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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.



4. Revisao de literatura

Os psitacideos sdo amplamente comercializados de forma ilegal no Brasil
(MACIEL et al., 2019) sendo a familia de aves com o maior numero de espécies
ameacadas de extingdo (FRANCISCO; MOREIRA, 2012). Apesar de ndo ser permitido
ao cidaddo comum capturar da natureza animais da fauna silvestre para serem mantidos
em cativeiro, esta pratica e o comércio de animais silvestres continuam sendo exercidos
em todo o pais (IBAMA, 2011; ZARDO et al., 2014). Cabe ao Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) regulamentar as diversas
formas de criacdo destes animais (IBAMA, 2011).

Em um levantamento realizado por ZARDO e colaboradores (2014), observou-se
que, entre as aves criadas em ambiente doméstico em determinada populacdo, mais de
70,46% desta era composta por psitacideos de forma legal ou ilegal, sendo estas aves
calopsitas (Nymphicus hollandicus), caturritas (Myiopsitta monachus), papagaios-do-
mangue (Amazona amazonica), papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) e periquitos

australianos (Melopsittacus undulatus).

Devido as condi¢des insalubres impostas pelo transporte e alojamento, as aves
oriundas de trafico podem sofrer distarbios imunolégicos que levam ao desenvolvimento
de infeccBes primarias e secundarias. Os agentes carreados por estas aves apresentam
ameaca a sua propria satde e também a saude humana, pois estes patdgenos podem ter
potencial zoonotico (MACIEL et al., 2019).

Neste contexto, as espécies do género Malassezia, organismos que habitam a pele
e a mucosa de mamiferos e aves, podem mudar seu carater comensal e adentrar o estrato
cérneo como patdgenos devido a alteragdes que causam no microambiente cutaneo
quando ha problemas imunoldgicos do hospedeiro (GIUSIANO et al., 2010; REIS-
GOMES et al., 2012; CABANES et al., 2016).

Desde a descricdo do género Malassezia em 1889, por Baillon, tem sido observado
que a classificacdo taxonémica dessa levedura vem passando por muitas mudancas.
Taxonomicamente, o0 género Malassezia classifica-se em Reino Fungi, Filo
Basidiomycota, Classe Malasseziomycetes, Ordem Malasseziales e Familia
Malasseziaceae (GAITANIS et al.,, 2012). Macroscopicamente, as colbnias de

Malassezia possuem aspecto esbranquicado, liso, levemente opaco e ligeiramente



elevado no centro. Microscopicamente, sdo células globosas com brotamento Unico de

base larga, possuem formato redondo a oval e medem entre 1,5 a 10um (CHEN; HILL,

2005; CAFARCHIA et al., 2011) (figura 1 e 2).

FIGURA 1: Microscopia de Malassezia spp. em coloragdo Panético.

Fonte: Laboratério de Micologia Médica UNESP

FIGURAS 2 E 3: Malassezia spp. em agar Sabouraud dextrose.

Fontes: Figura 3 - Crosaz et al. 2013; Figura 4 - Laboratério de Micologia Médica UNESP.



FIGURA 4: Arvore filogenética das espécies de Malassezia
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Fonte: Theelen et. al., 2018

Atualmente sdo conhecidas algumas espécies no género Malassezia, as quais
possuem diferentes gendtipos que sdo isolados em diversos sitios anatdmicos e induzem
diferentes quadros clinicos nas variadas espécies animais. Alguns genotipos dentro do
género Malassezia podem ser adaptados ao hospedeiro ou ligados a um determinado local
anatémico ou até mesmo a um distdrbio de pele (LORCH et al., 2018; GUILLOT; BOND,
2020; THEELEN et al., 2018). A figura 4 ilustra a arvore filogenética de 17 espécies de
Malassezia, O quadro 1 mostra as espécies de Malassezia spp. e seus hospedeiros

preferenciais, totalizando 18 espécies.

CABANES e colaboradores (2016) descreveram duas novas espécies em
papagaios em Sdo Paulo, Malassezia brasiliensis e Malassezia psittaci. LORCH e
colaboradores (2018) descreveram uma nova espécie em morcegos de diferentes regites
dos Estados Unidos, M. vespertilionis, mais adaptada a uma ampla faixa de temperatura
(de 7 a 40°C).

O isolamento de Malassezia spp. € feito pelo cultivo das amostras clinicas em
meios especificos, contendo lipidios, sendo o agar Dixon modificado um dos meios de
cultura mais utilizados. Alternativamente pode-se utilizar 4gar Sabouraud ou agar

Mycosel acrescidos de azeite de oliva na concentracdo de 1%. A incubagdo é feita em

B2

B1

Mal: ia cuniculi CBS 117217 GU733708 I
67 I A zia slooffiae CBS 79567 AY743606



condicBes de aerobiose a 35°C por até sete dias. Normalmente seu crescimento ocorre
entre 24 e 48h (GAITANIS et al., 2012).

A espécie M. pachydermatis foi por muito tempo considerada lipofilica e nédo
lipodependente, sendo capaz de crescer em agar Sabouraud. No entanto, PUIG e
colaboradores (2017) relatam a ocorréncia de isolados lipodependentes por meio da
analise em meios sintéticos, concluindo que existe uma ampla variabilidade dentro da
espécie M. pachydermatis, a qual envolve raras cepas atipicas com necessidades
particulares para crescimento in vitro. O crescimento de M. pachydermatis em éagar
sabouraud dextrose, um meio sem adicao de gorduras, da-se pela utilizacao de fragGes de

lipidios dentro da peptona presente no proprio meio de cultura (HOBI et al., 2022).

Em humanos, a Malassezia causa a pitiriase versicolor, popularmente conhecida
como “micose de praia”’, uma das manifestagoes clinicas mais conhecidas e caracterizada
por manchas acrdmicas na camada mais superficial da epiderme (BONIFAZ et al., 2010).
Outras manifestaces clinicas sdo a dermatite seborreica (em pele do corpo e couro
cabeludo), caspa, foliculite, onicomicose, eczema atopico e psoriase (SCHMID-
GRENDELMEIER; SCHEYNIUS; CRAMERI, 2006; GAITANIS et al., 2012). Além
dessas manifestacbes, 0 acometimento sistémico associado a individuos
imunodeprimidos recebendo alimentacdo lipidica parenteral vem crescendo (HAZEN,
1995; GUPTA et al., 2014; RHIMI et al., 2020). Essa condicao é muito frequentemente
observada em neonatos prematuros e sua ocorréncia ja foi observada em forma de surtos
em UTI neonatal (WELBEL et al., 1994; CHANG et al., 1998; ILAHI et al., 2018).
Profissionais de salde tutores de cdes sdo implicados como carreadores de M.
pachydermatis em ambientes hospitalares, esta espécie é raramente isolada em seres
humanos mas frequentemente isolada em caes e gatos (WELBEL et al., 1994; THEELEN
et al., 2018). Ressalta-se também o potencial zoondtico de transmisséo direta que M.
pachydermatis de cées para seus tutores (MORRIS et al., 2005; FAN et al., 2006).

