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Malassezia pachydermatis ¢ um dos principais
agentes fingicos envolvidos nas lesoes de pele e otopatias
de cdes e gatos e freqlientemente associada a infecg¢des
bacterianas e a imunossupressdo. Novas terapias para o
tratamento de infecgdes fingicas sdo necessarias por causa
do aparecimento de cepas resistentes. O efeito inibitorio
de metabdlitos presentes no filtrado de cultivo da bactéria
Burkholderia sp.(FCB) foi testado sobre cepas nativas cli-
nicas da levedura M. pachydermatis em meio liquido pelo
padrao de curva de crescimento, pela técnica de difusdo
em agar e contagem de unidades formadoras de colonias

RESUMO

em meio solido. Avaliou-se a atividade de FCB sobre as
células tratadas por microscopia eletronica de transmissao
(MET). Utilizaram-se antifungicos comerciais para efeitos
de comparagao. FCB apresentou atividade sobre a levedura
pelas técnicas utilizadas. Nas analises de MET, os efeitos
de FCB sobre as células também foram observados por
alteragdes da parede com diminuigdo da eletrondensidade
e desestruturagdo das organelas. Esses resultados sugerem a
atividade interna e externa sobre a levedura e o uso potencial
de FCB contra M. pachydermatis.

PALAVRAS-CHAVES: Burkholderia sp., inibi¢do de crescimento, Malassezia pachydermatis metabdlitos bacterianos.

ABSTRACT

IN VITRO ACTIVITY OF SECONDARY METABOLITES OF Burkholderia sp. (BURKHOLDER 1950) AGAINST
THE YEAST Malassezia pachydermatis

M. pachydermatis is among the main agents invol-
ved in skin lesion and otopathological alterations of dogs
and cats frequently associated to bacterial infections and
host immune suppression. Because of resistance toward
drugs, the market urge new therapies for treatment of fungal
infections are needed. The effect of metabolites present in
the filtrate culture of Burkholderia sp. (FCB) was tested
against native clinical strains of the yeast M. pachydermatis
in liquid medium measured by standard growth curve, by
agar diffusion method, and colony forming units count in

agar. Activity of FCB on cells was evaluated by transmission
eletron microscopy (TEM). For comparison, sensitivity tests
were performed on the yeast by diffusion agar test using
commercial drugs. Crude FCB presented activity against
the yeast by the methods utilized. The activity of FCB on
cells was also observed by TEM, which revealed loss of ele-
trondensity and organelles structure alteration. These results
suggest internal and external activities on the yeast cells and
the potential use of FCB against M. pachydermatis.

KEY WORDS: Bacterial metabolites, Burkholderia sp., growing inhibition, Malassezia pachydermatis.
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NTRODUCAO

Malassezia pachydermatis é uma levedura
lipofilica, porém nao dependente de fonte lipidica
para seu crescimento em meio de cultura, clas-
sificada como um basidiomiceto, com tamanho
aproximado de 2,5 x 5,0 micras (DAVID et al.,
2003; 2007), podendo alcancar 4,8 x 7,0 micras
(GUILLOT & BOND, 1999). A presenga da
levedura M. pachydermatis em lesdes de pele e
nas afec¢oes do conduto auditivo de caes e gatos
¢ vastamente documentada e sua presenca em
animais sadios indica o carater oportunista des-
se microrganismo (CAFARCHIA et al., 2005),
especialmente nos animais imunossuprimidos
(AKERSTEDT & VOLLSET, 1996). Os animais
sofrem com afecgdes do pavilhdo auricular, muitas
vezes associada a infecgdes multiplas, com o en-
volvimento de bactérias (LLOYD & LAMPORT,
1999). A levedura pode ser carreada pelas maos
de humanos e representa riscos as pessoas quando
a higiene pessoal nao for observada (MORRIS,
2005).

