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RESUMO

O solo é um habitat rico em microrganismos. O ambiente que possui uma elevada
carga microbiana de fungos com potencial patogénico como leveduras dos
complexos Cryptococcus neoformans e C. gattii podem favorecer a inalagdo de
propagulos infectantes e desenvolvimento de doencgas. Esses fungos estéo
presentes em excrementos de pombos (Columba livia) e troncos de arvore em
decomposicdo. Considerando a existéncia de casos de criptococose em Campo
Grande, MS e poucos estudos de isolamento dessas leveduras em amostras
ambientais, foi objetivo desta pesquisa, investigar a presenca de Cryptococcus spp.
e outras leveduras de interesse médico em pracas publicas com alta movimentacao
de pessoas em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. No periodo de julho a outubro
de 2023. 50 amostras de excrementos secos de pombos foram isoladas de 3 pracas
publicas: Pragca A, B e C. AS amostras foram semeadas em agar Niger, e
posteriormente as colonias caracteristicas de leveduras foram repicadas em agar
sabouraud dextrose com cloranfenicol para conservacdo. Em 25 (50%) amostras
de excrementos de pombos, foram selecionadas 29 col6nias de leveduras. Dessas,
fez-se exame micologico direto para observacdo dos aspectos microscopicos e
identificacdo por meios de técnicas fenotipicas (agar canavanina-glicina-azul de
bromotimol-CGB, &gar uréia e auxanograma). Nove (31%) colénias de
Cryptococcus spp., diferencidas por métodos convencionais, foram identificadas no
sistema automatizado VITEK® 2. Na presente pesquisa ndo foram identificadas as
espécies patogénicas dos complexos Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii. Entretanto, em 25 (50%) amostras foram identificadas outras leveduras como
Rhodotorula sp. (28%); Candida sp. (17%) e Sporobolomyces spp. (7%). Das 14
col6nias identificadas como Cryptococcus spp., 7 (50%) eram Cryptococcus albidus
e 5 (35%) Cryptococcus laurentii. A identificacdo de leveduras de importancia
médica em areas urbanas movimentadas, como pracas publicas, indica uma fonte
de contaminacdo do ambiente. Os resultados deste estudo indicam que
excrementos secos de pombos e outras aves abrigam leveduras que podem ser
veiculadas pelo ar e causar doencgas em animais e individuos susceptiveis.

Palavras-chave: Columba livia; Cryptococcus albidus; Cryptococcus laurentii;
criptococose; area urbana.



ABSTRACT

Soil is a rich habitat for microorganisms. The environment that has a high microbial
load of fungi with pathogenic potential such as yeasts from the Cryptococcus
neoformans and C. gattii complexes can favor the inhalation of infectious propagules
and the development of diseases. These fungi are present in pigeon droppings
(Columba livia) and decomposing tree trunks. Considering the existence of cases of
cryptococcosis in Campo Grande, MS and few studies on the isolation of these yeasts
in environmental samples, the objective of this research was to investigate the
presence of Cryptococcus spp. and other yeasts of medical interest in public squares
with high movement of people in Campo Grande, Mato Grosso do Sul. From July to
October 2023. 50 samples of dry pigeon excrement were isolated from 3 public
squares: Square A, B and C. The samples were seeded on Niger agar, and later the
characteristic yeast colonies were picked on Sabouraud dextrose agar with
chloramphenicol for conservation. In 25 (50%) pigeon excrement samples, 29 yeast
colonies were selected. Of these, a direct mycological examination was carried out
to observe microscopic aspects and identification using phenotypic techniques
(canavanine-glycine-bromothymol blue-CGB agar, urea agar and auxanogram). Nine
(31%) colonies of Cryptococcus spp., differentiated by conventional methods, were
identified in the VITEK® 2 automated system. In the present research, the pathogenic
species of the Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii complexes were
not identified. However, in 25 (50%) samples other yeasts were identified, such as
Rhodotorula sp. (28%); Candida sp. (17%) and Sporobolomyces spp. (7%). Of the
14 colonies identified as Cryptococcus spp., 7 (50%) were Cryptococcus albidus and
5 (35%) Cryptococcus laurentii. The identification of medically important yeasts in
busy urban areas, such as public squares, indicates a source of environmental
contamination. The results of this study indicate that dried droppings from pigeons
and other birds harbor yeast that can be airborne and cause disease in susceptible
animals and individuals.

Keywords: Columba livia; Cryptococcus albidus; Cryptococcus laurentii;
cryptococcosis; urban area.
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1. INTRODUCAO

O solo € um habitat rico em microrganismos como bactérias, fungos,
protozodrios, entre outros seres microscopicos. A maioria € considerada saprébia e
possui uma relacédo equilibrada com o ambiente e outros seres vivos. O ambiente
gue possui uma elevada carga microbiana de fungos com potencial patogénico como
as espécies oportunistas dos complexos Cryptococcus neoformans e C. gattii podem
favorecer a inalacdo de propagulos infectantes, com desenvolvimento de doenca e
também causar surtos de infeccdo em humanos e animais (Kidd et al., 2004).
Cryptococcus é uma levedura cosmopolita isolada de diversos locais como solo,
plantas e excretas de aves (Alves et al., 2010; Brito et al., 2019).

