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RESUMO

Malassezia spp. s&o leveduras que compdem o microbioma cutaneo de animais e do
homem, podendo eventualmente causar infeccbes. Em cées, as infec¢cbes sao
particularmente associadas a M. pachydermatis, que é zoofilica e n&do lipodependente.
Embora a malasseziose ndo seja considerada zoonose, se aventou a possibilidade da
transmissao da doencga a neonatos por profissionais de Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) que possuiam cédes. Ha poucos estudos sobre a ocorréncia de intercambio de
espécies de Malassezia entre animais e homens que mantenham contato estreito. O
objetivo deste trabalho foi isolar espécies de Malassezia em cdes com otite e/ou
dermatite, verificando-se a relacdo com as espécies encontradas no tutor. Foram
estudados 18 caes com sinais condizentes com a infeccdo, dos quais foram colhidas
amostras de conduto auditivo e pelame. De seu tutor, foram colhidas trés amostras
clinicas, da regido superior do tronco, retroauricular e couro cabeludo. Em paralelo,
foram colhidas amostras clinicas das mesmas regifes de 24 pessoas que nhao
mantinham contato com animais (ndo-tutores). As amostras foram isoladas em meio de
Dixon modificado e a identificacdo fenotipica realizada por macro e micromorfologia e
provas bioquimicas. Apds extracdo do DNA, o gene 26S rDNA foi amplificado através
de PCR. Isolou-se Malassezia spp. em 77,8% (14/18) dos cdes com sinais clinicos
condizentes com malasseziose. Nao se verificou predilecdo por sexo ou faixa etaria.
Malassezia spp. foram verificadas em porcentagens similares em pessoas que
conviviam e que ndo conviviam com caes, respectivamente, 78,6% (11/14) e 83,3%
(20/24). Malassezia pachydermatis foi a espécie mais prevalente em cédes, sendo
verificada em 95,7% (22/23) dos isolados. Em relacdo as pessoas, M. pachydermatis foi
a espécie mais frequente no microbioma cutaneo dos tutores e representou 66,7%
(10/15) das cepas isoladas nas amostras clinicas, e Malassezia lipodependente 33,3%
(5/15). Malassezia pachydermatis foi isolada dos trés sitios amostrados, couro
cabeludo, tronco superior e regido retroauricular. Quanto aos individuos que néo
conviviam com cées, M. pachydermatis ndo foi isolada, verificando-se apenas
Malassezia lipodependentes. Estatisticamente o fator “convivéncia com caes”
influenciou na presenca de M. pachydermatis, espécie considerada zoofilica, no
microbioma cutaneo dos tutores (p<0,05). Os resultados obtidos nesta pesquisa
confirmam que ha alteragcdo no microbioma cutaneo das espécies de Malassezia em
pessoas que convivem com caes com malasseziose.

Palavras-chave: Malassezia sp, Malasseziose, Otite, Dermatite, Tutores, Zoonose.



ABSTRACT

Malassezia spp. represent a type of yeasts occurring in the cutaneous microbiome of
animals and humans, and may eventually cause infections. In dogs, infections are
particularly associated with M. pachydermatis, which is zoophilic and not lipodependent.
Although malasseziosis is not considered a zoonosis, the possibility of transmission of
the disease to neonates by professionals from Intensive Care Units (ICUs) who had
dogs was suggested. There are a few studies on the occurrence of exchange of
Malassezia species between animals and men those are in close contact. The aim of
this study was to isolate Malassezia spp. in dogs with otitis and/or dermatitis and to
establish the relationship between the species found and their owners. Eighteen dogs
with the signs suggestive of infection were studied. Of them, samples from the ear canal
and haircoat were collected. From their owners, three clinical samples were collected
from the upper trunk, retroauricular area, and scalp. Clinical samples were collected
from the same areas from 24 people who did not have contact with animals (not-tutor).
The samples were seeded on modified Dixon’s medium and phenotypic identification
was performed by analysis of macro- and micromorphology and biochemical tests. After
DNA extraction, the 26S rDNA gene was amplified by PCR. Malassezia spp. were
isolated in 77.8% (14/18) of dogs with clinical signs consistent with malasseziosis. There
was no predilection for gender or age. Malassezia spp. were verified in similar
percentages, as 78.6% (11/14) and 83.3% (20/24), in people who lived and those who
did not live with dogs, respectively. Malassezia pachydermatis was the most prevalent
species in dogs and was verified in 95.7% (22/23) of the isolates. It was also the most
frequent species in the cutaneous microbiome of the dog owners and represented
66.7% (10/15) of the isolates, while lipodependent Malassezia spp. represented 33.3%
(5/15). M. pachydermatis was isolated from the three sampled sites: scalp, upper trunk
and retroauricular region. As for individuals who did not live with dogs, M. pachydermatis
was not isolated, and they showed only lipodependent Malassezia. Statistically, “living
with dogs” influenced the presence of M. pachydermatis, a species considered zoophilic,
in the cutaneous microbiome of the owners (p<0.05). The results obtained in this
research reinforce an alteration in Malassezia species in the cutaneous microbiome of
people living with dogs showing malasseziosis.

Keywords: Malassezia sp, Malasseziosis, Otitis, Dermatitis, Dog Owners, Zoonosis.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Agente etioldgico

Malassezia spp. sdo fungos pertencentes a familia Malasseziaceae, ordem
Malasseziales, classe Malasseziomycetes, conforme proposto por Wang e
colaboradores (2014), dentro do subfilo Ustilaginomycota e filo Basidiomycota
(BOEKHOUT et al., 2010; WANG et al., 2014). No entanto, ainda ha dificuldades na
classificacdo taxondmica do género, sendo que existem hoje 18 espécies relatadas
de Malassezia (LORCH et al., 2018; THEELEN et al., 2018).

Sao agentes comensais encontrados nos mais diversos ambientes, desde
corais a espongiarios, ambientes marinhos e polares, e ainda colonizando a pele do
homem e animais, portanto, classificados como saprotroficos e biotroficos (AMEND,
2014; CELIS et al., 2017). No entanto, a relacdo ecoldgica entre as espécies de
Malassezia encontradas no ambiente e com seus hospedeiros e a pele, precisa
ainda ser mais explorada (VELEGRAKI et al., 2015).

Sao fungos leveduriformes lipofilicos e, com excecdo de uma espécie, M.
pachydermatis, que ocorre naturalmente em cées (GUILLOT; BOND, 2020), sao
todas lipodependentes (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010; CELIS et al., 2017).
Nas espécies lipodependentes, o gene relacionado a sintese de acidos graxos esta
ausente (GIOTI et al., 2013). Sendo assim, habitam o tecido cutaneo, geralmente em
regides do corpo ricas em glandulas sebaceas, utilizando-se dos acidos graxos para
0 seu metabolismo (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; TRIANA et al., 2017).

A célula apresenta de 2 a 8 um, variando conforme a espécie, tanto no
tamanho como na sua forma (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010). Sua parede celular é a
mais espessa entre as leveduras, sendo composta de acUcares, lipideos e
proteinas; envolta por esta camada lipidica, semelhante a uma capsula,
internamente, a membrana citoplasmatica apresenta-se corrugada (MITTAG, 1995;
ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010) (Figura 1). Essa camada lipidica parece ter acéo
imunomoduladora, influenciando na liberacdo de citocinas pelas células do
hospedeiro (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).
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Figura 1 — Fotomicrografia eletrénica de M. pachydermatis. Notar a espessa parede

celular e a membrana citoplasmatica corrugada.

Fonte: Arquivo Pessoal

Foi observada, para M. sympodialis, a presenca de enzimas que modulam a
producao de B-1,3 glucanos e polissacarideos (quitina), relacionados a construcéo e
manutencado da integridade celular (GIOTI et al., 2013), bem como sua ancoragem
na membrana plasmatica da célula do hospedeiro. Os B-glucanos agem como
adesinas nas células-alvo ou objetos inanimados e sao responsaveis por
desencadear reacao imunoldgica (ASHBEE; BOND, 2010).

Malassezia sp € levedura que se reproduz de forma assexuada, por
brotamento monopolar (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010); no entanto, pequenos
fragmentos de hifas podem ser observados em lesGes associadas a pitiriase
versicolor, promovendo nesses casos um carater dimoérfico a esses fungos
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; GUEHO-KELLERMANN et al., 2010). Foram ainda
encontrados genes que codificam proteinas relacionadas a meiose em M. globosa e
M. sympodialis, podendo este ser um mecanismo de reprodugdo sexuada, a ser
investigado para o género (XU et al., 2007; GIOTI et al., 2013).

1.2 Aspectos clinicos e epidemiolégicos das doencas associadas a infeccao

por Malassezia spp.

Malassezia spp. sdo isoladas do microbioma cutaneo de humanos e animais
(BOND et al.,, 1995; ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; HONNAVAR et al.,, 2016;
MALINOVSKA et al., 2019), entretanto podem ser responsaveis por doencas em

situacdes de desequilibrio na relagdo patdégeno-hospedeiro (GEMMER et al., 2002;
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BOND et al., 2010; ASHBEE; BOND, 2010; CLAVAUD et al., 2013; BOND et al.,
2020).

A colonizacdo de neonatos sadios ocorre a partir do nascimento, havendo o
isolamento de Malassezia spp. em sua pele, com incremento de 25% entre a
primeira e a quarta semanas de vida, sugerindo que a colonizacao se origina da mae
(AYAN, 2007; NAGATA et al., 2012). Relatou-se 20% de prevaléncia de M. furfur em
pele de recém-nascidos prematuros de baixo peso, entre uma e seis semanas de
vida (MOREIRA et al., 2019), enquanto Nagata e colaboradores (2012) citaram M.
restricta como a espécie mais isolada em microbioma, tanto de bebés de 30 dias,
como em adultos. Entretanto, observa-se maior prevaléncia do fungo em individuos
jovens e adultos, quando ha maior atividade de glandulas sebaceas, devido aos
andrégenos e, portanto, menores indices em criancas e idosos (ASHBEE;
SCHEYNIUS, 2010; JO et al., 2016; MALINOVSKA et al., 2019).

Verificou-se variabilidade quanto as espécies de Malassezia colonizando a
pele de individuos sadios, havendo diferencas na colonizacdo em relacdo a idade e
local do corpo onde foi realizada a colheita, propondo-se também que haja
diferencas quanto a etnia e localizagdo geogréfica (PROHIC et al., 2014; JO et al.,
2016).

1.2.1 Afeccbes dermatoldgicas em humanos

A maioria das lesdes causadas por Malassezia spp. em humanos ocorre em
cabeca e tronco (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; THEELEN et al., 2018; SAUNTE et
al., 2020). Esta caracteristica esta diretamente relacionada a sua lipodependéncia,
visto que estas regides do corpo concentram elevada quantidade de lipideos
(PROHIC et al., 2016; SAUNTE et al., 2020).

As diferentes enfermidades dermatoldgicas causadas por estas leveduras
como pitiriase versicolor, dermatite seborreica, dermatite atopica, psoriase, pustulas
e foliculites sdo multifatoriais e relacionadas ao rompimento da barreira cutanea,
fatores ambientais e genéticos (GAITANIS et al., 2012; CELIS et al., 2017).

Infecgcbes mistas podem ocorrer, principalmente quando da presenca de

doenca, tanto que Sugita e colaboradores (2002) observaram maior numero de
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espécies de Malassezia isoladas em individuo apresentando dermatite atépica do
gue em sadios.

Pitiriase versicolor, também chamada de tinea versicolor, € uma afeccao
cronica, em que geralmente se observam lesdes no tronco, hipo ou
hiperpigmentadas, sdo mais frequentes em paises tropicais e regides Umidas
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; GAITANIS et a., 2012; SAUNTE et al., 2020).
Diferentes espécies do género e infeccbes mistas tém sido implicadas como
responsaveis dessas infec¢coes (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; GAITANIS et al.,
2012; SAUNTE et al., 2020). A doenca pode estar associada a uma despigmentacao
da pele no local da leséo, devido a inibicdo de tirosinase, enzima associada a
melanogénese, ou a producdo de inddis do triptofano, que podem acarretar a
apoptose de melandcitos (KRAMER et al., 2005; ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010;
GAITANIS et al., 2012; CELIS et al., 2017). Além disso, o fungo pode liberar outros
metabdlitos intermediarios do triptofano que apresentam coloracdo amarelada ou
vermelha, produzindo lesdes hiperpigmentadas (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010;
GAITANIS et al., 2012).