A bactéria Burkholderia cepacia, perten-
cente a familia Pseudomonadaceae, previamente
denominada Pseudomonas cepacia, esta associada
a doencas em plantas (BURKHOLDER, 1950;
HOLMES et al., 1998), no homem (BIDDICK et
al., 2003) e animais domésticos (BERRIATUA
etal., 2001). O efeito de metabdlitos secundarios
produzidos por Burkholderia sp. demonstrou
atividade contra fungos entomopatogénicos e
saprofiticos, além de fungos especializados que
crescem em jardins fingicos de formigueiros,
contudo, ndo apresentaram atividade sobre fungos
mutualistas necessarios para a manuten¢do do
formigueiro (SANTOS et al., 2004). Substancias
com atividade antibittica foram isoladas de B.
cepacia, confirmando seu efeito sobre fungos do
solo (LIM et al., 1994). PARKER et al. (1984),
BISACCHI et al. (1987) e LEE et al. (1994) de-
monstraram o efeito de peptideos sobre bactérias
e fungos fitopatogénicos e de importancia nas
areas animal e humana. O efeito de pirrolnitrina,
substancia isolada de B. cepacia NB-1 extraida
por processos cromatograficos, ficou demonstrado
contra Neurospora crassa cepa 74 A, mais espe-

cificamente na inibi¢do do sistema de transporte
de elétrons na mitocondria fungica (EL-BANNA
& WINKELMANN, 1998).

Virios agentes quimicos sintéticos sao
utilizados no tratamento de animais doentes
portadores de M. pachydermatis, como caes e
gatos (BOND & LLOYD, 1998) e caprinos (PIN,
2004), porém ha citacao de resisténcia do fungo
aos tratamentos convencionais (UCHIDA et al.,
1994), principalmente apos cultivos sucessivos
em laboratério (NAKANO et al., 2005). O me-
canismo de resisténcia pode estar relacionado a
mudangas na composi¢do da membrana citoplas-
matica dos microrganismos. Em contraste com as
células eucaridticas superiores, a camada externa
das membranas microbianas ¢ rica em lipidios
negativamente carregados e tais informagdes po-
dem facilitar o combate a patdogenos por meio de
desenvolvimento de novas drogas (THEVISSEN
et al., 1997). Tais fatos chamam a atencdo para
o desenvolvimento de novos tipos de tratamento
para a doenga causada por M. pachydermatis em
medicina veterinaria.

Este trabalho teve como objetivo testar
in vitro a atividade de metabdlitos secundarios
da bactéria Burkholderia sp. sobre a levedura
M. pachydermatis, observar seu efeito na célula
fingica e sugere o seu uso potencial no tratamento
de animais portadores de lesoes causadas por esta
levedura.

MATERIAL E METODOS

Foram isoladas 25 amostras clinicas de
M. pachydermatis, no Laboratério de Sanidade
Animal da Universidade Estadual do Norte Flu-
minense Darcy Ribeiro, obtidas de animais por-
tadores de otite externa e com lesdes cutaneas.

A identificacdao das leveduras foi baseada
na morfologia caracteristica, crescimento em agar
Sabouraud dextrose (Acumedia, EUA) com e sem
adicao de oleo de oliva estéril. As colonias de
coloracao branco-amarelada, no inicio do cultivo
com superficie convexa e textura cremosa, lisa e
seca, apOs uma semana de cultivo, apresentavam
coloragdo bege e marrom. Apos coloragdo com
Panético (Laborclin, Brasil), a microscopia reve-
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lou células tipicas, cujos brotamentos conferiram
forma ovalada, variando a formas de garrafas ou
pegadas.

De um total de 25 amostras foram sepa-
radas e testadas em triplicatas quatro cepas e
cultivadas na presenca de filtrado de cultivo da
bactéria Burkholderia sp. (FCB), isolada de for-
migas cortadeiras (SANTOS et al., 2004).

