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Leveduras isoladas em abrigos urbanos colonizados por morcegos em
Maringa, Parana.

RESUMO

No Estado do Parana, foram identificadas cinco familias de morcegos (Phyllostomidae
Molossidae, Vespertilionidae, Noctilionidae e Emballonuridae), as quais se agrupam
devido as caracteristicas morfoldgicas, genéticas e comportamentais semelhantes. A
familia Molossidae, destaca-se por apresentar as espécies mais comuns em abrigos
urbanos: Molossus rufus, Molossus molossus, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops
macrotis e Eumops glaucinus. Quando esses morcegos abrigam-se em construgdes, podem
ndo ser tolerados pelas pessoas, principalmente quando sdo encontrados em grandes
concentragdes. Os moradores se incomodam com as fezes acumuladas no ch&o e no s6téo
das casas e com o ruido que os morcegos fazem a noite. Porém, a grande preocupacao para
salde publica deve-se ao possivel contato dos moradores com fezes de quirdpteros, pois
esses excrementos podem atuar como substrato adequado para o crescimento,
desenvolvimento e disseminacdo de microrganismos. Assim, teve-se como objetivo
investigar a ocorréncia de leveduras a partir das fezes de morcegos. A coleta de material
ocorreu no periodo de junho a outubro de 2013, em abrigos urbanos colonizados por
morcegos na cidade de Maringa. Ap6s amostragem, as fezes foram encaminhadas ao
laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa, dentro de 24
horas. Diferentes processamentos das amostras foram testados a fim de verificar qual a
forma mais eficiente em isolar as leveduras de interesse. Levando em consideragdo o
resultado obtido, fez-se o processamento das fezes e isolamento das leveduras. As espécies
obtidas nesse estudo, Cryptococcus ssp., Rhodotorula spp., Candida parapsilosis, Candida
glabrata e Candida guilhermondi, foram diferenciadas por meio de testes morfolégicos e
bioquimicos. Considerando que esses agentes causam severas infeccbes e que 0s
morcegos, via de dispersdo desses microrganismos, estdo cada vez mais proximos aos seres
humanos, medidas de controle e manejo para evitar possiveis infeccbes devem ser
realizadas. Além disso, mais estudos sdo necessarios para entender melhor a relacéo
epidemioldgica desses fungos com os quirépteros.

Palavras-chave: Quirdpteros, fezes, fungos, contaminacdo ambiental



Cryptococcus and other yeasts associated to bats in urban shelters of Maringa,
Parana.

ABSTRACT

In the State of Parana, were identified five families of bats (Phyllostomidae,
Vespertilionidae, and Molossidae Noctilionidae Emballonuridae) which group due to
morphological, behavioral and genetic similar. The family Molossidae, is notable for
featuring the most common species in urban shelters: Molossus Molossus molossus rufus,
Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis and Eumops glaucinus. When those bats
shelter in buildings may not be tolerated by people, especially when they are found in large
concentrations. The villagers bother with accumulated feces on the floor and in the attic of
the houses and with the noise that bats do at night. However, the major concern for public
health due to the possible contact of the residents with feces of bats, because these
excrements can act as suitable culture medium for the growth, development and
dissemination of microrganisms. Thus, the objective has been to investigate the occurrence
of opportunistic yeast and/or pathogenic from the feces of bats. The collection of material
occurred in the period from June to October 2013 in urban shelters colonized by bats in the
city of Maringa. After sampling, the stools were forwarded to the Medical Mycology
Laboratory at the State University of Maringd, in 24 hours. Different processing of the
samples were tested in order to verify what the most efficient way to isolate the yeasts of
interest. Considering the result obtained, was the processing of stool and isolation of
yeasts. The species obtained in this study, Cryptococcus ssp., Rhodotorula spp., Candida
parapsilosis, Candida glabrata and Candida guilhermondi were differentiated by means of
morphological and biochemical tests. Whereas these agents cause severe infections and
bats, that are dispersal of microorganisms, are each time closer to human beings, control
and management measures to prevent possible infections must be performed. In addition,
further studies are needed to better understand the epidemiological relationship of these
fungi with the chiropteran.