A dermatite seborreica e a caspa s&o consideradas a mesma enfermidade por
muitos autores, no entanto outros as consideram como estagios de uma afeccao
Gnica continua (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; SAUNTE et al., 2020) e acomete 1 a
3% da populacéo geral (CELIS et al., 2017). A condicédo clinica cronica associada a
descamacéo, coceira, vermelhiddo na face, couro cabeludo e tronco pode se
exacerbar em meses mais secos, com 0 estresse e/ou uso de medicamentos anti-
inflamatorios esteroidais (SAUNTE et al., 2020). Warner e colaboradores (2001)
verificaram no estrato cérneo do couro cabeludo de individuos apresentando caspa
lesbes como hiperproliferacdo com paraqueratose e reducdo no numero de
desmossomos, associada a descamacéo celular. Com a barreira cutanea lesionada,
0s metabdlitos produzidos pelo agente podem dar inicio ao processo inflamatério
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).

Malassezia globosa e M. restrita SG0 as espécies mais prevalentes em casos
de dermatite seborreica ou atopica (SUGITA et al., 2001; GEMMER et al., 2002;
GAITANIS et al., 2012; GRIMSHAW et al., 2019), porém M. sympodialis, M. furfur e
inclusive infecgcdes concomitantes s&o relatadas (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010,
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CELIS et al.,, 2017). Recentemente, M. arunalokei também foi associada a essa
condicao clinica (HONNAVAR et. al., 2016)

O eczema atopico ou dermatite atopica € uma inflamacé&o crénica que produz
coceira, pele avermelhada, seca e espessada com distribuicdo maior na face
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; CELIS et al., 2017; SAUNTE et al., 2020). A doenca
resulta da interacéo entre fatores genéticos e imunologicos do individuo, deficiéncias
e alteracOes funcionais de diferentes células, como os queratindcitos, células T,
células B, células efetoras e eosindfilos, associados também com fatores ambientais
(BIEBER; NOVAK, 2009). Malassezia sympodialis € a espécie mais frequente no
eczema atépico, mas outras espécies tém sido relatadas também (ASHBEE, 2007,
GAITANIS et al.,, 2012; CELIS et al., 2017). Um carater alergénico tem sido
associado ao eczema, com a presenca de mastécitos e liberacdo de histamina na
leséo, instalando-se um processo alérgico no tecido (SAUNTE et al., 2020).

Nos casos de psoriase, apesar de nédo ter sido possivel, at¢ o momento,
correlacionar uma espécie causal com a doenca, M. restricta, M. globosa e M.
sympodialis ja foram descritas, e podem contribuir para a hiperproliferacdo celular
observada nos casos desta dermatopatia (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; GAITANIS
et al., 2012). Prohic e Kasumagic-Halilovic (2009) citam M. sloofiae, M. restricta, M.

furfur e M. sympodialis como as espécies mais encontradas nessa enfermidade.

1.2.2 Afeccbes dermatoldgicas e otoldgicas em caes e gatos

A presenca de estruturas semelhantes a pinos de boliche provenientes da
pele de rinocerontes apresentando dermatite esfoliativa foi o primeiro relato de M.
pachydermatis, sendo inicialmente denominada de Pityrosporum pachydermatis por
Weidman (1925), devido a sua similaridade ao Pityrosporum ovale, encontrado em
humanos (apud BOND et al.,, 2010). O agente, posteriormente denominado de
Malassezia pachydermatis, € isolado da pele e conduto auditivo de cées e gatos
sadios (BOND et al., 2010; BOND et al., 2020; GUILLOT; BOND, 2020); entretanto,
a contagem da levedura em animais doentes é maior, concluindo-se que se trata de
um patdgeno oportunista (BOND et al., 2010; BOND et al., 2020; GUILLOT; BOND,
2020).
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Embora M. pachydermatis seja considerada zoofilica (THEELEN et al., 2018;
GUILLOT; BOND, 2020), existem diversos relatos de espécies de Malassezia
lipodependentes em cées saudaveis e com otite externa (CRESPO et al., 2000;
DUARTE et al.,, 2002; CAFARCHIA et al., 2005), bem como em gatos (DIZOTTI;
COUTINHO, 2007; BELLIS et al., 2010).

As lesdes cutaneas podem ser Unicas ou multiplas e incluem eritema,
alopecia (em diferentes graus), hiperpigmentacéo, prurido, exsudato com odor forte,
afetando a porcdo ventral do abddémen, face, patas, dobras de pele e perineo
(BOND et al., 2010; BOND et al.,, 2020). No canal auditivo as lesbes sao
eritematosas, liquenificadas, com presenca de exsudato ceruminoso de odor
caracteristico e descamacdo amarelada a amarronzada (BOND et al., 2010;
GUILLOT; BOND, 2020).

1.2.3 Infecgdes sistémicas

Malassezia furfur, além de lesdes cutaneas, foi relatada em um neonato
abaixo do peso, que desenvolveu um quadro de pneumonia, associada a uma
vasculite local e & administracdo de complexos lipidicos para alimentacdo parenteral
do recém-nascido (REDLINE; DAHMS, 1981). Apds a descricdo deste caso, esta
espécie foi associada a casos de fungemia em UTIs neonatais (IATTA et al., 2014).

Apesar de ser frequentemente causadora de otite e dermatite caninas e
felinas (BOND et al., 2010; BOND et al.,, 2020; GUILLOT; BOND, 2020), M.
pachydermatis também foi isolada de quadros de septicemia, infec¢do urinaria e
meningite de neonatos de baixo peso em UTIs (MICKELSEN et al., 1988; WELBEL
et al., 1994; CHANG et al., 1998; CHRYSSANTHOU et al., 2001; AL-SWEIH et al.,
2014; ILAHI et al., 2018), bem como de casos de fungemia em dois adultos, um
paciente com histérico hospitalar longo e lepra multibacilar causada por
Mycobacterium leprae (ROMAN et al., 2016) e outro que sofreu gastrectomia radical
e quimioterapia (LEE et al., 2019), demonstrando seu potencial patogénico em
individuos imunocomprometidos.

Chang e colaboradores (1998) realizaram um estudo epidemiolégico em um
surto de M. pachydermatis em UTI neonatal, associando a introducdo do agente com

uma enfermeira e seus cdes positivos para o fungo. Tal hipotese foi reforcada com a
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demonstracdo que em humanos carreadores da levedura nas maos, seus caes
também apresentavam M. pachydermatis (MORRIS et al., 2005).

E relevante o carater nosocomial da doenca, como foi verificado por Gupta e
colaboradores (2014) em um hospital na india, em que 38% dos pacientes infantis
ou recém-nascidos apresentaram coloniza¢do por M. furfur e M. globosa, isoladas
da pele apds permanéncia em UTI. Estes e outros autores verificaram correlacao
entre ventilacdo mecanica, administracdo de compostos lipidicos intravenosos,
colocacdo de cateteres e terapia antibacteriana no favorecimento da infeccéo
hospitalar por Malassezia spp. (TRAGIANNIDIS et al., 2009; IATTA et al., 2014).

Por se tratar de casos raros de septicemia, ndo se sabe ao certo a sua real
incidéncia, visto que ha demora na identificacdo do agente causal e muitas vezes o
diagndéstico nem é realizado (ROMAN et al., 2016).

1.3 Patogenia

O fungo pode ser isolado em individuos e animais sadios e doentes, e 0s
mecanismos pelos quais ele passa a causar a doenga ainda ndo sao perfeitamente
compreendidos (ASHBEE; BOND, 2010). A levedura esta presente em animais
sadios, porém em numero reduzido podendo ser visualizadas em citologia (KENNIS
et al.,1996; CAFARCHIA et al., 2005). Na presenca de lesdes geralmente ha maior
namero de leveduras do que no microbioma dos hospedeiros, de 100 a 10.000
vezes mais leveduras; no entanto, este numero pode ser menor ou maior,
dependendo da existéncia de fatores predisponentes para a doencga, como diabetes
mellitus, sindrome da imunodeficiéncia felina ou leucemia viral felina e uso
prolongado de antibioticoterapia associada a glicocorticoides (CAFARCHIA et al.,
2005; BOND et al., 2010; BOND et al., 2020).

A doenca clinica frequentemente reflete uma proliferagdo da levedura, devido
um distarbio no balango entre a imunidade do hospedeiro e a viruléncia do fungo,
levando a uma quebra na homeostase (THEELEN et al., 2018; GUILLOT; BOND,
2020). Associou-se um desequilibrio na microbiota cutdnea em pacientes com
dermatite seborreica, ao se verificar reducdo na contagem de bactérias da
microbiota, como Cutibacterium acnes e, paralelamente, um incremento na

contagem de Malassezia spp., comparando-se com pacientes sadios iSSO hao
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ocorreu (CLAVAUD et al.,, 2013). Verificou-se ainda maior concentracdo de M.
restricta e M. globosa em sitios com dermatite seborreia comparando-se com a pele
sadia (GRIMSHAW et al., 2019).

A presenca de Malassezia sp no estrato cérneo expde o hospedeiro a uma
gama de imundgenos e alérgenos, compreendendo carboidratos associados a
parede celular, proteinas e lipideos; enzimas que séo secretadas, as quais geram
substratos para nutricdo do fungo e produtos metabdlicos irritantes ao hospedeiro
(GUILLOT; BOND 2020). Sendo estes organismos comensais, 0s mecanismos de
interacdo com as barreiras da pele, os queratindcitos, sdo fundamentais para dar
inicio as rea¢cfes imunologicas locais, a reacdo imune inata, além de amplificar a
resposta por uma ativacao da resposta adquirida (BUOMMINO et al., 2013).

Angiolella e colaboradores (2018) verificaram a capacidade de aderéncia e
formacao de biofilme em superficies abibticas, associados a hidrofobicidade por M.
furfur, sugerindo se relacionar a viruléncia e a quebra do equilibrio parasita-
hospedeiro. A superficie celular hidrofébica promove a adesdo as células do
hospedeiro por manoproteinas da parede celular (ANGIOLELLA et al., 2018). Em
1995, Mittag ja havia destacado na parede celular de M. furfur a presenca de uma
camada externa espessa, rica em lipideos, associada a adesao celular.

Parece que a presenca de biofilme esta associada a uma maior lesdo tecidual
guando fosfolipases sao encontradas (FIGUEREDO et al., 2012). As fosfolipases
sdo responsaveis por liberar metabdlitos do &cido aracdbnico, sendo estes
associados a uma reacao inflamatéria e resposta imune local (PLOTKIN et al., 1998;
XU et al.; 2007). Verificou-se maior producédo de fosfolipases em isolados de M.
pachydermatis de cdes com lesdes, comparando-se com amostras isoladas de
animais sadios (CAFARCHIA; OTANTRO, 2004). Desta forma, sugere-se que a
presenca de fosfolipase e biofilme sdo dois fatores de viruléncia associados a
patogenia da lesdo por M. pachydermatis (FIGUEREDO et al., 2012). Em relacdo a
M. sympodialis, detectou-se a presenca de genes codificadores de hidrolases
lipidicas como lipases, fosfolipases C e esfingomielinases, indicando a participacao
destas enzimas na patogenicidade desses fungos (GIOTI et al., 2013). A existéncia
de biofilme também esta associada a resisténcia da levedura aos antifungicos, como
derivados nitroimidazdlicos e terbinafina, podendo dificultar o tratamento destas

infeccbes pela presenca de matrix extracelular (FIGUEREDO et al, 2013). Os
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autores sugerem também que o biofilme formado em superficies inanimadas, como
cateteres, pode propiciar a disseminagdo do agente em infecgcbes nosocomiais
(FIGUEREDO et al, 2013).

Para M. pachydermatis parece haver um fator genético associado a maior
suscetibilidade de hospedeiros, como o relacionado a ra¢ca Basset hound, uma raga
mais predisposta as dermatites por este agente (BOND et al., 2010; BOND et al.,
2020).