Inibicdo de Malassezia pachydermatis em meio
liquido

Para obten¢ao da curva de crescimento
da levedura, cultivaram-se as cepas em agar
Sabouraud dextrose 2% (Acumedia, EUA) por
48 horas, a 37° C, sendo as colonias diluidas em
solugdo salina fisioldgica estéril a uma concen-
tracdo equivalente a 107 unidades formadoras de
colonias (UFC) ou correspondente a leitura 0,5
da escala McFarland, calculadas pelo fotome-
tro (Densimat®, bioMérieux, Franga) em D.O.
550nm, que passou a ser o indculo para os ensaios
de inibicdo. Em tubos com 1,8 ¢ 1,85mL de caldo
Sabouraud dextrose 2% (Acumedia, EUA) foram
adicionados 100 e 5S0pL de FCB, respectivamen-
te, de estoque com concentragdo de 3mg/mL,
calculada pelo método de acido bicinconinico
(Sigma®, EUA), e acrescentado um volume fixo
de 100uL do indculo, perfazendo um volume
final de 2,0mL. Em intervalos de 120 minutos, o
material foi analisado em fotometro (Densimat®,
bioMérieux, Franga) e obtida a curva de cresci-
mento. Manteve-se o cultivo por 60 horas a 37°C
e comparou-se o crescimento populacional com
o material tratado apenas com meio adicionado
de agua destilada estéril, realizando-se todos os
experimentos em triplicatas.

Confirmacao de inibigdo em meio sélido por
contagem de UFC

Apo6s 60 horas de incubacdo em estufa a
37°C no meio liquido, o material foi homogenei-
zado e espalharam-se uniformemente aliquotas
de 100uL sobre agar Sabouraud dextrose (Acu-
media, EUA) com auxilio de swab comercial
(Venturi Transystem®, Copan Innovation, Italy).
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Foi permitido o crescimento a 37°C por 72 horas
e, das triplicatas, compararam-se os nimeros de
coldnias crescidos.

Difusdo em agar

As colonias de M. pachydermatis cultiva-
das em agar Sabouraud dextrose foram diluidas
em caldo Sabouraud dextrose até atingir a den-
sidade de 0,5 da escala McFarland (Densimat,
bioMérieux, Franca). Volumes de 100uL desses
in6culos foram espalhados sobre a superficie de
placas contendo agar Sabouraud com swab co-
mercial (Venturi Transystem, Copan Innovation,
Italy). Cinco pocos de 0,5mm de didmetro foram
perfurados sobre o agar e preenchidos com 30pL.
de FCB, 30uL de estoque contendo 0,5mg/mL de
solucdo de nitrato de miconazol (Vodol®, Unido
Quimica, Sao Paulo, Brasil), utilizado como con-
trole positivo. Os halos de inibigdo de crescimento
foram medidos com paquimetro e os valores das
medidas das triplicatas calculados e analisados
por regressao (dados nao mostrados).