Diferentemente das observacbes de infeccdo sistémica causadas pelo género
Candida, as infecgdes sistémicas provocadas pelo género Malassezia permanecem
subestimadas, muito provavelmente pela dificuldade de seu isolamento devido a suas
necessidades nutricionais (IATTA et al., 2018; MELLINGHOFF; CORNELY; JUNG,
2018).



QUADRO 1: Espécies de Malassezia atualmente descritas e seus hospedeiros

principais
Espécies de Malassezia | Hospedeiro principal/ outras espécies
M. furfur Humanos, bovinos, elefantes, caprinos, alces, suinos, macacos, avestruzes, pelicanos
M. pachydermatis Humanos, cées, gatos, suinos, coelhos, varios animais exoticos e selvagens, passaros
M. sympodialis Humanos, equinos, suinos, ovinos, equinos, galinhas, cdes, gatos
M. globosa Humanos, chitas, bovinos, cées, gatos, caprinos, ovinos, equinos
M. obtusa Humanos, gatos, cdes, caprinos, equinos
M. restricta Humanos, gatos, cdes, bovinos, equinos, ovinos
M. slooffiae Humanos, suinos, caprinos, ovinos, equinos, gatos
M. dermatis Humanos, gatos
M. japonica Humanos, gatos
M. nana Caes, gatos, bovinos, equinos
M. yamatoensis Humanos, gatos
M. brasiliensis Papagaio
M. psittaci Papagaio
M. arunalokei Humano, caes
M. caprae Caprinos, equinos, humanos
M. equina Equinos, bovinos
M. cuniculi Coelhos
M. vespertilionis Morcegos

Fonte: HOBI et al., 2022

Nos animais domesticos, a Malassezia spp. sdo frequentemente associadas a

dermatopatias e otites em cées e gatos. CRESPO e colaboradores (2002) demonstraram a




presenca do fungo em 50% de cées saudaveis e em 62,2% de cdes com otites. Os mesmos
pesquisadores relataram a presenca da levedura em 17,6% de gatos saudaveis e em 41,2%

de gatos com otite.

Semelhantemente ao observado em cées e gatos, SHOKRI (2016) reporta
isolamento de seis espécies de Malassezia em amostras de conduto auditivo e pele de
diferentes partes do corpo dos equinos. As espécies e porcentagens de isolamento foram:
M. pachydermatis (33,3%), M. globosa (26,3%), M. sympodialis (14,1%), M. restricta
(10,5%), M. obtusa (8,8%) e M. furfur (7%). CRESPO e colaboradores (2002) avaliaram
50 equinos, 25 caprinos, 25 ovinos e 12 bovinos e isolaram Malassezia spp. em 60% dos
equinos, 58% dos bovinos, 44% dos caprinos e 28% dos ovinos. As espécies mais
frequentemente isoladas foram: M. furfur, M. slooffiae, M. obtusa, M. globosa e M.
restricta nos cavalos; M. furfur, M. globosa, M. sympodialis e M. restricta em bovinos;
M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa e M. restricta em

caprinos; M. sympodialis, M. globosa e M. restricta em ovinos.

Malassezia spp. j& foi isolada em conduto auditivo de morcegos da espécie
Molossus molossus (insetivoro) na regido amazonica do Brasil. As espécies isoladas
foram: M. pachydermatis, M. furfur, M. globosa e M. sympodialis (GANDRA et al.,
2008). Como ja dito anteriormente, M. vespertilionis foi isolada em morcegos nos Estados
Unidos e o que chama a atencao para essa nova espécie € sua habilidade de crescer em
uma ampla faixa de temperatura, o que a torna adaptada ao organismo dos morcegos tanto
durante o processo de hibernagcdo quanto nas esta¢es de maior atividade desses animais
(LORCH et al., 2018).

Em aves, M. pachydermatis foi isolada a partir de amostras de fezes de espécies
da familia Thraupidae (sanhacus) no Brasil (MENDES et al., 2014) enquanto Malassezia
globosa, M. furfur, M. sympodialis, M. restricta e M. sloofiae foram encontradas na pele
de aves aquaticas no Ird (ZIA; MIRHENDI; TOGHY ANI, 2015). Malassezia sympodialis
foi isolada a partir da crista de frangos na Alemanha (GRUNDER et al., 2005), porém
PREZIOSI et al. (2006) ndo observaram correlagéo entre a sindrome de arrancamento de
penas e a presenca de Malassezia na pele de aves pet, em aves de santudrio ou de
instalagdes para pesquisa nos Estados Unidos, BREUER-STROSBERG e colaboradores
(1990) isolaram M. pachydermatis da garganta de uma Araracanga (Ara macao) com

edema de faringe e laringe, Glcera de inglavio e capilariose na Austria. Houve melhora
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no quadro clinico da ave com o tratamento antiparasitario e antimicrobiano somente, o
que levou os autores a pensarem que M. pachydermatis fosse apenas um achado

secundario.

A identificacdo das diversas espécies de Malassezia ¢ realizada para melhorar o
entendimento da epidemiologia das infec¢Oes causadas por esta levedura, facilitando
assim implantar medidas de prevencdo, ja que estes fungos podem representar um risco
para a salde publica (MENDES et al., 2014; CASTELLA; COUTINHO; CABANES,
2013). Diferentes métodos de diferenciacdo em nivel de espécie tém sido utilizados, por
exemplo, algumas espécies podem ser identificadas através de caracteristicas fenotipicas
e por testes fisiolégicos (como os testes de Tween), porém, para certas cepas
lipodependentes permanece a dificuldade de obtencdo de alto nivel de certeza na
identificacio sem que métodos de caracterizagdo molecular sejam utilizados
(CASTELLA; COUTINHO; CABANES, 2013). O avanco nas técnicas de biologia
molecular tornou possivel a utilizacdo do material genético como ferramenta de tipagem
de subespécies. Técnicas como a PCR para amplificacdo da regido D1/D2 da subunidade
maior (28S) do DNA ribossomal (WHITE et al., 1990) e a regido da beta tubulina
(CASTELLA; COUTINHO; CABANES, 2013) ja sdo utilizadas na identificacdo e
tipificacdo das espécies de Malassezia. Assim como a amplificacdo aleatoria de DNA
polimorfico (Random amplified polymorphic DNA, ou RAPD), o polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (Amplified Fragment Length Polymorphism —
AFLP) e as analises de sequenciamento (ANTHONY et al., 1994; CASTELLA;
COUTINHO; CABANES, 2013; CASTELLA, G.; HERNANDEZ; CABANES, 2005).

