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T resumo

Malassezia O género Malassezia compreende leveduras lipofilicas e lipodependentes que recentemente

Taxonomia sofreram mudancas em sua classificacdo taxondmica, com a introdugdo de quatro novas

" . espécies: M. globosa, M. obtusa, M. slooffiae e M. restricta, além das espécies M. furfur, M.
Pitiriase versicolor

pachydermatis e M. sympodialis, jé descritas. Estas leveduras estdo associadas a varios quadros

Técnicas de diagndstico patolégicos que incluem infeccdes como a pitirfase versicolor ou dermatoses, como dermatite
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seborréica e dermatite atdpica, entre outros. Estes quadros eram, até pouco tempo atrds,
considerados devidos exclusivamente a espécie M. furfur. Estas mudancas na classificacao
taxondmica de Malassezia levaram a uma reavaliacdo dos procedimentos laboratoriais que
eram utilizados para a identificacdo do agente etiolégico. Entre eles podemos citar o estudo e T
a caracterizacdo morfoldgica das espécies, sua tolerancia térmica, suas necessidades

nutricionais para determinados tipos de acidos graxos, bem como a composicéo e as

caracteristicas do DNA de cada uma delas.

abstract IS

The genus Malassezia comprises lipophylic and lipodependent yeast species that recently suffered | Malassezia
a change in their taxonomic classification, with the description of four new species: M. globosa,
M. obtusa, M. slooffiae and M. restricta besides the already described species M. furfur,

M. pachydermatis and M. sympodialis. These yeasts are associated to pathologies that include
tinea versicolor, seborrheic and atopic dermatitis, among others. These diseases were previously | piagnostic techniques
thought to be exclusively due to the species M. furfur. The taxonomical changes observed for
species of Malassezia genus has led to a reassessment of the laboratory methodologies that were
formerly used for the identification of the etiologic agent. Morphologic and physiologic variations
for each species, termo-tolerance, their requirements for certain long-chain fatty acid sources, as
well the composition and characteristics of their DNA are among them.

Classification

Tinea versicolor
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Introducéo

O género Malassezia, descrito originalmente por Baillon
em 1889, compreende leveduras lipofilicas e lipodepen-
dentes que fazem parte da microbiota normal de seres
humanos e de animais (19, 26).

Segundo Aspiroz et al. (2), o género Malassezia apre-
senta a seguinte classificacdo taxondmica:

* Reino: Fungi

e Filo: Deuteromycotina

e Classe: Blastomycetes

e Ordem: Cryptococcales
e Familia: Cryptococcaceae
e Geénero: Malassezia

Até pouco tempo eram conhecidas apenas trés espé-
cies neste género: Malassezia furfur, M. pachydermatis
e M. sympodialis. Desde entdo, quatro novas espécies
foram descritas: M. globosa, M. obtusa, M. restricta e
M. slooffiae (11).

Diferenciacdo entre as espécies de Malassezia

Embora as espécies de Malassezia sejam muito seme-
Ihantes entre si, elas podem ser diferenciadas por meio de
critérios morfofisiologicos (11, 13, 20), nos quais sdo ob-
servadas as diferencas na micromorfologia de cada espé-
cie, a atividade enzimatica e suas necessidades nutricionais;
e critérios moleculares, nos quais sédo avaliadas a compo-
sicao e caracteristicas do seu DNA (4, 12, 14).

Para a diferenciacdo morfofisiolgica das espécies de
Malassezia, as mesmas sao cultivadas em meio de Dixon
modificado a 32°C durante sete dias. Nestas condicdes,
as espécies apresentam as seguintes caracteristicas
morfoldgicas:

M. furfur

As coldnias desta espécie apresentam textura cremo-
sa, sdo fridveis, convexas e de coloracdo branco-fosco.
No exame microscopico observam-se células de variados
tamanhos e formas: ovais (1,5um-3um), cilindricas
(2,5um-8um) ou esféricas (2,5um-5um de diametro). Os
brotos séo formados na base larga da célula, e os filamentos
podem originar-se em qualquer ponto da levedura. Apre-
senta reacdo de catalase positiva. Cresce em presenca de
concentracdes variadas de acidos graxos de cadeia longa,
incluindo écido ricinoléico e seus derivados. A temperatu-
ra 6tima para o crescimento é de 37°C, embora também
possa crescer em temperaturas de até 41°C.
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M. pachydermatis

