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RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica causada pelos fungos do género Cryptococcus,
especialmente Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, transmitida pela inalagao de
esporos presentes no ambiente, especialmente em fezes secas de pombos urbanos. A doenga
afeta tanto imunocomprometidos quanto imunocompetentes, podendo causar
manifestacées pulmonares e neuroldgicas, sendo a neurocriptococose frequentemente fatal.
A falta de notificagdo compulséria e o aumento da populagdo de pombos dificultam o controle
epidemioldgico, tornando a criptococose um grave problema de saude publica. Este estudo
teve como objetivo analisar a presen¢a de Cryptococcus spp. em excretas de pombos no
Distrito Federal para compreender o perfil epidemiolégico e contribuir para a redugao de
casos. Foram coletadas 21 amostras de 12 locais de grande fluxo populacional, as quais foram
encaminhadas para o Laboratdrio de Microbiologia do UniCEUB, onde foram processadas e
semeadas em agar Sabouraud Dextrose acrescido com cloranfenicol e incubadas em estufa a
temperatura de 35°C, por um periodo de 7 dias. Apds isso, realizou-se o micoldgico direto
com tinta da China para verificar a presenca da cdpsula polissacaridica. Nenhuma amostra
testou positivo para Cryptococcus spp., mas outros fungos foram isolados, sem identificacao
especifica. Conclui-se que, os pombos sdo potenciais transmissores de infec¢des fungicas, e
gue medidas preventivas sdo essenciais para reduzir riscos de contaminacdo, além de serem
necessarios mais estudos para esclarecer a epidemiologia do fungo no Distrito Federal.
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INCIDENCE OF Cryptococcus spp. IN PIGEON FECES IN DISTRITO FEDERAL
ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused by fungi of the genus Cryptococcus, particularly
Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii, transmitted through the inhalation of
spores present in the environment, especially in the dry feces of urban pigeons. The disease
affects both immunocompromised and immunocompetent individuals, potentially causing
pulmonary and neurological manifestations, with neurocryptococcosis often being fatal. The
lack of mandatory notification and the increase in the pigeon population hinder
epidemiological control, making cryptococcosis a serious public health problem. This study
aimed to analyze the presence of Cryptococcus spp. in pigeon excreta in the Distrito Federal
to understand the epidemiological profile and contribute to reducing cases. Twenty-one
samples were collected from 12 locations with high population flow and sent to the
Microbiology Laboratory of UniCEUB, where they were processed and cultured on Sabouraud
Dextrose agar supplemented with chloramphenicol and incubated at 35°C for 7 days.
Subsequently, direct mycological examination with India ink was performed to detect the
presence of a polysaccharide capsule. None of the samples tested positive for Cryptococcus
spp., but other fungi were isolated without specific identification. It is concluded that pigeons
are potential transmitters of fungal infections and that preventive measures are essential to
reduce contamination risks. Further studies are needed to clarify the epidemiology of this
fungus in the Distrito Federal.

Keywords: cryptococcosis; Cryptococcus spp.; pigeons; feces.
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1 INTRODUCAO

A criptococose tem se destacado como uma micose clinica significativa desde o século
XX, podendo infectar tanto individuos saudaveis quanto imunocomprometidos. Sua
transmissao esta intimamente ligada aos pombos urbanos, os quais, ao entrar em contato
com seres humanos, podem desencadear um ciclo zoonético alarmante, transformando-se
em um problema de saude publica. Os pombos estdo cada vez mais adaptados as areas
urbanas devido ao facil acesso a alimentos e abrigo, além da ineficacia das estratégias de
controle populacional. Infelizmente, o aumento da populagdo de Columba livia (pombos
urbanos) promove o aumento da transmissdao de Cryptococcus neoformans. Este fato ja é
observado pela maior quantidade de casos de criptococose. No entanto, a analise
epidemioldgica se torna dificil, pois a obtencao de dados ocorre exclusivamente através de
estudos académicos, tendo em vista a falta de notificagdo compulsdéria da doenca (RIBEIRO,
2019; ROGERIO et al., 2017).

A criptococose é uma infecgao fungica causada pelo género Cryptococcus, e apesar de
existirem outras 68 espécies, os principais agentes sao o Cryptococcus neoformans e o
Cryptococcus gattii (CARDOSO, 2012). Esses fungos sdo leveduriformes, que se reproduzem
por brotamento, além de possuirem fatores de viruléncia que facilitam sua interacdo e
adaptacdo durante a infec¢do, como a presenca da capsula polissacaridica, a habilidade de
crescimento a 37°C, a producdo de melanina e a secrecdo de urease (ALVES, 2022; VEIGA et
al., 2020; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017 e OSUNA et al., 2008). A distribuicdo dos fungos do
género Cryptococcus é mundial, mas estdo presentes principalmente em areas contaminadas
com excretas de aves, sobretudo, pombos e a sua disseminacdo ocorre em especial através
da inalacdo dos esporos contidos nas fezes secas contaminadas. Quando inalados, esses
microrganismos se multiplicam dentro do individuo, causando diferentes expressdes clinicas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Os quadros clinicos da criptococose podem variar de acordo com a apresentacdo da
doenca, que pode se manifestar através de trés formas principais: a pulmonar regressiva,
gue ndo é prontamente identificada e é diagnosticada eventualmente por meio da analise
histopatoldgica de nddulos pulmonares residuais, a pulmonar progressiva, que se manifesta
lentamente, assemelhando-se a uma pneumonia de longa duracdo e a disseminada, na qual
varios 6rgdos podem ser acometidos, inclusive as meninges (CAPONE et al., 2010). O
Cryptococcus neoformans é conhecido por possuir tropismo pelo sistema nervoso central
(SNC), causando quadros de meningite, que na maioria das vezes leva os pacientes a dbito. O
quadro disseminado costuma ser mais comum em individuos imunossuprimidos,
principalmente aqueles acometidos pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
causada pelo virus HIV, caracterizando a criptococose como uma importante infeccao
oportunista neste grupo (BARBOSA et al., 2006).