A criptococose é considerada uma das infec¢des fungicas sistémica de maior
prevaléncia mundial e associada a elevada letalidade (de 41% a 61%) principalmente
em pacientes que utilizam farmacos imunossupressores e pacientes HIV positivo
(Alastruey-lzquierdo, 2022; Zaragoza, 2019). A presenca de grande quantidade de
Cryptococcus spp. e outras leveduras em ambiente com grande circulacdo de
pessoas, como parques, pracas publicas, igrejas e escolas, pode ser fonte de
infeccdo para humanos, animais e também causar surtos (Kidd et al., 2004; Malik et
al., 2003).

Espécies pertencentes aos complexos Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii sdo basidiomicetos encapsulados com maior importancia clinica.
A infeccao se da por inalacdo dos propagulos fungicos. Do pulméo se disseminam
via corrente sanguinea para outros 0rgaos, com especial tropismo para o sistema
nervoso central (SNC). De acordo com Alastruey-lzquierdo (2022), C. neoformans é
responsavel por 99% dos casos de cryptococcose, sendo listado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como um dos quatro fungos patogénicos mais criticos. As
principais apresentacfes clinicas da criptococose sdo pneumonia e
neurocriptococose. Infeccdes no trato urinario e de corrente sanguinea também sao
descritas, assim como, criptococose cutanea primaria que € menos frequente.

A cidade de Campo Grande com cerca de 916.001 habitantes (IBGE, 2021),
€ uma cidade bastante arborizada e com grande variedade de aves. Estudos prévios
mostram que locais onde h& acumulo de excretas de aves como praca publica,

escolas e unidades de saude podem ser fontes de infeccdo devido a uma maior



concentracdo de propagulos fungicos infectantes presentes nestes ambientes
(Baroni, et al. 2006; Beck et al. 2003; Corréa Junior, 2019; Silva, 2022).
Considerando os casos de criptococose registrados em Mato Grosso do Sul e que o0
principal habitat dessas leveduras é o solo contaminado com fezes de aves, 0
objetivo deste estudo foi investigar a presenca de Cryptococcus spp. em pracas
publicas de Campo Grande, MS e contribuir com a descri¢do de fontes ambientais
de leveduras com potencial patogénico na Regido Centro-Oeste do Brasil.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caracteristicas do género Cryptococcus

O género Cryptococcus possui mais de 70 espécies, sendo as espécies do
complexo C. neoformans e C. gattii as com potencial para causar criptococcose
(Kwon-Chung et al., 2011; Takahara et al., 2013). Séao leveduras que medem de 5
pm a 20 um de diametro. Possuem reproducéao assexuada por brotamento Gnico ou
multiplo (Kwon-Chung et al., 1982). Esses fungos sdo encontrados em excrementos
secos de pombos (Columba livia) e em ocos de arvores envelhecidas, principalmente
em decomposicao, devido a capacidade dos Cryptococcus spp. de produzir lacase
(Baltazar; Ribeiro, 2008; Takahara et al., 2013).

Em torno de 1949 foi descoberto quatro sorotipos de C. neoformans, até
entdo conhecida como espécie homogénea, baseado nas caracteristicas da capsula
(Meyer et al., 2009). O complexo de espécies de C. neoformans atualmente inclui as
espécies C. neoformans variedade grubii, com subdivisdo genética VNI, VNII, VNIII
(genotipos VNIIla/VNIIIb) e C. neoformans variedade neoformans dado nome de C.
deneoformans (VNIV). O tipo molecular VNIII é considerado um hibrido de C.
neoformans VNI com C. deneoformans VNIV.

Cryptococcus neoformans € 0 agente oportunista predominante em
pacientes imunocomprometidos, como pacientes em uso continuo de corticoides,
leucémicos e principalmente portadores do virus HIV (Chang et al., 2008; Takahara
et al., 2013; Tsujisaki et al., 2013).

O complexo de Cryptococcus gattii € composto pelas espécies C. gattii (VGI),
C. deuterogattii (VGII com subtipos VGlla, VGIIb, VGlIc), C. bacillisporus (VGIII), C.



10

tetragattii (VGIV) e um hibrido C. decagattii (VGIIIc/VGIV) (Byernes Il et al., 2011,
Farrer, 2019; Hagen et al., 2015; Kwon-Chung et al., 2017). Esse complexo de C.
gattii continua expandindo com novas descobertas, como o novo tipo VGV, ainda
sem nomenclatura (Montoya et al., 2021; Wirth et al. 2018). Cryptococcus gattii era
considerada estrita de climas tropicais e subtropicais no mundo, porém devido ao
polimorfismo, atualmente, esta espalhada em climas temperados como Canada,
indicativo de microevolucao (Kidd et al., 2004; Meyer et al., 2009). A colonizacéo de
C. gattii, com prevaléncia no gendétipo VGII, ja foi identificada em diversas areas
como solo, espécies de arvores, ninho de vespa, insetos, humanos e animais,
inclusive aquaticos, do tipo molecular VGI, podendo viver periodos longo em agua
do mar (Kidd et al., 2004; Miller et al., 2002).