Alguns autores verificaram experimentalmente que fungos contendo melanina
se mostraram mais patogénicos do que aqueles que n&do produzem este pigmento
(DOERING, 1999; ROSAS et al., 2002). Wang e colaboradores (1995) associaram a
melanina produzida por Cryptococcus neoformans a uma reducdo na sensibilidade
destes microrganismos a compostos reativos de oxigénio e protecdo contra a
fagocitose. A melanina também mostrou acdo inibitéria sobre peptideos
antimicrobianos, como as 3-defensinas, protegrina e magainina (DOERING, 1999) e
a presenca dela esta relacionada a ativacdo da via alternativa do complemento,
associando-se sua producédo a lesao tecidual induzida pela presenca do fungo, como
verificado para Aspergillus niger (ROSAS et al., 2002). Gaitanis e colaboradores
(2005) verificaram compostos semelhantes a melanina, in vivo e in vitro em M. furfur,
M. sympodialis, M. globosa, M restricta, M. slooffiae, M. obtusa, M. dermatis, M.
pachydermatis, M. nana, M. japonica e M. yamatoensis isoladas de pacientes com
pitiriase versicolor e dermatite seborreica. Foi sugerido que o zimogénio, uma pro-
enzima da parede celular fungica, também pode ativar o sistema complemento,
levando a danos na integridade dos queratindcitos, produzindo inflamacéo e prurido
(VELEGRAKI et al., 2015.).

Em infecc¢do in vitro de queratinécitos por M. pachydermatis, foram detectados
genes associados a producdo de receptores do tipo Toll-2, relacionados a
transmissdo de sinais para os queratinéticos (BUOMMINO et al., 2013). Estes
receptores promovem um aumento na expressdao do gene HBD-2, sugerindo
incremento na liberacdo de peptideos antimicrobianos da familia das B-defensinas,
como mecanismo inato de defesa na superficie cutanea e impedindo o aumento de
leveduras no local (ONG et al., 2002). Ja em pacientes com eczema atdpico ndo se

verificou incremento na expresséao de HBD-2 (ONG et al., 2002).
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Ha variabilidade na resposta imunolégica para diferentes espécies de
Malassezia (ASHBEE, 2007). A resposta voltada a producao de anticorpos pode ser
induzida por uma condicao geral do paciente e ndo somente relacionada a infeccao
da levedura em si, visto que sao agentes comensais (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).
Quanto a presenca de imunoglobulinas foram detectadas IgM e IgG em adultos e
criancas (FAERGEMANN, 1983) e altos niveis de IgE em pacientes com dermatite
atopica causada por M. furfur (ZARGARI et al., 2001) e por M. dermatis (SUGITA et
al., 2002). A interacao de M. furfur com o tecido cutaneo é alergénica, levando a um
aumento de IgE especifica contra o agente (BUENTKE et al., 2000) e IgE anti-
Malassezia é detectada em pacientes apresentando dermatite atdpica e ndo em
pacientes sadios (SUGITA et al., 2002).

Foi demonstrado que as células dendriticas derivadas de mondcitos sao
capazes de se ligar e internalizar M. furfur e seus componentes alergénicos
(BUENTKE et al., 2000), processo que leva a sua maturacdo, proliferacdo de
linfécitos e inicio da resposta do tipo Th-2 (BUENTKE et al., 2001). No entanto, apds
a comunicacdo com as células natural killer (NK), a morte das células dendriticas,
contendo a levedura em seu interior, ndo ocorre em pacientes com eczema atopico.
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).

1.4 Diagndstico

Métodos como citologia, cultivo microbiolégico e bidpsia sdo eficientes na
deteccdo do agente (BOND et al.,, 2010), mas a citologia demonstrou baixa
sensibilidade, apesar de alta especificidade, enquanto o cultivo foi considerado a
técnica ouro no diagnéstico do agente (CAFARCHIA et al., 2005).

Entre as 18 espécies existentes, 17 sdo consideradas lipodependentes e
necessitam de meios de cultura que possuam lipideos em sua composi¢ao
(THEELEN et al., 2018; GUILLOT; BOND, 2020). O uso de 6leos naturais ou outras
fontes de lipideos fazem parte da rotina diagndstica, como o uso de agar Sabouraud
dextrose adicionado de uma camada de azeite de oliva, ou devem-se usar meios ja
incorporados de lipideos, como o agar Leeming e Notham ou agar Dixon modificado
(ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; SAUNTE et al., 2020). Sendo excegao, M.
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pachydermatis pode ser semeada em meios de cultura convencionais, sem adi¢ao
de lipideos (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010)

Diferentes fontes lipidicas ja foram incorporadas aos meios de cultura, como
azeite de oliva, Tweens, leite e glicerol. Como sua auséncia é limitante a maioria das
espécies de Malassezia, a sua real frequéncia em materiais clinicos pode ser ainda
maior do que a verificada rotineiramente (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).

A producao de gama-lactona volatil (isopentanol e feniletanol) pelas colbénias
de Malassezia spp. que se desenvolvem em meios adicionados de lipideos é que da
o odor frutado verificado no crescimento da levedura (LABOWS et al., 1979).

Dentre as espécies lipodependentes, M. furfur € a que melhor se desenvolve
em meios de cultura, e, portanto, a mais frequentemente isolada; as mais fastidiosas
sdo M. obtusa e M. restricta devido as exigéncias nutricionais. Além disso, a ultima
requer temperatura constante de 34° C. Assim, em amostras clinicas contendo M.
furfur, esta pode se sobrepor as outras (GEMMER et al., 2002).

A identificacdo fenotipica das colénias é morfologica e bioquimica e pode ser
realizada com o emprego de meios preparados em laboratorios de rotina ou kits
comerciais de diagnéstico (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010; MELEATIDIS et al.,
2011; SAUNTE et al., 2020); entretanto, pesquisadores tém notado dificuldade em
caracterizar as espécies utilizando apenas os métodos fenotipicos (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010; AL-SWEIH et al., 2014; GUILLOT; BOND, 2020).

Por este motivo, € que se propbe o uso de técnicas moleculares na
diferenciacdo de espécies de Malassezia (GEMMER et al., 2002; GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010; BOND et al., 2020). As técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com posterior sequenciamento, e espectrometria de massa
(MALDI-TOF) tém sido as mais indicadas para a identificacdo das espécies do
género Malassezia (THEELEN, et al., 2018; BOND et al., 2020; GUILLOT; BOND,
2020).

1.5 Tratamento

Infortunadamente, ndo ha método padrdo que se possa realizar para testes
de sensibilidade in vitro para Malassezia spp. (THEELEN et al.,, 2018; GUILLOT;
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BOND 2020). Entretanto, a resposta dessas leveduras a terapia antifungica é, no
geral, satisfatoria (BOND et al., 2010).

Trés classes de antifungicos séo utilizadas nas infec¢cdes fungicas, azois,
polienos e equinocandinas (THEELEN et al.,, 2018); os dois primeiros sao
empregados frequentemente para tratar as infecgbes humanas e animais causadas
por Malassezia spp. (THEELEN et al., 2018), mas estas leveduras apresentam
resisténcia intrinseca as equinocandinas (AL-SWEIH et al.,, 2014). Alguns
pesquisadores sugerem diferentes respostas ao tratamento, dependendo da espécie
de Malassezia que acomete o paciente, sendo assim a sua correta identificacéo
pode estar relacionada ao sucesso do tratamento (PROHIC et al., 2016; ROMERO-
SANDOVAL et al., 2017; BOND et al., 2020).

O tratamento das infec¢des superficiais, tanto humanas, como animais, pode
ser topico, por via oral ou uma combinacgéo deles (THEELEN et al., 2018; SAUNTE
et al., 2020). Nos casos de infec¢fes invasivas € recomendado o uso intravenoso de
triazbis, como fluconazol e voriconazol, como tratamento inicial e utilizar anfotericina
B como segunda opcdo em casos graves, ou ainda em caso de ineficiéncia dos
azoOis (TRAGIANNIDIS et al., 2009). Malassezia pachydermatis isoladas de sangue
de neonato com septicemia se mostraram resistentes ao fluconazol e a flucitosina,
mas sensiveis a anfotericina B, voriconazol e posaconazol (AL-SWEIH et al., 2014).
O tratamento das infeccbes septicémicas humanas € longo, e perdura por
aproximadamente 20 dias (WELBEL et al., 1994).

1.6 Progndéstico

Apés a colonizacdo da pele por Malassezia spp. em criangas e neonatos,
estes persistiram colonizados pelo fungo (GUPTA et al., 2014). Nas infeccdes
sistémicas, a remocdo dos cateteres endovenosos é imprescindivel, j& que a
formacado de biofilme interfere com a agéo dos antifungicos (TRAGIANNIDIS et al.,
2009; ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010).

Fatores como imunodepressao, diagndéstico tardio com fungemia persistente,
remocao tardia de cateter venoso, tratamento antifingico equivocado e coinfeccao
sdo fatores que podem levar a um prognéstico reservado para a doenca
(VELEGRAKI et al., 2015).
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2 INTRODUCAO

Malassezia spp. sdo 0 mais abundante eucariota da pele, representando 50%
a 80% do micobioma cutdaneo (THEELEN et al., 2018). Atualmente, gracas as
ferramentas de biologia molecular estdo descritas 18 espécies do género, sendo M.
dermatis, M. japonica, M. obtusa, M. restricta, M. yamatoensis e M. arunalokei
espécies cujo hospedeiro primario sdo os seres humanos, enquanto M. furfur, M.
globosa, M. slooffiae, M. sympodialis e M. pachydermatis partilham o hospedeiro
animal. Ja M. vespertilionis, M. brasiliensis, M. psittaci, M. caprae, M. equina,
M. cuniculi e M. nana até o momento, apresentam como hospedeiros 0s animais
(THEELEN et al., 2018; GUILLOT; BOND, 2020).

As diferentes espécies de Malassezia spp. sdo consideradas comensais,
sendo associadas a doencas no homem e animais quando h4 um aumento na
quantidade destas leveduras, induzido pela quebra no equilibrio entre a viruléncia do
agente e a imunidade do hospedeiro (THEELEN et al., 2018; BOND et al., 2020).

Os quadros clinicos sdo mais comumente associados ao sistema tegumentar,
como pitiriase versicolor, sindrome do eczema/dermatite atdpica e dermatite
seborreica em humanos (SUGITA et al., 2001; GRIMSHAW et al., 2019; SAUNTE et
al.,, 2020). Em céaes, sdo comuns otite e dermatite, sendo a espécie mais
frequentemente isolada M. pachydermatis, Unica espécie que nao apresenta
lipodependéncia (ASHBEE; SCHEYNIUS, 2010; VELEGRAKI et al., 2015; GUILLOT;
BOND, 2020).

Apesar de M. pachydermatis ser considerada zoofilica (GUILLOT; BOND.
2020), esta espécie ja foi relatada no microbioma de humanos ou causando
infeccdes cutaneas (PROHIC; KASUMAGIC-HALILOVIC, 2009; ANGIOLELLA et al.,
2018; MARIN et al., 2018), e mesmo, em quadros sistémicos (WELBEL et al., 1994;
CHRYSSANTHOU et al., 2001; IATTA et al., 2014).

Os gquadros septicémicos citados na literatura, embora em baixo numero,
estdo associados a entrada do agente na corrente sanguinea, principalmente
através de alimentacdo parenteral lipidica em neonatos que se encontravam em
unidades de terapia intensiva (UTIs) (CHRYSSANTHOU et al., 2001; ILAHI et al.,

2018). Com o isolamento de M. pachydermatis em pacientes acometidos por
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infecgOes sistémicas se aventou a possibilidade de transmissédo desta levedura a
partir de cées, carreadas pelos profissionais de saude as UTIls (CHANG et al.,1998).