Keywords: Chiroptera, feces, fungi, environmental contamination.
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1. Introducéo

No Brasil, os quirdpteros representam o segundo maior grupo de mamiferos em
diversidade, contendo 172 espécies (REIS et al.,, 2011). No Estado do Parana, foram
identificadas cinco familias, agrupadas devido as caracteristicas morfoldgicas, genéticas e
comportamentais semelhantes (REIS et al., 2008). Phyllostomidae (27 espécies) ¢ melhor
representada, seguida por Molossidae e Vespertilionidae (15 espécies por familia),
Noctilionidae (02 espécies) e Emballonuridae (01 espécie) (REIS et al., 2008). A familia
Molossidae, destaca-se por apresentar as espécies mais comuns em abrigos urbanos: Molossus
rufus, Molossus molossus, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis e Eumops
glaucinus (REIS et al., 2002).

Os abrigos caracterizam-se por oferecer condicGes minimas que permitam o
acasalamento; parto e a criagdo de filhotes; interacOes sociais e a digestdo do alimento
consumido durante a noite; protecdo contra intempéries ambientais e contra possiveis
predadores (BREDT et al., 1998). Os morcegos podem ocupar cavernas, frestas em rochas,
folhagens, copas de arvores e palmeiras. Também podem ser encontrados em edificacdes,
como, telhados, juntas de dilatacdo de prédios, pordes, s6tdos, cumeeiras sem vedacao
(JARDIM, 2008). Geralmente, fatores como temperatura ambiente, umidade relativa do ar e a
luminosidade sdo limitantes para a adaptacdo dos morcegos em cidades, ja que, a maioria,
procura caracteristicas semelhantes as encontradas nos reflgios naturais (PACHECO et al.,
2010). Contudo, quando abrigados em construcGes, a presenca dos morcegos pode nao ser
tolerada pelas pessoas, principalmente quando esses animais sdo encontrados em grandes
concentracdes (JARDIM, 2008).

As pessoas se incomodam com as fezes acumuladas no chdo e no sétdo das casas e
com os ruidos oriundos das interacdes entre os grupos (JARDIM, 2008). Além disso, fezes de
quirépteros podem atuar como importante fonte de nitrogénio, sendo consideradas como
substrato adequado para o crescimento, desenvolvimento e dissemina¢do de microrganismos
(CANO & HAJJEH, 2001). Dessa forma, fungos patogénicos ja foram encontrados em
morcegos ou em guano desses animais (EMMONS, 1958; KAJIHIRO, 1965; FAVA NETO et
al., 1967; DISALVO et al., 1969; SCHIMIDT et al., 1973; DE REZENDE et al., 2003;
LYON et al., 2004; SUGITA et al., 2005; ULLOA et al.,2006; BOTELHO et al., 2012;
TENCATE et al., 2012). Esses fungos, encontram-se envolvidos na epidemiologia de doencas

importantes, tais como a histoplasmose, paracoccidioides, blastomicose, esporotricose,
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criptococose, esporotricose humana e candidiase. Outras doengas, causadas por Virus,
bactérias, protozodrios e parasitas intracelulares, também podem estar associadas aos
morcegos (BREDT et al., 1998).

2. Revisao Bibliografica

2.1. Aspectos gerais dos morcegos

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera e sdo 0s Unicos mamiferos que
apresentam estruturas especializadas ao voo. Essa ordem apresenta 1.120 espécies conhecidas,
atualmente, o que representa 22% das espécies de mamiferos descritos (REIS et al., 2007). E
dividida nas subordens: Yinpterochiroptera (6 familias) e Yangochiroptera (13 familias)
(WETTERER et al., em revisdo, a, b). A segunda subordem estd amplamente distribuida por
todo o globo (SIMMONS, 2005), ocupando quase todos os ambientes terrestres, sendo
encontrados em todos os continentes, exceto em algumas ilhas do Pacifico e regibes muito

frias, como as calotas polares ou regides de altitude extrema.

