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RESUMO

Malassezia ¢ um género de leveduras lipodependentes, que vive na superficie da pele e mucosas
de diversos mamiferos e aves. A espécie Malassezia pachydermatis ¢ a mais atribuida na
casuistica de otite externa fingica em caes, sendo considerada uma desordem cutinea
multifatorial, caracterizada principalmente por inflamagao no conduto auditivo de caes. Neste
sentindo, este trabalho teve como objetivo caracterizar os isolados de Malassezia sp. obtidos de
caes com otite externa, em relagdo as suas caracteristicas bioquimicas, identificagdo molecular
e analise filogenética, atendidos no Hospital Veterinario Universitario “Fancisco Edilberto
Uchda Lopes” (HVU — UEMA) da cidade de Sao Luis/MA. Para identificagdo direta,
isolamento fingico e provas bioquimicas, foram coletadas 110 amostras do conduto auditivo
de 55 caes, através de swabs estéreis no terco proximal da por¢ao externa do meato acustico,
sendo realizado duas coletas em cada orelha, uma para confec¢do do esfregaco para exame
direto e outra utilizado para cultivo fungico. Para andlise molecular, foram utilizadas 32
amostras, utilizando o protocolo de extragdo de DNA de fenol/cloroféormio/isoamilico e PCR
convencional para a amplificacdo da regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S rRNA,
seguido do sequenciamento. A edi¢cdo e analise filogenética das sequencias foram realizadas
em programas especificos. No exame direto das 110 amostras, foi observado que em 100
(90,9%) havia presenca de algum agente microbiano (leveduras e bactérias), em 71 foram
observadas somente estruturas semelhantes a Malassezia sp., ¢ em 20 foi caracterizada a
presenga de infeccdo mista, com bactérias e leveduras. Malassezia sp. foi isolada em 83
(75,45%) das 110 amostras de swab colhidos, sendo todas positivas no teste bioquimico de
catalase, enquanto que para o teste de urease, verificou-se positividade em 80 (96,4%) das
amostras isoladas, podendo inferir que a espécie em estudo se tratava de M. pachydermatis.
Quanto as analises moleculares, das 32 amostras isoladas sugestivas de Malassezia sp.
submetidas a PCR convencional, 24 apresentaram padrao de banda de 600pb. A anélise BLAST
de 15 sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S rRNA, dos isolados
revelou que 14 eram idénticas a varias sequéncias de DNA ribossdmico de Malassezia
pachydermatis ¢ uma para Malassezia furfur, mostrando 100% de cobertura e 100% de
identidade. A analise filogenética, as sequéncias formaram dois clados bem suportados, o
primeiro agrupou sequéncias de Malassezia pachydermatis com indices de boostrap de 100 e
99% nas duas analises realizadas, agrupamento de vizinhos/NJ e méxima verossilhanga/ML, o
segundo clado reuniu a unica sequéncia de Malassezia furfur obtida nesse estudo formando um
grupo bem suportado com sequéncias do Genbank (NJ/99% e ML/ 94%,). O clado de
Malassezia pachydermatis formou ainda, dois sub grupo com fortes valores de boostrap nas
andlises realizadas, indicando uma variagdo intraespecifica e a ocorréncia de duas linhagens,
uma de origem europeia e outra sul americana. A importancia de estudos acerca de Malassezia
sp. no acometimento de cdes com otite externa ¢ observada através da frequéncia de detecgao
desse patogeno na maioria dos casos avaliados. A identificagdo de M. furfur através do
sequenciamento, demonstra a importancia de analises moleculares, a fim de se identificar
corretamente o agente etioldgico e detectar a variabilidade genética interespecifica do género
Malassezia.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras oportunistas; Filogenia; Malasseziose



ABSTRACT

Malassezia i1s a genus of fat-dependent yeasts that live on the surface of the skin and mucous
membranes of several mammals and birds. The Malassezia pachydermatis species is the most
attributed in the series of fungal otitis externa in dogs, being considered a multifactorial skin
disorder, characterized mainly by inflammation in the ear canal of dogs. In this sense, this work
aimed to characterize the Malassezia sp. obtained from dogs with otitis externa, in relation to
their biochemical characteristics, molecular identification and phylogenetic analysis, treated at
the University Veterinary Hospital “Fancisco Edilberto Uchoa Lopes” (HVU — UEMA) in the
city of Sao Luis/MA. For direct identification, fungal isolation and biochemical tests, 110
samples were collected from the auditory canal of 55 dogs, through sterile swabs in the proximal
third of the external portion of the acoustic meatus, with two collections being carried out in
each ear, one to prepare the smear for examination. direct and another used for fungal
cultivation. = For  molecular analysis, 32 samples were used, wusing the
phenol/chloroform/isoamyl DNA extraction protocol and conventional PCR for the
amplification of the D1/D2 region of the larger subunit of the 26S rRNA gene, followed by
sequencing. The editing and phylogenetic analysis of the sequences were performed in specific
programs. In the direct examination of the 110 samples, it was observed that in 100 (90.9%)
there was the presence of some microbial agent (yeasts and bacteria), in 71 only structures
similar to Malassezia sp. mixed infection, with bacteria and yeast. Malassezia sp. was isolated
in 83 (75.45%) of the 110 swab samples collected, all of which were positive in the biochemical
catalase test, while for the urease test, positivity was found in 80 (96.4%) of the isolated
samples, It can be inferred that the species under study was M. pachydermatis. As for the
molecular analyses, of the 32 isolated samples suggestive of Malassezia sp. submitted to
conventional PCR, 24 showed a band pattern of 600bp. BLAST analysis of 15 sequences from
the D1/D2 region of the major subunit of the 26S rRNA gene from the isolates revealed that 14
were identical to several ribosomal DNA sequences from Malassezia pachydermatis and one
from Malassezia furfur, showing 100% coverage and 100% identity. In the phylogenetic
analysis, the sequences formed two well-supported clades, the first grouped Malassezia
pachydermatis sequences with boostrap indices of 100 and 99% in the two analyzes performed,
clustering of neighbors/NJ and maximum likelihood/ML, the second clade gathered the only
Malassezia furfur sequence obtained in this study forming a well supported group with
sequences from Genbank (NJ/99% and ML/94%,). The Malassezia pachydermatis clade also
formed two subgroups with strong boostrap values in the analyses, indicating an intraspecific
variation and the occurrence of two lineages, one of European origin and another of South
American origin. The importance of studies on Malassezia sp. in dogs with otitis externa is
observed through the frequency of detection of this pathogen in most cases evaluated. The
importance of studies on Malassezia sp. in dogs with otitis externa is observed through the
frequency of detection of this pathogen in most cases evaluated. The identification of M. furfur
through sequencing demonstrates the importance of molecular analysis in order to correctly
identify the etiologic agent and detect the interspecific genetic variability of the Malassezia
genus.

KEY-WORDS: Opportunistic yeasts; Phylogeny; Malasseziose
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1 INTRODUCAO
Otite externa ¢ uma desordem cutanea multifatorial, aguda ou cronica, associada a

fatores primarios e predisponentes que causam alteracdo no microclima do canal auditivo
externo, tornando-o propicio a proliferagdo microbiana (PERRY et al., 2017). Dentre os
diferentes microrganismos que podem estar relacionados a otite externa, bactérias e leveduras
quando em desequilibrio bioldgico sdo consideradas potenciais patdgenos que acometem
animais sadios, desencadeando o processo inflamatorio da otite (PATERSON, 2016; GOMES;
ALLENDOREF, 2018).

Os agentes patogénicos mais relatados como causadores da otite externa de cdes sao
as leveduras do género Malassezia, organismos comensais que habitam a microbiota da pele,
mas, que também podem atuar como patdgenos oportunistas (CHIAVASSA; TIZZAN;
PEANO, 2014). Essas leveduras possuem caracteristicas lipofilicas e lipidiodependentes, e
habitam naturalmente no microclima da pele em uma variedade de mamiferos e aves. Porém,
fatores que alteram o microclima cutaneo como umidade, temperatura e substrato, estimulam a
proliferagdo desta levedura, fazendo-a passar da forma comensal ao parasitismo (FRASER,
1965; LARSON et al., 1988; LOBELL et al., 1995).

Para o diagnostico de otite externa em caes além do exame clinico geral e especifico,
sd0 necessarios exames complementares como citologia, cultura e antibiograma e, em casos
recorrentes e severos, a bidpsia (JACOBSON, 2002; HARVEY; HARARI; DELAUCHE,
2004). Esses exames complementares apresentam uma boa aplicacdo no diagnostico de otite
externa, porém analises moleculares tem como alvo o estudo de possiveis variagdes gendmicas
de levedura (KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002, MIRHENDI et al., 2005).