Malassezia pachydermatis normalmente ndo faz parte do microbioma cutaneo
de seres humanos (SAUNTE et al., 2020); no entanto, alguns pesquisadores
relataram sua presenca (NAKABAYASHI et al., 2000; PROHIC; KASUMAGIC-
HALILOVIC, 2009; MARIN et al., 2018), também sugerindo a participacdo dos caes
no contato que mantém com seus tutores (MARIN et al., 2018). Entretanto, na
bibliografia disponivel, sdo poucas as pesquisas verificando se ocorre intercambio
de espécies de Malassezia entre animais e pessoas que tenham contato intimo e

alteracdo do microbioma cutaneo dos tutores de caes.
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3 OBJETIVO

Verificar a presenca de M. pachydermatis no microbioma cutaneo de tutores
de cdes com malasseziose, comparando-se com o isolamento da levedura em

individuos que ndo tinham contato com animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de dados

Os tutores que estavam de acordo com a pesquisa, apds assinarem o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), responderam ao questionario
epidemioldgico (Apéndice 1). O questionario foi dividido em trés dimensdes: a
primeira se referia as informac6es do animal quanto ao sexo e idade; a segunda,
com a colheita da amostra: pelame ou orelha (direita ou esquerda); a terceira
dimenséao se referia ao habitat e habitos: se vivia em apartamento, casa (com/sem
quintal), se o animal tinha habito de sair a rua, se tinha contato com outros animais,
se adentrava a residéncia e se subia em camas/sofas. Para os tutores e ndo-tutores
foram obtidas informacgdes sobre sexo e idade. Foram seguidas todas as orientacdes
dos comités de ética em pesquisa, animal e humano (protocolo n® 375/15
CEP/ICS/UNIP e CAAE 48458915.2.0000.5512).

4.2 Populag¢des de estudo

4.2.1 Animais

Como critério de inclusdo dos animais no estudo foram avaliados céaes
apresentando quadro clinico de dermatite, com as seguintes lesdes sugestivas de
malasseziose: prurido, eritema, alopecia, hiperpigmentacdo e hiperqueratose. No
caso de animais apresentando quadro clinico de otite as lesdes indicativas de
malasseziose foram: liquenificagdo, exsudato ceruminoso amarronzado de odor
caracteristico e descamacédo (MACHADO et al., 2010; MARIN et al., 2018; BOND et
al., 2020; GUILLOT; BOND, 2020).

Considerando-se a presenca de lesdo sugestivas, foram utilizados para este
projeto, 18 cédes de companhia encaminhados ao atendimento clinico do Hospital
Veterinario da Universidade Paulista (UNIP), Campus Sdo José dos Campos, no
periodo de 2018 e 2019, colhendo-se um total de 27 amostras clinicas, sendo duas

de pelame, 12 de orelha direita e 13 da esquerda.
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4.2.2 Seres humanos

Foram estudadas 38 pessoas colhendo-se amostras de trés regides do corpo:
couro cabeludo, regido retroauricular e tronco (superior), totalizando 114 amostras

clinicas, divididas como segue abaixo.

4.2.2.1 Tutores

Critério de inclusédo foi o isolamento de Malassezia sp do respectivo cdo, a
partir da lesdo sugestiva no exame clinico. Nao fizeram parte do estudo amostras
clinicas de tutores de caes negativos no exame micologico (critério de excluséo).
Sendo assim, as amostras de quatro tutores, cujos cédes tiveram resultado negativo
no isolamento fangico, foram descartadas, perfazendo um total de 42 amostras
clinicas de 14 tutores.

4.2.2.2 Nao-tutores

O critério de inclusao neste grupo foi de seres humanos que ndo conviviam e
nao tinham contato com animais, sendo estudadas 24 pessoas, perfazendo um total

de 72 amostras clinicas.

4.3 Colheita de amostras clinicas

Todas as colheitas foram realizadas utilizando-se luvas de procedimentos e
apos 0 seu término, tanto as amostras de pele/pelame, como de orelha foram
acondicionadas em sua embalagem original, identificadas, lacradas, refrigeradas e
imediatamente enviadas ao Laboratério de Biologia Molecular e Celular da

Universidade Paulista — UNIP para processamento.

4.3.1 Amostras de cerumen

Para a colheita foi realizada uma limpeza prévia do pavilhdo auricular com

solucdo de alcool-éter (1:1) e as amostras clinicas das orelhas direita e esquerda
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dos animais foram colhidas com a introducdo de um swab estéril, rotacionando-o de

forma a conseguir recolher parte da secregao presente.

4.3.2 Amostras de pelame

As amostras de pelame dos animais seguiram a técnica proposta por Mariat e
Adan-Campos (1967), com a utilizacdo de quadrados de carpete de
aproximadamente 25 cm? (5x5), previamente esterilizados. A parte superior dos
carpetes foi friccionada nas &reas lesionadas do pelame dos animais e, em seguida,

reacondicionados em seu invélucro estéril.

4.3.3 Amostras de superficie cutanea das pessoas

As amostras de pele foram obtidas pela friccdo de um swab estéril em couro
cabeludo, regido retroauricular e tronco superior (costas); locais referidos na

literatura como propicios ao crescimento de Malassezia sp (PROHIC et al., 2014).

4.4 I1solamento fungico

As amostras clinicas foram semeadas em placas de Petri, contendo meio de
Dixon modificado (GUILLOT et al., 1996; GUEHO-KELLERMANN et al., 2010). As
placas foram incubadas por um periodo maximo de duas semanas a 32° C,
realizando-se leituras regulares, a fim de se detectar o crescimento das colonias, e,
ap0s esse periodo, em caso de auséncia de crescimento, as placas foram
descartadas e o resultado considerado negativo (GUILLOT et al., 1996; MIDGLEY,
2000; GUEHO-KELLERMANN et al., 2010).
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4.5 Caracterizacdo fenotipica

4.5.1 Estudo morfoldgico

As col6nias isoladas foram avaliadas macro e micromorfologicamente
utilizando-se a técnica de Gram, a fim de se confirmar as caracteristicas fenotipicas
do brotamento monopolar da levedura (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010).

4.5.2 Crescimento em agar Sabouraud dextrose

Confirmada a positividade para Malassezia sp por estudo morfolégico, seguiu-
se 0 cultivo da amostra em &agar Sabouraud dextrose (BBL™ — BD-Becton,
Dickinson and Company, New Jersey, Estados Unidos), a fim de se verificar a
dependéncia ou ndo de lipideos (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010). Em caso de
crescimento das leveduras nesse meio, confirmava-se a auséncia de
lipodependéncia e a amostra era classificada como M. pachydermatis (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010).

4.5.3 Pesquisa da producao de enzimas

4.5.3.1 Caracterizacao da atividade de urease

A atividade de hidrélise da ureia pelas leveduras foi testada pela semeadura
de uma alcada da colbnia previamente isolada, com quatro a cinco dias de
crescimento, em ureia de Christensen (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos),
seguida da incubacao a 32° C. A leitura foi realizada em até sete dias e a expressao
de urease foi verificada pela coloragdo résea do tubo cultivado (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010).

4.5.3.2 Pesquisa de producao da enzima catalase

A producdo da enzima catalase foi testada pela adicdo de peroxido de

hidrogénio 3% (H202 a 10 volumes) nas colbnias obtidas. A producdo de bolhas de



31

gas representou prova positiva, e auséncia de bolhas, prova negativa para a
producéo da enzima (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010).

4.5.3.3 Pesquisa da enzima B-glicosidase

O teste mede a agdo da enzima B-glicosidase na degradacdo de esculina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) por algumas espécies de Malassezia,
ocorrendo reacdo de compostos liberados com o ferro do meio, produzindo
coloracg&o enegrecida (teste positivo) (GUEHO-KELLERMANN et al., 2010).

4.5.4 Crescimento a 40° C

As amostras isoladas foram incubadas a 40° C, a fim de se verificar 0 seu
crescimento nesta temperatura, como caracteristica suplementar das espécies
(GUEHO-KELLERMANN et al., 2010)

4.5.5 Habilidade de utilizar diferentes fontes de lipideos

A identificacao fenotipica das espécies foi baseada em aspectos da fisiologia
da levedura, verificando seu comportamento frente a diferentes fontes de lipideos.
Foram empregados compostos de Tween, como sugerido por Guého-Kellermann e
colaboradores (2010). A assimilacdo destes compostos pela coldnia é indicada por
uma zona de crescimento ao redor da fonte lipidica, quando usado um agar simples
contendo glicose e peptona e semeado com 0 microrganismo a ser testado. Para
tanto, indica-se a utilizagdo de Tween 20, 40, 60 e 80 e Cremophor-EL (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010).

4.6 Caracterizacdo genotipica

4.6.1 Extracdo do DNA — preparacao do lisado

Em um tubo eppendorf de 1,5 ml, foram adicionados 200 pl de agua Mili-Q

estéril, na qual foi dissolvida uma algada de colonia de Malassezia sp. A suspensao
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foi homogeneizada em vortex (alta rotacéo) e, em seguida, fervida a 100° C durante
10 minutos. Apos a fervura, o tubo foi centrifugado e o sobrenadante contendo o
DNA foi retirado e transferido para outro tubo eppendorf (ALDROVANDI et al., 2016).

4.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo da sequéncia do DNA-alvo de tamanho aproximado de 580
pares de bases (pb) foi realizada com o kit Platinurm® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen™, Carlsbad, Estados Unidos). Foi preparado um mix com volume de 45
ul contendo: 34,3 pl de H20 estéril DEPEC (dimetil-pirocarbonato); 5,0 ul de 10x
tampdo PCR; 1,0 pl de 10 mM de dNTP (deoxinucleosideo-trifosfato, 0,2 mM
concentracédo final de cada deoxinucleosideo); 1,5 ul (0,5 uM) de MgClz; 1,5 ul (0,5
puM) de Primer 26S forward (5’-TAACAAGGATTCCCCTAGTA); 1,5 pl (0,5 pM) de
Primer 26S reverse (5-ATTACGCCAGCATCCTAAG) e 0,2 pl (1,25 U) de Tag DNA
Polymerase (MIRHENDI et al., 2005).

Ao tubo com 45 pl do mix, foram adicionados 5 pl do lisado da amostra a ser
testada. Os tubos foram incubados no termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient® 5333 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 94° C por 5 minutos para
desnaturacao inicial do material genético e ativacdo da enzima. Em seguida, foram
conduzidos 30 ciclos de amplificacdo na sequéncia: desnaturacdo (94° C por 45
segundos), anelamento (55° C por 45 segundos), extenséo (72° C por 1 minuto) e
extensdo final (72° C por 7 minutos) (MIRHENDI et al., 2005). Apds o término da
reacao, a temperatura foi mantida em 4° C e as amostras estocadas a - 20° C, até o
momento do uso.

Como controle positivo foi utilizada a cepa-padrao Malassezia pachydermatis
CBS-1879.

4.6.3 Eletroforese em gel de agarose

O produto da PCR foi analisado em corrida eletroforética em gel de agarose,
empregando-se marcador de peso molecular de 100pb para se estimar o tamanho
do amplificado (100bp DNA Ladder, Norgen, Estados Unidos). Foram preparados 35

ml de agarose a 1,5% em tampao TBE. Adicionou-se 4 pL do produto da PCR a ser
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testado, acrescido de 2 ul de corante ndo mutagénico Safer - Kasvi® (Kasvi, S&o
José dos Pinhais, Parand) em cada um dos pocinhos e a corrida foi realizada por 1
hora a 100V (MIRHENDI et al., 2005).

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Qui-quadrado com nivel de
significancia de 95% (p < 0,05), a fim de verificar se houve influéncia do fator
‘coabitar com cdes” na frequéncia de isolamento de M. pachydermatis do
microbioma dos tutores em comparacdo com o grupo dos ndo-tutores e parametros

epidemioldgicos como sexo e faixa etaria dos céaes.
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5 RESULTADOS

O isolamento de M. pachydermatis e Malassezia lipodependentes foi obtido
com o meio de Dixon modificado e a micromorfologia das colénias foi confirmada por

microscopia oOptica (Figura 2).

Figura 2 — Colbnias de M. pachydermatis em primo isolamento em meio de Dixon
modificado, de amostra clinica de pelame de cdo apresentando dermatite (A);
colénia de Malassezia lipodependente de amostra clinica de pele de ndo-tutor (B);

microscopia Optica de M. pachydermatis isolada de pele de tutor, evidenciando

(seta) o brotamento monopolar, coloracdo de Gram (1.000x) (C).