Esta espécie é uma levedura zoofilica encontrada prin-
cipalmente no conduto auditivo de varias espécies de ani-
mais, podendo, entretanto, ser isolada da pele de seres
humanos. E um fungo lipofilico, porém nao-lipodepen-
dente, sendo, assim, capaz de crescer em agar Sabouraud
sem a necessidade da adicdo de fonte de 4cidos graxos de
cadeia longa, o que o diferencia das outras espécies. For-
ma col6nias foscas, com aspecto cremoso e textura macia
ou fridvel. Na micromorfologia apresenta células ovais pe-
quenas (2um-2,5um x 4pm-5um). Os brotos, que sdo os
maiores entre todas as espécies, surgem na base larga, onde
pode ser observado um colarinho ou cicatriz devido a su-
cessivos brotamentos. Esta espécie apresenta atividade de
catalase positiva. A temperatura ideal para o seu desenvol-
vimento é de 37°C, e a maxima de 40°Cou 41°C.

M. sympodialis

Esta espécie apresenta colonias brilhantes, lisas, pla-
nas, com elevacdo central e textura macia. Na micromor-
fologia sdo observadas células ovais ou globosas, com um
tamanho que varia de 1,5um-2,5um x 2,5um-6um. E di-
ferenciada de M. furfur devido ao seu brotamento
simpodial. Apresenta reacdo de catalase positiva. Ndo cres-
ce em presenca de Tween 20 como Unica fonte de acidos
graxos, porém cresce em meios suplementados com
Tween 40, 60 ou 80 em concentracdes que variam de
0,1% a 10%. A temperatura 6tima de crescimento é de
37°C, podendo suportar temperaturas de até 41°C.

M. globosa

Apresenta col6nias elevadas, dobradas e rugosas, és-
peras e quebradicas. Ao exame microscpico apresenta
formato esférico que varia de 2,4um a 8um de didmetro,
com brotos formados na base estreita. O colarinho ou ci-
catriz nesta espécie ndo é tdo proeminente como nas de-
mais espécies de Malassezia. Algumas vezes pode ser ob-
servada producdo de pequenos filamentos préximos ao
local de formacdo do broto, podendo inclusive ocorrer no
ponto onde a célula-mae e a célula-filha se unem. Apre-
senta reacdo de catalase positiva. Nao cresce em agar
peptonado com glicose acrescido de 0,1% a 10% dos di-
versos tipos de Tween utilizados isoladamente como Uni-
ca fonte de acidos graxos. Ndo cresce, ou cresce pouco,
em temperatura de 37°C.

M. obtusa

Suas col6nias sdo planas e lisas, e apresenta textura
mucéide. Na micromorfologia evidenciam-se células ci-
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lindricas grandes com 1,5um-2pm x 4pum-6um, podendo
alcancar mais de 10um. Os brotos sdo formados na base
larga da célula-mae, enquanto que filamentos podem ser
formados sobre qualquer ponto da superficie do micélio.
Apresenta reacdo de catalase positiva. Ndo cresce em
presenca de Tween 20, 40, 60 ou 80 que seja utilizado

isola
men

damente como Unica fonte de acidos graxos. Geral-
te cresce a 37°C, porém ndo tolera temperaturas

superiores a 38°C.

M. restricta

Esta espécie apresenta colonias pouco lisas ou rugosas e
textura dura e quebradica. Ao exame microscépico obser-
vam-se células esféricas ou ovais (1,5um-2pm x 2,5um-4um)
e brotos formados na base estreita. E a (inica espécie a apre-
sentar reacdo de catalase negativa. Ndo cresce em presenca
de 0,1% a 10% de Tween 20, 40, 60 ou 80 utilizado isolada-

men

te como Unica fonte de acidos graxos. Cresce a 37°C,

podendo resistir a temperaturas de até 39°C.

M. slooffiae

Apresenta colonias rugosas geralmente com sulcos e tex-

tura
lindr
ocor
catal
poré

aspera. Na micromorfologia apresenta células curtas ci-
icas (1Tum-2pm x 1,5um-4um), enquanto que os brotos
rem na base larga da célula-mae. Apresenta reacdo de
ase positiva, cresce em presenca de Tween 40 e 60,
m ndo em presenca de Tween 80. Algumas amostras

nao crescem em Tween 20, mesmo em altas concentragdes.
Cresce a 37°C, podendo resistir a temperaturas de até 40°C.

No Quadro é mostrada uma chave taxonémica basea-

dan
espé

1a
1b
2a
2b
3a
3b
4a
4b
5a
5b
6a

6b. Nao cresce em agar peptonado/glicose com 10% de Tween 20

Quadro

os critérios morfofisiolégicos para a identificacdo das
cies de Malassezia (13).