Devido a falta de estudos relatando a taxa de ocorréncia de Malassezia spp. em
diferentes espécies de aves, mais pesquisas devem ser realizadas através de programas de
monitoramento microbioldgico em centros de triagem de animais silvestres. Desta forma,
existe a possibilidade de se instituir tratamentos adequados as aves, assim como realizar
ajustes para melhorar o manejo, possibilitando, desta forma, o retorno desses animais a
natureza em condic¢é@o de homeostasia (ZIA; MIRHENDI; TOGHYANI, 2015; MACIEL
et al., 2019). Além disso, ndo ha estudos correlacionando a presenca de Malassezia em

aves e infecgdes em humanos.
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5. Justificativa

Psitacideos sdo aves corriqueiramente encontradas em residéncias familiares,
zooldgicos e em centros de tratamento e de triagem de animais selvagens, sendo
mundialmente conhecidas por suas habilidades cognitivas, facil tratamento e pouca
exigéncia de mantenca. Entretanto, como quaisquer animais, estas aves sdo sensiveis a
variacOes de ambiente, alimentagdo e companhia, podendo apresentar, muitas vezes,
distdrbios imunologicos e dermatopatias. Como ha poucos estudos sobre a microbiota
fangica nestes animais, pouco se conhece sobre as doencas que as leveduras podem
acarretar nestas espécies. Dessa forma, tratamentos inadequados e ineficazes sao comuns
na pratica veterinaria, gerando além de gastos financeiros para o proprietario, sofrimento
ao animal. Tendo em vista esse cenario, o presente estudo busca conhecer melhor a

microbiota fingica desta familia de aves.

6. Objetivos

- Determinar a frequéncia de Malassezia spp. nos psitacideos mantidos no CEMPAS da
FMVZ/UNESP/Botucatu;

- Identificar morfofisiol6gica e molecularmente as espécies de Malassezia encontradas
nestas aves, assim como estabelecer as relacdes filogenéticas entre as cepas de Malassezia
encontradas para as regides D1/D2.

7. Material e Métodos

7.1 Animais

Um total de 82 animais (17 papagaios, Amazona aestiva, e 65 maritacas
(Psittacara leucophtalmus) em condic¢Oes de cativeiro junto ao CEMPAS (Centro de

Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens) na FMVZ/UNESP/Botucatu foram
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avaliados. Os animais foram capturados com o auxilio de pucd, luvas de raspa de couro e
pano e contidos para a coleta de amostras com luvas de procedimento (figuras 5 e 6).

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal
sob o Protocolo CEUA 0164/2021.

Figuras 5 e 6: Métodos de contencao

Legenda: 5 - Materiais utilizados para a coleta: puca, luvas de couro, panos. 6 - Contengdo fisica de

Amazona aestiva.

7.2 Coleta das amostras

Swabs estéreis umedecidos em &gua destilada estéril foram friccionados nas

regides de bico, cavidade oral, ouvido, penas e cloaca das aves (figuras 7 a 12).

Apdbs as coletas, os swabs foram mantidos em tubos de ensaio estéreis e
identificados quanto ao registro dos animais e sitio anatdbmico. Os tubos foram
acondicionados em caixas de isopor e encaminhados ao Laboratério de Micologia Médica
do Departamento de Ciéncias Quimicas e Biol6gicas, Setor de Microbiologia e

Imunologia, para o processamento laboratorial.
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Figuras 7 — 12: Material e sitios de coleta em Amazona aestiva.

Legenda: 7 — coleta em bico com swab; 8 — cavidade oral; 9 — ouvido externo; 10 — penas da regido

abdominal; 11 — cloaca; 12 — tubos de ensaio estéreis, agua destilada autoclavada em tubos Falcon e swabs.

7.3 Processamento laboratorial

7.3.1 Cultivo microbioldgico dos swabs coletados

Para o cultivo microbioldgico, foram utilizados swabs de 18 maritacas e 14
papagaios totalizando 32 aves. Estes foram friccionados na superficie do meio de agar
Sabouraud adicionado de cloranfenicol a 50ug/mL e 1% de azeite de oliva e o cultivo foi
realizado por esgotamento. As placas foram identificadas, envolvidas em filme plastico e
levadas a incubacdo a 35°C por 7 dias. Foram realizadas observages diarias e as colonias
suspeitas de Malassezia spp. foram isoladas em nova placa contendo 0 mesmo meio de
cultura e em seguida, quando ja obtida cultura pura, em tubos de ensaio contendo o

mesmo meio de cultura para posterior avaliacdo fenotipica e molecular. Ressalta-se que
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todos os procedimentos de cultivo microbioldgico foram realizados no interior de cabine

de seguranca bioldgica.

7.3.2 Avaliacao fenotipica

PreparacGes de laminas com lactofenol azul algoddo foram feitas para a
documentacdo da micromorfologia dos isolados e triagem das colonias. Os aspectos
macroscopicos das coldnias isoladas foram descritos e fotografados. Os isolados foram
submetidos a testes fenotipicos, conforme descrito por Vargas et al. (2004). Esses testes
compreendem a producdo ou ndo de catalase, capacidade de crescimento em &gar
Sabouraud dextrose com a adicdo de Tween 20 e 80, capacidade de crescimento em agar
Sabouraud dextrose sem a adi¢cdo de fontes de lipidio, producdo ou ndo de esculina e

hidrélise da ureia.

7.3.2.1 Microscopia

Colbnias que se mostraram em microscopia optica células globosas, esféricas ou
ovais apresentando brotamento Unico, caracteristicas de Malassezia spp. foram reisoladas
para os testes fisioldgicos e identificacdo molecular.

7.3.2.2 Testes Fisioldgicos

Apesar das caracteristicas morfologicas observadas em microscopia Optica serem
utilizadas como forma de identificagcdo priméaria de Malassezia spp., elas ndo fornecem
informacdes suficientes para a identificacao dos isolados (KHOSRAVI et al, 2009), desta
forma testes fisioldgicos foram realizados com o objetivo de elucidar o metabolismo das

coldnias isoladas.

Crescimento em meio Sabouraud Dextrose sem adicdo de fontes de lipideos

As leveduras de interesse foram repicadas sobre agar Sabouraud dextrose sem a

adicdo de fontes de lipidio para a observacdo do crescimento. As amostras foram
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cultivadas a 37° C por 7 dias.

Teste da catalase

Este teste é utilizado para a detec¢cdo da enzima catalase na amostra. Esta enzima
age quebrando o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (REINER, K. 2016). Uma
alcada de cada amostra foi colocada sobre uma lamina de vidro ou placa de Petri e foram
adicionadas gotas de peroxido de hidrogénio. A reacdo positiva se da quando bolhas de
oxigénio sdo vistas na superficie da amostra. Caso negativa a reacdo, nao ha a formacao
de bolhas.

Teste da Urease

Outro teste realizado foi o da hidrdlise da ureia em meio Stuart. Foram utilizadas
culturas frescas. Ao semear uma algcada da col6nia no meio, a levedura capaz de hidrolisar
a ureia desencadeia a decomposicao desta em amdnia, alcalinizando o meio e permitindo
a alteracdo do pH, produzindo assim uma coloragéo rosa intensa que se espalha por todo
0 meio de cultura, portanto, caso a cultura apresente a enzima urease, o teste passaria de
laranja claro para vermelho ou rosa, sendo assim o teste positivo. Caso a coloracdo do
meio ndo mude de cor, o teste é negativo. As culturas foram cultivadas em meio Ureia
Stuart por até 5 dias a 37° C.