O Cryptococcus gattii, apesar de ter baixa incidéncia, acomete pessoas
imunocompetentes (Chang et al., 2008; Heitman et al., 2011). Todos os seus tipos
moleculares (VGI a VGIV) ja foram isolados em pessoas imunocompetentes e
imunocomprometidos, sendo as cepas C. gattii VGIIl e VGIV mais frequentes em
pacientes HIV positivo e as cepas VGI e VGII em imunocompetentes com variacao
de risco de acordo com o tipo molecular (Chen; Meyer; Sorrell, 2014, Litvintseva,
2005).

Segundo Mitchell e Perfect (1995) e Silva (2020), a principal caracteristica de
viruléncia desse complexo Cryptococcus spp. € a capsula mucopolissacarideo,
sendo o unico fungo patogénico que a possui. A capsula é um fator importante para
evitar dessecacéo no ambiente e protecéo oxidativa dentro do hospedeiro (Zaragoza
et al., 2008). Outra caracteristica é capacidade de produzir enzima urease, melanina
e também crescer em temperaturas de 37°C, ou seja, correspondente a temperatura
do corpo humano. De acordo com Cox et al. (2000) e Olszewski et al. (2004), os
sintomas se agravam na presenca de urease e possibilita a deslocacao da cepa pela

barreira hematoencefélica, se mantendo por mais tempo no sistema nervoso.

2.2. Criptococose

Segundo Silva et al. (2020) sédo estimados mais de 223 mil casos de
criptococose por ano no mundo em individuos com HIV/aids, cerca de cinco mil
apenas na América Latina, sendo o Brasil um dos paises com maior incidéncia. Essa

doenca possui alta taxa de letalidade (Faria et al., 2010; Nunes et al., 2018; Silva,
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Capuano, 2008; Tsujisaki et al., 2013). No estado de Mato Grosso do Sul, Lindenberg
et al. (2008) descreveram que 51% de portadores do HIV e 41% entre a populacéo
HIV-negativa com criptococose foram a 6bito. A média de internacdo de pacientes
HIV-positivo hospitalizados com criptococose € de 18 a 39 dias (Alastruey-lzquierdo,
2022).

A criptococose € uma micose sistémica, sendo sua apresentacédo clinica mais
comum na forma de meningite criptocécica ou meningoencefalite devido a afinidade
dos Cryptococcus spp. pelo sistema nervoso central (Nunes et al., 2018), podendo
ser confundida com tuberculose e neoplasia (Santos et al., 2015). De acordo com
estudo de Kidd et al. (2004), os propagulos desse fungo sdo pequenos o suficiente
para invadir a area pulmonar mais profunda, sendo continuamente exposta a
particulas exégenas.

Os sintomas pulmonares da infec¢ao por Cryptococcus spp. envolvem tosse
com eliminacéo de sangue, dispneia, dor no peito e raramente nddulos pulmonares.
No caso de infeccdo por VGI, os sintomas geralmente sdo lesfes pulmonares
encapsuladas (Chen et al. 2012). Para diagnosticar infeccdo por C. gattii que
geralmente atinge o pulmé&o com cryptococoma, € necessario um exame de imagem
por ressonancia magnética (RM) ou tomografia computadorizada (TC), assim como
imagem cerebral para avaliar a evolugcédo da doenca (Chen; Meyer; Sorrell, 2014).

Estudos anteriores mostram no estado de Mato Grosso do Sul, um aumento
de casos de criptococose na regido sul-mato-grossense (Lindenberg et al., 2008;
Tsujisaki et al., 2013). Nunes et al.,, (2018), mostra que Cryptococcus € um
importante agente de meningite fungica no estado de Mato Grosso do Sul.

No geral, antifungicos como: fluconazol, itraconazol, voriconazol e
posaconazol, sdo recomendados para o tratamento de criptococose (Goodwin; Drew,
2008; Saag et al., 2000). Pesquisas mostraram a eficiéncia da anfotericina B e da
flucitosina no tratamento, incluindo casos de infeccdo no sistema nervoso central
(Bellmann; Smuszkiewicz, 2017). A resisténcia contra anfotericina B (AmB) é rara,
mas pode acontecer pela presenca de melanina e se o ergosterol plasmatico
diminuir, local de acoplamento do farmaco (Ellis, 2002; Van Duin; Casadevall;
Nosanchuk, 2002).