Ja os imunocompetentes representam 5% dos casos de criptococose, onde é possivel
observar uma prevaléncia de infeccGes causadas pelo Cryptococcus gattii. E, apesar de ser
mais rara, algumas literaturas ja abordam que a forma disseminada da doenga nos
imunocompetentes tende a ser mais grave que nos imunocomprometidos, isso porque em
individuos higidos, a resposta inflamatéria é exacerbada, sendo conhecida como sindrome
inflamatdria pds-infecciosa. Nesses pacientes, o sistema imunolégico reage vigorosamente
contra o Cryptococcus spp., causando uma inflamacdo excessiva, principalmente no SNC,
resultando em complicacdes mais graves como hipertensdo intracraniana, sequelas
neuroldgicas e até vasculite. Os quadros de criptococose em imunocompetentes podem ser
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tdo graves que mesmo com o tratamento adequado, o progndstico ndo é dos melhores e a
taxa de mortalidade pode chegar a 70% (MECE et al., 2023; ZAGO et al., 2023 e SASAKI et al.,
2022).

As manifestacdes da criptococose ocorrem principalmente no pulmao e no sistema
nervoso central, sendo que a neurocriptococose pode ocorrer de forma isolada ou associada
ao acometimento pulmonar. Quando no SNC, a forma clinica mais comum é a
meningoencefalite, que estd presente em mais de 80% dos casos e que apresenta sintomas
inespecificos como alteracbes de consciéncia, déficit de meméria, alteracdes na linguagem e
na cognigao. Devido a gravidade do quadro clinico, o diagndstico deve ser feito rapidamente
por meio do micolégico direto do fungo no sedimento da centrifugacdo do liquor, do seu
cultivo em meios de cultura apropriados e a pesquisa imunolégica do antigeno capsular
(BACKES et al., 2016).

Apds o diagndstico, o paciente é submetido ao tratamento com uma dose de ataque
(dose de determinado farmaco que deve ser administrada no inicio do tratamento, com o
objetivo de atingir rapidamente a concentracdo-alvo) através do uso de anfotericina B e
fluconazol ou itraconazol, visto que o farmaco 5-fluocitosina ndo possui comercializacdo
permitida no Brasil. Apds a fase da terapia de ataque, o tratamento continua com o uso do
fluconazol por cerca de dois meses e, em seguida, inicia-se a terapia de manutenc¢do por meio
da utilizacdo do fluconazol em doses menores. Em casos de infec¢do pulmonar, é possivel
substituir o fluconazol por itraconazol, mas essa segunda medicacao nao é recomendada para
infeccdes do SNC, devido a sua incapacidade de atravessar a barreira hematoencefidlica
(GULLO, 2016).

A criptococose é a quarta causa mais frequente de infec¢Ges oportunistas no Brasil e
dentre as infec¢des fungicas é a principal responsdvel pela morbidade e mortalidade de
individuos com AIDS, com uma taxa extremamente alta, variando entre 26% e 63% (CARRIJO
et al., 2021; ROGERIO et al., 2017). Através de estudos realizados no Brasil e no mundo, foi
possivel comprovar a presenca de Cryptococcus spp. nas excretas de pombos em diferentes
guantidades e locais, como Lisboa — Portugal (24%), Sari — Ira (5,2%), Ahwaz — Ira (34%), Porto
Velho — RO (100%), Pelotas — RS (27,9%), Catanduva — SP (6%), Rio Grande - RS (32,5%), Lages
— SC (7,69%), Porto Alegre — RS (5,95%), Redencdo — AM (16%) e Palmas — TO (20%).
Considerando a diferenca de resultados encontrados, torna-se importante realizar esse
estudo a fim de conhecer a real presenca do fungo no Distrito Federal (DE SOUZA; DE SOUSA,
2021; JUNIOR; CUCIK; SANSONI, 2021; RIBEIRO et al., 2019; SAMPAIO; GELLEN; ALEXANDRE,
2019; RIBEIRO et al., 2017; LIMA; KLAFKE; XAVIER, 2016; MENEZES et al., 2014; MEZZARI et
al., 2014; HEDAYATI et al., 2011; FARIA et al., 2010; ZARRIN et al., 2010; BERNARDO; MARTINS;
MARTINS, 2001).

O objetivo geral deste trabalho foi verificar por meio de um trabalho experimental, a
presenca de Cryptococcus spp. em fezes de pombos coletadas de diferentes locais do Distrito
Federal, além de identificar quais locais apresentam um reservatdrio do fungo, contribuindo
dessa forma para a epidemiologia da criptococose no pais.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa se baseou em um estudo analitico transversal referente ao periodo de
Agosto a Novembro de 2024 e os dados foram obtidos por meio de analises microscdépicas e
culturas laboratoriais de 21 amostras coletadas em 12 diferentes locais do Distrito Federal. O
projeto tinha como objetivo conferir a presenca de Cryptococcus spp. em fezes de pombos e
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identificar os locais que representam um reservatério do fungo. Vale ressaltar que apenas as
excretas das aves foram coletadas, ndo havendo envolvimento dos animais e, portanto, ndo
houve necessidade do projeto ser aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

O plano de trabalho consistiu em pesquisa tedrica, como a investigacdo sobre possiveis
reservatoérios do fungo e sua forma de transmissao, além de metodologias praticas iniciadas a
partir da coleta das amostras de fezes e os métodos laboratoriais, como o preparo do meio de
cultura, preparo das amostras, observacao microscdpica, semeio em meio de cultura, andlise
e interpretacdo dos resultados e discussao sobre os achados da pesquisa.

