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Resumo

A composi¢do da microbiota flngica do pelame de animais silvestres ainda é pouco conhecida. Estabelecer
parametros microbiolégicos que permitam prever eventos infecciosos oportunistas nesses animais pode ser Gtil na
preservagdo de espécies amacadas de extingdo. O objetivo dessa investigacdo foi isolar e identificar leveduras de
potencial patogénico do pelame de tamandués mantidos em cativeiro. Vinte e sete tamanduds, provenientes da
Fundagdo Parque Zooldgico de S&o Paulo (FPZSP) e Parque Municipal Quinzinho de Barros (Z6o-Sorocaba, SP)
foram pesquisados. Catorze espécimes serdo de tamandué-bandeira (Mymercophaga tridactyla) e 13 de tamandué-
mirim (Tamandua tetradactyla), dos quais, 63% machos e 37%, fémeas. A técnica do quadrado do carpete foi
empregada na obtencdo das amostras de pelame. As leveduras isoladas foram identificadas por meio de suas
caracteristicas morfolégicas e por método semi-automatizado ID-32C®. Para descrever as variaveis obtidas por meio
do instrumento de pesquisa, foram verificadas a frequéncia de ocorréncia e os resultados foram expressos em valores
relativos. Foram isoladas, no total, 33 leveduras a partir das amostras de pelame dos 27 tamanduéas. As espécies de
leveduras isoladas foram: oito Candida guilliermondii (24,2%), trés C. famata (9,1%), trés C. kefyr (9,1%), duas C.
glabrata (6,1%), trés Cryptococcus laurentii (9,1%), um C. humicola (3,0%), seis Geotrichum candidum (18,2%), trés
Malassezia pachydermatis (9.1%), duas Rhodotorula glutinis (6,1%) e dois Trichosporon asahii (6,1%). Pode-se
concluir que leveduras reconhecidamente patogénicas podem colonizar a microbiota do tegumento de tamanduas-
bandeira e tamanduas-mirim mantidos em cativeiro e representam potencial risco de infecgdo oportunista para esses
animais.

Palavras-chave: Leveduras patogénicas; Microbiota normal; Tamandua-bandeira; Tamandua-mirim.

Abstract

The composition of the fungal microbiota in the fur of wild animals is still poorly known. Establishing
microbiological parameters that allow predicting opportunistic infectious events in these animals can be useful in the
preservation of endangered species. The aim of this investigation was to isolate and identify potentially pathogenic
yeasts from the coat of anteaters kept in captivity. Twenty-seven anteaters, from the Parque Zoolégico de Sdo Paulo
Foundation (FPZSP) and Quinzinho de Barros Municipal Park (Z6o-Sorocaba, SP) were surveyed. Fourteen
specimens will be giant anteater (Mymercophaga tridactyla) and 13 anteater (Tamandua tetradactyla), of which 63%
males and 37% females. The carpet square technique was used to obtain the skin samples. Isolated yeasts were
identified by their morphological characteristics and by semi-automated ID-32C™ method. To describe the variables
obtained through the research instrument, the frequency of occurrence was verified and the results were expressed in
relative values. A total of 33 yeasts were isolated from the skin samples of the 27 anteaters. The yeast species isolated
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were: eight Candida guilliermondii (24.2%), three C. famata (9.1%), three C. kefyr (9.1%), two C. glabrata (6.1%),
three Cryptococcus laurentii (9.1%), one C. humicola (3.0%), six Geotrichum candidum (18.2%), three Malassezia
pachydermatis (9.1%), two Rhodotorula glutinis (6.1%) and two Trichosporon asahii (6.1%). It can be concluded that
yeasts known to be pathogenic can colonize the integument microbiota of giant anteaters and anteaters kept in
captivity and represent a potential risk of opportunistic infection for these animals.
Keywords: Pathogenic yeasts; Normal microbiota; Giant anteater; Baby anteater.