As metodologias de biologia molecular tém avancado e demonstrado ser uma
importante ferramenta para a identificagdo, diferenciacdo e caracterizagdo das espécies de
Malassezia, que estdo envolvidas principalmente como agente causador da otite externa
(MIRHENDI et al., 2005). Além disso, com avango nos estudos moleculares, a analise
gendmica do género Malassezia permitiu o entendimento de seus ancestrais, compreendendo a
sobrevivéncia e desenvolvimento no ecossistema cutaneo e interagir com outros membros da
microbiota cutinea.

Os marcadores moleculares mais comumente aplicados para identificagdo e tipagem
de espécies de Malassezia, sdo cariotipagem, RAPD, AFLP e andlise de sequenciamento
(AIZAWA et al., 2001; THEELEN et al., 2001; GUPTA et al., 2004). Os genes ¢ as regides
intergénicas dos rRNAs tém sido utilizados em estudos de taxonomia molecular para as

espécies desse género, apresentando vantagens devido a existéncia de multiplas copias no
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interior do genoma aumentando a eficiéncia da amplificagdo, além de garantir a diferenciagao
das amostras por ser uma regido com variacao de sequéncias (GAITANIS et al., 2009).

A regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA 26S ¢ uma regido altamente
conservada, que sofreu poucas mudangas ao longo do tempo, portanto confidvel para analises
filogenéticas em fungos (LACHANCE et al.,1999; HINRIKSON et al., 2005; OLIVEIRA,
2016). Embora outras regides também visem o sequenciamento do gene desta levedura, estudos
realizados por Cafarchia et al., (2011) demonstraram que a subunidade maior do RNA
ribossomal fornecem caracteristicas melhores como marcadores genéticos para Malassezia sp,
servindo assim como importante ferramenta de identificagdo de novas espécies (BATRA et al.,
2005; KELLERMANN et al., 2011).

Considerando que hé poucos estudos moleculares sobre a ocorréncia de otite externa
por Malassezia spp., em especial no Maranhdo, dados do presente estudo podem trazer
elementos importantes para uma melhor compreensdao do contetido genético das espécies de
Malassezia sp., assim como possiveis variagdes génicas eventualmente ocorridas na populagdo
de cdes avaliada. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar caracterizagdo bioquimicas,
identificagdo molecular e andlise filogenética de isolados de Malassezia sp. obtidos de cdes com
otite externa, atendidos no Hospital Veterindrio Universitario “Fancisco Edilberto Uchoda

Lopes” (HVU — UEMA) da cidade de Sao Luis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Meato acustico externo

A orelha dos caes divide-se em quatro componentes estruturais basicos: o pavilhao
auricular e os meatos acusticos externo, médio e interno apresentam formato de funil e servem
como estrutura captadora de som, responsaveis pela identificagdo e direcionamento do som,
além da percepgao constante da posicao da cabeca em relagdo a gravidade (CARVALHO 2017;
HARVEY; HAAR, 2017). A reproducao seletiva nos caes, proporcionou variacdo dos
componentes do meato acustico externo, portanto, o tamanho, forma, posi¢dao da orelha,
quantidade de pelos e de tecido mole dentro do canal variam de uma raca para outra (HARVEY
et al., 2004).

O pavilhdo auricular e meato acustico externo possuem caracteristicas anatomicas
proprias em cdes (NASCENTE et al., 2006; KONIG, 2016), revestido com um epitélio
escamoso estratificado, contendo glandulas sebaceas (holocrinas) e glandulas ceruminosas
tubulares (apocrinas), onde a combinagao da secre¢ao destas glandulas constitui o cerimen, que
reveste o meato acustico externo, levando a protecdo do canal e mantendo a membrana
timpanica imida e maledvel (HARVEY; HAAR, 2017; CARVALHO, 2017).

A orelha sadia possui cerimen em pequenas quantidades formando uma barreira
protetora, e também age como antimicrobiano deixando o pH baixo, que varia entre 4,6 e 7,2
(COLE, 2009; NJAA; COLE; TABACCA; 2012). Porém, quando ocorre algum processo
patogénico, este pH sofre alcalinizagdo moderada, elevando o pH conforme a cronicidade do
quadro (COLE, 2009). Em situagdes de pH alcalino, h4a o favorecimento do crescimento de
microrganismos que normalmente ndo causariam dano (NJAA; COLE; TABACCA; 2012).

A superficie epitelial ¢ composta por estruturas com capacidade de manter o timpano
livre de residuos, fornecendo um mecanismo de remogao de epitélio descamado e de secregdes
glandulares do meato acustico externo. A derme subjacente ¢ altamente revestida por fibras
colagenas e elasticas, que permitem movimento do meato acustico externo. O cerume que
reveste o meato acustico externo ¢ composto de secrecdes lipidicas das glandulas sebaceas e
ceruminosas e de células epiteliais descamadas (HUANG & LITTLE, 1994; HARVEY et al.,
2004).

O meato acustico externo contém diferentes microrganismos com quantidade limitada,
ou seja, estdo em equilibrio entre si e com o hospedeiro, sendo portanto um ambiente ndo estéril
(KISS et al., 1997). A microbiota do meato acustico normal é constituida basicamente de

bactérias, principalmente Staphylococcus coagulase positiva, Streptococcus nao hemoliticos e
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leveduras do género Malassezia, sendo esta microbiota pouco variada (FERNANDES &
GOMES, 1979; CHENGAPA et al., 1983; AUGUST, 1993; NOBRE, 1998), contudo estudos
observaram uma crescente prevaléncia de Candida sp. em animais sadios (BLANCO et al.,

1996; ROSENTHAL et al., 2016).
2.2 Otite Externa

O termo otite resulta na existéncia de processo inflamatorio acometendo tecidos de
revestimento e estruturas associadas a orelha, sem especificar, entretanto, os fatores
desencadeantes do evento (AUGUST, 1998). As otites podem ser classificadas levando em
consideragdo a lateralidade (uni ou bilateral); quanto a evolugdo (agudas, cronicas e cronicas
recidivantes) e quanto a localizagao (externas, médias e internas), sendo a otite externa a forma
mais comumente descrita em caes e gatos (FARIAS, 2002; GOTTHELF, 2007).

Na otite externa, ha uma inflamagao do canal auricular externo que se instala apds uma
série de eventos resultando em hiperplasia das glandulas ceruminosas, aumento da produgao de
cerimen, fibrose devido o espessamento da derme e epiderme, reducdo da largura do canal
devido ao espessamento das dobras, podendo resultar em calcificacdo da cartilagem auricular
(WERNER, 2003; ROSSER, 2004). Segundo Medleau & Keith (2003), a otite inicialmente se
caracteriza por eritema e tumefacao do epitélio de revestimento, onde a pele torna-se facilmente
traumatizada ou ulcerada e secundariamente infectada, com surgimento de exsudato purulento
ou hemorragico. Otite causada por alteracdo da microbiota com super populagdo de leveduras
apresentam o exsudato com aspecto aderente, seroso e castanho (GOTTHELF, 2007).

Dentre os diferentes microrganismos, bactérias Staphylococcus intermedius,
Streptococcus sp., € leveduras sdo considerados potencialmente patogénicos em animais sadios,
pois quando a microbiota softre alteragdo, favorece a propagagao destas bactérias e leveduras, e
ocorre o estabelecimento de infecgao (WOOD & FOX, 1987). Quanto as leveduras do género
Malassezia, M. pachydermatis cerca de 10,2-99,3% foram isoladas em caes com otite externa
por varios autores, que consideraram um organismo comensal da epiderme, tornando-se
patogénico com o aumento do numero de células (XAVIER & NASCENTE, 2003;
MACHADO et al., 2003; NASCENTE et al., 2004; CAFARCHIA & OTRANTO, 2005),
enquanto que a levedura do género Candida (0,7-20,76%) foi isolada em menor frequéncia
(FERNANDEZ et al., 2006; LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007; PETROV;
MIHAYLOV, 2008; TULESKI; WARTH; MONTIANI-FERREIRA, 2008)

Os principais sinais clinicos observados na otite externa, durante a inspe¢ao direta do
animal, incluem: eritema, edema, descamacdo, alopecia do pavilhdao auricular, inclinagdo da

cabeca, prurido, ulceracdo, dor a palpacdo dos condutos auditivos, otohematomas, dermatite
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umida na regido auricular e exsudagdo. O ato de balancar a cabeca, traumatismos no pavilhao
auricular, presenga de secrecdo auricular, as vezes fétida, escoriagdes e crostas no canal auditivo
sdo comuns, especialmente, quando estdo presentes corpos estranhos ou inflamagdo aguda
(MEDLEAU & KEITH, 2003; ROSSER, 2004; ROSYCHUK & LUTTGEN, 2005;
GOTTHELF, 2007; NOXON, 2008).