Teste dos Tweens 20 e 80

Com o objetivo de observar o crescimento das leveduras utilizando apenas 0s
componentes de Tween, foi realizado o teste de assimilacdo de tweens 20 e 80 conforme
descrito por KHOSRAVI et al. (2009). Leveduras em suspensao (2,5 X 1075 cfu/mL) em
salina foram inoculadas em placas de agar Sabouraud dextrose e espalhadas
uniformemente com o auxilio de uma alga de Drigalski estéril. Apds solidificacao, dois
pogos de 5mm de didametro foram feitos na placa e cada um foi preenchido com Tweens
20 e 80 respectivamente até a superficie do poco. Leveduras que assimilam o detergente
crescem ao redor de pocos contendo estas substancias, as que ndo assimilam deixam de
crescer ao redor destes pogos, sendo assim inibidas. As amostras foram cultivadas a 32°

C por até 7 dias.
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Teste da quebra da Esculina

Outro teste foi 0 da quebra da esculina. Uma alcada de culturas de 2 ou 3 dias foi
inoculada profundamente em tubo contendo o0 meio de Esculina com uma agulha estéril
e foram incubadas a 32° C por 5 dias. A quebra da esculina em glicose e esculetina se da
pela acdo da beta-glicosidase, enzima presente no meio de cultura utilizado. A reacdo
positiva é visualizada pelo escurecimento do meio com a liberagédo de sal férrico soluvel
incorporado ao meio (KOHSRAVI et al., 2009). Caso ndo haja mudanca no meio, a

reacdo é tida como negativa.

7.3.3 Avaliacédo molecular

Culturas de coldnias triadas por microscopia em lactofenol azul algoddo com 48
a 72 horas de incubacdo foram submetidas a extracdo de DNA com o kit NucleoSpin
Tissue (Bioanalysis) empregando-se o protocolo indicado pelo fabricante. As reagfes de
PCR foram realizadas empregando-se primers derivados da regido D1/D2 da subunidade
maior (28S) do DNA ribossomal, NLS1 (5' - GCATATCAA TAAGCGGAGGAAAAG
-3)eNLS4 (5'- GGTCCGT GTTTCAAGACGG - 3'), conforme WHITE et al., (1990).
Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose utilizando
Candida albicans e Cryptococcus neoformans como controles positivos. Foram
utilizados 4 microlitros de cada amostra por pogo. Um marcador molecular “low mass”

(Thermo Scientific) foi utilizado. As amostras foram quantificadas e diluidas.

7.3.4 Sequenciamento genético

Os amplicons obtidos foram purificados com o kit EasyPure PCR Purification
(Transgen Biotech) conforme protocolo do fabricante e foram enviados ao
sequenciamento para identificacdo molecular mediante comparacdo com sequéncias
previamente depositadas na base de dados do GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). O sequenciamento foi realizado no programa Sanger e as
sequéncias obtidas foram avaliadas em analises filogenéticas no programa Mega versao

11.0, ap0s o alinhamento das sequéncias pelo Clustal W.
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7.3.5 Teste de primer especifico

Um primer especifico para 16 espécies de Malassezia (quadro 2) foi desenhado
(Forward: AACGGATCTCTTGGTTCTCC; Reverse:
TCAAAGATTCGATGATTCACGG) e testado com um controle positivo de Malassezia
pachydermatis e com amostras previamente identificadas por sequenciamento genético,
sendo estas Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatii, Candida albicans, Candida
kruseii, Candida parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae e
Debaryomyces hansenii. Foi utilizado o programa Mega versédo 11.0 tendo como base as
sequéncias depositadas no NCBI conforme o quadro 2 para o desenho do primer. Os

produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose.

Swabs de 47 maritacas (Psittacara leucophtalmus) e 3 papagaios (Amazona
aestiva) foram coletados para a avaliagdo com o primer especifico. Foi realizada extracédo
de DNA dos swabs com o kit NucleoSpin Tissue (Bioanalysis) empregando-se o

protocolo indicado pelo fabricante.
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QUADRO 2: Espécies utilizadas para o desenho do Primer

ESPECIE CEPA DE REFERENCIA/ ACESSO AO GENOMA DO GENBANK

M. furfur Malassezia furfur CBS:6046 KY104121; Malassezia furfur strain CBS 7019 unitig_154 quiver whole
genome shotgun sequence; Malassezia furfur POL.43.08.11 KC141971 REGION: 13..837

M. Malassezia pachydermatis CBS:1885 KY104160; Malassezia pachydermatis CBS:7925 KY104153;

pachydermatis

Malassezia pachydermatis CBS:10531 KY 104161 REGION: 1..629

M. sympodialis | Malassezia sympodialis ATCC 42132 WGS project data contig msy_sf 19-3 whole genome shotgun
sequence; Malassezia sympodialis MA 125 AY743646

M. globosa Malassezia globosa Mg_MD5 MN317262; Malassezia globosa 124.1 KM269142 REGION: 125..950

M. obtusa Malassezia obtusa CBS:7876 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed
spacer 1 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit
ribosomal RNA gene partial sequence; Malassezia obtusa CBS:7968 KY104147 REGION: 10..800;
Malassezia obtusa obtl KM269179 REGION: 124..949

M. restricta Malassezia restricta 1802010.NS6 MN904926; Malassezia restricta 1802042.NS3 MN904927;
Malassezia restricta Y. H. Yeh 10610 MK336446

M. slooffiae Malassezia slooffiae CBS:8739 KY104172; Malassezia slooffiae MB JQ699099; Malassezia slooffiae
CBS:7971 KY104171

M. japonica Malassezia japonica LC10 MH050831; Malassezia japonica LC2 MH050825; Malassezia japonica LC8
MHO050819

M. nana Malassezia nana KU60020.97 MW817021; Malassezia nana KU60020.74 MW816924; Malassezia nana

CBS:9559 KY104144

M. yamatoensis

Malassezia yamatoensis CBS:9726 KY104184; Malassezia yamatoensis ATCC MYA-4956 KP780457;
Malassezia yamatoensis Homo sapiens KY104183

M. brasiliensis

Malassezia brasiliensis MA1455 KR872315

M. psittaci Malassezia psittaci MA1454 KR872313

M. arunalokei Malassezia arunalokei strain NCCPF 127130 contig019 whole genome shotgun sequence

M. caprae Malassezia caprae CBS:10434 KY104079; Malassezia caprae CBS:9967 KY104080; Malassezia caprae
MA 383 NR_126115

M. Malassezia vespertilionis NWHC 45701-686_1LNA MK782440; Malassezia vespertilionis NWHC

vespertilionis

45701-719_OLNA MK?782452; Malassezia vespertilionis NWHC 45701-688_1LNA MK782443

M. equina

Malassezia equina CBS 9969 NR_126143; Malassezia equina strain CBS 9969 ME9969_109 whole

genome shotgun sequence
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8. Resultados e Discussao

8.1 Caracteristicas macroscopicas das colénias

Foram processadas 160 amostras. Destas, 105 demonstraram o crescimento de
colonias leveduriformes em meio Sabouraud com cloranfenicol e azeite de oliva a 1%.
Em papagaios, foram observadas 3 col6nias morfologicamente diferentes (Figura 13), ja
em maritacas foram 7 colbnias diferentes (Figura 14). Entre estas, 87 colonias mostraram-
se suspeitas de Malassezia spp. pelas caracteristicas macroscopicas apresentando formato
circular a ovalado, coloracdo branca a amarelada de aspecto cremoso ou liso com centro

elevado ou ndo (Quadro 2).