Fonte: Arquivo Pessoal

Houve isolamento de Malassezia spp. em 77,8% (14/18) dos caes atendidos
(Figura 3), sendo 22,2% negativos (4/18). Quanto as amostras clinicas caninas,
85,2% foram positivas (23/27) nas diferentes regides do corpo pesquisadas (Tabela
1).
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Figura 3 — Caes apresentando dermatite sugestiva de malasseziose, evidenciando
pontos de hiperpigmentacdo e eritema na regido abdominal (A) e na face (B); otite

evidenciando secregao de coloragao enegrecida (aspecto de “borra de café”) (C) e

(D).

Fonte: Cedida por Luciane Pires de Camargo, 2018.

Tabela 1 — Positividade de amostras clinicas colhidas de trés regides do corpo de

cées com suspeita clinica de malasseziose.

Positividade
Numero Porcentagem
Amostras clinicas Absoluto (%) Total
Pelame 2 100,0 2
Orelha direita 10 83,3 12
Orelha esquerda 11 84,6 13

TOTAL 23 85,2 27 (100,0%)
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Malassezia spp. foram isoladas de 81,6% (31/38) das pessoas.
Considerando-se o microbioma cutaneo dos tutores e dos nao-tutores, Malassezia
spp. foram isoladas em 78,6% (11/14), e 83,3% (20/24) dos individuos,

respectivamente (Figura 4).

Figura 4 — Frequéncia de positividade de Malassezia spp. no microbioma cutéaneo de

tutores e nao-tutores.

Tutores Nao-tutores

21,4%

W Positivos Negativos W Positivas Negativas

Em relacdo ao total de amostras clinicas das pessoas, Malassezia spp. foram
isoladas em 43,9% (50/114), assim distribuidas: 35,7% (15/42) das amostras clinicas
dos tutores foram positivas e 64,3% (27/42) negativas, quanto ao grupo dos nao-
tutores, 48,6% (35/72) e 51,4% (37/72), respectivamente positivas e negativas
(Figura 5).
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Figura 5 — Frequéncia de amostras clinicas positivas para Malassezia spp. ho

microbioma cutdneo dos tutores e nao-tutores.
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Ao se comparar os dois grupos de seres humanos, 0s tutores e 0S nao-
tutores, a regido do corpo com maior frequéncia de isolamento de Malassezia spp.
para os tutores foi o couro cabeludo (50,0% - 7/14), seguida do tronco (35,7% - 5/14)
e regidao retroauricular (21,4% - 3/14). Em contrapartida, na regido do couro
cabeludo no grupo dos néo-tutores se verificou a menor porcentagem de isolamento
de Malassezia (25,0% - 6/24) e as regides com maior frequéncia foram tronco
(62,5% - 15/24) e retroauricular (58,3% - 14/24) (Figura 6). As porcentagens
superam 100,0, pois se isolou o microrganismo em mais de uma regido

concomitantemente.
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Figura 6 — Distribuicdo da frequéncia de isolamento de Malassezia spp., de acordo
com a regido do corpo amostrada dos tutores e ndo-tutores.

COURO CABELUDO RETROAURICULAR TRONCO

m N3o-tutores M Tutores

Dos 23 isolados dos cées, a quase totalidade (22/23 - 95,7%) apresentou
crescimento em agar Sabouraud dextrose, demonstrando se tratar de M.
pachydermatis e somente um isolado de conduto auditivo foi de Malassezia
lipodependente (1/23 — 4,3%).

Malassezia pachydermatis também foi isolada no microbioma cutédneo dos
tutores, representando a espécie mais frequente em 72,7% deles (8/11); as espécies
lipodependentes estiveram presentes em 45,5% (5/11); os percentuais ultrapassam
100,0%, pois em dois dos tutores M. pachydermatis e Malassezia lipodependente
foram isoladas concomitantemente (Figura 7). Ao se considerar as 15 amostras
clinicas positivas de tutores, 66,7% (10/15) foram M. pachydermatis e 33,3% (5/15)
espécies lipodependentes (Figura 8). Ressalta-se que da Unica amostra clinica
canina da qual se isolou Malassezia lipodependente, o mesmo se deu com o
respectivo tutor.

Quanto aos individuos que ndo conviviam com cées, M. pachydermatis nao
foi isolada, verificando-se apenas espécies lipodependentes, que representaram
100,0% (35/35) dos isolamentos (Figura 8).
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Figura 7 - Frequéncia de Malassezia pachydermatis e espécies lipodependentes no

microbioma de tutores de caes.
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Figura 8 — Frequéncia de Malassezia pachydermatis e espécies lipodependentes em

15 amostras clinicas de tutores e 35 amostras clinicas de ndo-tutores.
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Estatisticamente o fator “convivéncia com caes” influenciou na presenca de M.
pachydermatis no microbioma cutaneo dos tutores (p<0,05). A Tabela 2 resume os

resultados encontrados para tutores e nao-tutores.
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Tabela 2 — Presenca de Malassezia lipodependentes e M. pachydermatis no

microbioma cutaneo de tutores de cdes apresentando malasseziose e nao-tutores.

Tutores Nao-tutores

Namero 0 Namero 0

absoluto & absoluto &
Total de pessoas 14 100,0 24 100,0
Pessoas positivas 11 78,6 20 83,3
Total de amostras clinicas 42 100,0 72 100,0
Amostras positivas 15 35,7 35 48,6
Malassezia pachydermatis 10/15 66,7 - -
Malassezia lipodependentes 5/15 33,3 35 100,0

Em relacdo aos tutores, avaliou-se se houve predominio de M. pachydermatis
de acordo com a regido do corpo amostrada, verificando-se que 60,0% (6/10) das
amostras clinicas desta espécie ocorreram em couro cabeludo, 30,0% (3/10) em

tronco e 10,0% (1/10) na regido retroauricular (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo de Malassezia pachydermatis e Malassezia lipodependentes,

de acordo com as regides do corpo amostradas dos tutores.

. ) Malassezia
Amostras clinicas M. pachydermatis .
lipodependente
Couro cabeludo 60,0% (6/10) 20,0% (1/5)
Retroauricular 10,0 (1/10) 40,0% (2/5)
Tronco 30,0% (3/10) 40,0% (2/5)

Em relacdo as provas bioquimicas realizadas nas amostras lipodependentes,
todas as amostras de Malassezia produziram as enzimas urease (Figura 9) e
catalase. No teste de degradacdo da esculina pela enzima B-glicosidase 20,0% (1/5)
das amostras lipodependentes dos tutores foram negativas e 80,0% (4/5)
inconclusivas, enquanto para o grupo dos Nao-tutores 22,9% (8/35) das Malassezia
lipodependentes foram positivas, 28,6% (10/35) negativas e 48,6% (17/35) das
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provas foram inconclusivas na acao da enzima (Figura 9). No teste de crescimento a
40° C, nenhuma das amostras lipodependentes se desenvolveu nesta temperatura.

Com relacdo a utilizacdo de fontes de lipideos pelas amostras
lipodependentes dos tutores, 40,0% (2/5) utilizaram Tween 60 e 80, utilizacédo parcial
ou em anel de Tween 20 e 40, e precipitado no Cremophor-EL, sugerindo as
espécies M. restricta ou M. obtusa; 20,0% (1/5) com crescimento em todas as fontes
de lipideos, semelhante a M. furfur ou M. yamatoensis; mesmo percentual, 20,0%
(1/5), para comportamento frente aos lipideos sugestivo de M. sympodialis e
resultado inconclusivo em 20,0% (1/5), incluindo a amostra lipodependente
semelhante a do cdo. Tween 20, 40, 60 e 80 foram assimilados por 51,4% (18/35)
das amostras lipodependentes pelo grupo dos Nao-tutores, mas ndo o Cremophor-
EL, sugerindo M. sympodialis ou M. japonica; 31,4% (11/35) assimilaram bem todas
as fontes lipidicas, indicando M. furfur ou M. yamatoensis; 17,1% (6/35) foram
inconclusivas neste teste (Figura 9).

Figura 9 — Malassezia lipodependente apresentando teste positivo para a producao
da enzima urease (tubo a direita) e controle negativo (tubo a esquerda) (A); teste
positivo para a produgdo da enzima B-glicosidase (tubo a esquerda) e controle
negativo (tubo a direita) (B); Habilidade de utilizar diferentes fontes de lipideos

(Tween 20 - seta, 40, 60 e 80: sentido horario e Cremophor-EL no centro) (C).

Fonte: Arquivo pessoal
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Todos os resultados da caracterizacdo fenotipica encontram-se nos

Apéndices 2 e 3.
As amostras isoladas de caes, tutores e nao-tutores foram testadas e

apresentaram banda especifica para Malassezia sp com cerca de 580 pb,

confirmando a identificagdo do género (Figura 10).

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose de produto da PCR de isolados de

Malassezia sp de céo e tutor.

H'
N'
w'

Legenda: 1: M. pachydermatis - CBS 1879; 2: M. pachydermatis isolada de cdo com dermatite; 3: M.
pachydermatis isolada do couro cabeludo de tutor; padréo de peso molecular & esquerda (100bp).

Fonte: Arquivo pessoal

Com base no questionario epidemiolégico, 57,1% (8/14) dos cédes positivos
para Malassezia spp. eram do sexo masculino e 42,9% (6/14) do feminino. Com
relagdo a idade, pode-se observar a distribuicdo dos cées na Tabela 4, verificando-
se gue, embora a maioria se encontrasse entre 1 e 6 anos (42,9% - 6/14), nao se

detectou significancia estatistica neste parametro.
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Tabela 4 - Distribuicdo da frequéncia da idade dos caes positivos para

Malassezia spp.

Idade Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Até 1 ano 3 21,4
Entre 1 e 6 anos 6 42,9
Acima de 6 anos 5 35,7
Total 14 100,0

Quanto aos habitos dos cées, a Tabela 5 apresenta as respostas obtidas para
o tipo de residéncia, habito de sair a rua, contato com outros animais, adentrar a
residéncia e subir em camas/sofas. A maioria dos caes vivia em casas com quintal,
adentrava as residéncias, ndo caminhava ou caminhava esporadicamente nas ruas
e nao convivia com outros animais.

Quanto aos tutores, 78,6% (11/14) eram do sexo feminino e 21,4% (3/14) do
masculino; 14,2% (2/14) tinham até 25 anos, 57,1% (8/14) entre 25 e 60 anos e
28,6% (4/14) mais de 60 anos. Dos humanos ndo-tutores 66,7% (16/24) eram do
sexo feminino e 33,3% (8/24) do masculino; 16,7% (4/24) tinham até 25 anos, 79,2%
(19/24) entre 25 e 60 anos e 4,2% (1/24) mais de 60 anos.
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Tabela 5 — Distribuicdo da frequéncia dos habitos dos cdes positivos para
Malassezia spp., quanto ao tipo de residéncia, habito de sair a rua, contato com

outros animais, habito de adentrar a residéncia e subir em camas/sofas.

Tipo de residéncia Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
(%)

Apartamento 2/14 14,3

Casa sem quintal 2/14 14,3

Casa com quintal 10/14 71,4

Habito de sair arua %

Sim 3/14 21,4

Nao 6/14 42,9

Esporéadico 5/14 35,7

Contato com %

outros animais

Sim, céo 2/14 14,3
Sim, gato 2/14 14,3
Sim, céo e gato 1/14 7,1
Nao 9/14 64,3
Adentrar a residéncia %

Sim 12/14 85,7
Nao 2/14 14,3
Subir em camas/sofas %

Sim 7/14 50,0

N&o 7/14 50,0
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6 DISCUSSAO

Malassezia spp. foi isolada do pelame e orelha de cdes com sinais clinicos de
infeccdo. A avaliacdo dos animais foi fundamental para que o clinico veterinario
suspeitasse de malasseziose. As colheitas foram dirigidas para as lesdes
observadas nas orelhas do tipo liquenificantes, com descamacao e exsudato
caracteristicos e as lesfes eritematosas, alopécicas e hiperpigmentadas em pelame,
condizentes com a literatura existente (MACHADO et al., 2010; MARIN et al., 2018;
BOND et al., 2020; GUILLOT; BOND, 2020). Provavelmente a habilidade do clinico
tenha influenciado no percentual de positividade de Malassezia spp. nas amostras
colhidas dos animais (77,8%). Estes dados estdo em acordo aos encontrados em
estudos conduzidos no Brasil e no exterior, mas com variacdes de positividade de
41% a 85,7% em cdes com sinais clinicos da doenca (NARDONI et al., 2004;
CAFARCHIA et al., 2005; MORRIS et al., 2005; GIRAO et al., 2006; MACHADO et
al., 2010; BONA et al., 2012; CHIURCO, 2016; MARIN et al., 2018).