De acordo com Noxon (2008), a utilizagdo de ferramentas diagnosticas para identificar
os fatores causadores da otite externa ¢ de extrema importancia. Segundo Medleau & Keith
(2003), o diagndstico da otite externa baseia-se em historico e sinais clinicos, enquanto que
Rosychuk & Luttgen (2005), consideram que o caminho mais produtivo para o diagnostico e
terapia apropriada da otite externa comeca com a anamnese, acompanhada de exames
dermatoldgico, fisico e otoscopico.

A otoscopia ¢ utilizada na observacao de parasitas, grau de inflamagdo, tamanho dos
canais auditivos, quantidade e natureza do exsudato, alteragdes proliferativas e aparéncia da
membrana timpanica e deteccdo de corpos estranhos (SCOTT et al, 2001; FORD &
MAZZAFERRO, 2007; GRIFFIN, 2006). A avaliagdo ¢ feita através do otoscoOpio
convencional ou também com o videotoscopio em cdes e gatos (AQUINO et al., 2004;
GRIFFIN, 2006).

Para o diagnostico definitivo de otites, € necessario a identificagdao do agente etiologico
por exames complementares, como a citologia, cultivo de microrganismos e técnicas
moleculares, que sdo eficazes para o diagnostico e identificacdo do agente causador (NOBRE
et al.,, 1998; HARVEY; HARARI; DELAUCHE, 2004; OLIVEIRA et al., 2005; TULESKI;
WARTH; MONTIANI-FERREIRA, 2008).

O exame citologico do exsudato auricular determina os agentes infecciosos presentes
no canal auditivo, fornecendo um ponto de partida ao clinico para o tratamento com base na
presenca de leveduras ou bactérias (ROSYCHUK & LUTTGEN, 2005; ANGUS, 2007), neste
exame ¢ comumente encontrado a presenga de bactérias tipo cocos (Staphylococcus e/ou
Streptococcus), bastonetes (Proteus e/ou Pseudomonas ou outros Gram-negativos), leveduras
(Malassezia spp. ou Candida spp.) ou ainda infec¢gdes mistas e presencga de células inflamatorias
(ROSYCHUCK & LUTTGEN, 2005; ANGUS, 2007, GOTTHELF, 2007).

M¢étodos de diagnosticos complementares sdo importantes para identificagdo de
microrganismos que tém desenvolvido resisténcia ao uso de antimicrobianos e antifiungicos de
forma indiscriminada. A cultura e os testes de suscetibilidade sdo recomendaveis quando ha
suspeita de linhagem bacteriana e fungica resistente, sendo recomendado em todos os casos de

otite externa (ROSYCHUCK & LUTTGEN, 2005).
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2.3 Etiologia da Otite Externa

A etiologia da otite externa ¢ considerada multifatorial podendo estar associada a
diversos agentes etiologicos, fatores predisponentes e condigdes perpetuantes (MUELLER,
2003; HARVEY, HARARI; DELAUCHE, 2004; GOTTHELF, 2007). O surgimento da otite
externa em caes, esta relaciona a fatores que propiciam ou que dificultam a terapia no animal.

Os fatores predisponentes estao relacionados a caracteristicas do proprio animal que
favorece o desenvolvimento da enfermidade, a exemplo, a conformagado anatomica e fisioldgica
(NOXON, 2008). Enquanto que os fatores primarios estdo relacionados a alteracdes que
promovem a inflama¢do do conduto auditivo, como a presenca de parasitas, alergias, corpos
estranhos, defeitos de queratinizacdo, traumatismos e tumores (NOXON, 2008). Os fatores
perpetuantes sao aqueles que impedem a involugdo do quadro de otite externa como, por
exemplo, infec¢do por microrganismos como bactérias e fungos do género Malassezia
(HARVEY et al., 2004).

Os fatores predisponentes aumentam o risco de desenvolvimento, atuando em
conjunto com a causa primaria no estabelecimento da doenga clinica, portanto ndo causam
diretamente a otite. Destaca-se entre os fatores predisponentes, os anatdmicos e raciais, como
pelos em excesso no meato acustico externo, canais estenoticos e orelhas pendulares; doencas
subjacentes, como as alergias, umidade, doencas sistémicas ou imunossupressoras ¢ efeitos de
tratamentos anteriores (WHITE, 1999; HARVEY et al., 2004).

Os fatores primarios sdo considerados causadores de otite externa, podendo ou nao
estar associado com a presenca de fatores predisponentes ou perpetuantes. Entre as causas
primarias estdo as bactérias do grupo gram positivo e gram negativo ¢ leveduras, tais como M.
pachydermatis ¢ Candida spp. Ainda como fatores primarios, estariam os ectoparasitas, os
corpos estranhos, neoplasia otoldgica, polipos inflamatérios, desordens de queratinizacao,
distirbios imunomediados como erup¢do medicamentosa e hipersensibilidades como atopia,
dermatite de contato e alergia alimentar (WOOD & FOX, 1987; ETTINGER & FELDMAN,
1997; KISS et al., 1997; GUEDEJA-MARRON et al., 1998; WHITE, 1999).

Quanto aos agentes fungicos, M. pachydermatis ¢ uma levedura isolada de meato
acustico externo de cdes saudaveis e também de cdes com algum processo inflamatodrio, pois
prolifera quando o ambiente do meato acustico sofre alteragdes na microbiota que permitem o
seu desenvolvimento seletivo. As condi¢des que alteram a microbiota e levam a produgdo
excessiva de cerume ou elevam o pH no interior do meato acustico (infec¢des bacterianas)

favorecem o desenvolvimento da levedura. Frequentemente tem-se observado o isolamento de
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outros fungos, como os do género Candida sp. e Aspergillus sp. na otite externa (BLANCO et
al., 1996; ROSENTHAL et al., 2016).

Os fatores perpetuantes sdo aqueles que nao permitem a resolugdo da otite externa,
podendo ser bactérias, fungos, otite média ou demais patologias. Em casos cronicos, pode esta
associado um ou mais fatores e apds o estabelecimento dos fatores perpetuantes, o tratamento
deve ser dirigido a eles (WHITE, 1999; MURPHY, 2001). Tais fatores podem ser a maior causa
de insucesso na terapia, independentemente dos fatores predisponentes ou das causas primarias
(HARVEY et al., 2004). Malassezia pachydermatis representa a principal levedura envolvida
na etiologia da otite externa de cdes, o que caracteriza a sua importancia na patogenicidade

dessa enfermidade (NOBRE et al., 2001; XAVIER & NASCENTE, 2003).

2.4 Género Malassezia

O género Malassezia ¢ composto por um grupo de leveduras lipofilicas que evoluiram
como comensais cutaneos e patdogenos cutdneos oportunistas em uma variedade de mamiferos
e aves (GUEHO-KELLERMAN et al, 2010). As leveduras Malassezia sdo atualmente
conhecidas por formar um género que consiste em 18 espécies com habitat quase
exclusivamente na pele e locais da mucosa de vertebrados de sangue quente (LORCH et al.,
2018; THEELEN et al., 2018).

O género Malassezia foi criado apos ser detectado em lesdes cutdneas em humanos
em 1889 como uma unica espécie, M. furfur (BAILLON, 1889). Atualmente, as espécies sao
isoladas da pele de humanos e animais saudaveis e doentes, algumas dessas leveduras,
especialmente M. pachydermatis, apresentam ampla gama de hospedeiros, enquanto que outras
sdo mais especificas com uma adaptagdo proxima ao ecossistema cutdneo de uma Uinica espécie
animal ou um grupo de animais filogeneticamente relacionados (LORCH et al., 2018;
GUILLOT, BOND, 2020).

Em revisao por Theelen et al. (2018) foi proposto que as leveduras Malassezia sao
patdgenos potenciais que operam em uma ‘“zona de manto transicional” fisiologica que ¢
influenciada tanto pela pele do hospedeiro quanto pelo ambiente externo do animal. Assim, a
proliferagdo da levedura pode ser aumentada por condigdes ambientais favoraveis (calor,
umidade) e/ ou mudancas na suscetibilidade do hospedeiro (SANTORO, 2015).