2.1 Sele¢do dos Pontos de Coleta

A selecdo dos locais foi estratégica e levou em considerac¢do pontos que possuem uma
grande circulagdao de pessoas, abrangendo diferentes regides do Distrito Federal, com o
objetivo de capturar uma amostragem mais representativa e diversificada. Alguns dos locais
selecionados para a coleta ja haviam sido analisados em anos anteriores, por outras pesquisas
realizadas na regidao (PERAZZONI; GUIMARAES, 2023 e MARSILIO; DE SOUSA, 2019), mas a
maioria dos locais representava uma localidade que ainda nao havia sido investigada.

O Distrito Federal (DF) é a Unica unidade federativa do Brasil, sendo a menor em
termos de area, mas uma das mais importantes politicamente, pois abriga a capital do pais,
Brasilia. Diferente dos estados do pais, o Distrito Federal ndo é dividido em cidades e bairros,
portanto ndo ha prefeituras. O DF é dividido em regides administrativas, popularmente
conhecidas como cidades-satélites, que sdo oficialmente consideradas como dependentes do
Governo do Distrito Federal. Essas regidoes se desenvolveram ao redor de Brasilia com o intuito
de abrigar os trabalhadores que construiram a nova capital do Brasil mas, ao longo do tempo,
se expandiram e passaram a possuir identidades préprias (GDF, 2015a).

A populagdo do Distrito Federal é bem diversificada e estd em constante crescimento.
De acordo com o Censo do IBGE de 2022, o Distrito Federal abrigava aproximadamente 2,8
milhdes de habitantes, com uma projecdo de atingir cerca de 3,2 milhdes até 2024.
Atualmente, o Distrito Federal é composto por 35 regides administrativas. Segundo as
projecdes populacionais do CODEPLAN de 2022, as regides mais populosas sao Ceilandia,
Samambaia e Plano Piloto. E importante ressaltar que, na época das projecdes, o Distrito
Federal possuia apenas 33 regides administrativas.

Embora n3o seja a regidao mais populosa, o Plano Piloto é a regidao central de Brasilia e
foi projetada em formato de avido com o intuito de organizar a cidade de maneira funcional
e estética, com setores para diferentes fungdes, como comercial, residencial e administrativa
(GDF, 2015b). Dado que o Plano Piloto é a area mais importante do Distrito Federal, pelo fato
de concentrar 6rgdos governamentais, atividades administrativas, econémicas e culturais, a
maior parte dos pontos de coleta foi situada nesta regido. Apenas quatro pontos de coleta se
localizaram fora dessa zona, situando-se nas regides administrativas Guara e Arniqueira.

Foram realizadas duas selec¢Oes distintas dos pontos de coletas. A maioria dos locais
foi mantida entre a primeira e segunda coleta, ja os que ndo se observou grande importancia
no que diz respeito a quantidade de amostra foram eliminados na fase de recoleta e,
aproveitou-se a segunda fase para adicionar novos locais que ndo haviam sido incorporados
na selecdo anterior. Os locais da primeira coleta estdo ilustrados na Figura 1, enquanto que os
pontos da segunda fase estdo identificados na Figura 2.
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Figura 1 — Mapa do Distrito Federal com a identificagao dos locais selecionados para
primeira coleta das amostras de fezes.
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Fonte: Google Maps Adaptado por: BRAGA, 2024.

FIG 1: (1) Estagdo de Metrd Shopping. (2) Rodoviaria Interestadual de Brasilia. (3) Estagdo de Metro
Arniqueiras. (4) Parque Ana Lidia. (5) Hospital de Base. (6) HRAN — Hospital Regional da Asa Norte. (7) Torre de
TV de Brasilia. (8) Rodovidria do Plano Piloto. (9) Catedral Metropolitana de Brasilia. (10) Praga dos Trés
Poderes.

Figura 2 — Mapa do Distrito Federal com a identificacdo dos locais selecionados para segunda
coleta das amostras de fezes.
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Fonte: Google Maps. Adaptado por: BRAGA, 2024.

FIG 1: (1) Estagdo de Metrd Shopping. (2) Feira do Guara. (3) Estagdo de Metrd Arniqueiras. (4) Torre de TV de
Brasilia. (5) Rodoviaria do Plano Piloto. (6) Catedral Metropolitana de Brasilia. (7) Praga dos Trés Poderes. (8)
HRAN — Hospital Regional da Asa Norte. (9) Parque da Cidade - em frente ao Nicolandia. (10) Parque Ana Lidia.
(11) Hospital de Base.
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Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 — Pontos de coletas mais representativos em questdo da presenca de

pombos e quantidade de fezes encontradas.

Fonte: BRAGA, 2024.
Fig. 3 - Elevada presenc¢a de pombos
na Praca dos Trés Poderes.

Fonte: BRAGA, 2024.
Fig. 5 - Elevada presenca de pombos
em frente a Catedral Metropolitana.

Fonte: BRAGA, 2024.
Fig. 7 - Concentragdo de pombos
em frente a estagdo Arniqueiras.

Fonte: BRAGA, 2024.
Fig. 4 - Grande quantidade de fezes
de pombo no Pombal.

Fonte: BRAGA, 2024.
Fig. 6 - Existéncia de grande quantidade
de fezes na mesa do parque Ana Lidia.

Fonte: BRAGA, 2024.

Fig. 8 - Presenca de fezes proximo a
entrada do pronto socorro — HRAN.
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2.2 Coleta, Transporte e Acondicionamento das Amostras

As amostras foram coletadas com o auxilio de uma espatula plastica esterilizada, sendo
a primeira fase de coleta dos dias 17 a 19 de Setembro de 2024 durante os periodos da manha
e da tarde, enquanto a segunda fase ocorreu dos dias 15 a 18 de Outubro, também nos
periodos da manha e da tarde. As excretas secas dos pombos foram armazenadas em
coletores plasticos secos, estéreis e bem vedados, evitando possiveis contaminacdes. Em
todos os frascos coletores identificou-se a data, o horario e o local da coleta, sendo que as
amostras foram atribuidas a um namero (pela ordem em que foram coletadas). Esse mesmo
numero foi utilizado posteriormente para identificar as amostras nos testes laboratoriais (DE
SOUZA; DE SOUSA, 2021). Ao todo foram coletadas 21 amostras de 12 diferentes locais
espalhados pelo Distrito Federal. Durante as coletas das excretas, se fez obrigatdrio o uso de
EPI's (Equipamentos de Protecao Individual) como madscaras e luvas, visando principalmente
a protecdo da pesquisadora. Os EPI’s utilizados foram descartadas de forma apropriada apds
sua utilizacao (BARUERI, 2021).