Este microrganismo é considerado um patégeno oportunista secundario por
ser habitante natural da pele e mucosas dos animais (BOND et al., 2020; GUILLOT;
BOND, 2020). Dos cdes examinados, somente dois apresentaram quadro de
dermatite, com isolamento subsequente de Malassezia sp, o que é compativel com a
literatura, visto que em cées sdo mais comuns o0s quadros de otite (CAFARCHIA et
al., 2005; GIRAO et al., 2006; BONA et al., 2012; CHIURCO, 2016).

Assim como ocorreu nesta pesquisa, a literatura disponivel € unanime em
relacdo a ndo predilecdo por sexo nas infec¢cdes causadas por Malassezia spp. em
cdes (NARDONI et al., 2004; CAFARCHIA et al., 2005; GIRAO et al., 2006;
MACHADO et al., 2010; CAMPOS et al.,, 2014; CHIURCO, 2016; MARIN et al.,
2018). Quanto a idade dos acometidos, diferentes faixas de predilecdo para a
ocorréncia da infeccdo sdo citadas (CAFARCHIA et al.,, 2005; MACHADO et al.,
2010; CAMPOS et al., 2014; CHIURCO, 2016; MARIN et al., 2018), na maior parte
das vezes sem significancia estatistica, como verificado neste trabalho.

A maioria dos cées nos quais Malassezia spp. foram isoladas vivia em casas
com quintal e tinha acesso ao interior das residéncias (85,7%), inclusive a sofas e
camas dos tutores, possibilitando um contato mais estreito com as pessoas. Nardoni

e colaboradores, na Itdlia, ja& haviam chamado atencdo para possivel risco de
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convivéncia tdo intima com os caes, contudo so6 fizeram a pesquisa da levedura nos
animais e nao nos objetos das residéncias (NARDONI et al., 2004).

O isolamento de Malassezia spp. em humanos também condiz com a
literatura existente. Neste trabalho, Malassezia spp. foram isoladas em alta
porcentagem dos humanos testados, tanto tutores (78,6%), quanto pessoas que nao
conviviam com animais (83,3%). Embora se tenha dividido as pessoas em dois
grupos, para se checar a influéncia do fator convivéncia com animais, todos os
humanos da populacdo amostrada eram sadios e ndo apresentavam lesdes
aparentes. Estudos realizados com 42 e 40 pessoas saudaveis encontraram
Malassezia lipodependentes em 71,4% (30/42) (MALINOVSKA et al., 2019) e 72,5%
(29/40) (PROHIC; KASUMAGIC-HALILOVIC, 2009) dos individuos, percentuais
similares aos verificados no presente estudo.

A maior parte das pessoas era do sexo feminino e se encontrava na faixa de
25-60 anos. Como o foco desta pesquisa foram os tutores, esta foi uma limitagéo na
analise da relacao de positividade do fungo quanto a idade, visto que € mais comum
gue 0s responsaveis pelos animais estejam nesta faixa etaria; estudos com
amostragem mais ampla de idade tém mostrado resultados variados. Malinovska e
colaboradores observaram Malassezia spp. igualmente em adultos e criangas
saudaveis, homens e mulheres (MALINOVSKA et al., 2019), enquanto em pesquisa
realizada nos Estados Unidos concluiu-se que os adultos sdo mais colonizados
(80,4% de prevaléncia) do que as criancas (36,5%) (JO et al., 2016).

No caso das amostras clinicas das pessoas, o percentual de Malassezia spp.
encontrado por Malinovska e colaboradores (2019) foi de 53,6%, o0 que corrobora
com o percentual encontrado no presente estudo, de 43,9% (50/114). Alguns
autores tém obtido percentuais de positividade superiores, sem o isolamento do
agente etiolégico em meios de cultivo, pesquisando por técnicas de biologia
molecular Malassezia spp. diretamente em amostras clinicas (JO et al.,, 2016;
GRIMSHAW et al.,, 2019), mas estas técnicas ainda ndo estdo difundidas,
prevalecendo, at¢é o momento, o isolamento do agente etioldgico e sua posterior
identificacdo molecular.

Como em humanos a maioria das lesbes causadas por Malassezia spp.
acomete a cabeca e tronco, estas foram as regides eleitas para a colheita das
amostras (NAKABAYASHI et al., 2000; PROHIC et al., 2014; SOARES et al., 2015;
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ROMERO-SANDOVAL et al, 2017), e ainda foi feita colheita na regiao
retroauricular, por apresentar dobras de pele e proximidade com o couro cabeludo.
Nos tutores a maior frequéncia de isolamento ocorreu em couro cabeludo (50,0%) e
nos nao-tutores, no tronco (62,5%). Alguns trabalhos pesquisando Malassezia sp em
pessoas sadias tém referido estas regides como as mais comuns para deteccao da
levedura em porcentagens similares as verificadas nesta pesquisa. Malassezia spp.
foram isoladas em 77,1% do tronco de 35 voluntarios e de 75,0% do couro cabeludo
de estudantes de medicina sadios (NAKABAYASHI et al., 2000); também foi isolada
em 66,7% do tronco de 42 pessoas sem lesdes (MALINOVSKA et al., 2019) e de
65% e 69% respectivamente de couro cabeludo e tronco de 100 individuos sadios
de ambos sexos e idades variadas (PROHIC et al., 2014).

Foi possivel o isolamento de Malassezia spp. em meio de cultivo apropriado,
o meio de Dixon modificado, que tem sido empregado por diversos autores
(CAFARCHIA et al., 2005; DIZOTTI; COUTINHO, 2007; BELLIS et al., 2010; MARIN
et al., 2018). Ressalta-se que uma das amostras de céo foi Malassezia
lipodependente, confirmando que o seu crescimento somente foi possivel no meio
de cultura utilizado, que incorpora lipideos, pois o 4gar Sabouraud dextrose nédo
propiciaria o crescimento desta levedura. Espécies de Malassezia lipodependentes
ja foram relatadas na orelha de cées apresentando otite externa, como M. furfur
(CRESPO et al., 2000; DUARTE et al., 2002) e M. obtusa (CRESPO et al., 2000).
Crespo e colaboradores (2002) encontraram Malassezia lipodependente em 4,5%
dos cdes com otite externa, percentual préximo ao verificado no presente estudo,
que foi de 7,1% (1/14). A literatura também cita a existéncia de cepas de M.
pachydermatis que possuem lipodependéncia, sendo que estas ndo apresentam
bom crescimento em meio sem a incorporacao de lipideos. Desta forma, podem ser
encontradas em cdaes variantes de M. pachydermatis com esse comportamento
atipico (CRESPO et al., 2000). Portanto, torna-se fundamental a utilizagcdo de meios
de cultura mais apropriados, contendo fontes lipidicas, para o isolamento de
Malassezia spp., mesmo de amostras clinicas animais (CRESPO et al. 2000; HIRAI
et al., 2004; CABANES et al., 2007; DIZOTTI; COUTINHO, 2007). Uma vez que 0s
laboratérios ndo empregam estes meios na rotina de diagndstico veterinario,

certamente estdo ocorrendo resultados falso-negativos.
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O método de diagndstico fenotipico € bem descrito na literatura e continua
sendo empregado para a caracterizacdo de Malassezia spp. (GUEHO-
KELLERMANN et al., 2010; PROHIC et al., 2014; ROMERO-SANDOVAL et al.,
2017; MARIN et al, 2018; MALINOVSKA et al., 2019). Este método se mostrou
eficiente na identificacdo de M. pachydermatis, pois esta espécie consegue se
desenvolver bem em meios com auséncia de fontes lipidicas, como o &gar
Sabouradud dextrose, mas nao foi suficiente para a identificacdo em espécies das
amostras lipodependentes; diversas vezes nao sugerindo qualquer espécie ou
deixando duvida entre duas delas.

De acordo com a analise fenotipica, as espécies lipodependentes isoladas
dos humanos nesta pesquisa foram M. furfur, M. sympodialis, M. restricta, M.
yamatoensis, M. obtusa e M. japonica, embora ainda se necessite da confirmacéo
molecular. As espécies citadas na literatura, como as mais prevalentes em
individuos sadios, variam com a regido estudada e o método utilizado, mas nao
diferem muito do encontrado, sendo M. furfur, M. restricta, M. sympodialis e M.
globosa (PROHIC et al., 2009; PROHIC et al., 2014; JO et al., 2016; GRIMSHAW et
al., 2019; LI et al., 2020). Malassezia japonica, pouco citada na literatura e verificada
neste trabalho, ja foi isolada no Brasil de pacientes com pitiriase versicolor
disseminada (ROMERO-SANDOVAL et al., 2017) e de microbiota cutanea de
primatas ndo humanos (COUTINHO et al., 2020).

Devido a dificuldade observada na caracterizacdo fenotipica, grande parte
dos pesquisadores atualmente alia técnicas de isolamento com testes moleculares
de identificacdo (SOARES et al., 2015; ROMERO-SANDOVAL et al., 2017; MARIN
et al., 2018; LI et al., 2020), que sdo mais confiaveis. Portanto, todas as amostras de
Malassezia lipodependentes isoladas nesta pesquisa foram enviadas para
sequenciamento genético e identificacdo de espécie.

O emprego da PCR se mostrou eficiente na confirmagdo do género
Malassezia, reafirmando o diagnoéstico inicial do método fenotipico, detectando-se
banda com tamanho aproximado de 580bp, com a utilizacdo dos iniciadores
especificos e comparando-se com cepa-padrdo de M. pachydermatis, conforme
descrito por Mirhendi e colaboradores (2005).

Alguns pesquisadores sugerem ainda a possibilidade de realizar o diagnostico

molecular nas amostras clinicas, evitando-se o tempo gasto com a semeadura,
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isolamento e os testes bioquimicos (LECERF; HAY, 2014; JO et al., 2016;
GRIMSHAW et al., 2019). No cultivo microbiolégico é mais comum a deteccédo de
somente uma espécie de Malassezia, enquanto o diagndstico molecular diretamente
nas amostras clinicas parece detectar, em maior frequéncia, mais de uma
(JAGIELSKI et al.,, 2014). Esse fato pode ser explicado por diferengcas no
crescimento entre as espécies, como M. sympodialis, que apresenta
desenvolvimento mais rapido do que M. restricta e M. globosa (NAKABAYASHI et
al., 2000; GEMMER et al., 2002). Embora, o diagndstico possa ser acelerado com a
utilizacéo direta de técnicas moleculares, a auséncia do isolado impede a realizacédo
de testes de sensibilidade, que sdo de grande valia em infec¢cbes recorrentes ou
sistémicas (MARCON et al., 1987; IATTA et al., 2014; ROMERO-SANDOVAL et al.,
2017). Esses aspectos do diagnostico de Malassezia spp. conduzem a
questionamentos sobre a comparagcdo entre os estudos epidemioldgicos de
distribuicdo das diferentes espécies, visto que as técnicas de colheita, deteccéo e
identificacdo sao diferentes (PROHIC et al., 2016; BOND et al., 2020).

Neste trabalho, M. pachydermatis ndo foi observada nas pessoas que nao
conviviam com cées. Em investigacOes sobre a prevaléncia de Malassezia spp. em
seres humanos sadios, M. pachydermatis também né&o foi detectada (PROHIC et al.,
2009; PROHIC et al., 2014; JO et al., 2016; GRIMSHAW et al., 2019; LI et al., 2020),
e, quando foi encontrada, seu isolamento ocorreu em baixas porcentagens, variando
de 3,1% a 9,8% (NAKABAYASHI et al.,, 2000; SOARES et al., 2015). Esses
resultados confirmam que M. pachydermatis ndo faz parte do microbioma cutaneo
de humanos e que a presenca desta espécie na pele indica uma fonte de infeccéo
exdgena.