Resumen

La composicion de la microbiota fingica en el pelaje de los animales salvajes es aln poco conocida. Establecer
parametros microbiolégicos que permitan predecir eventos infecciosos oportunistas en estos animales puede ser Util
en la preservacién de especies amenazadas. El objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar levaduras
potencialmente patdgenas del pelaje de osos hormigueros mantenidos en cautiverio. Se encuestd a 27 0s0s
hormigueros, de la Fundacion Parque Zoologico de Sdo Paulo (FPZSP) y del Parque Municipal Quinzinho de Barros
(Z60-Sorocaba, SP). Catorce ejemplares seran oso hormiguero gigante (Mymercophaga tridactyla) y 13 o0so
hormiguero (Tamandua tetradactyla), de los cuales 63% machos y 37% hembras. Se utilizé la técnica de la alfombra
cuadrada para obtener las muestras de piel. Las levaduras aisladas se identificaron por sus caracteristicas morfolégicas
y por el método semiautomatico 1D-32C®. Para describir las variables obtenidas a través del instrumento de
investigacion, se verifico la frecuencia de ocurrencia y los resultados se expresaron en valores relativos. Se aislaron un
total de 33 levaduras de las muestras de piel de los 27 osos hormigueros. Las especies de levadura aisladas fueron:
ocho Candida guilliermondii (24,2%), tres C. famata (9,1%), tres C. kefyr (9,1%), dos C. glabrata (6,1%), tres
Cryptococcus laurentii (9,1%), una C. humicola (3,0%), seis Geotrichum candidum (18,2%), trés Malassezia
pachydermatis (9,1%), dos Rhodotorula glutinis (6,1%) y dos Trichosporon asahii (6,7%). Se puede concluir que las
levaduras que se sabe que son patégenas pueden colonizar la microbiota del tegumento de 0sos hormigueros gigantes
y 0s0s hormigueros mantenidos en cautiverio y representan un riesgo potencial de infeccion oportunista para estos
animales.

Palabras clave: Levaduras patogenas; Microbiota normal; Oso hormiguero gigante; Oso hormiguero bebé.

1. Introducéo

O tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), um mamifero endémico do cerrado brasileiro, é espécie atualmente
considerada em vulnerabilidade de extingdo. Entidades como a “Unido Internacional de Conservag¢do da Natureza” (IUCN)
incluem o tamandud-bandeira em sua “Lista Vermelha” de espécies ameagadas de extingdo (IUCN, 2021). No Brasil, o
tamandua faz parte da “Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo” (ICMBio, 2021) e ¢
classificado como espécie “criticamente em perigo” pelo “Livro Vermelho da Fauna Ameagada de Extingdo no Estado do
Parand” (Braga, 2003). Pouco se conhece sobre a microbiota fungica de espécimes selvagens, dessa forma, a oportunidade de
se incluir esses animais neste trabalho caracteriza objeto de interesse cientifico. A realizacdo da investigacdo sobre a presenca
de leveduras de potencial patogénico na microbiota de tamanduas, permitira a implementacdo de futuros programas sanitarios
que tenham por objetivo a conservagdo daquelas e outras espécies ameacadas de extingdo (Bentubo et al, 2006).

A maior parte das evidéncias patoldgicas envolvendo tamanduds restringe-se a relatos de traumas, isto é, eventos de
atropelamento em beira de estradas e casos de morte decorrente das consequéncias da destruicdo dos habitats (Weiss &
Vianna, 2012). Pouco se conhece acerca do status sanitario das espécies de tamandud. Alguns autores tém se dedicado ao
estudo de ectoparasitas nesses animais, como carrapatos, importantes vetores de doencas infecciosas para animais domésticos
(Martins et al, 2004). Levantamentos realizados na regido amazonica sugerem que os tamanduds também sejam portadores de
Leishmania sp e Tripanossoma sp (Gottdenker et al, 2012; Mufioz-Garcia et al, 2019). A presente pesquisa é dedicada ao
estudo da presenca e diversidade de leveduras de potencial patogénico, incluindo aquelas consideradas emergentes e
oportunistas em quadros infecciosos na intengéo de elucidar esse aspecto ecolégico da colonizacao de tamanduas.