Apds a coleta, as amostras foram transportadas em condi¢cdes de biosseguranca
através do uso de recipientes plasticos bem vedados, de forma que ndo houvessem
vazamentos durante o transporte, garantindo maior seguranga. Apds devidamente
acondicionadas, as excretas foram transportadas ao laboratério de microbiologia do CEUB em
um recipiente isotérmico a prova de agua (caixa de isopor integra) em temperatura ambiente,
em até 24 horas (CARDOSO; TESSARI, 2015).

Assim que as amostras chegaram ao laboratdério de microbiologia, foram retiradas do
recipiente isotérmico, permanecendo acondicionadas nos coletores plasticos em temperatura
ambiente, devidamente identificadas, enquanto aguardavam o processamento, que foi
realizado num periodo menor que uma semana (MARSILIO; DE SOUSA, 2019).

2.3 Preparo do agar Sabouraud Dextrose Acrescido de Cloranfenicol

Antes do inicio do preparo do dgar Sabouraud Dextrose suplementado com
Cloranfenicol, foi necessario adquirir os materiais essenciais, incluindo placas de Petri
descartdveis e o meio de cultura em pd, que j& é constituido de cloranfenicol em sua
composicao.

O agar Sabouraud foi preparado de acordo com as instrucées do fabricante, que
especificam a suspensao de 65 gramas do meio em 1 litro de agua destilada. Para preparar 40
placas foi necessario produzir 1300ml da solugcdo, exigindo um ajuste proporcional na
guantidade de meio, utilizando-se, assim, 84,5 gramas do agar. Devido a falta de vidrarias com
capacidade suficiente para o volume total, o preparo do meio foi separado em duas
producdes. A primeira consistiu na diluicdo de 58,5 gramas do agar Sabouraud em pé em
900ml de agua destilada, enquanto na segunda foram dissolvidos 26 gramas do meio em
400ml de dgua destilada.

Para preparar o dgar Sabouraud, utilizaram-se duas provetas, devido a sua precisdo na
medic¢do de liquidos. O volume de 900ml foi transferido para um Erlenmeyer de 1000ml, e o
volume de 400ml foi transferido para um Erlenmeyer de 500ml. Em seguida, o meio em pé foi
pesado com o auxilio de uma balanca analitica nas quantidades previamente determinadas e
incorporado a agua destilada presente nos Erlenmeyers. As solucdes foram homogeneizadas
manualmente até a completa dissolucdo e em sequéncia as vidrarias foram vedadas com
tampoes de algodao e gaze. As solugdes preparadas foram submetidas a autoclavagem a
120°C por 45 minutos, com um ciclo de 15 minutos em poténcia maxima, seguido por 15
minutos em poténcia média e 15 minutos em poténcia minima. Apds a esterilizacdo, o meio
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foi vertido em placas de Petri descartaveis e estéreis, sob condicdes assépticas em uma
camara de fluxo laminar, sendo entdo armazenado a uma temperatura entre 8°C e 15°C. A
composicdo dos 65 gramas do meio de cultura preparado é a seguinte:

e 40 g de Dextrose;

e 10 gde Peptona (de Carne e Caseina);

e 0,05 g de Cloranfenicol;

e 15 g de Agar Bacteriolégico.

2.4 Preparo das Amostras

As excretas secas coletadas foram maceradas com auxilio de almofariz e pistilo e
aproximadamente 1g da amostra foi transferido para um tubo Falcon estéril e homogeneizado
com 10mL de solugado salina a 0,9%. Posteriormente, o tubo foi agitado em uma centrifuga por
3 minutos a 3000rpm e ficou em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente para
decantacgado (LIMA; KLAFKE; XAVIER, 2016). Foram descartados cerca de 9mL do sobrenadante
e, com o 1mL restante, o sedimento foi ressuspendido (JUNIOR et al., 2015). Na primeira fase
da coleta (amostras de 1 a 10), adotou-se a propor¢ao de 0,5g para 5mL devido a quantidade
insuficiente de excreta da amostra nimero 2, enquanto a segunda fase ja foi realizada com a
proporgao inicialmente prevista.

A metodologia realizada por Lima, Klafke e Xavier (2016) prevé a utilizacdo de 5mg de
cloranfenicol diluido na solugdo salina, porém nao foi possivel adquirir esse material. Dessa
forma, a pesquisa foi realizada seguindo o restante do protocolo, sendo esse um possivel viés
para a pesquisa.

2.5 Semeio em agar Sabouraud Dextrose Acrescido de Cloranfenicol

Uma aliquota do sedimento ressuspendido foi semeada na placa com agar Sabouraud
Dextrose suplementado com cloranfenicol com o auxilio de uma al¢a descartavel de 0,001
(1/1.000) mL. A técnica utilizada foi o semeio semi-quantitativo e as placas foram incubadas a
uma temperatura entre 302 e 372C e observadas para acompanhamento do crescimento
fungico, por 7 dias (DE SOUZA; DE SOUSA, 2021). As placas foram identificadas com os
numeros dados as amostras na hora da coleta (1 a 21), além da data e horario do semeio.

