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1. Resumo

Os psitacideos sdo a familia de aves com o0 maior nimero de espécies ameacadas
de extincdo devido a ampla comercializacdo ilegal no Brasil. Os animais provenientes de
trafico estdo sujeitos a condigdes insalubres que podem levar a distdrbios imunoldgicos e
ao desenvolvimento de infeccBes priméarias e secundarias que podem ter potencial
zoonotico, tornando-se assim de relevancia para a saude publica. Diferentes espécies de
Malassezia tém sido detectadas em caes, gatos, cavalos, bovinos, ovinos, camelos e até
mesmo em aves aquaticas. Em aves, espécies de Malassezia ja foram isoladas de
diferentes sitios anatbmicos como pele, crista, canto de olho e garganta, assim como em
fezes. Duas espécies novas foram descritas em papagaios, em 2016 no Brasil, M.
brasiliensis e M. psittaci, no entanto, ha poucos estudos relatando a taxa de ocorréncia de
Malassezia em diferentes espécies de aves e mais pesquisas ainda sdo necessarias. Foram
avaliados exemplares de psitacideos alojados em ambiente de cativeiro no Centro de
Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens, FMVZ/UNESP-Botucatu. Apos contencao
fisica dos animais, swabs de diferentes sitios anatdmicos de 32 aves foram coletados e
cultivados em agar Sabouraud adicionado de 1% de azeite de oliva e cloranfenicol (50
pg/mL). As colonias leveduriformes suspeitas foram isoladas em tubos contendo o
mesmo meio de cultura para a identificacdo morfofisioldgica classica e por técnicas
moleculares. A reacdo em cadeia polimerase (Nested PCR) a partir da regido génica
D1/D2 das colbnias suspeitas obtidas mostrou amplificacdo de bandas e o
sequenciamento a partir das colonias ndo detectou Malassezia spp., mas mostrou outras
leveduras morfologicamente parecidas como Hanseniaspora spp., Meyerozyma spp.,
Candida spp., Debaryomyces hansenii e Wickerhamomyces anomalus. Um primer
especifico foi desenhado para a deteccdo 16 espécies de Malassezia e o resultado foi
positivo para a cepa controle de Malassezia pachydermatis, no entanto diferentes
espécies de levedura previamente identificadas também foram amplificadas. Os
resultados aqui obtidos poderdo auxiliar em futuros diagnosticos, bem como enriquecer

0 conhecimento da area.

Palavras chave: leveduras, psitacideos, diagnostico molecular



2. Abstract

Psittacidae are the family of birds with the largest number of species threatened
with extinction due to widespread illegal trade in Brazil. Animals from trafficking are
subject to unsanitary conditions that can lead to immunological disorders and the
development of primary and secondary infections that may have zoonotic potential, thus
becoming relevant to public health. Different species of Malassezia have been detected
in dogs, cats, horses, cattle, sheep, camels and even waterfowl. In birds, Malassezia
species have been isolated from different anatomical sites such as the skin, crest, corner
of the eye and throat, as well as in feces. Two new species were described in parrots in
2016 in Brazil, M. brasiliensis and M. psittaci, however, there are few studies reporting
the occurrence rate of Malassezia in different species of birds and more research is still
needed. Parrot specimens housed in a captive environment at the Center for Medicine
and Research in Wild Animals, FMVZ/UNESP-Botucatu, were evaluated. After physical
containment of the animals, swabs from different anatomical sites of 32 birds were
collected and cultured in Sabouraud agar added with 1% olive oil and chloramphenicol
(50 pg/mL). Suspicious yeast colonies were isolated in tubes containing the same culture
medium for classical morphophysiological identification and molecular techniques. The
polymerase chain reaction (Nested PCR) from the D1/D2 gene region of the suspected
colonies obtained showed amplification of bands and the sequencing from the colonies
did not detect Malassezia spp., but showed other morphologically similar yeasts such as
Hanseniaspora spp., Meyerozyma spp., Candida spp., Debaryomyces hansenii and
Wickerhamomyces anomalus. A specific primer for 16 Malassezia species was designed
and the result was positive for the control strain of Malassezia pachydermatis, however
different previously identified yeast species were also amplified. The results obtained

here may assist in future diagnoses, as well as enrich knowledge in the area.

Key words: yeats, parrots, molecular diagnostic



3. Introducgéo

O Brasil é considerado o pais mais rico em variedade de psitacideos, uma familia de
aves muito procuradas como animais de estimacdo devido a beleza de suas cores e
inteligéncia. Porem, a perda e a alteracdo de héabitat, assim como o trafico de fauna
silvestre colocaram muitas dessas aves em risco de extingdo, apesar das normativas
criadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) que regulamentam a criacdo e comercializacdo de animais silvestres (MURER
etal., 2018).

Aves em cativeiro e em vida livre, doentes ou assintomaticas, podem representar uma
fonte de disseminacao microbiana ao dispersar no ambiente diferentes tipos de patdgenos.
O ser humano estéa sujeito a infeccdes por estes microrganismos pelo contato direto ou
indireto com estes animais. O papel dos pombos como carreadores de diversos patdgenos
importantes para a salde publica como protozoérios, fungos, bactérias e virus ja é bem
conhecido. Entretanto, o conhecimento sobre a acdo de outras espécies de aves como
hospedeiras ou reservatdrios destes microrganismos ainda é escasso (MARQUES et al.,
2021; REIS et al., 2019).

Os fungos tornaram-se uma das principais causas de doencas emergentes desde 0s
anos 1980, principalmente entre individuos imunossuprimidos e pacientes hospitalizados
com condigbes mais sérias (TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008). Diversas
espécies de fungo sdo listadas como um risco para a satde publica devido ao seu potencial
em desenvolver resisténcia antifingica (ROSARIO MEDINA et al., 2017; POSTERARO
et al., 2015). Dentre estas estdo espécies do género Malassezia, leveduras comensais da
pele e da mucosa de diversas espécies de mamiferos e aves, que podem tornar-se
patogénicas ao promoverem alteracfes no microambiente cutaneo do hospedeiro
(GIUSIANO et al., 2010; REIS-GOMES et al., 2012; CABANES et al., 2016).

Devido a escassa literatura sobre o microbioma fungico da pele e penas de aves,
principalmente das espécies de Malassezia carreadas por estes animais, pretende-se neste
trabalho levantar a prevaléncia desta levedura em psitacideos de cativeiro e realizar a

identificacdo morfofisioldgica e molecular destas espécies.
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9. Conclusao

Os psitacideos silvestres podem carrear em sua pele leveduras de potencial
patogénico para a espécie humana. Por outro lado, espécies de interesse biotecnolégico
também podem fazer parte da microbiota epitelial destas aves, possuindo um provavel
papel na protecdo destes animais contra agentes patogénicos ou ainda outras fungdes até
agora desconhecidas. A identificagdo de leveduras por métodos convencionais como o
cultivo, microscopia e testes bioquimicos mostra-se limitada frente a descoberta de novas
espécies e também devido a semelhanca morfologica dentre estas e também com outras
espécies. Métodos moleculares como o sequenciamento genético mostram-se eficazes na
identificacdo das espécies isoladas. Apesar da ndo deteccdo de espécies de Malassezia,
este estudo detectou outras leveduras de interesse para a saude publica através do
isolamento classico por meio de cultura e confirmagdo por sequenciamento genético.
Mais estudos sobre a microbiota fangica epitelial de diferentes espécies de aves sao

necessarios para uma melhor compreenséo do assunto.
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