2.3. Cryptococcus spp. no ambiente
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Campo Grande é uma cidade bastante arborizada e rica em aves, incluindo
araras e pombos (Abegg, 2006; Alves et al., 2016; Corréa Jr., 2019; Faria et al.,
2010). O complexo de C. neoformans tem a capacidade de colonizar a mucosa do
papo de pombos, mas raramente causa doenca devido a elevada temperatura
corporal dessas aves (41,5C - 43,3°C), comportando-se como endosaprébio natural
(Filia et al., 2002; Gomes, 2011). Os excrementos de pombos fornecem ambiente
alcalino e compostos nitrogenados que favorecem a sobrevivéncia e reproducao de
Cryptococcus spp. (Rosario; Acosta; Colom, 2008). Estudo realizado por Tsujisaki
(2019) mostrou que a maior parte dos pacientes com criptococose por C. neoformans
em Mato Grosso do Sul residiam em areas urbanas, e as atividades de maior risco
mencionadas incluiam atividades agricolas, contato com fezes de aves e criacao de
galinhas.

A presenca de Cryptococcus spp. ja foi relatada em outras aves, como
morcego, possivelmente pelo habito delas rasparem troncos e galhos (Filiu et al.,
2002; Tencate et al., 2012).

Os tipos moleculares de Cryptococcus spp. mais encontrados no ambiente
sdo C. neoformans VNI e VNIII, sendo raro a presenca de C. gattii em excretas de
aves (Abegg et al.; 2006; Meyer et al., 2003). No ambiente, conforme estudo de
Springer, Mohan e Heitman (2017), restos vegetais sdo importantes para o ciclo
sexual de Cryptococcus spp. e liberagcdo dos propagulos infecciosos, sendo as
plantas reservatorias desses propagulos.

C. gattii foi primeiramente isolado em Eucalyptus sp., e também foi
encontrado em oco de arvores tropicais no Brasil, como Cassia rosa (Cassia
grandis), Ficus (Ficus microcarpa) e outras plantas, evidenciando habitats naturais
diversos (Filiu et al., 2002; Zuadiga, 2015). Ha evidéncias de que a floracéo

potencializa a dispersao aérea dos propagulos desse fungo (Ellis; Pfeiffer, 1990).

2.4. Isolamento e procedimento para identificacdo de leveduras de interesse

médico do ambiente

Diferentes protocolos de coleta tém sido descritos e variam de acordo com o
tipo de amostra. Estudos prévios sugerem que a coleta deve ser feita a partir de fezes

secas com o intuito de minimizar a contaminacéo bacteriana (Corréa, 2019).
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Para o isolamento de leveduras, utiliza-se o agar Sabouraud dextrose
acrescido de antibioticos. Para o isolamento de espécies dos complexos C.
neoformans e C. gattii, utiliza-se o agar niger preparado com sementes de Guizotia
abyssinica. Essas sementes contém acido cafeico, um substrato para formacgéo de
melanina que reage com a enzima fenoloxidase produzida pelo Cryptococcus spp.
Essa melanina € absorvida pela parede celular da levedura formando colénias de
coloragao bege a marrom escuro (Aryal, 2022).

A identificacéo de género de leveduras, como Cryptococcus spp., pode ser,
em grande parte, identificada apenas pela caracteristica morfologica. A coldnia da
amostra deve ser isolada em plagueamento e confirmar sua pureza por microscopia.
A partir do repiqgue em ASD é necessario realizar a prova da urease e se positiva,
associar a cor da coldnia, pois tanto Cryptococcus sp. como Rhodotorula sp. dao
positivo e sdo redondas quando visualizado em microscopia.

O teste da urease também pode ser utilizado para diferenciar leveduras. A
urease promove a quebra da uréia em didxido de carbono e amonia, sendo possivel
neutralizar ambientes acidos ao seu redor. Esse aumento no pH do meio faz com
gue o agar amarelo mude para rosa brilhante.

Se a cor da colonia for laranja avermelhado, € caracteristico de Rhodotorula
sp. Caso a colénia for branca, bege ou marrom, caracteristico do género
Cryptococcus spp., verificar a presenca de capsula com tinta nanquim (tinta da
china), na qual aparece um halo claro ao redor dos blastoconidios em contraste com
o fundo preto. Porém, se mesmo assim a capsula nao for visualizada, ainda €&
possivel que seja Cryptococcus sp.

Outro teste fenotipico realizado € o teste de assimilacdo de fontes de
carbono (dextrose, maltose, sacarose, lactose, galactose, melobiose, celobiose,
inositol, xilose, rafinose, trealose e dulcitol), também conhecido como auxanograma
em agar YNB (Yeast Nitrogen Base) (Kwon-Chung; Fell, 1984). O auxanograma de
C. neoformans e C. gattii é positivo para sacarose, maltose, trealose, xifose, inositol,
variavel para celubiose, rafinose e negativo para lactose (Anvisa, 2013; Larone,
2011).