As espécies de Malassezianao possuem capacidade de sintetizar acidos
graxos de cadeia longa (Cl14 ou C16), portanto s3o consideradas dependentes de
lipidios (BOND et al., 2020), porém, a dependéncia lipidica pode variar entre as espécies, sendo
essa caracteristica utilizada para o desenvolvimento de testes para sua identificagdo (GUILLOT

et al.,, 1996). Historicamente, M. pachydermatis foi considerada “lipofilico, mas nao
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dependente de lipidios” sendo a unica espécie do género a crescer em agar dextrose Sabouraud
(BOND et al., 2020), porém, o sequenciamento do genoma confirmou que essa espécie depende
de um gene da sintese do acido graxo assim como as demais espécies do género (WU et al.,
2015), mas ¢ exclusivamente capaz de utilizar fragdes lipidicas dentro do componente peptona
do agar dextrose Sabouraud para o crescimento (PUIG et al., 2017).

Diversos estudos baseados em cultura foram realizados em todo o mundo, tanto em
humanos como em animais, especialmente em caes, para melhor compreensao sobre ecologia
das espécies de Malassezia em pele fisiologicamente sa € em casos com lesdes cutaneas
(GUILLOT & GUEHO, 1995). Os resultados oscilam entre os estudos devido ao uso de
diferentes procedimentos de amostragem, meios de cultura e técnicas de identificagdo, porém,
pode-se concluir que M. pachydermatis permanece a espécie mais importante e prevalente em

caes (BOND et al., 2020).

2.5 Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis (Weidmman) Dodge 1935, ¢ um habitante natural da pele
e mucosas de cdes saudaveis, sendo que, a quantidade varia entre os locais anatdomicos e as
diferentes ragas. Por isso, ¢ considerada comensais da pele, porém quando ocorre alteragdes na
microbiota do hospedeiro, serve como reservatdrio de leveduras que podem proliferar e ou
induzir uma resposta inflamatoria (BOND, et al., 2020). Foram utilizados microscopios 6pticos
de luz e objetivando-se encontrar células leveduriformes consideradas pertencentes ao género
estudado, isto €, células medindo 2-3 x 4-5 pm com presenga de brotamento endobléstico
unipolar e visualizagdo do colarete. Como caracteristicas adicionais, as cé¢lulas poderiam
apresentar formato ovoéide, globoso ou cilindrico, por vezes, sendo comparado ao formato de
uma garrafa. M. globosa possui a caracteristica singular de células 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).

A colonizagdo da pele dos cades, embora nido seja totalmente compreendido,
provavelmente ocorre nos primeiros dias de vida, envolvendo a transferéncia da microbiota da
cadela apds a remog¢do da membrana amniotica ou através do ato de limpar o filhote e durante
amamentacdo, da mesma maneira que as bactérias estafilococos (SAIJONMAA-
KOULUMIES, LLOYD, 2002). A interacdo e competicdo com outros microrganismos
comensais, especialmente bactérias, podem influenciar a patogenicidade e a expressdo de
fatores de viruléncia (NOBLE, 2004; PELEG et al. 2010). Portanto, M pachydermatis ¢

altamente regulada por interagdes continuas com o sistema imunoldgico do hospedeiro e essas
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interagdes determinam se o resultado ¢ inflamacao (isto €, doenca fingica) ou ndo (GOW &
HUBE, 2012).

A adesdo ou fixagdo especifica da M pachydermatis nas células hospedeiras, ¢ uma
etapa importante na colonizagdo e infec¢ao de animais por fungos comensais e patogénicos
(SPENCER, 1993). A adesdo aos corneocitos de cdes foi revisada por Kistowska et al.
(2014) que relatam a interacao de proteinas que sdo ligadas covalentemente aos carboidratos da
parede celular e ancoradas a membrana plasmatica. As células dessa levedura, se aderem aos
queratinocitos e tem potencial de modular a expressao de uma série de citocinas, quimiocinas
e peptideos antimicromianos, que pode resultar num efeito imunoestimulante, caracterizados
pelo desenvolvimento de inflamagdo cutdnea, ou imuestimulante, promovendo o transporte
comensal.

Inicialmente a interagdo M. pachydermatis e sistema imunoldgico da pele ocorre na
epiderme (SPARBER & LEIBUNDGUT-LANDMANN, 2017), estudos demonstraram que a
inoculacdo dessa levedura na pele de caes saudaveis pode induzir lesdes cutdneas semelhantes
as observadas na dermatite de ocorréncia natural (BOND, PATTERSON-KANE JC & LLOYD
DH, 2004), portanto, indica que os marcadores da superficie celular da levedura ou produtos
metabolicos derivados podem ser capazes de lesionar diretamente a pele ou induzir efeitos
patogénicos ao ativar o sistema imunologico (GRICE & DAWSON, 2017). Porém, para que
ocorra a lesdo ou inflamag¢do na pele, os antigenos ou alérgenos produzidos/expressos
por Malassezia spp. precisa penetrar no estrato corneo para reconhecimento das células de
Langerhans ou queratindcitos, caracterizando-as como cé¢lulas apresentadoras de antigenos,
capazes de sensibilizar e ativar a populagdo de linfocitos T (BOND, et al. 2020).

Os queratindcitos reconhecem os antigenos de M. pachydermatis por meio de
receptores Toll-like (GLATZ, 2015) embora, quando associados a outras células, também
possam ser ativados por meio do receptor aril-hidrocarboneto (AhR) (SPARBER &
LEIBUNDGUT-LANDMANN, 2017; BUOMMINO et al., 2018).

2.6 Malasseziose
O termo 'disbiose' ¢ considerado quando ocorre desequilibrio microbiano no ambiente
cutdneo (MEASON-SMITH, 2015; BRADLEY, 2016; BJERRE, 2017). Ashbee ¢ Bond (2010)
citam que qualquer mudanca na imunidade do hospedeiro, microclima cutaneo ou fisiologia
epidérmica alterados, sdo fatores que predispde os animais doengas na pele (SANTORO et al.
2015). Atualmente M. pachydermatis ¢ conhecida como levedura comensal da pele e mucosa
de cades, e o supercrescimento estd comumente associado a otite externa e dermatite

(SANTORO, 2015; BOND, 2020).
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Doengas primdrias que causam aumento da umidade, alteracdo dos lipidios da
superficie e/ou interrup¢ao da funcdo de barreira do estrato codrneo ou respostas imunes intensas
podem estimular o processo secundario de supercrescimento (BOND, et al.; 2020). Género e
faixa etaria dos animais nao estdo diretamente relacionados com a presenca de dermatite e otite
por Malassezia, mas as predilecdes raciais em cdes foram descritas em diversos estudos
(MASON, 1992; PLANT, 1992; MAULDIN, 1997).

As ragas descritas com predisposi¢ao para otite € dermatite por Malassezia incluem
West highland white terrier (WHWT), Setters ingleses, Shih-tzu, Basset hound, Cocker spaniel
americano, Boxer, Dachshund, Poodle e Silky terrier australiano, portanto, racas com
conformagdes que favorecem as dobras cutineas sdo propensas a infecgdes em locais
anatomicos intertriginosas. O basset hound e 0o WHWT em particular demonstram condig¢des
clinicamente distintas caracterizadas por seborreia generalizada ou dermatite generalizada,
severamente pruriginosa com liquenificagdo e hiperpigmentacao intensas (SCOTT & MILLER,
1990; BOND, 1995; BOND & LLOYD, 1997). A superficie da pele apresenta uma gama de
microclimas naturais e varios nichos ecologicos com diferentes niveis de umidade e nutrientes
podem ser reconhecidos (SPENCER, 1993).

A pele apresenta caracteristicas topograficas que afetam a umidade e retém secrecoes,
como as zonas intertriginosas € 0s espacos interdigitais, representando assim predisposi¢ao
dessas areas para o supercrescimento de Malassezia. O ambiente externo também pode
desempenhar papel importante ao crescimento excessivo de Malassezia em caes, sendo
geralmente reconhecido que ocorra o sugimento de dermatites e otites por Malassezia, mais
comum em climas tropicais e durante os meses quentes e imidos em latitudes mais temperadas,
j& que essas leveduras habitam na 'zona de manto de transi¢ao', influenciada tanto pela pele do
hospedeiro quanto pelo ambiente externo do animal (THEELEN et al., 2018).

2.7 Filogenia da Malassezia

Em 2009, foi validada a familia Malasseziaceae, deixando a classificacao taxonOmica:
Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Subfilo Ustilaginomycotina, Classe Malasseziomycetes,
Ordem Malasseziales, Familia Malasseziaceae, Género Malassezia (NATIONAL CENTER
OF BIOTECHNOLOGY INFORMATION - Taxonomy Browser- NCBI). Essas
leveduras formam um grupo bem definido e tnico de fungos lipofilicos que vivem quase
exclusivamente na pele e nas mucosas de vertebrados de sangue quente (BOND et al., 2020).