A microbiota flngica que comp®e a superficie corpérea dos seres vivos é constitutivamente dindmica, ou seja, sofre
periodicamente, mudancas qualitativas e/ou quantitativas. Essas mudancas decorrem, em grande parte, de fatores ambientais,
como, localizagdo geogréfica, sanidade e condicdes climaticas (temperatura e o tempo de exposi¢do a luz ultravioleta) (Aradjo

et al, 2003). Dentre os fungos que constituem a microbiota superficial do homem, as leveduras apresentam destacada
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importancia, principalmente em individuos neutropénicos (Sun et al, 2015). Os fungos leveduriformes mais comumente
isolados sdo: Candida spp. (Crocco et al, 2004; Oliveira et al, 2006), Rhodotorula spp. (Garcia-Martos et al, 2004; Lunardi et
al, 2006; Riedel et al, 2007), Malassezia spp. (Scholottfeldt et al, 2002; Tarazooie et al, 2004; Oliveira et al, 2006) e
Trichosporon spp. (Girmenia et al, 2005).

A emergéncia de novos patégenos flngicos, mas de grande importancia médica e veterinaria, tem contribuido para o
aumento da morbidade e mortalidade, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Infeccfes fungicas invasivas sdo
causa significativa de morbidade e mortalidade em individuos imunocomprometidos (Fisher & Sterbeck, 2005; Sun et al,
2015). Entre os pacientes humanos, aqueles com cancer, diabetes, transplantados de 6rgdos, etc, constituem uma nova
populagdo de doentes, dos fins do século XX e inicio do século XXI, que apresentam maior sobrevida devido a técnicas
cirlrgicas mais agressivas, regimes terapéuticos com emprego de novos farmacos e diagndsticos mais aprimorados. Em
Medicina Veterinaria, a evolugdo dos protocolos terapéuticos para doengas alérgicas e a terapia anticancer representam os
principais eventos que permitiram aumentar a longevidade dos animais. Contudo, os fatores predisponentes as infecgdes
fingicas oportunistas ainda sdo pouco estudados e, por isso, pouco se conhece a seu respeito. Essa populacio da “nova era”,
ao mesmo tempo, que atinge maior longevidade, também estd mais sujeita a infec¢des oportunisticas por patbgenos emergentes
(Giusiano et al, 2004; Silva & Girmenia et al, 2005).

Uma vez que a microbiota residente/transitoria caracteriza fonte de infeccdo para individuos imunocomprometidos,
estudos ecolégicos a respeito da diversidade de espécies de leveduras potencialmente patogénicas, como aquelas do género
Trichosporon, que comp&em a biota normal da superficie corporea de animais representam importante passo no estudo da
epidemiologia de infec¢Oes dessa natureza. O desconhecimento sobre a diversidade fenotipica e fatores associados a viruléncia
das leveduras que ocorrem em nosso meio justificam a presente pesquisa. O objetivo da presente pesquisa foi investigar a
frequéncia de isolamento de leveduras potencialmente patogénicas e consideradas emergentes em infeccGes oportunistas que
compdem a microbiota superficial do pelame de tamanduas mantidos em cativeiro, bem como, caracterizar os isolados

leveduriformes por meio de kit comercial semi-automatizado 1D 32 C® (Biomerieux®).

2. Metodologia
2.1 Animais

Leveduras patogénicas oportunistas foram pesquisadas em 27 tamanduds, provenientes da Fundagdo Parque
Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP) e Parque Municipal Quinzinho de Barros (Z60-Sorocaba, SP), ambos, integrantes do projeto
de pesquisa multicentralizado idealizado pelo Grupo de Trabalho pela Conservagdo do Tamandua no Brasil (GCTB-IBAMA).
Catorze espécimes de tamandua-bandeira (Mymercophaga tridactyla) e 13 espécimes de tamandud-mirim (Tamandua
tetradactyla), dos quais, 63% eram machos e 37%, fémeas serdo incluidos na presente investigagdo. A contencdo dos animais
seréd realizada por técnicos designados pela coordenagdo geral do projeto e seguira em acordo com os protocolos estabelecidos

pelos médicos veterinarios responsaveis pelos animais em suas respectivas instituigdes de albergue.