Na rotina de laboratério, o isolamento de Malassezia pode ser subestimado devido
ao uso de meios de cultura inespecificos, como aqueles que nao contém lipideos em sua
composicdo (THEELEN et al., 2018). Além disto, a classificacdo de leveduras requer
uma abordagem com diversos passos incluindo abordagens morfolégicas e fisiologicas
seguidas do uso de técnicas moleculares como o sequenciamento genético das regides
D1/D2 e ITS, dentre muitas outras (GUTIERREZ et al., 2017). Como pode ser Vvisto no
quadro 3, col6nias isoladas em diferentes sitios anatdmicos possuem caracteristicas
similares macroscopicamente, isso torna o diagnostico por aspectos morfolégicos muito

limitado.
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FIGURA 13: Aspectos macroscopicos das coldnias encontradas em Amazona aestiva em agar

Sabouraud acrescido de 1% de azeite de oliva.

Fonte: Laboratério de Micologia Médica UNESP

FIGURA 14: Aspectos macroscopicos das coldnias encontradas em Psittacara leucophtalmus

em agar Sabouraud acrescido de 1% de azeite de oliva.

Fonte: Laboratdrio de Micologia Médica UNESP
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QUADRO 3: Caracteristicas macro e microscéopicas das coldnias de interesse por ave e sitio

anatémico

Ave Sitio anatdbmico |Morfologia Macroscoépica Morfologia Microscépica
A3 Bi coldénias rosadas, superficie lisa, bordas|células globosas a fusiformes com brotamentos
ico
irregulares, odor de fermentacéo Unicos por vezes
) L ) células redondas pequenas a grandes por vezes
A3 Bico coldnias brancas, lisas, aspecto cremoso
com brotamentos
colénias brancas, aspecto "cremoso" e de|células pequenas globosas por vezes com
A3 Cloaca L o
superficie lisa brotamento Unico
) colénias brancas a amareladas de aspecto| | o
A4* Bico células redondas, médias a grandes
seco
] coldnias rosadas, superficie lisa, bordas|células globosas a fusiformes com brotamentos
A4 Cavidade oral ) . .
irregulares, odor de fermentacéo Unicos por vezes
) L células redondas bem pequenas com brotamentos
A6 Bico colénias brancas de aspecto cremoso )
ou filamentosas
) L L células piriformes com brotamentos Unicos por
A8 Bico colénias brancas a creme de superficie lisa | )
vezes células fusiformes alongadas
A8 Bi colénias brancas de aspecto cremoso e|células piriformes com brotamentos Unicos por
ico
superficie lisa vezes células fusiformes alongadas
A9 Bi colénias rosadas, superficie lisa, bordas|células globosas a fusiformes com brotamentos
ico
irregulares, odor de fermentacdo Unicos por vezes
] . _ . |células pequenas redondas ou fusiformes, por
A9 Cavidade oral coldnias brancas ou creme e de superficie lisa
vezes com brotamentos
ALO Bi coldénias rosadas, superficie lisa, bordas|células piriformes a fusiformes com brotamentos
ico
irregulares, odor de fermentacao unicos
] colénias rosadas, superficie lisa, bordas|células piriformes a fusiformes com brotamentos
Al0 Cavidade oral ) . .
irregulares, odor de fermentacao unicos
] colénias rosadas, superficie lisa, bordas|células piriformes a fusiformes com brotamentos
All Cavidade oral ) . o
irregulares, odor de fermentacéo Unicos
colénias brancas ou cremosas de superficie|células piriformes grandes com um brotamento
Al12 Penas )
lisa cada
] coldénias rosadas, superficie lisa, bordas|células piriformes a fusiformes com brotamentos
Al2 Ouvido ) . o
irregulares, odor de fermentacéo Unicos
colénias rosadas, superficie lisa, bordas|células piriformes a fusiformes com brotamentos
Al2 Cloaca ) . o
irregulares, odor de fermentagdo unicos
AL3 b colbnias brancas de aspecto cremoso a leitoso|células redondas a filiformes de tamanho médio a
enas

e com superficie lisa

grande
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coldénias amareladas de aspecto rugoso e

P3 Cavidade oral o levedura globosa a piriforme com brotamentos
seco, superficie seca
] colénias brancas de superficie lisa "aspecto|células redondas a bacilares por vezes com
P8 Cavidade oral )
leitoso” brotamentos
) coldnias brancas a amareladas de aspecto|células redondas a piriformes que formam
P7 Cavidade oral L
cremoso e superficie Umida brotamentos
] colénias brancas a rosadas de aspecto|células pequenas a grandes por vezes formando
P12 Cavidade oral
cremoso brotamentos
P13 Bi colénias brancas a rosadas de aspecto|células redondas ou alongadas, estas formando
ico
cremoso brotamentos e por vezes formando filamentos
) colénias brancas a amareladas com aspecto|células redondas a piriformes que formam
P14 Cavidade oral L
cremoso e superficie umida brotamentos
] colbnia esbranquicada a amarelada de aspecto|células redondas a piriformes com brotamentos e
P17 Cavidade oral .
turvo e seco por vezes formando filamentos
coldnias brancas a amareladas de aspecto|células redondas a bacilares pequenas e por vezes
P17 Penas
seco com brotamentos
Malassezia colénias brancas a amareladas de aspecto| N o
- células piriformes pequenas com brotamento Unico
Sp.** seco

Legenda: A = Amazona aestiva. P = Psittacara leucophtalma. Os nimeros representam o animal pela

ordem de coleta. * = col6nia morfologicamente distinta em aspectos microscopicos. ** = amostra cedida

pela Faculdade de Medicina de Botucatu.

8.2 Caracteristicas microscopicas

As 87 colbnias suspeitas de Malassezia spp. foram coradas com lactofenol azul

algodao para a observacgdo das caracteristicas microscépicas e 16 colénias apresentaram

células leveduriformes de aspecto globoso a alongado, com brotamento circular Unico na

microscopia (aspecto de sola de sapato ou boneco de neve), demonstrando caracteristicas

similares a descricdo de Malassezia spp. por técnicas similares (Figura 15). Outras 8

colbnias de aspecto microscopico similar a Malassezia também foram triadas para os

testes fisioldgicos apesar de seus aspectos macroscopicos diferentes. Como pode ser visto

nas figuras 15 e 16, ha similaridades nas caracteristicas microscépicas das leveduras

isoladas mesmo estas sendo de espécies diferentes, por isso outras formas de identificacao

sdo recomendadas.
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FIGURA 14 E 15: Aspectos microscopicos das colbnias de interesse similares

Legenda: 15 — Microscopia de Malassezia pachydermatis, aumento de 40x. 16 — Microscopia de

levedura (Hanseniaspora opuntiae) com caracteristicas similares a Malassezia spp., aumento de 40x.