A diferenciacdo da espécie entre C. neoformans e C. gattii € feito por meio
do &gar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). Essa diferenciacdo ocorre
pela diferenca de metabolismo desses fungos: C. gattii utiliza a glicina como fonte de

carbono e nitrogénio deixando o meio alcalino e mudando sua colora¢do para azul
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cobalto e C. neoformans é sensivel a L-cavanina presente no meio, mantendo o meio
da mesma cor verde (Kwon-Chung; Polacheck; Bennett, 1982).

A identificacdo de leveduras em laboratdrios com grande demanda de
amostras pode ser feita por sistemas automatizados como: VITEK® MS, VITEK® 2
e BD Phoenix™. Sistemas que utilizam a espectrometria de massa com tempo de
voo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) € um dos métodos
mais modernos que identificam de forma bastante rapida bactérias e fungos
clinicamente relevantes. Em laboratérios especializados, técnicas moleculares com
PCR e sequenciamento de DNA tém sido utilizados com elevada performance (Kord
et al., 2021).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Investigar a presenca e identificar Cryptococcus spp. e outras leveduras em
excrementos de aves presentes em pracas publicas na cidade de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul.
3.2. Objetivos especificos
e Isolar Cryptococcus spp. de amostras de excrementos de aves coletadas
em pracas publicas;
e Identificar outras leveduras em excrementos de aves de pracas publicas.
4. METODOLOGIA

4.1.Delineamento da pesquisa

Pesquisa descritiva de natureza transversal, utilizando técnica experimental de

classificacdo qualitativa com amostras ambientais de pracas publicas.
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Critérios de inclusdo: pragas publicas com presenca de pombos e excrementos
secos proximo a observacgdo dessas aves. Critérios de exclusdo: pragas publicas com

auséncia de pombos ou apenas fezes umidas.

4.2.Locais de pesquisa

A coleta de dados sobre pracas publicas foi realizada a partir de informacéo
de residentes e visita presencial. O critério de selecéo das pracas foram: presenca de
pombos e quantidade de excrementos de aves.

A coleta das amostras foi realizada em trés pracas publicas de Campo
Grande, MS no periodo de junho a outubro de 2023, em horérios variados durante
clima seco e ensolarado, sendo elas: A (Praca Ary Coelho), B (Praca Primeiro de
Maio,) e C (Praca do Peixe).

4.3.Coleta de amostra

Cada amostra de excrementos foi coletada usando um frasco universal estéril
de plastico e uma pa de madeira estéril e armazenados em uma caixa de isopor até a
chegada ao Laboratorio Microbiologico da UFMS. Durante a coleta fez-se uso de EPI's
como mascara, luva e jaleco devido ao risco de contaminacgéo por particulas fangicas
suspensas no ar e por contato. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo entre 5°C a 8°C até sua utilizacdo. O procedimento foi realizado de

acordo com Corréa Jr. (2019).
4.4. Preparo do material
Todos os preparos de material estdo descritos no Apéndice A.
4.5. Processamento da amostra
De cada amostra foi utilizada 1g de excreta diluida em 50 mL de salina estéril
(0,85%), acrescida de cloranfenicol (0,4g/L), macerando a amostra em gral com ajuda

do pistilo. Em seguida, a mistura foi colocada em erlenmeyer e agitada em vortex por

trés min. e repousada por 30 min. Com auxilio de micropipeta, aspirou-se 0,1 mL do
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sobrenadante e adicionou-se a placa de &gar niger com cloranfenicol (0,05 g/L). Apoés,
semeadura com alca estéril na placa. 1 ml do sobrenadante foi guardado em microtubo
estéril na geladeira. As placas foram incubadas em estufa a 35°C e com tempos de
leitura média a cada 24h, 48h e 72h. Procedimento feito de acordo com Corréa Jr.,
(2019).

4.6. Identificacdo das leveduras

4.6.1. Testes fenotipicos classicos

Das colbnias com aspectos de leveduras (lisas, cremosas ou mucoides -
Figura 1), fez-se exame micoldgico para observacdo da micromorfologia e exame a
fresco com tinta nanquim para visualizar presenca ou ndo de capsula (halo

transparente - Figura 2).

Figura 1 - Placa de agar niger mostrando col6nias de leveduras e de fungos filamentosos

isolados de excrementos de pombos

Fonte: Autora



17

Figura 2 - Fotografia de exame a fresco com tinta nanquim (400X) com destaque para células
leveduriformes com capsulas caracteristica de Cryptococcus sp.

Fonte: Autora

As leveduras isoladas em agar ASD e agar niger foram identificadas utilizando
se 0 meio de CGB (Canavanina-Glicina-Bromotimol), agar uréia (Figura 3) e o teste
de auxanograma (Figura 4) conforme previamente descrito (Kwon-Chung; Polacheck;
Bennett, 1982; Larone, 2011). Todos os testes foram realizados em cabine de

seguranca biologica.