A maioria dos quirdpteros utiliza um sistema muito eficiente de emissdo e recepc¢éo de
sons, a ecolocalizacdo. Sons de alta frequéncia sé@o emitidos pela boca ou pelo nariz, assim,
esses animais conseguem orientar-se nas trilhas no interior de florestas, dentro de cavernas e,
também, para a captura de presas (como os insetos alados) durante o voo (FENTON et al.,
1992).

A ecolocalizacdo contribuiu para a diversificacdo de refugios como cavernas, locas de
pedra, minas, fendas em rochas e casca de &rvores, cavidades nos troncos das arvores,
folhagens, cupinzeiros e constru¢cdes humanas; podendo os morcegos formar numerosas

col6nias ou de poucos individuos (REIS et al., 2011).

A falta de planejamento nos ambientes urbanos também contribuiu para adaptacdo dos
morcegos a cidade, pois as plantas utilizadas na arborizacdo das vias publicas representam
potencial fonte de alimento para os morcegos filostomideos (MULLER & REIS, 1992;
UIEDA, 1996). Igualmente, a iluminacdo publica é oportuna para os insetivoros, ja que
permite maior concentracdo dos insetos em torno dos pontos de luz (BLAKE et al., 1994;
RYDELL & RACEY, 1995).

Esses refagios podem ser classificados em: 1) naturais, aqueles produzidos como

parte da dindmica dos ecossistemas e 2) artificiais, que costumam derivar da presenca de
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edificagdes humanas nas proximidades. Muitas espécies habitam mais de um tipo. Tais
ambientes, de importantes implicacdes socioecoldgicas, classificam-se em diurnos e noturnos,

de acordo com o periodo do dia em que sdo preferencialmente utilizados (FONSECA, 2006).

Em media, os morcegos tém um filhote por ano, mas podem ter dois ou trés e,
raramente, quatro (REIS et al., 2007). Os insetivoros tém um periodo de gestacdo de dois a
trés meses, enquanto que os fitéfagos, em torno de trés a cinco meses. O mais longo periodo
de gestacdo pertence aos morcegos hematdfagos com, pelo menos, duas das trés espécies
tendo gestacdo de sete meses. O parto dos quirdpteros, em geral, ocorre no abrigo, tanto no
periodo diurno como no noturno, e os filhotes nascem sem pelos, em algumas espécies, ou ja

com uma pelagem ténue, em outras (BREDT et al., 1998).

Nos primeiros meses sdo alimentados com leite materno e, gradativamente, comegcam
a ingerir o mesmo alimento dos adultos. Geralmente, as maes ensinam aos seus filhotes como

conseguir e onde encontrar o alimento (BREDT et al., 1998).

Os recursos troficos dos morcegos adultos sdo muito diversificados. Esses animais
podem se alimentar de insetos, artropodes, frutos, sementes, folhas, flores, pdlen, néctar,
pequenos vertebrados e sangue (REIS et al., 2011). Devido a essa variedade de habitos

alimentares, cumprem importantes fungdes nos ecossistemas tropicais (GARDNER, 1977).

Os frugivoros por possuirem grande mobilidade (BERNARD & FENTON, 2003), séo
considerados importantes dispersores de sementes, 0 que é crucial na dindmica e regeneragéo
de florestas (WHITAKER & JONES, 1994). Varias espécies de vegetais dependem deles para
a sua sobrevivéncia, seja para carregar o polen de uma flor a outra, como também espalhar as
sementes, incrementando as chances de germinar um novo exemplar distante da planta mée
(ESBERARD et al., 1999).