8.3 Testes Fisioldgicos

As 16 coldnias similares morfologicamente a Malassezia foram utilizadas para os
testes fisiologicos e os resultados podem ser vistos no quadro 4. A coldnia identificada
como A4 Bico — 2 foi descartada devido a contaminacdo com fungos filamentosos e por
isso ndo foram feitos testes fisioldgicos com esta amostra. As outras 8 colbnias diferentes
macroscopicamente e similares microscopicamente também foram utilizadas para estes
testes. Um isolado clinico de Malassezia pachydermatis cedido pelo Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu também foi utilizado para os testes. Um total de

24 coldnias foram desta forma testadas.

Todas as culturas apresentaram crescimento em agar Sabouraud dextrose sem a
adicdo de lipideos como fonte nutricional. A cepa de Malassezia pachydermatis também
apresentou crescimento apesar do perfil lipofilico desta, o que ocorre devido ao meio
Sabouraud possuir peptonas em sua composicdo que contém fracGes lipidicas, desta
forma M. pachydermatis consegue crescer sob estas condi¢fes sendo a Unica especie do
género a fazé-lo (HOBI et al., 2022; DIZOTTI; COUTINHO, 2007), e sua caracterizacao
fenotipica é realizada pelo crescimento neste meio e habilidade de usar ésteres de
polioxietileno sorbitano (Tweens 20, 40, 60 e 80), além do uso de Cremophor EL (PUIG
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et al., 2017). Com base nos achados deste trabalho, é importante ressaltar que, apesar da
morfologia similar, outras espécies cresceram em meio Sabouraud sem a adi¢do de

lipideos assim como a cepa de M. pachydermatis estudada.

Todas as culturas apresentaram crescimento ao redor dos pogos de Tween 20 e
80, exceto a cepa de Malassezia pachydermatis que ndo apresentou crescimento ao redor
do poco de Tween 20, resultado este que pode ser variavel de acordo com o relatado por
BRITO e colaboradores (2007) que observaram assimilacao fraca por Tween 20 para esta
espécie em seu estudo. O teste de assimilacdo de Tweens permite a diferenciacdo entre as
espécies de Malassezia. Por exemplo, M. globosa e M. obtusa nao assimilam tweens 20,
40, 60 ou 80 enquanto M. furfur assimila todos estes ésteres (KAUR et al., 2013).

FIGURAS 17 E 18: Teste de assimilacdo de Tweens 20 e 80.

Legenda: 17 - Cepa de M. pachydermatis sem crescimento ao redor do po¢o com Tween 20 (seta

vermelha). 18 - Crescimento de leveduras ao redor de ambos 0s pogos de Tween 20 e 80.

Também foi realizada a reacdo da catalase em cada amostra de colbnia suspeita
(Figuras 19 e 20). A catalase é uma enzima antioxidante chave produzida contra o estresse
oxidativo e pode ser uma caracteristica comum as leveduras (FU et al., 2016). Um estudo
de NISHIMOTO e colaboradores (2016) demonstra que a enzima é necessaria para a
protecdo das células de Saccharomyces cerevisiae pelo forte dano oxidativo causado por
peroxido de oxigénio (H202). Em nosso estudo, foi constatado que 17 col6nias suspeitas
de Malassezia spp. foram positivas para o teste, 6 destas com morfologia esbranquicada
a amarelada. Ja outras 7 coldnias foram negativas, sendo em grande parte as de coloracéo
rosada e aspecto Umido, caracteristicas ndo comuns as espécies de Malassezia. A cepa de
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M. pachydermatis foi também negativa para este teste sendo esta espécie varidvel para
esta reacdo (KHOSRAVI et al. 2009).

FIGURAS 18 E 19: Teste da Catalase com Peroxido de Hidrogénio.

Legenda: 19 — Reacdo positiva confirmada pela formacao de bolhas. 20 — Teste negativo para a reacao

(seta vermelha).

Outro teste realizado foi o da hidrélise da ureia em meio Stuart (Figura 21) que €
uma prova utilizada como diagnostico diferencial de leveduras, incluindo a diferenciago
entre os géneros Cryptococcus e Candida (PEREZ et al., 2002). A quebra da ureia pela
urease produz aménia, que por sua vez pode causar danos ao endotélio do hospedeiro
(ABULREESH et al., 2019). A produgéo de urease é uma caracteristica de cepas de M.
pachydermatis, porém BRITO et al., (2007) relataram que 34,4% destas leveduras ndo
apresentaram producdo de urease em um experimento. Além disso, 0s mesmos autores
mostram que 50% das cepas desta espécie tornam-se negativas para o teste quando
armazenadas por 6 meses a 20° C em &gar Dixon, sendo este recomendado para o
crescimento das espécies de Malassezia, o que indica que as caracteristicas fenotipicas
podem ndo se manter com o armazenamento. NoO nosso estudo, apenas 3 cepas de
interesse foram positivas para este teste, além da cepa de M. pachydermatis cedida pela
Faculdade de Medicina de Botucatu. Outro fator determinante para a realizagdo ou ndo
deste teste em laboratorio é o custo elevado do caldo de Stuart (PEREZ et al., 2002).

Como ultimo teste bioquimico, foi realizado o da quebra da esculina (Figura 22).
Dentre as 24 col6nias testadas, 17 coldnias foram positivas neste estudo. A cepa de M.
pachydermatis foi negativa para o teste, o que ndo condiz com os resultados de BRITO e
colaboradores (2007), onde 100% das cepas desta espécie foram positivas no teste.
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Entretanto, em um esquema de identificagcdo descrito por MIDGLEY (2000), M.
pachydermatis mostra-se variavel para o teste da quebra da esculina. J& M. obtusa e M.
sympodialis sdo consideradas positivas (KAUR et al., 2013). O quadro 4 mostra 0s

resultados dos testes bioquimicos das colbnias suspeitas.

FIGURA 21: Teste da hidrolise da ureia em meio Stuart.

Legenda: os frascos A e B representam amostras negativas para o teste enquanto os frascos C e D

representam resultados positivos.

FIGURA 22: Teste da quebra da esculina.

Legenda: 1 — Teste negativo para a quebra da esculina. 2 — Teste positivo.



QUADRO 4: Testes fisioldgicos realizados nas leveduras de interesse.
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Ave Sitio Crescimento  em Catalase Urease Esculina Tween 20 | Tween 80
anatomico SDA

A3 Bico + - - + + +
A3 Bico + + - + + +
A3 Cloaca + + - - + +
A4* Bico N N N N N N
Ad Cavidade oral |+ + - + + +
A6 Bico + + - + + +
A8 Bico + + - + + +
A8 Bico + + - + + +
A9 Bico + - - + + +
A9 Cavidade oral |+ + - + + +
A10 Bico + - R + + +
A10 Cavidade oral |+ - - + + +
All Cavidade oral |+ - - + + +
Al12 Penas + + - + + +
Al2 Ouvido + - + + + +
Al12 Cloaca + - - + + +
Al3 Penas + + - + + +
P3 Cavidade oral |+ + - - + +
P8 Cavidade oral |+ + + + + +
P7 Cavidade oral |+ + - - + +
P12 Cavidade oral |+ + - - + +
P13 Bico + + + - + +
P14 Cavidade oral |+ + - - + +
P17 Cavidade oral |+ + - - N N
P17 Penas + + - + + +
Malassezia

- Pele + - + - - +

Legenda: (+) = positivo; (-) = negativo. * = amostra contaminada. N = testes ndo realizados. ** = amostra

de Malassezia sp. cedida pelo Hospital das Clinicas - FMB Botucatu.
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Os testes acima citados mostram limitagdes em relacdo a diferenciacao de espécies
proximas e requerem tempo prolongado de anélise (THEELEN et al., 2018).