Microscopia eletronica de transmissao

Os cultivos em caldo Sabouraud 2% dextro-
se (volume final de 2,0mL) de M. pachydermatis
tratados com filtrado de cultivo de Burkholderia
sp. (50uL) foram centrifugados por duas horas
a temperatura ambiente em 2,5% (v/v) de glu-
taraldeido (Sigma®, EUA) grau Il em 0,1M de
tampao cacodilato de sodio (Sigma®, EUA), pH
7,4. Depois da fixagdo, a amostra foi pos-fixada
por vinte minutos com tetroxido de 6smio (OsO,
— Sigma®, EUA) 1% em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4 adicionado de 0,8% de fer-
ricianeto de potassio (Sigma®, EUA) e 5 mM
de cloreto de calcio. Em seguida, desidrataram-se
as células por vinte minutos em séries crescen-
tes de acetona: 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e,
finalmente por trés vezes, a 100%. Em seguida,
infiltraram-se as amostras por etapas de seis horas
em Epon (PolyScience®, EUA), iniciando-se em
concentracdes crescentes de acetona:epon 3:1,
2:1, 1:1, e depois decrescentes 1:2, 1:3 e final-
mente Epon puro. Posteriormente, as amostras
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foram polimerizadas em estufa a 80°C e corta-
ram-se os blocos em ultramicrétomo Reichert
Ultracut S (Leica®, Suica). Acomodaram-se os
cortes de 70nm (ultrafinos) obtidos em grades
de 3mm de didmetro e malha de 400 mesh (SPI
grids, WestChester, PA, EUA), sendo observados
no microscopio eletronico de transmissdo Zeiss
TEM 900 em aumento 13.500x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho quatro cepas de M. pachy-
dermatis isoladas de animais portadores de otites
e de lesdes de pele foram submetidas a teste in
vitro, aos subprodutos da bactéria Burkholderia
sp. (SANTOS et al., 2004). A levedura M. pachy-
dermatis ¢ um dos patdgenos de origem fingica
envolvido nos quadros patologicos de animais
portadores de quadros de otite e dermatoses, mas
pode ser isolado de animais considerados sadios
(GUILLOT & BOND, 1999). O contato entre
microrganismos na natureza ¢ bastante freqliente
e possivelmente os subprodutos secretados pelas
diferentes espécies, tanto bactérias como fungos,
interferem diretamente na sua sobrevivéncia em
tais nichos ecologicos. A levedura secreta enzimas
consideradas fatores de viruléncia que podem
influenciar no quadro patoldgico dos hospedei-
ros (MANCIANTI et al., 2000). B. cepacia é um
membro da familia Pseudomonadaceae, ante-
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riormente denominada Pseudomonas cepacia, €
sua viruléncia foi estudada em modelo vegetal
(broto de alfafa) e animal (ratos) com variagdes
de patogenicidade entre os seus genomovares
(BERNIER et al., 2003). Outros autores isolaram
e descreveram a atividade de metabolitos de B.
cepacia contra fungos, tal como pirrolnitrina
secretada por B. cepacia NB-1, que apresentou
efeito inibitorio sobre o sistema de transporte de
elétrons da mitocondria de N. crassa 74 A (EL-
BANNA & WINKELMANN, 1998). Varios sub-
produtos foram isolados dessa espécie bacteriana
com diferentes aplicagdes na agricultura (KERR,
1994; HOLMES et al., 1998) e de Burkholderia
sp. (SANTOS et al., 2004).

No presente estudo os metabdlitos de
Burkholderia sp. (SANTOS et al., 2004) apresen-
taram efeitos inibitorios sobre M. pachydermatis
demonstrados por diferentes testes. Na avaliagcdo
pelo método de cultivo em caldo Sabouraud (Fi-
gura 1), as concentragdes testadas apresentaram
efeito fungicida (150png) e fungistatico (75ug),
demonstrado em seguida pelo método de conta-
gem de unidades formadoras de colonias (UFCs)
em meio so6lido. A contagem de UFCs apds a
incubagao com FCB em meio liquido apresentou
diferencas observadas pela comparagdo entre as
dilui¢oes 10! dos tratamentos ¢ a dilui¢gdo 10
dos controles (Figura 2).

FIGURA 1. Curva de inibi¢do de crescimento da
levedura Malassezia pachydermatis cultivada em
caldo Sabouraud dextrose 2%, em presenca de fil-
trado de cultivo de Burkholderia spp.
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Os resultados observados pelo método
de difusdo em agar (Figura 3) sdo compativeis
com os encontrados por outros autores, quando
utilizaram testes semelhantes contra fungos ento-
mopatogénicos (SANTOS et al., 2004) e Candida
albicans, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis
(GONCALVES et al., 2005). Atualmente, os
tratamentos contra a levedura M. pachydermatis
incluem varios tipos de produtos, entre eles ce-
toconazol e terbinafina (GUILLOT et al., 2003),
além de nistatina (NAKANO et al., 2005). No
presente estudo, nos testes de difusdo em agar
(Figura 3), o efeito de FCB sobre o crescimento
de M. pachydermatis foi observado pela forma-
¢ao de halos com média de 19,8mm de diametro
(p<0,05% nivel de significancia), e no controle
positivo a formacdo de halo com média de
40,0mm (p<0,05% nivel de significancia), que se
mantiveram constantes nas repeti¢des. Levando-
se em conta que o conteudo de FCB ainda ndo
foi totalmente caracterizado, o efeito inibitorio
do material tem potencial para ser explorado.
EL-BANNA & WINKELMANN (1998), ao tes-
tarem os efeitos de pirrolnitrina pela técnica de
difusdo em agar, observaram a presenca de halos
de inibig¢do de diametros variados contra diversos
microrganismos, porém mais pronunciado contra
Streptomyces antibioticus, S. violaceoruber, Pae-
cilomyces variotii € Penicillium puberulum. Esses
mesmos autores detectaram atividade antibidtica
de pirrolnitrina contra varios fungos, entre eles
Candida albicans, pela técnica de microtitulagao
em placas.