2.6 Micoldgico Direto das Colonias

As placas que apresentaram crescimento fungico, ainda que sem caracteristicas
sugestivas de Cryptococcus spp., foram submetidas a exame microscépico utilizando tinta da
China (tinta nanquim). O procedimento consistiu na adigdo de uma gota de solugao salina
0,9% em uma lamina estéril, seguida da suspensdao de uma amostra da col6nia crescida em
agar Sabouraud, utilizando uma al¢a descartavel de 0,001 mL (1/1.000). Em seguida, foi
adicionada uma gota de tinta nanquim a suspensdo bacteriana, que foi homogeneizada e
coberta por uma laminula, formando uma preparacao a fresco. A lamina foi entdo observada
sob o microscépio éptico, com objetivas de 10x a 40x (ANVISA, 2013).

Durante a fase de recoleta, realizaram-se algumas alteracdes. O exame direto foi
realizado tanto a partir das col6nias crescidas no agar Sabouraud, mas também foi utilizado
como um teste de triagem, realizado com o sedimento ressuspendido do tubo Falcon. O
procedimento baseou-se na adicdo de uma gota do sedimento com o auxilio de uma pipeta
Pasteur em uma lamina estéril, seguida da adicdo de uma gota de tinta nanquim a amostra,
gue foi homogeneizada e coberta por uma laminula, também formando uma preparacdo a
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fresco. A lamina foi observada sob o microscépio 6ptico, com objetivas de 10x a 40x e a
presenca de leveduras com formas regulares, arredondadas, encapsuladas, uni ou
multibrotantes e sem hifas ou pseudo-hifas sugere a presenca do fungo em pesquisa
(REOLON; PEREZ; MEZZARI, 2004).

2.7 Teste Bioquimico de Urease

As culturas sugestivas de Cryptococcus spp. em agar Sabouraud foram submetidas ao
teste de urease, utilizado para confirmar a presenga de Cryptococcus spp. nas amostras
analisadas. De acordo com Reolon, Perez e Mezzari (2004), fungos desse género secretam a
enzima urease em condi¢des normais de crescimento, que hidrolisa a ureia, resultando em
amonia e carbamato, que tornam o pH alcalino e alteram a coloragdo do meio para rosa.

Figura 9 — Resumo da metodologia pratica seguindo a ordem cronoldgica dos passos.

a3

A B C D E F

Fonte: BRAGA, 2024.

FIG 9: (A) Producgdo do agar Sabouraud. (B) Coleta das fezes de pombo. (C) Preparo das amostras —
maceragdo, dilui¢do, centrifugagdo e repouso. (D) Semeio semi-quantitativo em 4gar Sabouraud. (E)
Micolégico direto com tinta da China. (F) Teste de urease.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producio do Agar Sabouraud

O meio de cultura em po para a confecgdo do agar Sabouraud foi comprado e recebido
em Agosto de 2024 e a sua producado foi realizada uma Unica vez no dia 26 de Agosto de 2024.
Foram produzidas 40 placas, com resultados satisfatérios do ponto de vista macroscdpico,
sendo que apenas 3 placas foram descartadas devido a contamina¢ao do meio. O agar foi
mantido na geladeira por todo o tempo da pesquisa, sendo retirado da temperatura ideal
apenas no momento do semeio.

3.2 Crescimento em Agar Sabouraud

O preparo e semeio das primeiras 10 amostras de fezes de pombos foram realizados
em dois dias distintos, sendo o primeiro no dia 17 de Setembro e o segundo no dia 19 de
Setembro, ambos com inicio no periodo da tarde e término no periodo da noite. Em cada dia,
foi analisada metade das amostras, ou seja, cinco amostras por dia, totalizando o semeio de
todos os pontos de coleta ao final do segundo dia.

Das 10 amostras analisadas, apenas 3 apresentaram crescimento positivo em agar
Sabouraud, sendo elas as amostras 1 (Estacdo Metr6 Shopping), 3 (Estacdo Metrd Arniqueiras)
e 10 (Praca dos Trés Poderes). No entanto, as colonias que se desenvolveram nessas trés
placas ndo apresentaram caracteristicas morfolégicas compativeis com o género
Cryptococcus, que costumam apresentar aspecto liso, brilhante e Umido com coloragao creme
a amarronzada no agar Sabouraud.

O preparo e semeio das amostras de 11 a 21 também foram realizados em dois dias
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distintos, sendo o primeiro no dia 17 de Outubro e o segundo no dia 18 de Outubro, ambos
com inicio e término no periodo da tarde. No primeiro dia foram analisadas as amostras de 11
a 17, enquanto no segundo dia foram analisadas as amostras de 18 a 21, finalizando o semeio
de todas as amostras ao final do segundo dia.

Todas as 11 amostras apresentaram crescimento positivo em agar Sabouraud. No
entanto, as col6nias que se desenvolveram nas placas também ndo apresentaram
caracteristicas morfoldgicas compativeis com o género Cryptococcus. Além disso, algumas
placas obtiveram crescimento de mais de um tipo de col6nia.

Os resultados que chamaram mais atencdo neste estudo foram das amostras 14 (Fonte
da Torre de TV), 15 (Rodoviaria do Plano Piloto) e 20 (Parque Ana Lidia), pois apresentaram o
crescimento de 4 géneros fungicos diferentes. Esse fato chama bastante aten¢ao, quando
consideramos que a Torre de TV é um dos pontos turisticos mais famosos em Brasilia, atraindo
diversos turistas e locais, que a rodovidria é movimentada diariamente por milhares de
pessoas e que o parque Ana Lidia é um local destinado principalmente para criangas, que
possuem um sistema imunolégico menos desenvolvido.

Nesta pesquisa, foram analisadas um total de 21 amostras, das quais 14 (66,67%)
foram positivas para a presenga de fungos, mesmo que ndao sugestivas para o género
Cryptococcus, que era o foco do trabalho. Esse fato, entretanto, nao indica a auséncia de uma
problematica relacionada com a transmissao de doengas associadas aos pombos, visto que
foram isolados outros fungos tanto filamentosos quanto leveduriformes nas amostras, apesar
de ndo terem sido identificados neste estudo. Este problema é inclusive bastante complexo,
considerando que a presenga de pombos foi constatada em 91,67% (11/12) dos locais e a sua
excreta em 100%, mesmo que em pequenas quantidades, como foi o caso da Rodovidria
Interestadual.

