism of Pityrosporum orbiculare. Journal of
Investigative Dermatology, v. 66, p. 178-182, 1976.

RAN, Y.; YOSHIIKE, T.; OGAWA, H. Lipase of Malassezia furfur: some properties
and their relationship to cell growth. Journal of Medical and Veterinary Mycology, v.
31, p. 77-85, 1993.



48

RAVISHANKAR, J.P.; DAVIS, C.M.; DAVIS, D.J.; MACDONALD, E.;
MAKSELAN, S.D.; MILLWARD, L.; MONEY, N.P. Mechanics of solid tissue
invasion by the mammalian pathogen Pythium insidiosum. Fungal Genetics and
Biology, v. 34, p. 167-175, 2001.

REILLY, JJ.; BARON, G.S.; NANO, F.E.; KUHLENSCHMIDT, M.S.
Characterization and sequence of a respiratory burst inhibiting acid phosphatase from
Francisella tularensis. Journal of Biological Chemistry, v. 271, p. 10973-10983,
1996.

RICHARDSON, M.D.; SHANKLAND, G.S. Enhanced phagocytosis and intracellular
killing of Pityrosporum ovale by human neutrophils after exposure to ketoconazole is
correlated to changes of the yeast cell surface. Mycoses, v. 34, p. 29-33, 1991.

ROSSYCHUCK, R.A.W. Management of otitis externa. Veterinary Clinical North
American: Small Animal Practice, v. 24, p. 921-995, 1994,

SAENZ-DE-SANTAMARIA, M.; GUISANTES, J.A.; MARTINEZ, J. Enzymatic
activities of Alternaria alternata allergenic extracts and its major allergen (Alt a 1).
Mycoses, v. 49, p. 288-292, 2006.

SAHA, AK.; DOWLING, J.N.; LAMARCO, K.L.; DAS, S.; REMALEY, AT,
OLOMU, N.; POPE, M.T.; GLEW, R.H. Properties of an acid phosphatase from
Legionella micdadei which blocks superoxide anion production by human neutrophils.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 243, p. 150-160, 1985.

SCHALLER, M.; BORELLI, C.; KORTING, H.C.; HUBE, B. Hydrolytic enzymes as
virulence factors of Candida albicans. Mycoses, v. 48, p. 365-377, 2005.

SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; STANGARLIN, J.R.; PASCHOLAT]I, S.F;
KRUGNER, T.L. Caracterizagcdo enzimética de fungos pelo sistema Api-Zym.
Fitopatologia Brasileira, v. 22, n. 3, p. 392-395, 1997.

SCOTT, D.W.; MILLER, W.H.; GRIFFIN, C.E. Malassezia dermatidis. Muller and
Kirk’s Small Animal Dermatology, 6th edn. Philadelphia, PA: WB Saunders, p. 363-
374, 2001.

SHAPIROVA, M.R.; BALABAN, N.P.; LESHCHINSKAIA, I.B. Localization of
alkaline phosphatase in Bacillus intermedius cells. Mikrobiologiia, v. 69, p. 197-202,
2000.

SHIBATA, N.; OKANUMA, N.; HIRAI, K.; ARIKAWA, K.; KIMURA, M,;
OKAWA, Y. Isolation, characterization and molecular cloning of a lipolytic enzyme
secreted from Malassezia pachydermatis. FEMS Microbiology Letters, v. 256, p. 137-
144, 2006.



49

SHIFRINE, M.; MARR, A.G. The requirement of fatty acids by Pityrosporum ovale.
Journal of General Microbiology, v. 32, p. 263-270, 1963.

SIMMONS, R.B.; GUEHO, E.A. A new species of Malassezia. Mycological Research,
v. 94, p. 1146-1149, 1990.

SOHNLE, P.G.; COLLINS-LECH, C. Activation of complement by Pityrosporum
orbiculare. The Journal of Investigative Dermatology, v. 80, p. 93-97, 1983.

SUGITA, T.; TAKASHIMA, M.; SHINODA, T. et al. New yeast species, Malassezia
dermatis, isolated from patients with atopic dermatitis. Journal of Clinical
Microbiology, v. 40, p. 1363-1367, 2002.

SUGITA, T.; TAKASHIMA, M.; KODAMA, M.; TSUBOI, R.; NISHIKAWA, A.
Description of a new yeast species, Malassezia japonica, and its detection in patients
with atopic dermatitis and healthy subjects. Journal of Clinical Microbiology, v. 41, p.
4695-4699, 2003.

SUGITA, T.; TAJIMA, M.; TAKASHIMA, M. et al. A new yeast, Malassezia
Yamotoensis, isolated from a patient with seborrhoeic dermatitis, and its distribution in
patients and healthy subjects. Microbiology and Immunology, v. 48, p. 579-583, 2004.

SUZUKI, T.; OHNO, N.; OSHIMA, Y.; YADOMAE, T. Activation of the complement
system, alternative and classical pathways, by Malassezia furfur. Pharmaceutical and
Pharmacological Letters, v. 8, p. 133-136, 1998.

TAKAHASHI, M.; USHIJIMA, T.; OZAKI, Y. Biological activity of Pityrosporum. II.
Antitumor and immune stimulating effect of Pityrosporum in mice. Journal of the
National Cancer Institute, v. 77, p. 1093-1097, 1986.

TRIGIANO, R.N.; AMENT, M.H. Detecting and measuring extracellular enzymes of
fungi and bacteria. Plant pathology: Concepts & Laboratory Exercises, cap. 27, p.
243- 255, 2003.

WALTON, J. Deconstructing the cell wall. Plant Physiology, v. 104, p. 1113-1118,
1994.

WHITE, S.D.; BORDEAU, P.; BLUMSTEIN, P. et al. Comparison via cytology and
culture of carriage of Malassezia pachydermatis in atopic and healthy dogs. In:
Kwochka, K.W.; Willemse, T.; Von Tscharner, C. (eds). Advances in Veterinary
Dermatology, Oxford, UK: Butterworth Heinemann, v. 3, p. 291-298, 1998.

ZANETTE, R.A. Variac6es no perfil enzimatico de isolados do oomiceto Pythium
insidiosum. Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2010, 55f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) Faculdade de Veterinaria.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.



ANEXOS

50



ANEXO A — Meio de cultura Dixon modificado
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Meio de Dixon modificado

EXTRATO DE MALTE
PEPTONA

BILE DE BOI DISSECADA (OXBILE)
TWEEN 40

GLICEROL

ACIDO OLEICO

AGAR

CLORANFENICOL
CICLOHEXAMIDA

AGUA DESTILADA

Ph 6.0 a 30°C

3,6%
0,6%
2,0%
1,0%
0,2%
0,2%
2,0%
0,5%
0,5%
1L
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