O género Malassezia é considerado um taxon monofilético no filo Basidiomycota e
subfilo Ustilaginomycotina, um grupo altamente diversificado de mais de 1.500 espécies de

patogenos de plantas (BEGEROW, STOLL & BAUER, 2006). Estudos acerca da analise
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molecular confirmaram que o género Malassezia estd profundamente enraizado na
Ustilaginomicotina com uma relagdo irmd com a classe dos Ustilaginomicetos e
Exobasidiomicetos, sendo proposto, portanto, que o género fosse designado como sua propria
classe, Malasseziomycetes (WANG et al., 2014).

Com avanco nos estudos moleculares, a analise do genoma do
género Malassezia permitiu o entendimento de seus ancestrais que poderiam ser provavelmente
residentes de plantas ou solo, conseguindo sobreviver e se desenvolver no ecossistema cutaneo
e interagir com outros membros da microbiota cutanea. Em 2007, foi publicada a primeira
sequéncia do genoma da espécie Malassezia globosa (XU et al., 2007), em seguida uma analise
semelhante foi realizada para M. sympodialis (GIOTI et al., 2013) e para M. pachydermatis
(TRIANA et al., 2015). Em 2015, um estudo relatou as sequéncias para os genomas de
18 espécies de Malassezia, incluindo varias cepas das espécies mais relevantes em
dermatologia médica (M. globosa , M. sympodialis , M. restrta e M. furfur ) (WU et al., 2015;
LORCH et al., 2018).

A primeira caracteristica notavel dos genomas da Malassezia ¢ seu pequeno tamanho,
aproximadamente 10Mb, cerca de metade do tamanho de outros fungos basidiomicetos, com
algumas espécies tendo menos de 4.000 genes produzidos (XU et al., 2007; WU et al., 2015),
o que pode explicar a adaptag@o ao nicho ecologico limitado das leveduras.

O esquema de identificacdo fenotipica de Malassezia spp. atualmente inclui
caracteristicas microscopicas, capacidade de usar suplementos lipidicos (concentragdes de
Tweens e cremophor EL [6leo de ricino polietoxilado]), reagdes de catalase e beta-glucosidase
e tolerancia a temperatura de 32°C, 37°C e 40°C. Entratanto, a adi¢do de espécies recentemente
identificadas resultou em padrdes fisioldgicos semelhantes e, portanto, uma identificacao
duvidosa (M. arunalokei e M. brasiliensis estdo intimamente relacionados a M. restrta e M.
Sfurfur , respectivamente), o que leva a importancia da identifica¢do ser confirmada por anélise
de sequenciamento de DNA (CASTELLA, COUTINHO & CABANES 2014)..

Viarios locus moleculares foram propostos para identificar as espécies de Malassezia,
sendo os mais frequentemente usados, o dominio D1/D2 do gene 26S rRNA e as regides do
espacador transcrito interno (ITS) (GAITANIS et al., 2012). Outros genes, como a quitina
sintase-2 (KANO et al., 199) e a B- tubulina (CASTELLA, COUTINHO & CABANES 2014),

foram propostos para fins taxondmicos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Identificar e caracterizar genotipicamente os isolados de Malassezia sp. em caes com otite
externa.
3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar os sinais clinicos e associar com a frequéncia de caes com otite externa causada
por Malassezia sp. através do exame direto;
e Caracterizar os isolados de Malassezia sp. através das caracteristicas morfologicas e
bioquimicas;
e Identificar os gendtipos dos isolados de cdes com otite externa por sequenciamento da
regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S rRNA;

e Realizar andlise filogenética de isolados de caes com otite externa;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de coleta e processamento das amostras

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Universidade
Estadual do Maranhao (UEMA), de acordo com a casuistica, com caes que apresentavam sinais
clinicos de otite externa. As andlises foram executadas no Laboratério de Micologia e
Laboratdrio de Patologia Molecular localizados no prédio de Laboratérios Multiusuarios em
Pesquisa da Pods-Graduacao-LAMP/UEMA e Laboratorio Genética e Biologia Molecular
(Genbimol) da Universidade Estadual do Maranhdo — Campus Caxias. O projeto foi submetido
a avaliacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEMA sob o namero de
protocolo CEUA n° 03/2021.

4.2 Avaliacao direta, isolamento fliingico e provas bioquimicas de Malassezia sp.
4.2.1 Exame direto

Foram coletadas 110 amostras do conduto auditivo de 55 cdes, atraves de swabs
estéreis no terco proximal da por¢do externa do meato acustico, sendo realizado duas coletas
em cada orelha. O primeiro swab foi utilizado para confec¢do do esfregaco para o exame direto,
enquanto que o segundo swab foi utilizado para cultivo fingico.

Para o exame direto, as laminas foram coradas utilizando o método do tipo
Romanowsky (Panotico®), que contém 3 tipos de reagentes, com a seguinte sequéncia: o
fixador n° 1 (solucdo de triarilmetano a 0,1%), o corante n° 2 (solucao de xantenos a 0,1%) e o
corante n° 3 (solucdo de tiazinas a 0,1%). As laminas foram submersas nos trés corantes, em
um movimento continuo de cima para baixo num periodo de 20 segundos em cada corante.
Apos a coloragdo, as laminas foram lavadas gentilmente com agua corrente e secadas a
temperatura ambiente (KOWALSKY, 1988).

Para a visualizagdo das laminas no microscopio, foi utilizada a objetiva de 100x,
juntamente com o 6leo de imersdo. As estruturas observadas e a quantidade foram descritas
como: presenca de Malassezia sp., bactérias, células epiteliais, debris celulares, células de
descamacgdo. A presenga ou nao de infeccdo fungica, bacteriana ou mista foi feita através da
contagem desses microrganismos. O exame direto foi avaliado por campo, percorrendo toda a
lamina e contando as células semelhantes a Malassezia sp., considerando-se amostras negativas
(-) a auséncia de células/campo; (+) existindo até cinco células/campo; (++) presenca de seis a
dez células/campo; (+++) quando encontradas mais de dez células/campo (KOVALSKY,
1988).

Foram utilizados microscopios Opticos de luz e objetivando-se encontrar células

leveduriformes consideradas pertencentes ao género estudado, isto ¢, células medindo 2-3 x 4-
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5 um com presenga de brotamento endobléstico unipolar e visualizagdo do colarete. Como
caracteristicas adicionais, as células poderiam apresentar formato ovoéide, globoso ou cilindrico,
por vezes, sendo comparado ao formato de uma garrafa. M. globosa possui a caracteristica
singular de células 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).
4.2.2 Identificagdo das leveduras do género Malassezia
O isolamento de Malassezia spp. foi realizado de acordo com o protocolo adaptado de
Tuleski (2007), utilizando o dgar Sabouraud acrescido de 6leo de oliva 1% e incubados a 37 °C
por até 10 dias. As coldnias foram avaliadas conforme os aspectos macroscopios e realizado
novo exame direto das coldnias, para aspectos microscopicos e, em seguida, realizadas provas
bioquimicas de catalase e urease para confirmagao da espécie.
4..2.3 Provas bioquimicas de urease e catalase
A reacdo de catalase foi realizada a partir da reagdo de uma algada da colonia da
levedura, obtida por repique de 24-48hs, com uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% em
uma lamina de microscopia, considerando-se positivo quando ocorre a producao de gas. Para o
teste da urease, uma algada da coldnia leveduriforme foi inoculada em meio Ureia Broth e
incubada a 37°C por até 48h, observando diariamente a mudanga de cor do meio a presenca ou
auséncia da enzima urease produzida pelo fungo observando-se alteragdo na cor do meio
provocada pelo marcador de pH, devido a hidrdlise. O resultado ¢ considerado positivo quando
houver a mudanga do meio de amarelo para roseo e ¢ considerado negativo quando o meio se
mantiver amarelo. A reagdo de catalase e teste da urease foi realizado de acordo com o protocolo
adapatado de Araujo et al. (2020).
4.3 Identificacado Molecular de Malassezia sp.
4.3.1 Extragdo de DNA
Para anédlise molecular, foram utilizadas 32 amostras de caes positivos no exame direto
e crescimento da levedura com caracteristicas compativeis com Malassezia spp.em meio de
cultura. A extracdo de DNA foi realizada a partir de colonias recultivadas em caldo Sabouraud
a 37°C por 5 dias, onde utilizou-se 1 mL da cultura através do protocolo do
fenol/cloroféormio/isoamilico conforme descrito por Oliveira (2014) (Anexo I). A concentracao
e qualidade do DNA extraido foi determinada em espectrofotometro e ajustada com agua

ultrapura para aproximadamente 500ng/uL, para a realizacao da técnica de PCR convencional.
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4.3.2 PCR convencional
A PCR foi realizada para a amplificacdo da regido D1/D2 da subunidade maior do
gene 26S rRNA que permitem a obtengdo de um segmento util para o sequenciamento visando
a identificacdo molecular, utilizando os primers descritos por Kurtzman (1997). Para a reagao
de PCR, utilizou-se 10 pmol de cada primer, 12,5ul de Master Mix Promega® (Taq DNA
polymerase, dNTPs, MgCl2, buffer), 500 ng de DNA extraido e 4gua ultrapura livre de DNAse
e RNAse para completar o volume final de 25 pL.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas com os seguintes pardmetros: uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de 45s de desnaturagdo a 94°C, 1
min de anelamento do iniciador a 51°C, 3 min de extensao a 72°C e uma extensao final por 10
min a 72°C.