Graficos 1 e 2 — Resultados do crescimento fungico em placas de &gar Sabouraud e
constatacdo da presenca de pombos e suas fezes nos pontos de coleta.

Presenca [ Auséncia
Positive [JJ] Negativo

14

12
12

14 11

12 10

10

1

Crescimento em agar Sabouraud Pombos Fezes de pombos
Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Grafico 1 - Porcentagem das amostras positivas  Grafico 2 - Porcentagem da presenga de pombos e
e negativas de acordo com o crescimento em suas fezes nos locais de coleta.

agar Sabouraud.
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As figuras com os resultados do crescimento morfolégico das coldnias de cada amostra
podem ser visualizadas no Anexo A.

3.3 Micoldgico Direto das Col6nias

O teste da Tinta da China foi realizado em todas as placas que apresentaram cultura
positiva, independentemente de serem sugestivas ou ndao para col6nias do género
Cryptococcus. No entanto, nenhuma amostra analisada exibiu a micromorfologia esperada,
que seria a visualizagao da capsula envolvendo a levedura, contrastando com o fundo preto
da tinta. O teste foi realizado mesmo na auséncia de col6nias sugestivas, pois algumas culturas
laboratoriais podem apresentar crescimentos incomuns ou ndo suficientemente claros para
Cryptococcus spp., e, nesses casos, 0 exame permite a confirmagcao de forma mais precisa.
Além disso, o exame microscépico permite a visualizacdo das estruturas dos outros fungos
crescidos nas placas.

Na segunda fase da pesquisa, além de ser realizado nas colbnias isoladas do agar
Sabouraud, o teste da tinta da China também foi realizado através do sedimento
ressuspendido em tubo Falcon, precedendo o isolamento da amostra. Todas as amostras (11
a 21) apresentaram resultado negativo, devido a auséncia da capsula polissacaridica em
contraste com o fundo negro. Entretanto, a partir desse exame foi possivel constatar a
presenca de leveduras ndo encapsuladas, hifas e esporos, comprovando o isolamento de
outros géneros fungicos leveduriformes e filamentosos.

As figuras com os resultados da micromorfologia de cada amostra podem ser
visualizadas no Anexo B, enquanto que um resumo dos resultados das culturas e do micoldgico
direto encontram-se apresentados no Anexo C.

3.4 Teste Bioquimico de Urease
O teste de urease é uma ferramenta importante para a confirmacdao do género
Cryptococcus, sendo eficaz principalmente em casos de culturas sugestivas no agar Sabouraud
e presenca da capsula no exame micoldgico direto com tinta da China. No entanto, como as
coldnias crescidas ndo apresentaram as caracteristicas esperadas e o teste com tinta nanquim
foi negativo em todas as amostras, a realiza¢do desse teste nao se fez necessaria.

3.5 Discussao

O presente estudo buscou avaliar a presenca de fungos do género Cryptococcus em
excretas de pombos (Columba livia) provenientes de 12 diferentes locais do Distrito Federal.
O isolamento de Cryptococcus spp. ndao ocorreu em nenhuma das amostras, valores
semelhantes foram encontrados por Deo, Gualque e Luzente (2024), que também nao
conseguiram comprovar a presenca do fungo nas amostras. Por outro lado, os estudos de
Perazzoni e Guimardes (2023) e Marsilio e de Sousa (2019), que ocorreram na mesma
localidade desta pesquisa, comprovaram a presenca do fungo em 100% e 35% das amostras
coletadas, respectivamente. Esta diferenca pode ser justificada pelo fato de que as amostras
deste estudo foram preparadas apenas com solucdo salina, sem a adi¢cdo do cloranfenicol, um
antimicrobiano de amplo espectro, que tem como funcgdo inibir a proliferacdo de bactérias
(ANVISA, 2013).

Existem diversos fatores que podem afetar o isolamento de leveduras, como o
crescimento exacerbado de fungos filamentosos, temperaturas elevadas e umidade. Esse
ultimo fator influencia na decomposicdo bacteriana, que promove a alcalinizacdo do pH da
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amostra e a competicdo por nutrientes, inibindo assim a proliferacdo da levedura (DOS
SANTOS et al., 2009). Pode-se considerar nesse caso, que na época da segunda coleta, esse foi
um possivel contribuinte para os resultados negativos, considerando que houve um acumulo
de 80 a 150mm de chuva nesse periodo (INMET, 2024b).

De acordo com Ribeiro et al. (2019) e Junior et al. (2015), a temperatura elevada em
associacdo a baixa umidade pode contribuir para a inativacdo da levedura no ambiente, fato
gue ocorreu no periodo da primeira coleta, nas quais as temperaturas maximas em Brasilia se
encontravam entre 32 e 34°C, com Omm de chuva acumulada durante o periodo (INMET,
2024a).

Além desses fatores, alguns estudos indicam que a exposi¢ao a radiagao solar pode
interferir no isolamento de fungos de origem ambiental, pois estes sao sensiveis a luz solar
direta. As dreas parcialmente protegidas por drvores ou até semi cobertas por telhas servem
como abrigo para os pombos, além de proteger as excretas das condicdes meteoroldgicas.
Locais ao ar livre em que verifica-se a a¢ao da radiagao solar, agdo da chuva e vento tendem
a demonstrar um isolamento escasso desse agente (MENEZES et al., 2014; FARIA et al., 2010).
A maior parte das amostras coletadas nesta pesquisa ndo se encontravam protegidas desses
agentes ambientais, podendo ser mais um fator que contribuiu para a negatividade dos
resultados.