2.2 Colheita das amostras

As amostras foram obtidas por meio da friccdo de quadrados de carpete (Mariat & Adam-Campos, 1967; Bentubo et
al, 2006) no pelame do dorso dos animais estudados. Quadrados de carpete de, aproximadamente, 5x5 centimetros foram
lavados com agua e detergente neutro, enxaguados e mantidos em agua corrente por 24 horas para garantir que estivessem
livres de quaisquer residuos de produtos quimicos. Em seguida, os carpetes foram envolvidos em um invélucro composto por

duas camadas. A camada interna era de papel aluminio e a externa de papel pardo. Cada quadrado de carpete foi esterilizado
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em autoclave para uso. A caracterizagdo das amostras foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular e Celular (LBMC) da
Universidade Paulista —UNIP (CLININFEC-CNPq), Séo Paulo, SP, Brasil.

2.3 Caracterizagdo morfologica dos isolados

Todas as amostras foram semeadas uniformemente em placas de Petri contendo &gar Sabouraud dextrose (ASD)
(Difco®) acrescidas de 0,5% de cloranfenicol e incubadas a temperatura ambiente até que fosse evidenciado crescimento
microbiano. Cada coldnia foi agrupada de acordo com sua semelhanca macroscopica, isolada e repicada em triplicata para
tubos contendo o mesmo meio; repiques periédicos eram realizados para manter a viabilidade das amostras. Todos os cultivos
leveduriformes foram submetidos a técnica de microcultivo em lamina conforme preconiza Porto et al (1981). Cada amostra
foi semeada em estrias sobre laminas contendo meio de agar-fuba acrescido de Tween 80. Posteriormente, as estrias foram
cobertas com laminula de vidro e cada placa sera incubada a 30°C durante 24 horas e submetida a leitura para verificacdo de
suas caracteristicas morfoldgicas microscopicas (Kurtzman & Fell, 1998; De Hoog et al, 2004).

2.4 Caracterizagdo bioquimica dos isolados
Todas as amostras foram testadas para a produgdo de urease em meio de dgar uréia de Christensen (Cristensen, 1946)
e para a fermentacdo de carboidratos (Wickerham, 1951). Cepas-padrao de Cryptococcus neoformans (ICB 162C) e Candida

albicans (ICB 12A) foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

2.5 Identificagdo semi-automatizada das leveduras (1D 32 C, Biomerieux®)

Para a realizacdo das provas de identificacdo de leveduras pelo método ID 32 C (Biomerieux®), os isolados foram
semeados em ASD e incubados por 24-72h a 30°C. Suspensdo de microrganismos sera preparada em tubos contendo 2mL de
agua destilada esterilizada de acordo com o tubo 2,0 da escala de MacFarland. Duzentos e cinqiienta microlitros (250uL) de
cada inoculo serdo dispensados numa ampola contendo meio de assimilacdo de carbono. Ap6s homogeneizagdo, 135uL de
cada diluigdo serdo adicionados a cada poco da galeria de ID 32 C, as quais foram incubadas em cadmara Umida sob 30 °C de
temperatura, durante 72h e submetidas a leitura a cada 24h, conforme orientacdo do fabricante. Foram consideradas positivas,
as amostras que apresentarem turvacdo superior a do controle negativo. O perfil numérico obtido na leitura visual sera
analisado pelo programa Apiweb® (Fricker-Hidalgo et al, 1996). Foram considerados identificados os isolados que

apresentaram niveis de acuracia >85% a leitura no programa.

2.6 Anélise dos resultados

Para descrever as varidveis obtidas por meio do instrumento de pesquisa, foi verificada a frequéncia de ocorréncia de
cada espécie de levedura dentro do total de isolados obtidos. Os resultados foram expressos em numeros absolutos (N) e
relativos (%).

3. Resultados e Discussao

Em relacdo as espécies silvestres, ainda sdo pouco expressivos os trabalhos de pesquisa relacionados aos aspectos
elementares da sanidade desses animais. A crescente preocupa¢do com 0 meio ambiente e a necessidade da conservagao da
fauna brasileira endémica tem estimulado iniciativas pioneiras por todo o pais. E o caso do Grupo de Trabalho pela
Conservagdo do Tamandua no Brasil (GCTB) que, sediado na Fundacéo Parque Zooldgico de Séo Paulo (FPZ-SP), tem como
missdo promover acdes que favorecam a conservacdo das espécies de tamandua no Brasil. Por meio de uma colaboragao

cientifica estabelecia entre GCTB e o Laboratdrio de Biologia Molecular e Celular (LBMC) da Universidade Paulista —UNIP
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onde também esta sediado o CLININFEC (Grupo de Pesquisa em Clinica e Doencas Infecciosas, cadastrado no CNPq) foi
desenvolvido o presente trabalho.