8.4 Reacdo em cadeia polimerase

As colbnias com caracteristicas de Malassezia spp. e uma amostra de colénia ndo
suspeita (A4 — Bico) foram utilizadas para reacdo em cadeia polimerase seguida de
eletroforese em gel de agarose. A Figura 23 ilustra a eletroforese em géis de agarose onde
sdo visualizados os produtos da PCR em bandas. As bandas 1 a 20, exceto a 4, sdo
derivadas de amostras suspeitas, a banda 4 € derivada de amostra ndo suspeita (A4 —
Bico). A banda 21 é a amostra de Malassezia pachydermatis cedida pela FMB. A reacdo
ndo ocorreu na banda 9 da imagem A, provavelmente, devido a erro de pipetagem da
amostra e foi repetida, como observado na imagem C, banda 9. Os controles positivos
para ITS foram feitos com cepas de Candida albicans e Cryptococcus neoformans e o
controle negativo com &gua livre de nucleases. E possivel observar que todas as amostras

apresentaram bandas Unicas muito préximas do mesmo intervalo.

8.5 Sequenciamento genético

Apesar da semelhanca macroscopica e microscopica das leveduras encontradas
com Malassezia spp., 0 sequenciamento confirmou a identificacdo de espécies diferentes.
As espécies molecularmente identificadas foram Meyerozyma caribbica, Meyerozyma
carpophila ou Candida carpophila, Meyerozyma guilliermondii, Candida parapsilosis,
Candida auris e Debaryomyces hansenii todas pertencentes a familia Debaryomycetacea.
Também foram identificadas Hanseniaspora guilliermondi e Hanseniaspora opuntiae,
pertencentes a familia Saccharomycodaceae, mesma familia da levedura Saccaromyces
cerevisiae, além da espécie Wickerhamomyces anomalus que pertence a familia
Phaffomycetaceae (NCBI, 2023).

Atualmente, Meyerozyma guiliermondii € descrita como um complexo composto
por duas formas anamorficas, M. caribbica e M. guiliermondii, e cinco espécies
assexuais, sendo estas Candida athensensis, Candida carpophila ou M. carpophila,
Candida elateridarum, Candida neustonensis e Candida smithsonii (GHASEMI et al.,
2022).
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FIGURA 23: Eletroforese em gel de agarose.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 5 6 C.n

1234C.n 9 19 20 21 Ca Cn N

e — Cone s S - . —— W YT Sy

n

Legenda: A figura mostra produtos da reacdo em cadeia polimerase vistos em gel de agarose. A — Amostras

(bandas) 5 a 18 onde C.n (Cryptococcus neuformans) é o controle positivo. B — amostras (bandas) 1 a 4,
C.n (Cryptococcus neuformans) é o controle positivo. C — Amostras (bandas) 9, 19, 20 e 21, onde C.n
(Cryptococcus neuformans) e C.a (Candida albicans) sdo os controles positivos. A banda 4 uma amostra

de col6nia ndo caracteristica morfologicamente. A reagio para a amostra 9 de “A” foi repetida em “C”.



QUADRO 5: Resultado do sequenciamento das leveduras por ave e sitio anatémico.
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Identificacao

Identificacdo da

Porcentagem de

animal Sequéncia NCBI identidade Espécie

A3 - Bico MN123985.1 1 00% Hanseniaspora guilliermondii

A3 - Bico MT543192.1 100% Meyerozyma caribbica
A3 - Cloaca MN542792.1 100% Candida auris

A4-C.O MN371931.1 100% Hanseniaspora opuntiae

A4 - Bico MN704642.1 100% Debaryomyces hansenii

A6 - Bico MT446316.1 100% Meyerozyma guilliermondii

A8 - Bico MT543174.1 100% Meyerozyma carpophila
A9 -C.0* - - -

A9 - Bico MN371931.1 100% Hanseniaspora opuntiae
Al13 - Penas MT446316.1 100% Meyerozyma guilliermondii
Al2 - Bico MT446316.1 100% Meyerozyma guilliermondii
Al2 - Penas MT446316.1 100% Meyerozyma guilliermondii

P3-C.O MT580242.1 100% Candida parapsilosis

P7-C.O MT580242.1 99,17 Candida parapsilosis

P8-C.O LC415310.1 99,77 Meyerozyma caribbica

P12-C.O MT580242.1 100% Candida parapsilosis
P13 - Bico MT580242.1 100% Candida parapsilosis
P14-C.O MT580242.1 100% Candida parapsilosis
P17 - Penas MT623570.1 100% Wickerhamomyces anomalus
Malassezia

(amostra hospital) MN198179.1 100% Malassezia pachydermatis

cavidade oral.

Legenda: A = Amazona aestiva. L = Psittacara leucophtalma. * = sequenciamento nao realizado. C.O =


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN123985.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CSV1Z1JA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN704642.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=CSVB55R8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT446316.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=H4PCNVVF016
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Ja a levedura Meyerozyma guilliermondii, conhecida por ser saprofita da pele de
animais e da mucosa, foi neste estudo encontrada em penas e bico de Amazona aestiva.
Esta levedura inibiu 0 mofo azul causado por Penicillium expansum em peras sem afetar
a qualidade destas (YAN et al., 2018). O rapido crescimento de M. guilliermondii sobre
as frutas indica que esta levedura tem potencial para inibir patdgenos e que o potencial
de inibicdo do mofo foi proporcional a concentragdo de M. guilliermondii. Os
mecanismos de biocontrole podem entdo incluir a competicdo por espaco, por nutrientes,
a atividade induzida de enzimas antioxidantes e a expressao de proteinas de defesa e de
proteinas relacionadas a resposta de estresse nas peras. Outra propriedade desta levedura
é a producdo de lipases estaveis em ambientes &cidos tendo apenas o soro do leite como
matéria prima (KNOB et al., 2020).

A producéo de lipases poderia, portanto, modificar o meio de cultura rico em
levedura de interesse neste estudo, principalmente em penas e bico de Amazona aestiva,
locais onde as encontramos. Por outro lado, tanto Meyerozyma caribbica quanto
Meyerozyma guilliermondii foram reportadas como causadores de infecgdes sanguineas
em pacientes oncol6gicos humanos, possuindo altas concentracGes inibitorias minimas
para fluconazol e equinocandinas, e também em pacientes geriatricos e pessoas vivendo
com HIV (CHAVES et al., 2021; GHASEM I et al., 2022).