Os insetivoros, que compreendem a maior parte das espécies (cerca de 70%) dos
mamiferos voadores, auxiliam no controle de populacfes de diversos tipos de insetos, como
besouros, mariposas, percevejos e pernilongos (BREDT et al., 1998). Estima-se que algumas
especies possam comer quantidades correspondentes a uma vez e meia 0 Seu peso em uma
unica noite (GOODWIN & GREENHALL, 1961). A alimentacdo da maioria dos morcegos
insetivoros, provavelmente, reflete a variagdo temporal, sazonal e geografica na abundéncia
de insetos, tendo eles alguma flexibilidade para selecionar suas presas (WHITAKER et al.,
1995; WHITAKER et al., 1996).
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Os morcegos podem ser utilizados como recurso alimentar para alguns povos na
Africa e para algumas tribos no Brasil (SETZ & SAZIMA, 1987; SETZ, 1991); em estudos
epidemioldgicos, farmacoldgicos, de mecanismos de resisténcia a doencas e no
desenvolvimento de vacinas (YALDEN & MORRIS, 1975) e ainda como fertilizante em

paises de clima temperado por meio das suas fezes (REIS et al., 2007).

No entanto, apesar dos beneficios que esses mamiferos proporcionam a populagéo,
existem muitas crencas a respeito dos morcegos como, por exemplo, que sdo vampiros,
gostam de se enrolar nos cabelos das mulheres ou, ainda, sdo “ratos velhos que criaram asas”
(JARDIM, 2008). Alem dessas crencas, esses animais sdo mal vistos devido: ao incomodo
que causam, como, ao adentramento em edificacfes; as vocalizagcdes emitidas; ao mau cheiro,
decorrente da presenca de col6nias e do acumulo de suas fezes e urina nos abrigos; a presenca
de fezes no interior dos cémodos ou em paredes, muros, bancos, carros; € aos Voos rasantes

realizados pelos morcegos fitdéfagos junto a fonte de alimento (PACHECO et al., 2010).

Essa proximidade dos quir6pteros com o ambiente urbano é uma grande preocupacdo
em relacdo a salde publica, uma vez que, esses animais podem constantemente veicular e
transmitir zoonoses a0 homem, tais como certas viroses, bacterioses e micoses. E podem
abrigar uma diversidade de organismos endoparasitas e ectoparasitas, 0s quais podem causar
ou veicular agentes patogénicos como protozoarios, helmintos e artrépodes parasitas (BREDT
etal., 1998).

2.2. Morcegos e Saude: potencial para transmissdo de doencas ao homem e a outros animais
2.2.1. Doencas emergentes e reemergentes

Doencas emergentes sdo doencas que vém surgindo nos ultimos anos ou que ja
existiam e que vém aumentando sua incidéncia. Quando se trata de doencas infecciosas
emergentes e reemergentes, verificam-se dois principais focos de atengdo: o surgimento ou
identificacdo de novos problemas de salde e novos agentes infecciosos; e a mudanga no
comportamento epidemiolégico de doencas ja descritas, incluindo a introducdo de agentes
conhecidos em novas populagdes de hospedeiros suscetiveis (CARVALHO et.al., 2009).

Os estudos relacionados com o aumento da incidéncia dessas doengas no mundo,
mostram que as zoonoses sao 0s principais aspectos que contribuem para essa ascensao, uma
vez que, 0s animais sdo a origem de infeccdo em, aproximadamente, 75% dos casos de

enfermidades causadas por patdgenos. A emergéncia das doencas infecciosas ocorre tanto em
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ambientes construidos ou transformados pelo homem, bem como em ambientes naturais
(CONFALONIEIRI, 2010).

Os principais surtos de doencas infecciosas emergentes e reemergentes, documentados
mundialmente nos udltimos trinta anos sdo de origem animal e, grande parte deles, sdo
provocados por virus e bactérias (VERONA, 2008). Uma possivel explicagdo para esclarecer
a importancia dos morcegos na transmissdo e manutencao dessas doencas, esta relacionada a
diversidade de espécies de quiropteros, juntamente com a sua distribui¢cdo em todo o mundo,
contribuindo para a biodiversidade de seus agentes patogénicos (KUZMIN et al., 2011). E
provavel que esses patdgenos utilizem-se da adaptacdo ao voo que esses animais apresentam
como rota de dispersdo e possibilidade de aquisicdo de novos nichos (DOBSON, 2005;
CONFALONIEIRI, 2010). Os morcegos frugivoros podem dispersar agentes infecciosos
presentes em sua saliva durante o voo ao lancar os frutos parcialmente digeridos no solo.
Comportamento semelhante ocorre em espécies insetivoras, que eliminam as partes mais

pesadas do corpo dos insetos que comem (DOBSON, 2005).