Figura 3 - Fotografia ilustrando o crescimento de levedura (Cryptococcus neoformans) como

controle em ASD, &gar niger, CGB e agar uréia, respectivamente

Fonte: Autora
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Figura 4 - Fotografia ilustrando o teste de Auxanograma

Fonte: Autora

Cepas padrdes de Cryptococcus neoformans VNI e C. gattii VGII da micoteca
do Laboratério de Pesquisas Microbiologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UFMS foram utilizados como controle de qualidade em todos os

testes.

4.6.2. Testes em sistemas automatizados

Durante a realizacdo do TCC foi possivel realizar visita técnica em trés
laboratérios de Campo Grande, dos quais dispdem de sistemas automatizados de
identificacdo de bactérias e leveduras: VITEK® 2 (BioMérieux), BD Phoenix™ (Becton
Dickinson) e BD™ Bruker MALDI Biotyper® CA System (Becton Dickinson) com
utilizacdo do método MALDI-TOF MS. Dez leveduras que ndo foram possivel
identificar pelos métodos classicos, foram identificadas no sistema automatizado
VITEK® 2 (BioMérieux).

5. RESULTADOS
De junho a outubro de 2023, 50 amostras de excrementos de pombos foram

coletadas em 3 pragas publicas selecionadas. A Figura 5 ilustra 0 nimero de amostras

coletadas em cada praca publica.
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Figura 5 - Fotografias ilustrativas de trés pracas publicas e 0 nUmero de amostras (excrementos de

aves) coletadas em cada uma. Campo Grande, MS de junho a outubro de 2023

32 amostras 10 amostras 8 amostras
coletadas coletadas coletadas
Coordenadas: Coordenadas: Cooord'engdas:o .
20°27'52"S 54°36'58" W 20°28'31"S 54°36'16"W 20°29'04"S 54°35'37"W

Fonte: Elaborada pela autora

Neste estudo foram isoladas 29 leveduras, sendo 7 (24%) Cryptococcus
albidus, 5 (17%) Cryptococcus laurentii e 2 (7%) Cryptococcus spp. As outras
leveduras identificadas foram: 8 (28%) Rhodotorula sp.; 5 (17%) Candida sp. e 2
(7%) Sporobolomyces spp. A Figura 6 mostra as leveduras identificadas de acordo
com localizacdo e na Figura 7 sdo mostradas as caracteristicas macroscopicas e

microscopicas das leveduras identificadas.

Figura 6 - Leveduras isoladas em excrementos de aves de trés pracas publicas de Campo Grande,
MS de junho a outubro de 2023

Candida sp. (n=5) Rhodotorula spp. (n=3) Nao foi isolado leveduras
Rhodotorula spp. (n=5) dessa praga
Cryptococcus spp. (n=2)
Sporobolomyces sp. (n=2)
Cryptococcus albidus (n=7)
Cryptococcus laurentii (n=5)

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 7. Cor e aspecto das coldnias e caracteristicas micro morfoldgicas das leveduras identificadas

N° da Cor da Aspecto da Micromorfologia o

amostra colbnia colbnia (blastoconidios) identificagao

1-5 Branca Lisa e opaca Oval Candida sp.

6-13 Laranja Cremosa Oval Rhodotorula sp.
14 - 15 Creme Mucéide Redonda Cryptococcus sp.
28 -29 Salméo Cremosa Redonda a ovais Sporobolomyces sp.
16 - 22 Creme Mucéide Redondo Cryptococcus albidus
23-27 Creme Mucéide Redondo Cryptococcus laurentii

Fonte: Dados obtidos de Larone, (2011). Quadro elaborada pela autora.

6. DISCUSSAO

Na natureza, a presenca de fungos (leveduras e fungos filamentosos),
bactérias, protozoarios e outros microrganismos é um evento comum (Alves et al.,
2016; Medina et al., 2017). Entretanto, sabe-se que esporos de fungos presentes no
ambiente podem desencadear sintomas de asma, alergias e também causar doencas
(Lam et al., 2023). Como esperado, nas 50 amostras coletadas houve crescimento de
fungos e bactérias. O crescimento de fungos filamentosos de crescimento rapido
prejudicou o isolamento de algumas leveduras, de modo que somente em 25 (50%)
amostras foi possivel isolar colonias de leveduras para realizar a identificacdo das
mesmas.

Neste estudo foram identificadas leveduras frequentemente isoladas do
ambiente como: Candida spp., Cryptococcus spp., Cryptococcus albidus,
Cryptococcus laurentii, Rhodotorula spp. e Sporobolomyces spp. (Brito et al., 2019;
Jang et al. 2011). Espécies dos complexos Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii, considerados principais agentes de criptococose nao foram isolados das trés
pracas publicas estudadas. Este resultado sugere que apesar de haver excretas de
pombos e outras aves nessas pracgas, a probabilidade de risco de infeccéo é baixa. A
praca A apresentou maior nimero de amostras coletadas devido a observacdo de
maior numero de aves/excrementos em comparacao com as pragas B e C. A praca A
localizada no centro de Campo Grande, tem maior circulacdo de pessoas e

consequentemente, maior disponibilidade de alimento para as aves. Faz-se
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importante destacar, que durante as visitas para coleta de amostras observou-se
medidas de controle de exposi¢cdo, como limpeza do chao das pracas com remocao
das excretas de aves.