Os produtos de PCR (~ 600 pb) foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1% em tampao TBE 10X (54 g de Tris-HCl, 27,5 g de acido borico, 20 mL 60 de EDTA 0,5M,
pH 8,0) com o uso de SybrSafe (Thermofisher, EUA), durante aproximadamente 45 minutos a
90V. O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado pelo sistema de foto documentacio

de gel (VilberLourmat™, Fr).
4.3.3 Purificag@o dos produtos de PCR

Verificada a amplificacdo almejada, os produtos de PCR foram submetidos a
purificacao utilizando o kit Wizard® SV Gel (PROMEGA, E.U.A.), conforme instru¢do do
fabricante. Apos esse procedimento, o DNA foi quantificado e padronizado para a concentracao
de 60 ng e adicionado 4,5 pmol dos iniciadores, em seguida, deixado a temperatura ambiente
para evaporagdo, as amostras foram encaminhadas para sequenciamento no Laboratério
Genética e Biologia Molecular (Genbimol) da Universidade Estadual do Maranhao — Campus

Caxias.

4.3.4 Sequenciamento
Os amplicons purificados foram sequenciados diretamente usando o Kit Big Dye TM
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (AppliedBiosystems). A identificagao
de M. pachydermatis foi feita por sequenciamento direto dos dominios da regido D1/D2 da
subunidade maior do gene 26S rRNA e a compara¢do com as sequéncias disponiveis no
GenBank usando o programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
4.3.5 Analise Filogénetica
As sequéncias de DNA foram editadas e alinhadas no Clustal W (THOMPSON et al.,
1994) do programa BIOEDIT 7.0 (HALL, 1999), e as andlises filogenéticas e de distancia
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genética foram conduzidas usando o programa MEGA X (KUMAR, et al., 2018). A analise de
bootstrap foi realizada com 1.000 replicagdes e uma arvore de agrupamento de vizinhos
(Neighbor-Joining) ¢ de maxima verossimilhanca (Maxima Likelihood) foram geradas
utilizando o modelo de Tamura-Nei. As sequéncias foram comparadas com as sequéncias de
M. pachydermatis e M. furfur disponiveis no banco de dados GenBankTM para cada locus
investigado (acesso numeros: KJ610825, DQ915500, AJ249952, AY743605, KU757232,
KU757229, KX721515, AY743602, HM014475, MF185809). A arvore esta enraizada com
Cryptococcus neoformans (KX792965).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacao direta, isolamento fungico e provas bioquimicas de Malassezia sp.

Dos 55 caes avaliados quanto aos sinais clinicos de otite externa, foram
observados/relatados com maior frequéncia o prurido (89,9%), seguido de eritema (87,27%),
excesso de cerimen (78,18%), mau cheiro do conduto auditivo (76,36%), descamagao
(76,36%), crostas (52,72%), pustulas (47,27%), dor (14,5%), exsudato purulento (9,09%),
ulceragdo (5,45%) e hiperqueratose (5,45%). Os sinais clinicos evidenciados corroboram com
Almeida et al. (2016), que relataram o prurido como sinal frequente, seguido de cerimen, mau
cheiro e eritema. Tuleski (2007) relata que os sinais clinicos podem evoluir, chegando a
consequéncias graves, como manifestagdes clinicas neurologicas e perda da audi¢do, sendo
estes sinais ndo observados no presente estudo.

No exame direto, 31 (56,4%) animais apresentaram apenas sobrecrescimento de
Malassezia sp., 17 (30,9%) apresentavam infec¢do mista, com a presenca da levedura e de
bactérias, 2 (3,6%) animais possuiam apenas sobrecrescimento bacteriano e em 5 (9,1%)
animais ndo foi observado sobrecrescimento microbiano. Outros autores demonstraram em
estudos que mais da metade dos casos de otite externa estdo relacionados a esta levedura
(NASCENTE et al. 2004, NASCENTE 2006; ALMEIDA et al. 2016), caracterizando-a assim
como importante patdogeno envolvido em otopatias caninas.

A presencga de eritema e cerimen e demais sinais clinicos observados na maioria dos
animais, possivelmente em seja consequéncia do grande nimero de amostras com presencga de
Malassezia sp., conforme ja citado por Muller et al. (2009) e Machado et al. (2003) que
associaram a presenga desta levedura com eritema, prurido, cerimen escuro € abundante com
odor fétido e demais sinais clinicos. Malassezia sp. apesar de ter natureza oportunista, pode se
tornar patogénico quando ocorre qualquer alteragdo no microclima da superficie da pele ou
defesa do hospedeiro, sendo capaz de induzir alteragdes inflamatdrias no canal auditivo externo
canino em a presenca de umidade, ocasionando sinais clinicos brandos até mais severos
(GUILLOT & BOND, 1999; CRESPO et al., 2002).

Em relagdo as amostras analisadas (n=110), destas em 71 foram observadas somente
estruturas semelhantes a Malassezia sp., nove somente bactérias (cocos e bastonetes), 20 foram
caracterizadas com infec¢do mista (bactérias e leveduras) e em 10 auséncia de microrganismos,
os dados relativos ao exame direto estdo agrupados na Tabela 1. A frequéncia de Malassezia
sp. por campo observado no exame direto pode ser associada aos sinais clinicos encontrados,

isso porque o acumulo de secre¢do e cerimen na orelha de cdes facilita o sobrecrescimento
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dessa levedura, tornando-a patogénica, e levando o agravo dos sinais clinicos (BOND et al.,

2020; MACHADO et al., 2004).

Tabela 1- Exame direto do conduto auditivo externo direito e esquerdo de ces com sinais clinicos de otite externa
atendidos no Hospital Veterinario da UEMA de Sao Luis, Maranhao.

EXAME DIRETO
FA? FR®
Auséncia de microrganismos 10 9,1%
Cocos 27 24.5%
Bastonetes 2 1,8%
Malassezia sp. 71 64,6%
TOTAL 110 100%

% FA = Frequéncia absoluta, ® FR = Frequéncia relativa, 2 = 0,7409 (p>0,05).

No exame direto de amostras com presenga de Malassezia sp. (n=91) observou-se, que
44 amostras (48,3%) apresentavam escore +, 17 (18,7%) com escore ++ e 30 (33%) amostras
com escore +++. Réme et al. (2006) ao avaliarem amostras de cdes com otite externa
encontraram em média quatro ou mais Malassezia em 71,1% das amostras. Os achados
citologicos de Saridomichelakis et al. (2007) revelaram dez ou mais Malassezia sp. em 127
(65,8%) das orelhas acometidas por otite externa.

Malassezia sp. foi isolada em 83 (75,45%) amostras de swab colhidos, oito amostras
nao foram observado o isolamento, sendo estas positivas no exame direto, os dados relativos ao
isolamento e associagdo com exame direto estdo agrupados na Tabela 2. As coldnias cresceram
com caracteristicas macroscopicas e microscopicas compativeis com o género Malassezia
conforme descrito por Guillot e Bond (2020). O isolamento de Malassezia sp. como principal
agente leveduriforme em casos de otite externa ja foi observado por diversos autores (MULLER

et al., 2009; LYSKOVA et al., 2007; TULESKI et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2006).

Tabela 2- Distribuicao da frequéncia de isolados de Malassezia obtidos em relagdo ao exame direto proveniente
de cdes com sinais clinicos de otite externa atendidos no Hospital Veterinario da UEMA de Sao Luis, Maranhdo.

Exame Isolamento
. — - Total
direto Positivo Negativo
- 0 19 (70,4%) 19 (17,3%)
+ 41 (49,4%) 8 (29,6%) 49 (44,5%)
++ 13 (15,7%) 0 13 (11,8%)
+++ 29 (34,9%) 0 29 (26,4%)
Total 83 (75,5%) 27 (24,5%) 110 (100%)

Exame direto: - auséncia da levedura no exame direto; + até 5 células/campo; ++de 5 a
10 células/ campo; +++ mais de dez células/campo.