2.2.2. Principais patdgenos humanos associados aos morcegos
2.2.2.1. Virus

Os morcegos desempenham um importante papel na manutencgdo de virus zoonéticos,
atuando como vetores ou reservatorios naturais (SILVA, 2011). A mobilidade dos morcegos,
associada a plasticidade no uso de abrigos e a diversidade de habitos e itens alimentares,
indica que eles podem transportar material viral para muitas espécies de animais (WOQOO et al.,
2009; KUZMIN et al., 2011).

2.2.2.1.1. Lyssavirus

Entre os virus associados aos quiropteros, Lyssavirus, agente etioldgico da raiva, € um
dos mais importantes. A raiva é uma doenca neural exclusiva dos mamiferos, afeta o sistema
nervoso central e apresenta uma taxa de letalidade proxima a 100%. Os mamiferos carnivoros
estdo diretamente relacionados com sua transmissdo, principalmente o cdo e o gato na area
urbana (SILVA et al., 2011). Os morcegos hematdéfagos quando desenvolvem a raiva, podem
apresentar mudangas em seu comportamento, como: atividade alimentar diurna,
hiperexcitabilidade, agressividade, tremores, falta de coordenacdo dos movimentos,
contragdes musculares e paralisia. J& nos ndo hemat6fagos ocorre paralisia sem agressividade

e excitabilidade, sendo encontrados, geralmente, em locais ndo habituais (PACHECO et al.,
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2010). Entretanto, todos os morcegos infectados, assim como outros mamiferos silvestres e

domeésticos, morrem.

O papel dos morcegos hematdfagos na transmissdo de Lyssavirus € bem conhecido
(RUPPRECHT et al., 2002; SCHNEIDER et al., 2009), entretanto, mais recentemente, esses
animais passaram a receber maior atencdo pela constatacdo em estarem envolvidos na
transmissdo dos agentes de outras doencas emergentes, como os virus Nipah, Hendra,
Marburg, Menangle, Tioman, coronavirus do tipo SARS e Ebola (KUZMIN et al., 2011).

2.2.2.1.2. Ebola

EVD (Ebola Viral Disease) é uma doenca grave, considerada uma das doencas mais
virulentas do mundo. E causada pelo virus Ebola o qual teve as duas primeiras espécies
(SUDV e ZEBOV) reconhecidas inicialmente, em 1976, durante os surtos simultaneos no
Suddo e Republica Democratica do Congo (FORMENTY, 2008). O virus é transmitido por
contato direto com o sangue, fluidos corporais e tecidos, de animais infectados ou pessoas
(OMS, 2014). Pourrut et al. (2007), identificou trés espécies de morcegos
frugivoros (Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti e Myonycteris torquata) em contato
com o Ebola, indicando que estes animais podem estar agindo como um reservatério natural
para o virus mortal. Atualmente, o Ebola é responséavel por uma epidemia no oeste da Africa
que j& matou mais de mil pessoas. Devido a este fato, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) declarou emergéncia de satde publica de alcance mundial (OMS, 2014).

2.2.2.2. Bactérias

Muitas informacdes sobre a microbiota bacteriana gastrointestinal normal de morcegos
e da presenca ou auséncia de bactérias patogénicas vém de estudos microbioldgicos
tradicionais (ARATA et al., 1968.; GORDON & FITZGIBB, 1999; DI BELLA et al., 2003;
ADESIYUN et al., 2009). A maioria destes estudos, até agora, concentram em espécies
bacterianas que podem representar uma ameaca potencial a salde para 0s seres humanos ou
animais domésticos (ARATA et al., 1968;. ADESIYUN et al., 2009; REYES et al., 2011).
Agentes patogénicos entéricos, tais como, Salmonella, Shigella, Yersinia e Campylobacter,
ocasionalmente, tém sido encontrados em quirépteros (MUHLDORFER, 2013). Outras
bactérias como Borrelia, Bartonella e Neorickettsiaristicii foram detectadas no sangue e em
tecidos de orgaos de morcegos (HANSON, 1970; CONCANNON et al., 2005; EVANS et al.,
2009; KOSQY et al., 2010; LIN et al., 2012). Leptospira, por sua vez, foi encontrada, em sua
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maioria, em morcegos da familia Phyllostomidae e, ocasionalmente, em espécies das familias
Vespertilionidae e Molossidae (MATTHIAS et al., 2005; BESSA et al., 2010).