Foram isoladas 33 leveduras a partir das amostras de pelame dos 27 tamanduas investigados. Mais de um isolado
leveduriforme por amostra foi obtido em alguns casos, como pode ser observado na Tabela 1. As demais espécies isoladas
foram: Candida guilliermondii (N=8), C. famata (N=3), C. kefyr (N=3), C. glabrata (N=2), Cryptococcus laurentii (N=3), C.
humicola (N=1), Malassezia pachydermatis (N=3), Geotrichum candidum (N=6), Rhodotorula glutinis (N=2) e Trichosporon
asahii (N=2).

Tabela 1: Isolamento de leveduras da microbiota do pelame de 27 tamandués sadios provenientes da Fundagdo Parque

Zoolégico de Sao Paulo (Sao Paulo, SP, Brasil) e Parque Municipal Quinzinho de Barros (Sorocaba-SP, Brasil).

Espécie Sexo N° amostra Identificacdo da amostra Identificagéo do isolado
. bandeira Macho 01 28666 Rhodotorula glutinis

. bandeira Fémea 02 14777 Candida kefyr

. bandeira Macho 03 22760 Candida famata, Trichosporon asahii

. bandeira Macho 04 25106 Candida guilliermondii

bandeira Macho 05 16446 Geotrichum candidum

bandeira Macho 06 22759 Cryptococcus laurentii

bandeira Macho 07 27109 Cryptococcus laurentii

mirim Macho 08 25848 Cryptococcus humicola, Malassezia pachydermatis
mirim Macho 09 28097 Candida kefyr

mirim Macho 10 20979 Candida famata

mirim Fémea 11 20679 Candida guilliermondii

mirim Macho 12 28948 Candida glabrata

mirim Fémea 13 28949 Geotrichum candidum

bandeira Macho 14 MC38484 Candida guilliermondii

mirim Fémea 15 22442 Candida guilliermondii

mirim Macho 16 23885 Geotrichun candidum, Malassezia pachydermatis
mirim Macho 17 28639 Candida guilliermondii, Trichosporon asahii
mirim Fémea 18 28869 Candida guilliermondii

bandeira Macho 19 TB001 Candida glabrata

bandeira Macho 20 TB002 Candida kefyr

bandeira Fémea 21 TB003 Candida famata

bandeira Fémea 22 TB004 Geotrichun candidum

bandeira Fémea 23 TB005 Geotrichum candidum

bandeira Fémea 24 TB006 Candida guilliermondii

mirim Fémea 25 TMO001 Candida guilliermondii, Malassezia pahydermatis
mirim Macho 26 TMO002 Cryptococcus laurentii, Rhodotorula glutinis
mirim Macho 27 TMO003 Geotrichun candidum

Fonte: Laboratério de Biologia Molecular e Celular/CLININFEC-CNPq (UNIP), Sdo Paulo, SP, Brasil.

Add A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

A técnica do quadrado de carpete friccionado sobre o dorso, originalmente descrita por Mariat & Adam-Campos
(1967) para a obtencdo de amostras para o isolamento de fungos filamentosos. Seu emprego para essa finalidade ja foi testado
e comprovado em trabalhos realizados anteriormente (Bentubo et al, 2006). A técnica classica também se mostrou bastante
eficiente para a obtencdo de isolados leveduriformes, tal qual foi possivel observar na presente investigacdo. Por meio da
andlise da morfologia macroscopica dos isolados obtidos em cultura foi possivel estabelecer correspondéncia com o provavel
género da levedura. Para a confirmacéo das suspeitas foram realizados testes adicionais de cultivo em I&mina, para a avaliacéo
da morfologia microscopica e método semi-automatizado por kit 1D-32C® (Biomerieux®), para averiguacéo das caracteristicas
fisiologicas dos isolados. Esses métodos, quando utilizados em associacdo, permitem maior acurdcia na identificagdo
especifica de fungos leveduriformes (Lacaz et al, 2002).