As duas coletas da pesquisa foram realizadas em periodos com condi¢des de
temperatura e umidade bastante varidveis e que, podem ser fatores importantes na
comparacdo dos resultados obtidos nas culturas laboratoriais. Pelas imagens presentes no
Anexo A, percebe-se que houve um maior crescimento de col6nias nas amostras da segunda
fase, além do fato de que todas positivaram, enquanto na primeira coleta, apenas 30% (3/10)
apresentaram resultado positivo. Esse acontecimento pode ser explicado pelo fato de que a
umidade é um fator condicionante para o aparecimento e manutencdo de fungos
filamentosos e algumas leveduras (GUERRA et al., 2012).

Além da umidade, outra caracteristica que pode ter contribuido para a discrepancia
dos resultados entre as coletas é a quantidade de excreta utilizada na preparacdo das
amostras. Em seu estudo, Menezes et al. (2014) afirma que a baixa quantidade de fezes pode
interferir nos resultados, ao passo que torna mais dificil a semeadura e isolamento nas placas
de agar Sabouraud. Isso porque quanto menos amostra for utilizada, menor a probabilidade
de a levedura estar presente. E, como foi visto na metodologia desta pesquisa, nas primeiras
10 amostras coletadas foi feito um ajuste proporcional devido a pouca quantidade de amostra
encontrada na Rodoviaria Interestadual (local 2). Esse fato explicaria o motivo de apenas 30%
das amostras positivarem, enquanto na segunda coleta, todas apresentaram-se positivas.

Apesar de ser o principal patégeno oportunista encontrado nas fezes de pombos, os
fungos do género Cryptococcus ndo sao os Unicos isolados nessas amostras. A pesquisa de
Deo, Gualque e Luzente (2024) apresentou 100% de crescimento de fungos filamentosos nas
amostras, sendo possivel identificar 5 géneros de fungos: Mucor spp., Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Rhizopus spp. e Alternaria spp. Ja no estudo de Junior, Cucik e Sansoni (2021)
foram identificados fungos do género Penicillium spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. E em
outra pesquisa, realizada por Soltani et al. (2013), foram encontrados outros 11 géneros
fungicos, além de Cryptococcus, sendo que os mais isolados nas amostras foram Penicillium
spp., Aspergillus spp., Mucor spp. e Rhizopus spp.

Embora a maioria desses microrganismos atuem como comensais, o nimero de
pacientes imunocomprometidos na sociedade tem aumentado significativamente. Alguns
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autores relataram inclusive a ocorréncia de infecgbes sistémicas por agentes menos
frequentes, como Rhodotorula spp. (SIMI et al., 2018). Somado a esse fato, algumas pesquisas
foram capazes de isolar fungos préximos a ambientes hospitalares, agravando a preocupacao
com a saude publica, pois esses ambientes sdo responsdaveis por abrigar grupos de risco para
o desenvolvimento de infec¢Ges oportunistas, dentre elas, a criptococose (SAMPAIO; GELLEN;
ALEXANDRE, 2019; LIMA; KLAFKE; XAVIER, 2016; MEZZARI et al., 2014; ANDRADE et al., 2010).

4 CONCLUSAO

A pesquisa de Cryptococcus spp. em amostras de fezes de pombos é de extrema
relevancia, considerando o papel desse fungo como agente etioldgico da criptococose, doenca
oportunista bastante grave, que afeta principalmente individuos imunocomprometidos. Os
pombos, por sua ampla distribuicdo em areas urbanas, atuam como disseminadores
relevantes desse patdgeno, tornando essencial o monitoramento ambiental dos possiveis
reservatérios. Embora o presente estudo nado tenha detectado a presenca de Cryptococcus
spp. nas amostras analisadas, ele destaca a importancia de estudos continuos e abrangentes,
que contribuam para a prevencao de riscos a saude publica.

Além disso, os resultados obtidos oferecem uma base para futuras investigac¢oes,
reforcando a necessidade de metodologias complementares e monitoramentos periddicos
para uma avaliacdo mais precisa da presenca e distribuicdo desse fungo no ambiente. Por mais
gue os resultados deste estudo ndo tenham constatado a presenca de Cryptococcus spp. nas
excretas dos psitacideos, a literatura confirma sua incidéncia nas fezes dos pombos. Diversos
estudos no Brasil e no exterior ja demonstraram o isolamento desse agente, inclusive em
diferentes espécies avidrias, evidenciando sua ampla disseminacdao ambiental.

O objetivo desta pesquisa foi identificar exclusivamente fungos do género
Cryptococcus, e, por esse motivo, as demais coldnias fungicas crescidas nas placas ndo foram
caracterizadas. Contudo, estudos anteriores ja evidenciaram a presenca de outros géneros de
fungos oportunistas em excretas de pombos, como Aspergillus spp., Candida spp. e Penicillium
spp., reforcando o papel dessa amostra como reservatdrio de patdégenos de interesse médico.
Esses achados ressaltam a importdncia de uma abordagem mais abrangente em estudos
futuros, visando a caracterizacdo mais completa da microbiota fungica presente nessas
amostras e sua possivel implicacdo na saude publica.

A identificacdo desses microrganismos em ambientes frequentados pela populagao,
especialmente nos locais do estudo, que sdo caracterizados por um elevado fluxo de pessoas
diariamente, é essencial para compreender os potenciais riscos epidemioldgicos e para
incentivar a promocgao de estratégias de vigilancia e controle ambiental, além de servir como
um meio de divulgac¢ao, para individuos leigos, dos riscos envolvidos ao alimentar essas aves.
Assim, estudos como este contribuem para o desenvolvimento de politicas publicas e a¢des
preventivas que visam reduzir a exposicdo a agentes infecciosos, promovendo ambientes
urbanos mais seguros.