Chave* para a diferenciacio morfofisioldgica de espécies do género Malassezia
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A diferenciacdo de espécies com base em suas carac-
teristicas moleculares pode ser feita através de varios tipos
de ensaios, sendo o PFGE (pulsed field gel electrophoresis) e
o RAPD (random amplified polymorphic DNA analysis) os
mais utilizados (4, 12). As duas técnicas utilizadas possuem
finalidades diferentes. A primeira € muito Gtil para a iden-
tificacdo de espécies, embora a segunda forneca informa-
¢Oes sobre variagdes dentro das espécies, como, por exem-
plo, a identificacdo de subtipos.

Os dados fornecidos pelo ensaio de PFGE indicaram
diferencas entre todas as espécies suficientemente claras
e com poucas variacdes intra-especificas. Excecdo a este
fato é a espécie M. furfur, que possui trés perfis de cariétipos
claramente distintos: |, Il e o subtipo I'.

Quando se utiliza a técnica de RAPD para identificar
estes fungos, podem ser observadas variacdes intra-espe-
cificas com a utilizacdo de diversos primers (4). Os autores
observaram consideravel variacdo para M. furfur, M.
globosa, M. slooffiae e M. sympodialis. Por outro lado, uma
quase total uniformidade de bandas com quase todos os
primers padrdes utilizados foi observada para as espécies
M. restricta, M. pachydermatis e M. obtusa.

Outra abordagem descrita inclui os ensaios de
sequenciamento de regides do seu DNA (14). Neste caso
foi utilizado um sistema baseado em PCR com andlise sub-
sequente por endonucleases de amostras pertencentes as
espécies de Malassezia, em relacdo a possivel variacdo no
seu DNA ribossomal. Desta forma, embora os autores con-
seguissem diferenciar cinco de sete espécies reconheci-
das, duas delas, M. globosa e M. restricta, apresentaram
padrdes eletroforéticos muito parecidos entre si, que fo-
ram diferenciados apenas quando os autores utilizaram,

. Cresce em agar peptonado/glicose M. pachydermatis
. Ndo cresce em agar peptonado/glicose 2

. Reacdo de catalase positiva 3

. Reacdo de catalase negativa M. restricta
. Cresce em agar peptonado/glicose com 0,5% de Tween 40 ou 60 4

. Ndo cresce em agar peptonado/glicose com 0,5% de Tween 40 ou 60 5

. Cresce em agar peptonado/glicose com 0,1% de Tween 80 6

. Ndo cresce em agar peptonado/glicose com 0,1% de Tween 80 M. slooffiae
. Células longas, cilindricas, cresce a 37°C M. obtusa

. Células esféricas, geralmente nao cresce a 37°C M. globosa
. Crescimento em &gar peptonado/glicose com 10% de Tween 20 M. furfur

M. sympodialis

*Segundo Guillot et al. (13)
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no ensaio, diferentes tipos de primer, obtidos do gene
betatubulina.

Patologias associadas as espécies de Malassezia

Vérios estudos tém mostrado que cerca de 50% a 100%
dos individuos clinicamente sadios sdo portadores de le-
veduras lipofilicas, principalmente em regides do corpo
ricas em glandulas sebaceas (19, 23, 33, 37). Esta varia-
¢do observada na frequiéncia de isolamento pode ser atri-
buida as diferentes metodologias empregadas pelos auto-
res. Mesmo assim, esta levedura é considerada parte da
microbiota normal da pele (37). Para o desenvolvimento
e evolucdo de quadros patoldgicos associados as espécies
do género Malassezia é necessario que existam fatores
predisponentes no hospedeiro.

Entre as patologias que estdo associadas a infeccdes por
espécies do género Malassezia podemos citar pitiriase
versicolor, foliculite pitirospérica e infecgdes sistémicas. Ja na
dermatite seborréica, na dermatite atépica, na papilomatose
confluente reticulada de Gougerot e Carteaud e noutros qua-
dros patolégicos, o papel patogénico da Malassezia spp. néo
esta claramente definido, embora seus quadros clinicos pos-
sam ser agravados ou desencadeados por esta levedura (37).