Resultado que deve ser destacado foi o encontro de M. pachydermatis em
72,7% e 66,7% dos tutores e respectivas amostras clinicas; em pesquisa realizada
com 46 caes com otite ou dermatite e 34 tutores, M. pachydermatis foi isolada em
63,0% dos cées e 8,8% das pessoas analisadas (MARIN et al., 2018), resultado
inferior ao estudo aqui relatado. Morris e colaboradores (2005) encontraram 38,7%
de positividade para M. pachydermatis na palma das maos de tutores de cées com
infeccdo por esta levedura e 6,0% em tutores de cades sadios, e 0s autores
concluiram que as pessoas sao apenas carreadores mecanicos da levedura, sem

importancia em saude publica. Deve-se ressaltar que os tutores naquela pesquisa
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ndo podiam lavar as mados no periodo de uma hora antes do experimento e
deveriam ter manipulado seus animais. Uma vez que a parte de nosso corpo que
mais toca 0s caes sdo as maos, parece légica a conclusdo do trabalho. Entretanto,
na pesquisa aqui relatada, foram amostradas regides de prevaléncia natural de
espécies de Malassezia no corpo humano, as quais ndo sdo regibes de contato
frequente com os animais. Os locais analisados neste estudo foram tronco, regiao
retroauricular e couro cabeludo, sendo M. pachydermatis isolada em todos eles, com
maiores porcentagens em couro cabeludo. Portanto, acredita-se que a convivéncia
com os cées alterou as espécies de Malassezia do microbioma cutaneo do tutor. E
importante citar que em todos esses estudos os cdes tinham sinais clinicos da
doenca e 0os humanos néo tinham lesdo aparente.

Diferentes espécies de Malassezia estdo associadas a casos de infeccdes
cutdneas em humanos. As doencas superficiais normalmente estdo associadas a
individuos imunocompetentes apresentando pitiriase versicolor, foliculite e dermatite
seborreica (PROHIC; KASUMAGIC-HALILOVIC, 2009; SOARES et al.,, 2015;
ROMERO-SANDOVAL et al., 2017; GRIMSHAW et al., 2019; LI et al., 2020). Muitos
autores consideram essas infec¢des secundarias, sendo o entendimento dos fatores
predisponentes para a ocorréncia delas essencial na prevencdo de infeccbes
recorrentes (BOND et al., 2020; SAUNTE et al., 2020).

A ocorréncia de infec¢des graves causadas por M. pachydermatis relaciona-
se a grupos de risco que apresentem imunocomprometimento, como pacientes HIV
positivos, em tratamento oncoldgico e transplantados (TRAGIANNIDIS et al., 2009),
como uma paciente que apresentou lesdo granulomatosa em face, isolando-se M.
pachydermatis do exsudato da lesdo e também do cerimen e escamas de pele de
seu céo; a paciente resultou positiva em teste de tuberculina (FAN et al., 2006).
Além disso, a levedura também tem sido implicada em infec¢Bes sistémicas e
fungemias em pacientes com doencas cronicas, em estado critico e neonatos
prematuros de baixo peso (GUEHO et al.,1987; WELBEL et al., 1994; CHANG et al.,
1998; CHRYSSANTHOU et al., 2001; AL-SWEIH et al., 2014, ROMAN et al., 2016;
LEE et al., 2019).

Ha descrigdo de inUmeros surtos de fungemia em UTIs neonatais decorrentes
de infeccdo por M. pachydermatis, embora ela seja considerada zoofilica (WELBEL
et al., 1994; CHANG et al., 1998; CHRYSSANTHOU et al., 2001; AL-SWEIH et al.,
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2014; ILAHI et al., 2018). Os fatores predisponentes nestes surtos foram baixo peso
ao nascimento, administragcdo de alimentacdo parenteral lipidica e o uso de
cateteres venosos centrais (TRAGIANNIDIS et al., 2009). O contato com as maos de
profissionais de saude € considerado fator de risco na transmissdo desse agente
aos pacientes em estado critico e em UTIs (WELBEL et al., 1994; CHRYSSANTHOU
et al.,, 2001; IATTA et al.,, 2014). Em 1998, Chang e colaboradores foram os
primeiros pesquisadores a aventar a hipotese de M. pachydermatis acessar as UTIs
por profissionais de salude que manipulavam os neonatos. Eles demonstraram por
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) que a levedura havia sido introduzida na
UTI pelas maos de uma enfermeira, que estava colonizada por cepa de M.
pachydermatis que apresentava o0 mesmo padrao molecular do cerimen de seu céo
e dos isolados dos neonatos. Portanto, a alteracdo do microbioma cutaneo dos
profissionais de saude que trabalhem em UTIs e convivam com cées apresentando
malasseziose podem representar um risco para a entrada deste agente nos
ambientes hospitalares.

Sendo assim, as infeccbes superficiais e sistémicas em pacientes
imunocomprometidos causadas por M. pachydermatis sdo consideradas emergentes
e discute-se a possibilidade de serem consideradas zoonoses.
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7 CONCLUSOES

O microbioma cutdneo de tutores foi alterado pelo convivio com céaes
apresentando malasseziose e M. pachydermatis passou a fazer parte dele, sendo o
couro cabeludo a regido do corpo do tutor com maior frequéncia de isolamento desta

espécie.
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APENDICES

APENDICE 1 — Questionario epidemioldgico

QUESTIONARIO AO TUTOR

1. Nome do animal:

2. Espécie: ( )canina ( )felina

3. Vocé é o tutor (dono) do animal? ( ) sim ( ) nd3o
4. Sexo: ( ) feminino ( ) masculino

5. Idade:

6. O animal vive:

( ) em casa sem acesso ao quintal

( ) em casa com acesso ao quintal

( ) em apartamento

7. O animal sai a rua? ( ) sim, todos os dias ( ) asvezes ( )nunca

8. O animal tem contato com outros caes ou gatos?

( )sim,cdo ( )sim, gato ( )sim, cdoegato ( )sim, outro tipode animal ( )ndo
9. O animal entraem casa? ( )sim ( ) ndao

10. O animal dorme na cama, poltronas, sofas ou colchées em que o tutor
pesquisado também dorme?

()sim ( )asvezes ( )nao

11. O tutor tem algum problema de pele como caspa, dermatite seborreica,
pitiriase versicolor, eczema ou outra doen¢a cutanea, em tratamento ou nao?

()sim ( )ndo ( ) ndo sei informar

12. Em qual bairro vive?

13. Em qual cidade?

Os dados sao confidenciais, ndo sendo necessaria a identificagdao daquele que
responde ao questionario, e os resultados serao usados apenas como fins de
pesquisa, sem divulgacdao dos nomes de cada tutor ou mesmo do animal.

Profa. Joelma Moura Alvarez
Responsavel pelo projeto



APENDICE 2. Quadro de resultados da identificacéo fenotipica das amostras de cées e tutores: regido da colheita, isolamento,
provas bioquimicas e identificacdo do isolado.
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) LOCAL DE B- CRESC.
AMOSTRA | ESPECIE COLHEITA DIXON SABOURAUD | CATALASE | UREASE glicosidase 40°C TWEEN Espécie
M.
1 CAO Pelame Positivo Positivo pachydermatis
1 CAO Orelha direita Negativo
M.
1 TUTOR Tronco Positivo Positivo pachydermatis
M.
1 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
1 TUTOR Retroauricular Negativo
2 CAO Orelha direta Negativo
20 anel/ 80
N Mais ou +++/40 -, 60 Malassezia
2 CAO Orelha esquerda Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo anel,C-/ lipodependente
2 TUTOR Tronco Negativo
20 anel/ 80
Mais ou +++/40 -, 60 Malassezia
2 TUTOR Couro cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo anel, C - lipodependente
2 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
3 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
3 TUTOR Tronco Negativo
M.
3 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
3 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
4 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
4 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
M.
4 TUTOR Tronco Positivo Positivo pachydermatis
M.
4 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
4 TUTOR Retroauricular Negativo
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M.
5 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
5 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
5 TUTOR Tronco Negativo
5 TUTOR Couro cabeludo Negativo
5 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
6 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
6 CAO Orelha esquerda Negativo
M.
6 CAO Pelame Positivo Positivo pachydermatis
M.
6 TUTOR Tronco Positivo Positivo pachydermatis
6 TUTOR Couro cabeludo Negativo
6 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
7 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
7 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
7 TUTOR Tronco Negativo
M.
7 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
7 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
8 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
8 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
20 anel/ 40 -
ou
preciptado/
Mais ou 60 e 80++/ C | M. restricta, M.
8 TUTOR Tronco Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo preciptado obtusa
M.
8 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
8 TUTOR Retroauricular Negativo
9 CAO Orelha direita Positivo Positivo M.
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pachydermatis
M.
9 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
20 anel/
40++/60 e
80+++, C -
Mais ou ou talvez M. restricta, M.
9 TUTOR Tronco Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo anel obtusa
M.
9 TUTOR Couro cabeludo Positivo Positivo pachydermatis
9 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
10 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
10 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
10 TUTOR Tronco Negativo
10 TUTOR Couro cabeludo Negativo
todos
Mais ou positivos, C
10 TUTOR Retroauricular Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo em anel M. sympodialis
M.
11 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
11 CAO Orelha esquerda Negativo
11 TUTOR Tronco Negativo
11 TUTOR Couro cabeludo Negativo
Cresceu em
Mais ou todos, 60 M. furfur ou
11 TUTOR Retroauricular Positivo Negativo Positivo Positivo menos Negativo +++ yamatoensis
M.
12 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
M.
12 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
12 TUTOR Tronco Negativo
12 TUTOR Couro cabeludo Negativo
12 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
13 CAO Orelha direita Positivo Positivo pachydermatis
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M.
13 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
13 TUTOR Tronco Negativo
13 TUTOR Couro cabeludo Negativo
13 TUTOR Retroauricular Negativo
M.
14 CAO Orelha esquerda Positivo Positivo pachydermatis
14 TUTOR Tronco Negativo
14 TUTOR Couro cabeludo Negativo
M.
14 TUTOR Retroauricular Positivo Positivo pachydermatis




APENDICE 3 — Dados epidemiolégicos de caes e tutores.
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CONTATO
IDADE COM ADENTRAVA SUBIA EM ISOLAMENTO
LOCAL DE DO SAIA A OUTROS A CAMAS E DE Malassezia
Céo | SEXO | IDADE | COLHEITA | SEXO | TUTOR | HABITAT RUA ANIMAIS RESIDENCIA SOFAS spp.
casa com
Pelame e acesso ao | esporadic
1 F 5 anos orelha F 61 anos quintal 0 nao sim sim Positivo
casa com
4 acesso ao
2 M meses Orelha F 21 quintal nao nao sim sim Positivo
11 apartament
3 F anos Orelha M 63 0 sim sim, cdo sim sim Positivo
10 apartament
4 M anos Orelha M 52 0 sim néo sim néo Positivo
casa com
acesso ao
5 M 7 anos Orelha F 59 quintal sim néo sim sim Negativo
casa com
Pelame e acesso ao
6 M 4 anos orelha F 21 quintal nao sim, cao sim nao Positivo
casa com
acesso ao | esporadic
7 F 6 anos Orelha F 31 quintal 0 néo sim néo Positivo
casa sem
acesso a
8 F 1 ano Orelha F 30 quintal nao sim, gato sim néo Positivo
casa com
acesso ao | esporadic sim, cdo e
9 F 6 anos Orelha F 31 quintal 0 gato sim sim Positivo
casa com
14 acesso ao
10 M anos Orelha M 71 quintal nao nao sim nao Positivo
casa com
acesso ao
11 F 2 anos Orelha F 50 quintal nao nao sim sim Positivo
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casa sem
11 acesso a esporadic
12 meses Orelha 28 quintal 0 néo sim sim Negativo
casa com
12 acesso ao | esporadic
13 anos Orelha 65 quintal 0 sim, gato nao nao Negativo
casa com
acesso ao
14 2 anos Orelha 60 quintal nao nao nao nao Positivo




68

APENDICE 4 — Quadro de resultados da identificacéo fenotipica das amostras de ndo-tutores: regifio da colheita, isolamento,

provas bioquimicas e identificacdo do isolado.