Dos cinco isolados que apresentaram coloragdo branca, textura lisa e aspecto Umido e opaco que, inicialmente, se
mostraram compativeis com leveduras do género Candida sp, apenas trés puderam ser identificados como pertencentes a
género suspeito: um de Candida famata, um de Candida guilliermondii e um de Candida kefyr. Um dos isolados apresentou
estrutura de natureza hidrofobica observada na superficie das células no teste de tinta nankin e foi identificado pelo kit ID-
32C® (Biomerieux®) como Cryptococcus laurentii. E por Gltimo o isolado caracterizado pela textura mais membranosa, assim
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como se suspeitava, foi identificado como um Geotrichum candidum, pelo mesmo método (Lacaz et al, 2002). Nesta pesquisa,
outras leveduras, como Candida spp., Geotrichum sp, Cryptococcus spp. € Rhodotorula sp, também foram isoladas do pelame
dos animais submetidos a investigacdo. Dessas leveduras, os géneros Candida e Cryptococcus, merecem destaque especial, por
constituirem patégenos importantes.

As leveduras do género Candida (C. famata, C. glabrata, C. guilliermindii e C. kefyr) foram isoladas da maior parte
da populacdo de tamanduas pesquisada (59,2%), sugerindo que estas sejam as leveduras mais comumente encontradas
colonizando a superficie do corpo de tamanduas. Embora C. albicans seja a espécie mais relatada em casos de infeccdo
envolvendo animais, as novas condi¢cBes de vida capazes de produzir estresse e, consequentemente, imunossupressao
promovem a emergéncia de novas espécies em processos patoldgicos, os quais serdo gradativamente referenciados na literatura
médico-veterinaria (Greene, 2006). Cryptococcus spp. sdo patégenos reconhecidos em medicina humana. Esse género
apresentou frequéncia de isolamento de 13, 3% entre os tamanduds. A literatura sugere que pombos e outras aves sejam
importantes disseminadoras de C. neoformans, espécie relevante em doenga humana. Se levarmos em conta que a maior parte
dos parques zoolégicos do mundo sejam, frequentemente, visitados por aves migratorias e que espécies de Cryptococcus, tais
como C. laurentii, verificadas neste trabalho, ja tenham sido isoladas a partir de fezes de aves migratérias como 0 ganso
canadense (Branta canadensis), talvez ndo seria improvavel a obtencdo de isolados da microbiota transitoria superficial de
animais residentes daqueles recintos visitados (Filion et al, 2006; Roséario et al, 2008). A imunossupressdo constitui fator
determinante para a ocorréncia de infecgdes oportunistas. Como ja foi dito, enfermidades de base com caracteristica
imunocomprometedora (Aids, cancer, diabetes, transplante de érgéos, antibidticoterapia e/ou corticoterapia prolongadas) séo
fatores predisponentes bastante conhecidos, especialmente para seres humanos. Além disso, a caga predatéria, tréfico e o
cativeiro sdo situagdes potencialmente imunossupressoras, dado o nivel de estresse as quais 0s animais envolvidos estdo
sujeitos (Tashiro et al, 1995; Kremery et al, 1999).