A identificacdo de leveduras de importancia médica, descrita neste estudo,
em areas urbanas movimentadas, como pracas publicas, indica uma fonte de
contaminacdo do ambiente e estimula os gestores municipais a tomar medidas de
controle, minimizando assim o niumero de infeccdes.

Em Campo Grande, MS, Corréa Jr. (2019), identificou Cryptococcus
neoformans em excretas de pombos presentes em quadras desportivas de escolas
municipais. A partir deste estudo, gestores municipais criaram a Lei Complementar N°
345 de 18/01/2019 que proibe a alimentacdo de pombos urbanos e manutencao de
abrigo para ninhos (Lei Complementar N° 345, 2019).

A identificacdo de leveduras por meio de testes fenotipicos € limitada. Se
baseia na observacao das caracteristicas macroscopicas e microscopicas e algumas
provas bioquimicas. Os resultados das caracteristicas macro e microscépicas junto de
teste bioquimicos realizados (meio CGB, uréia e auxanograma) nao foram suficientes
para caracterizar algumas espécies de Cryptococcus spp. Contudo, foram suficientes
para identificar as leveduras a nivel de género.

As espécies de Cryptococcus como C. albidus e C. laurentii sdo consideradas
saprobios que adquirem seus nutrientes a partir de matéria organica em
decomposicdo. Raramente causam infec¢cdes fungicas invasivas, mas ha evidéncias
de que essas espécies sado responsaveis por 80% dos casos de criptococose causada
por  Cryptococcus ndo-neoformans e  ndo-C.gatti  (Khawcharoenporn;
Apisarnthanarak; Mundy, 2007). Estudo de Jam et al. (2011) mostrou que
Cryptococcus albidus e C. laurentii provenientes de excretas de pombos podem
apresentar importantes fatores de viruléncia como capsula e melanina.

Outros estudos, mostram casos de infeccao cutanea, fungemia e encefalite
criptocécica por C. albidus em individuos imunossuprimidos (Burnik et al. 2007; Choe
et al., 2020; Gyimesi et al., 2017; Liu et al., 2014). Cryptococcus laurentii foi
identificado como agente de fungemia nosocomial em paciente neutropénico
associado ao uso de cateteres intravasculares e neutropenia (Khawcharoenporn;
Apisarnthanarak; Mundy, 2007). Entretanto, C. albidus apresenta maior relagdo com
mortalidade quando comparado com C. laurentii (Khawcharoenporn; Apisarnthanarak;
Mundy, 2007).
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Leveduras do género Candida sp. sdo cosmopolitas e algumas espécies
podem fazer parte da microbiota de mucosas e do sistema digestivo de humanos e
animais (Hallen-Adams; Suhr, 2017). Espécies de Candida spp. ja foram isoladas em
cloaca de aves (Cafarchia et al. 2006; Eggimann; Garbino; Pittet, 2003; Thomas-
Rrddel et al., 2022). Candida albicans, por exemplo, tem carater oportunista e causa
infeccbes em  individuos  imunocompetentes e  principalmente, em
imunocomprometidos. Neste grupo de pacientes, esta associada a alta taxa de
mortalidade (Calvo et al. 2016).

Rhodotorula sp. e Sporobolomyces spp. sdo contaminantes comuns de
ambientes. Acredita-se, que 0 seu isolamento de excretas de aves pode ter sido
devido ao contato com cimento e granito cinza das pracas, local de colonizacéo ja
descrito por Silva et al. (2022). As colbnias de Sporobolomyces sp. e Rhodotorula sp.
sdo de coloracdo salmdo alaranjado devido a presenca de carotendides (Marova,
Certik; Breierova, 2011).

Rhodotorula spp. raramente esta envolvida em processos infecciosos, mas ja
foi descrita como agente de fungemia (infeccéo da corrente sanguinea), endocardites
e infec¢gbes em individuos imunocomprometidos (Almeida et al., 2008; Tuon et al.,
2008). E a levedura que mais se parece com Cryptococcus spp., dividindo
caracteristicas como morfologia, colénia mucéide e urease positiva. Diferente dos
Cryptococcus spp., ela produz pigmento de cor alaranjado (Almeida et al., 2008).

De forma similar, as infeccbes por Sporobolomyces spp. sdo raras, mas
acomete individuos com sistema imune comprometido. De acordo com Sapkota et al.
(2015) é comum encontrar Sporobolomyces spp. ho ambiente em cima das folhas de
plantas e conforme relatado anteriormente, em cima de granitos. Esses locais podem
ser fonte de contaminacdo para esses individuos, assim como excretas de pombos
no ambiente (Gugnani et al., 2020).