LOCAL DE B-
AMOSTRA | COLHEITA DIXON SABOURAUD | CATALASE | UREASE GLICOSIDASE | CRESC.40°C | TWEEN ESPECIE
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
1 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
couro
1 cabeludo Negativo
Malassezia
1 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | Negativa inconclusivo lipodependente
cresceu bem | M. yamatoensis
2 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa Negativa nos em todos | / M. furfur
couro
2 cabeludo Negativo
2 tronco Negativo
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
3 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
couro
3 cabeludo Negativo
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
3 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
4 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos nos em todos | / M. furfur
couro
4 cabeludo Negativo
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
4 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
5 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
couro Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
5 cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
5 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Negativa menos nos em todos | / M. furfur
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
6 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo menos em tudo, C -, | japonica
6 couro Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | Negativa Cresceu bem | M. sympodialis/
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cabeludo em tudo, C -, | japonica
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
6 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo menos em tudo, C -, | japonica
7 retroauricular | Negativo
couro
7 cabeludo Negativo
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
7 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em tudo, C -, | japonica
8 retroauricular | Negativo
couro
8 cabeludo Negativo
8 tronco Negativo
9 retroauricular | Negativo
couro
9 cabeludo Negativo
9 tronco Negativo
10 retroauricular | Negativo
couro Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
10 cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo menos em tudo, C -, | japonica
10 Tronco Negativo
11 retroauricular | Negativo
couro
11 cabeludo Negativo
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
11 Tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo +++ menos em tudo, C -, | japonica
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
12 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo menos nos em todos | / M. furfur
couro
12 cabeludo Negativo
12 Tronco Negativo
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
13 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em tudo, C -, | japonica
couro
13 cabeludo Negativo
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
13 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo menos em tudo, C -, | japonica
14 retroauricular | Negativo
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couro
14 cabeludo Negativo
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
14 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo menos em tudo, C -, | japonica
Mais ou Cresceu bem | M. sympodialis/
15 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em tudo, C -, | japonica
couro Mais ou Malassezia
15 cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo menos Inconclusivo lipodependente
15 tronco Negativo
Cresceu bem
Mais ou em todos, C M. sympodialis/
16 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em anel japonica
couro
16 cabeludo Negativo
Cresceu bem
Mais ou em todos, C M. sympodialis/
16 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo +++ menos em anel japonica
Mais ou Inconclusivo Malassezia
17 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos lipodependente
Cresceu bem
couro Mais ou em todos, C M. sympodialis/
17 cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em anel japonica
Mais ou Malassezia
17 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos Inconclusivo lipodependente
18 retroauricular | Negativo
couro
18 cabeludo Negativo
18 tronco Negativo
19 retroauricular | Negativo
Cresceu bem
couro Mais ou em todos, C M. sympodialis/
19 cabeludo Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em anel japonica
Cresceu bem
em todos, C M. sympodialis/
19 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | Negativa em anel japonica
Mais ou cresceu bem | M. yamatoensis
20 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos nos em todos | / M. furfur
20 couro Negativo
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cabeludo
20 tronco Negativo
Malassezia
21 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | Negativa Inconclusivo lipodependente
couro
21 cabeludo Negativo
Mais ou Malassezia
21 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos Inconclusivo lipodependente
22 retroauricular | Negativo
couro
22 cabeludo Negativo
22 tronco Negativo
23 retroauricular | Negativo
couro
23 cabeludo Negativo
Cresceu bem
Mais ou em todos, C M. sympodialis/
23 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em anel japonica
Cresceu bem
Mais ou em todos, C M. sympodialis/
24 retroauricular | Positivo Negativo Positivo Positivo Mais ou menos | menos em anel japonica
couro
24 cabeludo Negativo
Cresceu bem
Mais ou em todos, C M. sympodialis/
24 tronco Positivo Negativo Positivo Positivo Positiva menos em anel japonica




APENDICE 5 — Dados epidemiolégicos para o grupo de nao-tutores.

AMOSTRA | IDADE | SEXO | RESULTADO COURO RETRO-
CABELUDO | AURICULAR | TRONCO
1 50 F Positivo Negativo Positivo Positivo
2 36 F Positivo Negativo Positivo Negativo
3 58 F Positivo Negativo Positivo Positivo
4 20 M Positivo Negativo Positivo Positivo
5 37 F Positivo Positivo Positivo Positivo
6 29 M Positivo Positivo Positivo Positivo
7 32 M Positivo Negativo Negativo Positivo
8 32 M Negativo Negativo Negativo Negativo
9 64 M Negativo Negativo Negativo Negativo
10 28 M Positivo Positivo Negativo Negativo
11 39 F Positivo Negativo Negativo Positivo
12 21 F Positivo Negativo Positivo Negativo
13 36 F Positivo Negativo Positivo Positivo
14 56 F Positivo Negativo Negativo Positivo
15 19 F Positivo Positivo Positivo Negativo
16 37 F Positivo Negativo Positivo Positivo
17 24 M Positivo Positivo Positivo Positivo
18 31 F Negativo Negativo Negativo Negativo
19 40 F Positivo Positivo Negativo Positivo
20 35 F Positivo Negativo Positivo Negativo
21 53 F Positivo Negativo Positivo Positivo
22 43 M Negativo Negativo Negativo Negativo
23 34 F Positivo Negativo Negativo Positivo
24 33 F Positivo Negativo Positivo Positivo
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ANEXQOS

ANEXO 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

LN

Comstd & Elica i Pesaiie - CEP

UNIVERSIDADE FALILISTA - UNIF
Lanspis |II|J|.|II|||1-||||:-\.

Fum D Becelar, 1212 — 4° andar - Vila Clementing
CEP: (AWl — Fone: {115 558053011

-l copeiE unip. by

H i b Dol iosmierrin: dios (0HE i 19 :1H)

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

iCara Partiapanisa:

Costariamas de convidd-o a padicipar coma voluntdno da pesguies inbtulada
CORRELACAD ENTRE ESPECIES DE Jplasscrls PRESENTES EM CAES CoM
INFE E M SUPERFICIE CUTAMEA DE SEUS TUTORES: CARACTERIZACAD
FEROTIPICH E MOLECULAR gue se relere a wn proplo de Doutorada dol=)
paricipanbe|=] Saelma Moura Alqarez dola) Programa de Pds-graduacs em Patalogia
Ambiental & Experimental da Universidade Paulista.

O s) ohjelivods) desle astudo & verficar a presenca de 5558015 =op. am pele de
tutares de ches positivas para YeRs582i3 spp.. comparando com a presenca de fungaos
isoladas erm pessoas que ndo poeiem animais. O resultados contibuirdo para verificar
2 ExEte comelacda entre presenca das leveduras do gérera YR/aSSEmE em humanas &

Ardmais.

Bua forma de padicpacin consiele em coleta de guabe culinea em oouns
i beluda, atrds das duas orelas @ ronco a fim de e pasouisar o fungo em pele sada,

Sew nome ndo =erd uliizado em qualquer fase da pesouisa, g que garanke seu
ananimaba, & a divigacda des resutados serd feita de forma a mdo dentificar o8

waluritaries.

Mo serd cobrado nada & ndio heverd gasios, decorrenies de sua paticipacda, se
houver Algum dano decarrenbs Ga pasgus, o paricdpants serd indenizado nos lermas da
Ledi

Consideranda que oda pesquss olerece algum Spo de nsco, nesta pesquisa o

risco pode ser gvaliade como! minima, sende o descanfario causado @eja apenss uma
lEve cdoega no momenta da passagem do syahe na pele.
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Fonvemssice mesom

Coft de Elics ot Peaonze - CEP

UMIWVERSIDADE PALILISTA — UMIP
Campus |II|]|.|II|||'I-||||:-\.

Fum Dir. Becelar, 1212 — 4 andar - Vila Clementing
CEP: (a2 6-{HE — Fone: {115 55554

-l e unip. b

Horasrnn de Dame ienmiETin: dos O HF i 149 :1H]

o esperados a8 seguintes beneficios imediaos da sua participacio nesta
pesquisa: Verificar se existe & informar as resuladas sas servicos die saide 0% nscos que
sanas humanos poradores de YeRssezs sop. que trabakham em unidades de ferapia
intensiva (LTI adulia au neanatal podem aferecer aos pacienies.

Gostariamas de deiwar ol que sua parlicipasio & voluntdnia e que poderd
rmecusar-%e & parlicipar ou raliar o seu corgeniimenio, ou ands descanSnuar sua

pardicipacio @& assim a prefair, sem penalzacio alguma au sem prepuizo ao seu cuidada.

Desde ja, agradecemos sua sencio e padicipagio e cakicamo-nos & deposicha
para maksres infermagteas,

Esse ferma lord suas pdginas rubricadas pele pesquisador principal & serd assinado em
duas vigs, das quais uma ficad com o paricipante & & owira com o pesquisador principal
Jaelima Moura Alvarez, Rus Panda Caldparas, 385 Mogi das Cruzes. Talefans {11] 3896
HEA2.

Eu [nome da
padicipants = nomers de documenta de denlidade ) confirmo gue Josima Moura Areanez
egplicou-me as objelives desta pesquisa, bem coma, & forma de padicipagio. As
aliermativas pars minha paricipacio também foram discutidas. Eu |i & comprasndi esie
Temo de Consenlimenio, poranio, @u concordo em dar meu consentimenio para
participar comda waluntano desta pasquisa.

Lessal & dista: 0 de T e 2.

(Assinalura do paricipants da pesouisa)
Eu,

(e da mermboo da equipe que apreseniar o TCLE]

abfve de forma apropriada e soluntdra o Consenfimenta Lire & Esclarecida da
paricipanta da pesquisa au representants legal para a paricpacio na pesouisa.

ifesinatura do membro & equips que apreseniar o TCLE]

[Idenfificacho & assinatura do pesquisadar respansiaved)
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ANEXO 2 — Comprovante de aprovagio no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

(YL TS~

AR ERSAOE ST IF T

Vice-Reilonia de Pis-Graduaiao ¢ Pasguisa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, gue o protocolo n® 37515 CEPACS/UMIP, sobre o projeto
de pesquisa infitulado “Pesquise de malassezia spp. Em cées com ofife & ou
dermatite e seus respctivos proprietarics”. sob a responsabilidade de " SELEME
DALL' ACCQUA COUTINHO e ELIANA CUMING CHIURCO™ esta de acordo com
o= Principics Eficos, seguindo a5 direfrizes & normas regulamentsdores de
pesquisa envolvendo animais, conforme a Lei Estadual n® 11877105 que institui o
Codigo de Protegdo sos Animais do Estado de S8o Paule e foi aprovado por este
Comité de Etica em Pesquisa.

Universidade FPaulisia, em S8o Paule-SF, sos 14 diss do més de putubro de 2015

Hollyy Bannsn £ G0nCalan
Hailey Barros F. Goncalves
Secretaria do Comité da Efica
em Pesquiza da UMIP
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ANEXO 3 — Comprovante de aprovacdo no Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA)

(YT~

LAV VERSIAOF L5 LS T

ice-Reitoria de Pos-Graduacio e Pesquisa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada ° CGRF{ELAQﬁO ENTRE
ESPECIES DE MALASSEZIA PRESENTES EM CAES COM INFECQ;&O E MA
SUPERFICIE CUTANEA DE SEUS TUTORES: CARACTERIZACAO
FENOTIPICAE MOLECULAR", registrada com o n®375 /15, sob-responsabilidade
de" SELENE DALLUACQUA COUTINHO e JOELMA MOURA ALVAREZ que
envolve a producéo, manutencdo ou utiizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subiflo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) encontra-se de acordo com o5 preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacdo Animal (
COMNCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animais
{ CEUA) da UNIP, em reunido de 14/10/2015.

%Al&ﬂnr\a_ '%’1- L

Juliana Guizi
Secretaria da Comissde de Etica no Uso de Animaiz — CEUA,
Universidade Paulista — UNIF