O género Malassezia sp compreende diversas espécies, muitas delas responsaveis pelas otites e dermatites em cées e
gatos. Porém, existem poucos registros da presenca delas como colonizadoras da microbiota de animais selvagens, e nenhum
especificamente relacionado a tamanduds. O presente trabalho obteve como resultado o isolamento de Malassezia
pachydermatis em trés tamanduas-mirim (11,1%). Em 2006, Coutinho et al avaliaram amostras de cerume de 132 felideos
selvagens adultos e saudaveis mantidos em cativeiro. O grupo foi dividido em grandes e pequenos felideos, 0s quais tinham
uma amostragem de 55 e 77 animais, respectivamente. O primeiro grupo teve resultados positivos somente para Malassezia
sympodialis em 56,9% dos individuos, enquanto o segundo grupo mostrou positividade exclusivamente para Malassezia
pachydermatis em 43,1% deles. Dentre o grupo de grandes felideos, os ledes foram a espécie que apresentou maior incidéncia
de leveduras. De 26 animais, 25 (96,2%) foram positivos para M. sympodialis. Gandra et al (2008) isolaram Malassezia spp. do
meato acustico de 24 (80%) morcegos insetivoros (Molossus molossus) da regido de Montenegro, em Ronddnia, sendo a
espécie mais frequentemente encontrada, Malassezia pachydermatis, isolada em 15 animais (62,5%), seguida pela M. furfur,
em cinco (20,8%), M. globosa, em trés (12,5%) e M. sympodialis, em um individuo (4,2%). Em Pisa, na Italia, existem estudos
que relatam a presenca de espécies de Malassezia sp no conduto auditivo externo de suideos saudaveis pertencentes a
diferentes racas e idades (oito meses a quatro anos). Para este estudo foram utilizados 185 javalis selvagens, 107 animais de
racas de grande porte e 116 da raga Cinta Senese. Os resultados demonstraram que Malassezia pachydermatis foi a Unica
espécie isolada na raca Cinta Senese (20,7%), em individuos jovens de racas de grande porte (13,6%) e em javalis (12,9%).
Nos animais adultos de grande porte foi possivel o isolamento e caracterizacdo das espécies M. sympodialis (63,6%) e M.
furfur (22,7%) (Nardoni et al, 2010). Até 0 momento, 0s estudos apresentados possuem algumas caracteristicas relevantes em

comum.
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O presente trabalho, assim como os de Coutinho et al (2006) e Nardoni et al (2010), utilizaram como amostragem, em
sua grande maioria, animais provenientes de cativeiro. Gandra et al (2008) teve como base de seu estudo animais de vida livre,
que foram capturados para a realizagdo do mesmo. Contudo, em nenhum dos dois casos os individuos utilizados apresentavam
sinais clinicos de infecgdo causada pelo fungo. Esse aspecto também foi observado em nossos animais. Outro ponto importante
a ser discutido é a frequéncia de isolamento de espécies da levedura em questdo. Por meio da analise dos dados obtidos
observou-se a prevaléncia de Malassezia sympodialis nos resultados de Coutinho et al (2006) e Nardoni et al (2010). Ja no
presente estudo, assim como nos demais trabalhos apresentados, Malassezia pachydermatis foi a Unica espécie isolada do
pelame, indicando ser esta predominante nesse microambiente. Outra questdo relevante seria a metodologia de crescimento em
meio de cultura utilizada, que pode ndo ter sido a ideal para o crescimento de outras espécies de Malassezia sp.

Em consonancia as suspeitas levantadas, foi possivel confirmar que o isolado que apresentou coloragdo branca,
textura rugosa e aspecto seco e opaco compativeis com o de uma levedura do género Trichosporon sp. era, de fato, um T.
asahii (Guého et al, 1994; Kurtzman & Fell, 1998; De Hoog et al, 2004). Assim como aquele isolado, o mais distinto de todos,
que exibia coloragdo alaranjada, textura lisa e aspecto Umido e brilhante, compativel com o género Rhodotorula foi
identificado como R. glutinis. Vale ressaltar que também foi possivel observar a presenca discreta de uma substancia de
natureza hidrofébica na superficie das células de Rhodotorula glutinis no teste de tinta nanquim (Kurtzman & Fell, 1998).
Segundo autores renomados, a presenca de capsula pode ser observada ndo apenas em leveduras do género Cryptococcus como
também em Rhodotorula spp. (De Hoog et al, 2004).