Assim, é evidente que pombos urbanos mantém uma relagdo bioldgica préxima com
fungos oportunistas, especialmente com o Cryptococcus spp. Essa interagao representa um
ciclo zoondtico preocupante, com implicacdes significativas para a saude publica. Por esse
motivo, o aumento populacional de pombos em areas urbanas aumenta consideravelmente
o risco de transmissdo de infec¢des flngicas oportunistas, dentre elas, a criptococose e, por
isso, a importancia da implementacao de medidas preventivas para minimizar os riscos de
contaminac¢do humana, em especial dos imunossuprimidos, com foco para os portadores de
AIDS.
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A funcdo de um biomédico na drea da micologia envolve a identificacdo e analise de
fungos, especialmente em contextos ambientais e de saude publica. No caso de fungos em
excretas de pombos, como no caso dessa pesquisa, o biomédico desempenha um papel
essencial na coleta, cultivo, e identificacdo das espécies presentes. Essas andlises sdo cruciais
para detectar possiveis fungos patogénicos que podem causar infeccdes respiratérias e outras
doengcas em humanos. O biomédico utiliza métodos microbioldgicos e moleculares para
caracterizar os fungos, contribuindo para a vigilancia epidemioldgica e a prevencdo de riscos
a saude.
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ANEXO A — IMAGENS DO CRESCIMENTO FUNGICO NAS PLACAS DE AGAR SABOURAUD

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Col6nias cremosas crescida na Colonia aveludada crescida na
placa da amostra 1. placa da amostra 3.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Colonias aveludadas crescidas Colbnias cremosas e aveludadas crescidas
na placa da amostra 10. na placa da amostra 11.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Colonias pulverulentas crescidas Colonias cremosas crescidas
na placa da amostra 12. na placa da amostra 13.
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Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Coldnias cremosas e aveludadas crescidas Coldnias cremosas e aveludadas crescidas
na placa da amostra 14. na placa da amostra 15.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Colonias cremosas e pulverulentas crescidas Coldnias cremosas, mucoides e aveludadas
na placa da amostra 16. crescidas na placa da amostra 17.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Colonias cremosas e aveludadas crescidas Colbnias cremosas crescidas
na placa da amostra 18. na placa da amostra 19.
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Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Col6nias cremosas, mucoides e algodonosas Colbnias cremosas crescidas
crescidas na placa da amostra 20. na placa da amostra 21.

ANEXO B — IMAGENS DA MICROSCOPIA COM TINTA DA CHINA

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da col6nia crescida Micromorfologia da col6nia crescida
na placa da amostra 1. na placa da amostra 3.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da col6nia crescida Micromorfologia da ressuspengao
na placa da amostra 10. da amostra 11 (pré-semeio).
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Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da ressuspengdo Micromorfologia da ressuspengdo
da amostra 12 (pré-semeio). da amostra 13 (pré-semeio).

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da ressuspencdo Micromorfologia da ressuspencdo
da amostra 14 (pré-semeio). da amostra 15 (pré-semeio).

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da ressuspencdo Micromorfologia da ressuspengao
da amostra 16 (pré-semeio). da amostra 17 (pré-semeio).
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Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da ressuspengdo Micromorfologia da ressuspengdo
da amostra 18 (pré-semeio). da amostra 19 (pré-semeio).

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da ressuspencdo Micromorfologia da ressuspencdo
da amostra 20 (pré-semeio). da amostra 21 (pré-semeio).

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia de uma das colonias Micromorfologia da col6nia crescida
da placa da amostra 11. na placa da amostra 12.
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Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da coldnia crescida Micromorfologia de uma das coldnias
na placa da amostra 13. da placa da amostra 14.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia de uma das colonias Micromorfologia de uma das col6nias
da placa da amostra 15. da placa da amostra 16.

Fonte: BRAGA, 2024. Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia de uma das colonias Micromorfologia de uma das col6nias
da placa da amostra 17. da placa da amostra 18.
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Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da coldnia crescida
na placa da amostra 19.

Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia de uma das col6nias
da placa da amostra 20.

Fonte: BRAGA, 2024.
Micromorfologia da col6nia crescida
na placa da amostra 21.

Fonte: MARSILIO; DE SOUSA, 2019.
Micromorfologia caracteristica do género
Cryptococcus, com a presenca da capsula
polissacaridica contrastando com o fundo

preto da tinta da China.

ANEXO C— TABELA COM RESULTADOS DO MICOLOGICO DIRETO E DA CULTURA EM AGAR

SABOURAUD
TINTA DA CULTURA TINTA DA
AMOSTRAS LOCAL CHINA (PRE- CHINA (POS-
SEMEIO) SEMEIO)
Amostra 1 EstAagao de. - Positiva Negativa
Metrd Shopping
Amostra 2 Rodoviaria - Negativa -
Interestadual
Estacdo de
Amostra 3 Metrd - Positiva Negativa
Arniqueiras
Amostra 4 Parq,uc? Ana - Negativa -
Lidia
Amostra 5 Hospital de - Negativa -
Base
Amostra 6 HRAN - Negativa -
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Fonte da Torre

Amostra 7 - Negativa -
de TV
Amostra 8 Rodowar.la do - Negativa -
Plano Piloto
Catedral
Amostra 9 Metropolitana - Negativa -
de Brasilia
Pombal Praga
Amostra 10 dos Trés - Positiva Negativa
Poderes
Amostra 11 EstAa(;ao de. Negativa Positiva Negativa
Metrd Shopping
Amostra 12 Feira do Guard Negativa Positiva Negativa
Estacdo de
Amostra 13 Metro Negativa Positiva Negativa
Arniqueiras
Amostra 14 Fonte da Torre Negativa Positiva Negativa
de TV
Amostra 15 ROdOV'ar'a . Negativa Positiva Negativa
Plano Piloto
Catedral
Amostra 16 Metropolitana Negativa Positiva Negativa
de Brasilia
Pombal Praca
Amostra 17 dos Trés Negativa Positiva Negativa
Poderes
Amostra 18 HRAN Negativa Positiva Negativa
Parque da
Amostra 19 Cidade Negativa Positiva Negativa
(Nicolandia)
Amostra 20 Pa r?}: Ana Negativa Positiva Negativa
idia
Amostra 21 HosBE)ltaI de Negativa Positiva Negativa
ase
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