Além disso, Meyerozyma guilliermondii secreta compostos com atividade
anticoccidiana danificando a estrutura de oocistos das espécies de Eimeria. Isto
demonstra o potencial dela e seus produtos como um método vidvel no controle da
coccidiose (DANTAN-GONZALEZ et al., 2015).

Debaryomyces hansenii, uma das espécies com caracteristicas microscopicas
divergentes de Malassezia e aqui encontrada na superficie de bico de Amazona aestiva,
pode ser utilizada como microrganismo de controle bioldgico contra fungos patogénicos
em produtos alimenticios (MEDINA-CORDOVA et al., 2018). Seus mecanismos
compreendem a ades&o a sitios especificos, secre¢do de enzimas, resisténcia sistémica do
hospedeiro, o controle de popula¢es microbianas em sitios especificos, a producédo de
compostos antimicrobianos, a competi¢ao por espaco e nutrientes, a producdo de toxinas

e o desenvolvimento de biofilmes na superficie do hospedeiro. HERNANDEZ-
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MONTIEL e colaboradores (2010) descobriram que a atividade de protease, quitinase e
glucanase medeiam a degradacéo da parede celular de Penicillium italicum patogénico.

Em um estudo, BOURBON-MELO e colaboradores (2021) avaliaram
fermentacOes mistas de Hanseniaspora guilliermondii e Hanseniospora opuntiae com
Saccaromyces cerevisiae na composicao volatil de cerveja e verificaram que ambas as
leveduras conferiram caracteristicas positivas ao aroma da bebida. Hanseniaspora
guilliermondii aumenta as concentracdes de compostos volateis produzindo assim cerveja
com um aroma agradavel de mel. Dentre estes compostos estdo fenifelato de etila e
acetato de etila, este ultimo é uma importante molécula antifingica e anticoccidiana
(ADELDRUVEFORS; SCHNURER, 2005; DANTAN-GONZALEZ et al., 2015) Além
disso, Hanseniaspora opuntiae também produz compostos organicos volateis na presenca
de fungos filamentosos, demonstrando assim um potencial como agente conservante
inibidor do crescimento de Aspergillus flavus levando também a uma reducgéo do acimulo
de aflatoxina produzida por este fungo (TEJERO et al., 2021). Neste estudo, H. opuntiae
foi encontrada em bico e cavidade oral de Amazona aestiva e H. guilliermondi em bicos

de aves da mesma espécie.

Wickerhamomyces anomalus €é uma espécie de levedura encontrada
principalmente em solos, plantas e frutas cujas caracteristicas microbioldgicas e clinicas
ainda séo de conhecimento limitado. Em humanos, ela esta associada a falhas terapéuticas
que podem levar a fungemia quando os pacientes possuem fatores de risco prévios tais
como bacteremia, tumores solidos e idade avancada (ZHANG et al., 2021). Espécies do
género Wickerhamomyces foram encontradas nas fezes diarreicas de Aythya baeri, uma
espécie de pato residente de regides da Asia (XI et al., 2021). J4 em nosso estudo, esta
levedura foi encontrada em penas do corpo de Psittacara leucophtalmus.

As espécies de Candida tém sido amplamente isoladas de amostras ambientais
ndo clinicas e ndo humanas que podem ser rotas de exposicdo para a infeccdo humana
(AKINBOBOLA et al.,, 2023). Candida parapsilosis, uma levedura comensal em
humanos, possui extensa distribui¢do na natureza e ja foi isolada de animais domeésticos,
insetos, solos e ambientes marinhos. Em nosso estudo, ela foi encontrada em bico e
cavidade oral de Psittacara leucophtalma. REIS e colaboradores (2019) relataram a
presenca de Candida parapsilosis nas fezes de Agapornis sp., aves mantidas como pets

em todo o Brasil, fato que pode contribuir para a disseminacao deste fungo. Esta levedura
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pode causar infec¢do através de transmissdo vertical principalmente em hospitais por
equipamentos médicos ou prostéticos, por fluidos, cateteres e pelas méos de trabalhadores
da saude. A falha na higienizacdo das méos os torna os maiores vetores de aquisi¢cdo
exoégena de C. parapsilosis, principalmente por recém-nascidos (TROFA; GACSER;
NOSANCHUK, 2008).

Esta pesquisa também detectou a presenca de um isolado de Candida auris em
cloaca de Amazona aestiva, sendo este um achado inédito até o momento. A Organizagédo
Mundial da Satde (OMS) classificou recentemente C. auris como um patégeno fangico
de preocupacéo critica. C. auris pode crescer em temperaturas de até 42°C e colonizar
animais de sangue quente como as aves. Outras espécies de Candida, além de C. auris,
como C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. krusei ja foram
isoladas a partir de fezes de aves. O achado de C. auris em pele de cloaca neste estudo
corrobora para a suposicdo de que esta levedura pode ser transmitida das aves para o ser
humano através da eliminacédo nas fezes (AKINBOBOLA et al., 2023).

8.6 Teste de primer especifico

O teste do primer especifico foi realizado utilizando-se a amostra de M.
pachydermatis cedida pela Faculdade de Medicina de Botucatu e amostras de espécies
isoladas previamente sequenciadas sendo estas Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gatii, Candida albicans, Candida kruseii, Candida parapsilosis, Meyerozyma

guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae e Debaryomyces hansenii.

A reacdo em gel de eletroforese na Figura 24 ilustra os produtos da Nested PCR
realizada com o primer, onde a banda 1 indica o controle positivo (Malassezia
pachydermatis), mostrando possivel a deteccdo de espécies de Malassezia por esta
reacdo. As bandas 2 e 3 representam Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatii
respectivamente, a reacdo nestas bandas ndo ocorre na mesma faixa que o controle
positivo, o que é um fator de diferenciacdo a nivel dos géneros Cryptococcus e
Malassezia. A banda 4 corresponde a Candida albicans, a banda 5 a Candida kruseii, e a
banda 6 corresponde a Candida parapsilosis, como ndo houve reagdo em uma das bandas

(banda 5) para este género, entende-se que este primer ndo é indicado para a deteccdo de
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espécies de Candida. As bandas 7, 8 e 9 correspondem respectivamente a Meyerozyma
guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae e Debaryomyces hansenii, a rea¢do positiva para
estas espécies e para Candida albicans indica que este primer nédo é especifico para as

espécies de Malassezia.

Foram coletados swabs de 47 maritacas (Psittacara leucophtalmu) e 3 papagaios
(Amazona aestiva) para a avaliacdo de espécies de Malassezia pelo primer, porém como

este mostrou inespecificidade em nivel de género, optou-se pelo desuso deste.

FIGURA 24: Eletroforese em gel de agarose a partir de primer especifico

Legenda - A figura 24 ilustra a eletrofose em gel de agarose onde séo visualizados os produtos da
Nested PCR em bandas, sendo: 1 — Controle positivo (Malassezia pachydermatis); 2 - Cryptococcus
neoformans; 3 — Cryptococcus gatii; 4 — Candida albicans; 5 — Candida kruseii; 6 — Candida parapsilosis;
7 — Meyerozyma guilliermondii; 8 — Hanseniaspora opuntiae; 9 — Debaryomyces hansenii; 10 — controle

negativo.
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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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