Estudos de vigilancia em decorréncia de leveduras com potencial patogénico
em pracas e outras areas com grande circulacdo de pessoas tém sido descritos em
todos os continentes, incluindo Europa (De Garcia et al., 2012), Asia (Jang et al.,
2011), Africa (Litvintseva, 2005), Oceania (Malik et al., 2003) e América (Abegg et al.,
2006; Rosario et al., 2010). Apesar da relevancia, existem poucos estudos no Brasil
gue descrevem o isolamento de Cryptococcus spp. em pragas publicas (Anzai et al.,
2014; Faria et al., 2010; Reolon; Perez; Mezzari, 2004). Este é o primeiro estudo que

avalia a microbiota fungica presente em amostras fecais de aves coletadas de pragas
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em &reas publicas de Mato Grosso do Sul. Neste sentido, o estudo aqui realizado
contribui para ampliar a escassa literatura sobre o tema a nivel regional, nacional e

internacional.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que pombos e outras aves abrigam uma
variedade de leveduras de interesse médico, como Cryptococcus spp., € Sao um
reservatério de fungos patogénicos humanos, principalmente para individuos
imunocomprometidos. A compreensdo da epidemiologia ambiental desses
patogenos € importante para a saude publica, sendo necessario implementar acdes
de vigilancia e controle da criptococose e outras infeccdes fungicas. Novas pesquisas
devem ser incentivadas, para caracterizar leveduras patogénicas e determinar o foco

de contaminacdo em ambientes publicos.
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APENDICE A - PREPARO DE MATERIAL

Agar Niger

De acordo com Larone (2011), € necessario ferver 50 g de semente Guizotia
abyssinica em béquer com 500 mL de agua destilada, bater no liquidificador e ferver
novamente. Filtrar com auxilio de gaze em uma proveta e completar o volume até 500
mL. Dissolver em micro-ondas 15 g de agar bacteriolégico em 500 mL de &agua
destilada e adicionar os outros componentes a essa mistura: 10 g de glicose, 1 g de
fosfato de potassio monobasico, 1 g de creatina e 0,2 g de clorafenicol. Autoclavar a

120°C por 15 min. o meio e adicionar em placas previamente esterilizadas.

Agar Sabouraud Dextrose (ASD)

O ASD foi preparado de acordo com recomendacdes do fabricante (HiMedia
Laboratories). Pesar 65 g de agar base para um litro de agua destilada, aquecer em
microondas até a dissolucao total do meio. Autoclavar em frasco Schott a 120°C por

15 min. o meio e adicionar em placas de Petri previamente esterilizadas.

Agar CGB (Canavanine Glycine Bromothymol Blue Agar)

Conforme Larone (2011) para solucdo A (L-canavanina) € necessario 10 g de
glicina, 1 g de KH2PO4, 1 g de MgS04, 1 mg de tiamina HCI, 30 mg de sulfato L-
canavanina para 100 mL de &agua destilada. Ajustar o pH da solucdo para 5,6
utilizando um pHmetro e corrigir se necessario com NaOH 1M ou HCI fumegante.
Dentro da cabine biolégica esterilizar por filtragdo usando membrana de 0,22 ym com
auxilio da bomba de vacuo e fazer aliquotas de 25 mL em tubos de ensaio estéreis.

Para solucdo B (azul de bromotimol) de 100 mL é necessério 0,4 g de azul
bromotimol, 64 mL de NaOH a 0,01 N e 36 mL de &gua destilada. Ajustar o pH da
solucéo para 5,8 utilizando um pHmetro e corrigir se necessario. Ambas as solucdes
sdo armazenadas em geladeira se ndo usadas no mesmo dia.

O meio CGB para 250 mL é feito com 5 g de agar-agar, 5 ml da solugéo B em

220 mL de agua destilada, autoclavar a 120°C por 15 min. e depois de resfriado
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adicionar 25 mL da solucdo A. Distribuir 2,5 mL em tubos de ensaio estéreis para

posterior uso.

Agar uréia 40%

O &gar uréia foi preparado de acordo com recomendac¢des do fabricante
(Sigma-Aldrich). Para 100 mL de solug&o misturar um frasco contendo 2g de uréia e
5 mL de agua destilada em 95 mL de solucado agar base uréia. O agar base utilizado
foi do fabricante HiMedia Laboratories: suspender 24,01g em 950 mL de &gua
destilada e autoclavar a 120°C por 15 min. A uréia é colocada ap0s a autoclavagem

por ser termolabil, sendo necessario misturar e colocar em tubos de ensaio estéreis.

Meio YNB (Yeast Nitrogen Base)

Conforme Larone (2011) foi pesado 0,67 g de base nitrogenada e 20 g de agar

para um litro de agua destilada. Misturar a solucéo e autoclavar a 120°C por 15 min.



	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	2.1. Características do gênero Cryptococcus
	3. OBJETIVOS