Pitiriase versicolor é uma infeccdo superficial, benig-
na, freqlientemente recidivante, caracterizada por lesdes
maculosas, discromicas e descamativas, que se distribuem
em maior frequéncia na face, no tronco e nos membros
superiores. A maior freqiiéncia dos casos acontece a partir
da puberdade, quando ocorrem alteracdes nos lipidios na
superficie da pele decorrentes de modificacdes hormonais
(37). Outro aspecto epidemioldgico importante é o de que
esta dermatose apresenta maior prevaléncia em regides
tropicais e subtropicais, onde o clima quente e Gmido fa-
vorece a colonizacdo da pele pelo fungo, condicdo esta
advinda da hiper-hidratacdo da camada cérnea produzi-
da pela sudorese excessiva (35), o que pode explicar o
aumento da sua incidéncia nos meses de verao.

Outros fatores predispdem a esta infeccdo: deficiéncias
vitaminicas, desnutricdo, doencas crénicas infecciosas
como tuberculose, diabete melito, corticoterapia sistémica,
gravidez, pacientes imunodeprimidos e taxas elevadas de
cortisol plasmatico (5, 30, 33).

No diagnéstico da pitiriase versicolor, raspados obti-
dos da lesdo sdo clarificados com potassa e examinados
ao microscopio para a procura de massas de leveduras
agrupadas e hifas curtas e tortuosas, que sdo caracteristi-
cas para esta levedura. Porém, neste caso, a maneira mais
correta de expressar o resultado seria indicar a presenca
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de Malassezia sp., porque as vérias espécies envolvidas
neste quadro patoldgico apresentam a mesma morfologia
neste tipo de exame. Para a identificacdo das espécies é
necessério inicialmente cultiva-las em 4gar Sabouraud
contendo uma camada fina de 6leo de oliva como fonte
de 4cidos graxos. Posteriormente as mesmas devem ser
submetidas aos ensaios morfofisioldgicos para a identifica-
cédo da espécie (13). Em relagdo a este aspecto, Nakabayashi
et al. (23) encontraram as espécies M. globosa (55%),
M.sympodialis (9%), M. furfur (5%) e M. slooffiae (5%) em
amostras colhidas da pele de pacientes com pitiriase
versicolor, porém com freqiiéncias de isolamento diferen-
tes quando cultivadas em amostras obtidas de quadros de
dermatite seborréica e dermatite atopica, ou em pele sa-
dia. J& Gupta et al. (16) utilizaram o meio de Leeming-
Notman para cultivar Malassezia de pacientes residentes
na provincia de Ontério, no Canada, e verificaram que M.
sympodialis, M. globosa e M. furfur apresentaram uma fre-
qliéncia de 59,4%, 25,2% e 10,8%, respectivamente. Cres-
po et al. (7) estudaram 96 pacientes com pitiriase versicolor
e cultivaram as amostras em meio de Dixon modificado. A
espécie que apresentou maior freqiiéncia foi M. globosa,
isolada exclusivamente da parte lesada da pele, sequida de
M. sympodialis e M. slooffiae, que foram isoladas de regides
nao-afetadas da pele. Os autores concluiram que M. globosa,
em sua fase miceliana, foi responsavel pelas lesdes observa-
das na pitiriase versicolor.

Foliculite pitirospérica é uma doenca infecciosa de distri-
buicdo universal, porém ocorre com maior freqiiéncia em
climas quentes e Umidos, atingindo principalmente mulhe-
res na faixa de 25 a 35 anos, sendo comuns as recidivas (28).
Esta infeccdo caracteriza-se pela formacdo de papulas e
pustulas foliculares nos membros superiores, no tronco e no
pescoco. A formacao das pustulas deve-se a obstrucdo do
foliculo piloso por massas de leveduras, o que é agravado
pela sua multiplicacdo. O processo inflamatério ocorre devi-
do a quebra de acidos graxos livres em triglicérides (37).

Durante a evolucdo da infeccdo sao observados altos
titulos de anticorpos da classe IgG em comparagdo com
os dos pacientes que apresentam quadros de pitiriase
versicolor ou de pessoas saudaveis (9). Entretanto néo ha,
ainda, estudos que tenham determinado, em face da nova
nomenclatura taxonémica, a espécie ou espécies de
Malassezia envolvidas nesta infeccao.

Dermatite seborréica é uma dermatose de distribui-
¢do universal, e suas principais caracteristicas séo a infla-
macéo e a descamacao da pele em éreas ricas em glandu-
las sebaceas, como face, couro cabeludo e tronco. O grupo
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mais atingido é aquele representado por individuos do
sexo masculino com idade superior a 40 anos (37). Entre-
tanto recém-nascidos a partir de 8 dias de vida também
podem ser acometidos por esta dermatose (34).