Nos testes bioquimicos, todas as amostras isoladas com caracteristicas de Malassezia

sp. foram positivas no teste de catalase, sendo possivel confirmar que as leveduras isoladas
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tratavam-se de cepas de Malassezia sp., ja que segundo Schlottfeldt et al. (2002), as espécies
de Malassezia sdo produtoras da enzima catalase, com excessao de M. restricta € M. dermatis
(CAFARCHIA etal.,2011; KELLERMANN et al., 2011). Enquanto que para o teste de urease,
verificou-se positividade em 80 (96,4%) das amostras isoladas, podendo inferir que a espécie
em estudo se tratava de M. pachydermatis, e que as trés amostras negativas para o teste,
pertencem a outras espécies. As caracteristicas observadas no exame direto, cultura e nos testes

bioquimicos realizados, estdo dispostas na figura 1.

Figura 1- Identificacdo de Malassezia sp. em amostras do conduto auditivo de cdes com sinais clinicos de otite
externa atendidos no Hospital Veterinario da UEMA de Sdo Luis, Maranhdo. (A) Caracteristicas microscopicas
de Malassezia sp. em exame direto; (B) Caracteristicas macroscopicas de Malassezia sp. em cultivo fingico; (C)
Teste de catalase positivo em amostra de Malassezia sp.; (D) Teste de urease com resultado negativo e positivos
em amostra isolada.

>
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Fonte: Proprio autor, 2022.
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5.2 Identificacao Molecular de Malassezia sp.

Das 32 amostras isoladas submetidas & PCR convencional, 24 (vinte e quatro)
apresentaram padrao de banda de 600pb (figura 2), conforme o esperado na amplificagdo para
a regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S rRNA. Machado (2010), Ali et al. (2015),
Arruda (2017) e Celis-Ramirez et al. (2019) também identificaram Malassezia sp., por meio da
PCR convencional, em cdes com quadros de otite externa utilizando o mesmo marcador, porém
varios marcadores moleculares ja foram usados para discriminagdo das espécies de Malassezia

sp. (SUGITA et al., 2010).

Figura 2- Amplificagdo da regido D1/D2 do gene 26S rRNA, de isolados de colonias sugestivas de Malassezia
sp. em eletroforese em gel de agarose.

MMCN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

600 m—

Fonte: Proprio autor, 2022.

Dentre as amostras positivas na amplificacdo quinze (15) foram submetidas ao
sequenciamento obtendo sequéncias de qualidade com fragmentos de 603 pares de base, dos
quais 445 eram conservados, 152 variaveis e 49 informativos para parcimonia. A composi¢ao
nucleotidica foi de 24,7% para Timina, 20% Citosina, 25,4% de Adenina e Guanina 30,0%. A
analise BLAST das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do gene 26S rRNA, dos
isolados revelou que 14 eram idénticas a varias sequéncias de DNA ribossomico de Malassezia
pachydermatis ¢ uma para Malassezia furfur, mostrando 100% de cobertura e 100% de
identidade (Tabela 3).

Tabela 3- Identificacdo especifica das amostras estudadas de Malassezia sp com base no sequenciamento da regido

D1/D2 da subunidade maior do gene rRNA 268, sua origem, o percentual (%) de identidade com sequéncias de
bancos de dados publicos.

Y%

Amostra Espécie-BLAST identidade Acesso Origem

Amostra 3 Malassezia 100 KJ610825  Spain/Espanha
pachydermatis

Amostra 4 Malassezia. 100 AJ249952  Sweden
pachydermatis Suécia

Amostra 5 Malassezia. 100 KU757202  Colombia
pachydermatis

Amostra Malassezia 100 KU757203  Colombia

5A1201 pachydermatis
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Malassezia

Amostra 7 . 100 KU313706 Barcelona
pachydermatis
Amostra7C1203 Malassezia 100 KJ610825 Spain/
pachydermatis Espanha
Amostra 8 Malassezia 100 KJ610825 Spain/
pachydermatis Espanha
Amostra Malassezia Spain/
8G1107 pachydermatis 100 MF158342 Espanha
Amostra 9 Malassezia 100 KU757217  Colombia
pachydermatis
Amostra 10 Malassezia 100 KU757231  Colombia
pachydermatis
Amostra 11 Malassezia. 100 KU757203  Colombia
pachydermatis
Amostra 12 Malassezia. 100 KJ610825 Spain/
pachydermatis Espanha
Amostra 13 Malassezia 100 KJ610825 Spain/
pachydermatis Espanha
Amostra 15 Malassezia furfur 100 KX721515 China
Amostra 18 Malassezia 100 KU757216  Colombia
pachydermatis

Malassezia pachydermatis foi a espécie identificada com maior frequéncia neste
estudo, Oliveira (2014) ao sequenciar isolados de amostras obtidas do conduto auditivo de caes,
utilizando os mesmos iniciadores (D1/D2 do gene ribossomico) identificou espécies de M.
pachydermatis, M. yamatoensis e M. japonica, sendo a primeira identificagdo na América
Latina. Tonani et al. (2020) confirmaram M. pachydermatis através do sequenciamento em
100% de seus isolados do conduto auditivo de caes com otite externa, confirmando assim que
essa espécie de levedura ¢ mais frequente em otites caninas, assim como constatado no presente
estudo.

Apenas um isolado, coletado de um cdo com otite externa, foi identificado como
Malassezia furfur. Historicamente, as espécies dependentes de lipidios eram relacionadas a pele
humana, porém estudos ja demonstraram que a pele de diferentes animais pode carregar
diversas espécies de Malassezia, além de M. pachydermatis. Poucos estudos ja descreveram a
presenca de outras espécies de Malassezia sp. identificadas através das caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas (RAABE et al., 1998). Machado (2010) confirmou pela primeira
vez a presenca de M. furfur, isolada da pele de cdo, através da confirmagdo por andlise
molecular.

Quanto aos sinais clinicos, ndo foi observado diferenca entre os caes com M.

pachydermatis ¢ o cdo com M. furfur podendo inferir que essa espécie apresenta potencial
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patogénico para caes, discordando de Nardoni et al. (2004), que relatam incerteza quanto a
patogenicidade de leveduras lipidiodependentes na pele e conduto auditivo de caes.

A andlise filogenética das sequéncias de Malassezia sp. obtidas de caes com otite
externa, agrupou-se com outras sequéncias do Genbank de diferentes regides geograficas
gerando arvores com topologia similar, formando dois clados bem suportados, o primeiro
agrupou sequéncias de Malassezia pachydermatis com sequéncias de amostras da
Espanha/KJ610825 (ALVAREZ-PEREZ et al. 2014), Suécia/AJ249452 (FELL et al. 2000) e
Colombia/KU757232 com indices de boostrap de 100 e 99% nas duas andlises realizadas
(agrupamento de vizinhos e méxima verossilhancga, respectivamente). O segundo clado reuniu
a unica sequéncia de Malassezia furfur obtida nesse estudo formando um grupo bem suportado
com sequéncias do Genbank oriundas da China (KX721515) e Barcelona (MF185809, PUIG et
al. 2017) nas andlises de agrupamento de vizinhos — 99% e mdaxima verossilhanca 94%,
respectivamente. O clado de Malassezia pachydermatis formou ainda, dois sub grupo com
fortes valores de boostrap nas andlises realizadas, indicando uma variagao intraespecifica e
evidenciando a ocorréncia de duas variantes genéticas uma de origem europeia (amostras de
Espanha e Suécia) e outra sul americana representada por amostras da colombia (Figura 3).

Cellis-Ramires et al. 2018, em analises filogenéticas de M. pachydermatis regides da
ITS2 e D1/D2 do rRNA 268, sequenciadas e analisadas usando fragmento de restricao (RFLP)
com endonucleases Alul, Cfol e BstF5I. revelaram agrupamentos bem suportados. Em nossos
resultados de forma similar todas as andlises mostraram agrupamentos bem suportados
mostrando diversidade genética de M. pachydermatis e fornecendo dados pioneiros sobre esse
agente a partir marcadroes moleculares em nosso Estado e sobre a epidemiologia desta espécie
na populacdo analisada.