Ciéncia Animal Brasileira , v. 9, n. 2, p. 410-417, abr./jun. 2008

FIGURA 2. Teste
de contagem de
Unidades Formadoras
de Colonias (UFCs)
de Malassezia
pachydermatis em
agar Sabouraud

2% Dextrose, apos
dilui¢des seriadas
de cultivo em caldo
Sabouraud dextrose
2%.

FIGURA 3. Avaliacdo da atividade antifiingica, em agar
Sabouraud Dextrose 2%, de metabdlitos de Burkholderia
spp. sobre M. pachydermatis pelo método de difusdo em
agar.

Os resultados de microscopia eletronica
(Figura 4) obtidos neste trabalho podem elucidar
a atividade de FCB sobre M. pachydermatis, em-
bora a levedura detenha parede espessa (DAVID
et al., 2003; 2007), conforme o observado pela
perda de eletrondensidade e pela desorganizagado
e desestruturagdo de organelas internas das células
tratadas com 50ug de FCB em meio liquido. A
formac¢ao de poros na membrana fingica apos a
atuacdo de proteinas toxinas fungicas foi sugeri-
da (WEILER & SCHIMITT, 2003), pois nao foi
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possivel precisar onde FBC atuou pela micros-
copia eletronica. E possivel que os efeitos obser-
vados por FCB sobre M. pachydermatis sejam
decorrentes da formagao de poros na membrana,
como sugerido por outros trabalhos (WEILER
& SCHIMITT, 2003), ou decorrente também da
inibi¢do do sistema transportador de elétrons de
organelas internas, como mitocondrias, tal como
observado por EL-BANNA & WINKELMANN
(1998), quando trabalharam com o fungo fitopato-
génico Neurospora crassa cepa 74 A. Contudo, os
resultados dos ultimos autores foram obtidos com
material extraido do cultivo de B. cepacia NB-1
e purificado por cromatografia e testados sobre o
contetido das células de N. crassa.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho,
0s componentes presentes no sobrenadante de
Burkholderia sp. atuaram sobre as células de
Malassezia pachydermatis, o que foi demonstrado
pela sua atividade inibitdria sobre o crescimento
do fungo e nas alteragdes microscopicas apos o
cultivo na presenca de FCB.

Os metabolitos produzidos por Burkholderia
sp. poderdo abrir novas perspectivas no tratamento
de dermatopatias e otopatias causadas por M. pa-
chydermatis em animais domésticos, porém ensaios

Aumento 13750 X, barra equivalente a 1,0 pm.

Os principios ativos presentes no FCB
que possam atuar sobre M. pachydermatis, ob-
servados no presente trabalho, ainda nao foram
completamente caracterizados. No entanto, a pre-
senca de uma proteina com atividade antibidtica
foi isolada desta cepa de Burkholderia sp., capaz
de inibir o crescimento de fungos de importancia
veterindria ¢ humana (SAMUELS et al., 2005).
Pode-se inferir que a purificacao de FCB derivara
moléculas com poder inibitoério mais acentuado
sobre M. pachydermatis, e concentragcdes me-
nores daquelas utilizadas no presente trabalho
resultardo em um poder inibitorio mais potente.

FIGURA 4. Micrografias
de secc¢do ultrafina de
microscopia eletronica de
transmissao da levedura
Malassezia pachydermatis.
Células do controle com
nucleos (n) e vacuolos

(v) bem visualizados (A);
células tratadas com filtrado
de cultivo de Burkholderia
spp (B). Notar a perda

de eletrondensidade e
desestruturac@o de organclas
internas com o nucleo
picnotico (n) e auséncia de
vacuolos em (B).

que demonstrem possiveis atividades citotoxicas
em células de mamiferos deverao ser realizados.
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