A dermatite seborréica caracteriza-se pela formacéo de
lesdes eritematodescamativas em couro cabeludo, regido
retroauricular, mediofacial e mediotoracica, acompanha-
das ou ndo de prurido, sendo associada freqlientemente a
colonizacdo por Malassezia (3, 21). Em pacientes HIV-posi-
tivos ela é desencadeada de forma sibita e com quadro
clinico mais intenso ou grave (31, 32, 36). Nesta dermatose,
as espécies M. globosa, M. furfur, M. sympodialis e M.
pachydermatis tém sido isoladas com maior freqliéncia (23).

Existe uma controvérsia sobre a influéncia do género
Malassezia na dermatite atépica. As lesdes localizam-se na
cabeca, no couro cabeludo e no pescoco, e os pacientes
apresentam altos titulos de IgE sérica contra esta levedura
(8). Embora em quase 60% dos pacientes com dermatite
atépica possam ser isoladas de sua pele espécies de
Malassezia como M. globosa, M. furfur e M. sympodialis,
isto corresponde a uma freqiiéncia semelhante a observa-
da em pele de pessoas saudaveis (23).

Descrita por Gougerot e Carteaud em 1927, a papilo-
matose confluente reticulada ocorre principalmente na
regido superior do tronco, atingindo principalmente mu-
Iheres jovens. Caracteriza-se por papulas eritematosas ou
acastanhadas que evoluem para placas hiperceratinizadas
e reticuladas (37). A existéncia de casos familiares desta
dermatose sugere que a mesma possa ser determinada
geneticamente (17). Embora sua etiologia ainda seja des-
conhecida, acredita-se que a ceratinizacdo que ocorre seja
resultado da colonizacdo da pele por fungos do género
Malassezia, embora isto ainda ndo tenha sido comprovado,
jé que a utilizacdo de antifingicos para a erradicacéo da le-
vedura presente nas lesdes nem sempre leva a uma melhoria
do quadro clinico (10, 18). O seu diagndstico é firmado nos
exames clinico e histopatoldgico, e, quando se cultiva o
material da pele em meios apropriados, obtém-se facilmen-
te o isolamento de Malassezia (37).

Em determinadas situagdes clinicas, a colonizacao por

Malassezia pode evoluir para um quadro de fungemia.
Geralmente ocorre em criangas recém-nascidas que rece-
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bem alimentacéo parenteral com suplementacdo lipidica.
Acredita-se que a suplementacao lipidica facilite a coloni-
zacdo, pela levedura, do cateter utilizado para infundir os
nutrientes, sendo que a remocdo do cateter contaminado
ja é suficiente para limitar a infeccéo (6, 22).

Aractingi et al. (1) descreveram a pustulose neonatal
por M. furfur, na qual se observa clinicamente a formacéo
de eritemas, papulas e pustulas na face, no pescogo e no
couro cabeludo de recém-nascido. Acredita-se que o au-
mento da secrecdo sebacea favoreca o desenvolvimento
do fungo (29). O diagndstico laboratorial baseia-se no
exame microscopico direto do material clinico apds clari-
ficacdo com KOH (10% a 30%) e isolamento da levedura
em meios de cultivo apropriados (27). Embora a doenca
tenha sido inicialmente associada a infeccéo por M. furfur,
nenhum estudo foi realizado até o momento para deter-
minar se outras espécies podem estar associadas a este
quadro infeccioso.

Conclusoes

Desde a sua descoberta, o género Malassezia passou por
varias mudancas taxondmicas, e ainda nao foi alcancada uma
solucdo definitiva para a classificacdo sistematica desta
levedura. Considerando correta a classificacdo atual, o
género Malassezia apresenta sete espécies: M. furfur,
M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M.obtusa,
M. restricta e M. slooffiae. A importéancia na diferenciacao das
espécies de Malassezia néo reside apenas no fato da identifi-
cacdo por si s6, mas, sim, no fato de que possam existir pos-
siveis diferencas, ainda nao determinadas, na sua
patogenicidade, visto que ja tem sido descrita variacdo na
freqliéncia das mesmas nas lesdes das patologias associadas
a esta levedura e na intensidade da agressao por cada uma
das espécies, assim como em possiveis diferencas na sua sus-
ceptibilidade in vitro a vérios antiflngicos (15, 24, 25). Entre-
tanto o emprego das metodologias supracitadas para a iden-
tificacdo das espécies de Malassezia, em virtude do aumento
de custos para sua realizacdo, s6 deve ser incluido na rotina
laboratorial quando novas pesquisas clinicolaboratoriais com-
provarem que o mesmo traz algum tipo de beneficio na evo-
lugdo clinica do paciente.
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