M. furfur apareceu como uma linhagem basal enquanto as cepas de M. pachydermatis
agruparam-se em um clado com indice de suporte alto, contrapondo com o encontrado por
Cabaiies et al., (2007) realizado com base na anélise dos dominios D1/D2 da subunidade grande
(LSU) rRNA gene, foi observado que alguns grupos de espécies foram bem suportados. Castella
et al., (2014), teve M. furfur formando um grupo monofilético com M. obtusa, M. japonica e
M. yamatoensis, e M. globosa foi relacionada para M. restrita. O grupo de M. sympodialis, M.
nana, M. caprae, M. dermatis e M. equina formaram um clado, no entanto, M. slooffiae e M.

pachydermatis nao se agrupou claramente com nenhuma outra espécie conhecida.
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Figura 3- Arvore filogenética de Neighbor-Joining utilizando o algoritmo de Tamura-Nei de um fragmento da
regido D1/D2 subunidade maior do gene 26S rRNA de amostras do género Malassezia. Valores de bootstrap -
agrupamento de vizinhos/NJ e méaxima verossilhanga — ML, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor, 2022
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No presente trabalho, a identificagdo de M. furfur foi considerado atipica em cades com
otite externa. Resultado semelhante foi encontrado em estudo realizado por Cafarchia et al.
(2011), porém, em lesdes de pele de um canino, que mostrou a presenga de polimorfismos
genéticos e fisiologicos que podem ser resultado do processo de adaptacao desta espécie a um
novo hospedeiro (CAFARCHIA et al., 2011). Essa identificagdo destaca a importancia da
tipificacdo molecular para uma melhor identificagdo e ampliagdo do conhecimento
epidemiologico e diversidade genética de Malassezia sp.

Nossos resultados evidenciaram a formagao de dois grupos, um de M. pachydermatis
e o outro de M. furfur com elevada valores distdncia genética variando de 8,3 a 9,6%. Observou-
se que as amostras M. pachydermatis aparesentaram variac¢ao intraespecifica em torno de 0 a
1,3% (Tabela 4). Puig et al (2016) demonstraram em andlise de sequéncia multilocus dois
clados filogeneticamente delineados, que refletem populagdes intraespecificas, porém estudos
s30 necessarios para investigar se a divergéncia com M. pachydermatis é suficiente indicar que
esta espécie esta em processo de diferenciagdo e adaptagdo a hospedeiros animais especificos.

A alta variabilidade genética encontrada, também foi observado em diferentes estudos
nesta espécie com a presenca de diferentes gendtipos/subgendtipos evidenciando diferenciacao
intra e interespecifica de isolados de Malassezia ortundo de animais domésticos e selvagens
(CAFARCHIA et al. 2011, GANDRA et al 2008, ALVAREZ-PEREZ et al. 2014 PUIG et
al. 2016). Han et al. 2013 em analise molecular de M. pachydermatis isolada de pele e orelha
canina realizada na Coréia utilizando sequéncias da regido 26S do DNA ribossdémico e ITS-1
confirmou a presenca de trés genotipos ou grupos de sequéncias (A, B, C) confirmando essa
diversidade genotipica neste agente etioldgico, bem como seu potencial patogénico, em nossos
resultados essa variagdo intrapopulacional pode também esta associada ao descrito por esses
autores. Outros aspectos podem ser explorados para melhor compreensdo da relacdo entre a
presenca desses gendtipos e uma possivel ligacdo com o estabelecimento da doenga, aspectos
que podem levar a adaptacao de outras espécies de Malassezia sp. a alguns sitios anatomicos
de caes devido as diferencas encontradas no metabolismo lipidico desta levedura

(BUOMMINO et al. 2016, PUIG et al. 2016, TRIANA et al. 2017).
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Tabela 4- Matriz de Distancia Genética obtida com base no fragmento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene rRNA 26S em amostras de Malassezia sp., utilizando o

modelo de substitui¢ao nucleotidica de Tamura-Nei.

DIVERGENCIA GENETICA (%)

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1. Amostra3
2. Amostra 4 0,0
3.  Amostra_13 0,5 0,5
4. Amostra 5A1201 0,0 0,0 0,5
5. Amostra_5 0,0 0,0 0,5 0,0
6. Amostra 12 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0
7. Amostra 7 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
8.  Amostra_8 G1107 1,0 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
9. Amostra_7_C1203 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
10. Amostra_10 0,2 0,2 0,7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,9 0,2
11. Amostra_11 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,2
12. Amostra_18 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,2 0,0
13. Amostra_9 0,2 0,2 0,7 0,2 0,2 0,2 0,2 1,2 0,2 0,3 0,2 0,2
14. Amostra_8 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2
15. M. pachydermatis 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0
16. M. pachydermatis 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
17. M. pachydermatis 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,2 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0
18. M. pachydermatis 0,2 0,2 0,7 0,2 0,2 0,2 0,2 1,3 0,2 0,4 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2
19. M. pachydermatis 0,9 0,9 0,4 0,9 0,9 0,9 0,9 0,2 0,9 1,1 0,9 0,9 1,1 0,9 0,9 0,9 0,9 1,1
20. Amostra_15 8,8 8,8 8.4 8,8 8,8 8,8 8,8 8.4 8,8 9,0 8,8 8,8 9,0 8,8 8,8 9,1 9,1 9,6 8,6
21. M. furfur 8,9 8,9 8,4 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 9,1 8,9 8,9 9,1 8,9 8,8 8,8 8,8 9,2 8,8 0,2
22. M. furfur 8,9 8,9 8.4 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 9,1 8,9 8,9 9,1 8,9 8,8 8,8 8,8 9,2 8,8 0,2 0,0
23. M. furfur 8,7 8,7 83 8,7 8,7 8,7 8,7 83 8,7 8,9 8,7 8,7 8,9 8,7 8,7 8,8 8.8 9,3 8,4 0,5 0,7 0,7
24. M. furfur 8,9 8,9 8,4 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 8,9 9,1 8,9 8,9 9,1 8,9 8,8 8,8 8,8 9,2 8,8 04 02 0,2 0,9
25. C. neoformans 28,0 28,0 283 280 280 280 28,0 288 280 282 280 28,0 282 280 27,7 281 28,0 281 283 261 258 258 265 26,0
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CONCLUSAO

v

v

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

Os exames direto, isolamento e provas bioquimicas foram eficazes em detectar
leveduras do género Malassezia sp.

A regido D1/D2 do gene 26S RNA ribossomal mostrou-se eficiente na identificagao dos
isolados de Malassezia, permitindo a identificacdo de espécies M. pachydermatis e M.
Sfurfur.

A maioria das leveduras do género Malassezia isolada da orelha externa de cdes com
otite externa eram da espécie M. pachydermatis. Constituiu-se um fator atipico, o
isolamento da espécie M. furfur, com identificagdo através de analise molecular.

A anadlise filogenética das amostras estudadas evidenciou a ocorréncia de duas linhagens
de M. pachydermatis, uma de origem europeia e outra sul americana;

A identificagdo de M. furfur através do sequenciamento e posterior filogenia, demonstra
a importancia de analises moleculares, a fim de se observar a variabilidade genética

interespecifica do género Malassezia.
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ANEXO
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EXTRACAO DE DNA: PROCESSO FENOL - CLOROFORMIO-ISOAMILICO

Colocar 1 mL de caldo Sabouraud, contendo a coldnia;
Adicionar 600 puL de tampao de lise + 11 pL de Proteinase K;
Agitar no vortex por 15 seg;
Incucar overnight a 37°C, ou deixar por 2 horas em banho maria a 55°C;
Deixar esfriar a temperatura ambiente;
Adicionar 600 pL de fenol-cloroféormio-isoamilico (25:24:1);
Agitar no vortex por 15 seg;
Centrifugar por 10 minutos
Transferir sobrenadante para outro tubo;
. Adicionar 2 volume de fenol (300 pL) + %2 volume de cloroférmio (300 puL)
. Agitar no vortex por 15 segundos;
. Centrifugar por 10 minutos
. Transferir sobrenadante para outro tubo;
. Acrescentar 100 pL de Acetato de Sodio #M , pH 4,8
. Agitar no vortex por 15 segundos
. Adicionar 600 pL de isopropanol para precipitar o DNA;
. Agitar gentilmente até visualizar a nuvem de DNA;
. Se ndo aparecer o pellet congelar por 1 hora;
. Centrifugar por 10 minutos a 4000 rpm,;

. Descartar o sobrenadante cuidadosamente para ndo perder o pellet

. Secar o material colocando os tubos numa estufa de 37°C com cuidado para ndo secar

muito;

Incubar 37°C por no minimo 2 horas.

Dissolver em solugdo de rehidratagdo 20 pL para pellet pequeno e 50 pL para pellet maior;

. Quantificar o DNA obtido em gel de agarose a 1% (3 uL. do DNA extraido + 2 uL de blue)