Segundo a literatura, Trichosporon spp. ja foram isoladas do solo e da agua em ambiente selvagem (Paula et al,
1983; Martins et al, 1989), o que justifica os isolamentos obtidos nesse trabalho. No entanto, levando-se em conta que 0s
animais estudados vivem em condi¢do de cativeiro, ou seja, sdo rotineiramente expostos ao contato com tratadores, médicos
veterinarios e outros profissionais da area, que também podem albergar essa levedura na sua microbiota, ndo se pode ignorar a
possibilidade desses individuos exercerem papel como agentes disseminadores de agentes microbianos diversos, entre eles, T.
asahii, espécie que além de ser a mais importante nos casos de infec¢do humana oportunistica (Fleming et al., 2002; Madariaga
et al, 2003), também é considerada agente comum do ambiente (Sugita et al, 2000). A literatura menciona apenas uma
descricdo de Trichosporon sp como agente patogénico de piedra branca superficial em primatas ndo humanos; entretanto,
acredita-se que a ocorréncia desses processos superficiais nos animais seja subestimada em virtude, principalmente, da
caréncia de relatos na literatura (Kaplan, 1959). Ainda ndo existem descri¢ces de infeccdo causada por T. asahii em animais
domesticos ou silvestres, de qualquer espécie. No entanto, a presenga do microrganismo na microbiota associada a possivel
condicdo de imunossupressdo, expde 0s animais a0s mesmaos riscos aos quais estdo expostos os seres humanos.

A macromorfologia das col6nias ndo pode ser considerada como critério Unico para a identificacdo dos isolados
obtidos a partir das amostras colhidas do pelame dos tamandués. Nossas observacdes foram compativeis com as de varios
autores da escola classica de micologia (Lacaz et al, 2002), confirmando que é imprescindivel recorrer a outras caracteristicas
como morfologia microscopica e comportamento fisiologico dos isolados [o kit de identificagdo 1D-32C® (Biomerieux®)
devera auxiliar de maneira relevante nesse processo de identificacdo], bem como aos demais testes complementares
disponiveis na composicdo de um repertorio vidvel, mais criterioso e consistente para a identificacdo taxonémica de
microrganismos, sejam eles provenientes de processos infecciosos ou simplesmente membros da microbiota
residente/transitoria de um espécime. Também cabe comentar que foi observado o isolamento de outros géneros flngicos, com
caracteristica filamentosa, considerados nessa pesquisa como contaminantes devido ao seu caréater saprobio. E importante
ressaltar que os animais utilizados neste estudo ndo mostraram nenhum tipo de alteragcdo clinica, assim como ocorre com

aqueles citados em outros estudos de referéncia.
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4. Consideracdes Finais

Em relacdo a origem dos animais utilizados, sabe-se que eram provenientes da Fundacdo Parque Zooldgico de Sao
Paulo e do Zool6gico Municipal Quinzinho de Barros, em Sorocaba. Visto que 0s animais estdo fora de seu ambiente natural e
que o estresse pode influenciar na colonizacao dos animais, trabalhos com espécimes de vida livre devem ser estimulados a fim
de que seja possivel estabelecer parametros mais contundentes para as espécies estudadas considerando, inclusive, outros tipos
de microbiota potencialmente patogénicas, como por exemplo, aquela constituida por fungos filamentosos e bactérias de
importancia médico-veterinaria. Tamanduds mantidos em cativeiro sdo portadores de leveduras com importante potencial
patogénico, assim sendo, para manter o sucesso de programas de preservacdo das espécies, esses animais devem também ter
sua microbiota monitorada devido aos fatores predisponentes que podem incidir sobre 0 meio onde eles estdo inseridos e,
quanto ao surgimento de manifestacGes clinicas de infeccdes oportunistas. O emprego de técnicas semi-automatizadas, quando
empregadas em associacdo com teécnicas classicas produzem resultados de identificacdo muito satisfatorios. Malassezia
pachydermatis também é levedura integrante da microbiota residente e/ou transitéria normal do pelame de tamanduéas-mirim a
semelhanca do que se observa em estudos realizados com outros mamiferos. Outro ponto de relevancia seria a ndo observancia
de outras espécies desse género de levedura, o que na opinido dos autores requer mais investigacGes, ja que, novas espécies
tém sido cada vez mais comumente identificadas na microbiota de animais de diferentes espécies. Talvez a adogdo de meios de
cultura mais adequados para a rotina de isolamento de espécies lipodependentes possa contribuir para elucidagdo desse carater

ecoldgico de colonizagéo por Malassezia spp. no pelame de tamanduas.
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