2.2.2.3. Protozoarios
2.2.2.3.1. Trypanosoma

A presenca de Trypanosomas em quirdpteros nas Ameéricas e outras partes do mundo é
conhecida desde 1898 (DIAS, 1935). As infeccBes mais frequentes sdo causadas por espécies
dos subgéneros Megatrypanum e Schizotrypanum como: T. heybergi, T. pessoai, T. dionisii.
T. vespertilionis, T. rangeli, T. conorhini, T. cruzi marinkellei, T. cruzi, entre outras (LIMA,
2011).

Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da tripanossomiase americana. E transmitido
por insetos triatomineos, pela transfusdo de sangue e transplante de érgdos (KIRCHHOFF,
2009; NOIREAU et al., 2009). Infec¢cbes por T. cruzi tém sido observadas em hospedeiros
mamiferos, incluindo as ordens: Carnivora, Chiroptera, Didelphimorphia, Primates, Rodentia
e Xernathra (LISBOA et al., 2008, 2009). Morcegos brasileiros apresentaram hemocultura
positiva para T. cruzi (80% dos morcegos Phyllostomus hastatus capturados em uma mesma
palmeira) (LISBOA et al., 2008). Outras familias de morcegos encontradas infectadas (15%)
foram Molossidae, Noctilionidae e Vespertilionidae (NOIREAU et al., 2009).

2.2.2.4. Fungos

Nos Ultimos anos, tem sido comum a relacdo crescente de cepas resistentes a
antifungicos, bem como o aumento do ndmero de infec¢bes causadas por fungos ambientais,
nunca antes diagnosticados como patdgenos aos humanos e animais (NUCCI & MARR,
2005). Os morcegos podem participar do ciclo biolégico de diversas espécies fungicas e
podem, também, ser vitimados por esses patdgenos (SILVA, 2011). Por isso, a presenca
desses animais em um dado ambiente pode ser considerada um fator importante para o
aumento do risco de aquisicdo de infeccdes (GALVAO DIAS et al., 2010).

2.2.2.4.1. Histoplasma capsulatum

A relacdo dos morcegos com o fungo patogénico H. capsulatum, agente da
histoplasmose, & conhecida ha mais de cinco décadas. Emmons (1958) investigou o
crescimento desse fungo em solos contaminados por fezes de morcegos ao estudar uma
familia que se mudou para uma casa em area rural em (Maryland, EUA), cujo s6tdo era

habitado por morcegos. A presenca de guano no sOtdo e nas areas adjacentes a casa € 0



19

isolamento de H. capsulatum de vérios lugares ao redor da residéncia, sugeriram que essa era
a fonte de infeccdo da doenca. O fungo ja foi isolado, tanto de amostras ambientais, tais como
em solo e fezes de morcegos, quanto de amostras clinicas provenientes de animais silvestres e
domésticos e do proprio homem (ZANCOPE-OLIVEIRA & WANKE, 1986; NAIF et al.,
1996).

Varios casos de histoplasmose disseminada em humanos tém sido assinalados em
lactantes, idosos, transplantados, imunodeprimidos e pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (ALVES, 1998, CASSOTI et al., 2006). Entretanto, a
doenga ndo se restringe somente a estas populagdes, pois trata-se de um fungo patogénico o
qual ndo depende somente de fatores predisponentes do hospedeiro. No Brasil, Lacaz et al.

(1999) e Levi et al. (2003) relataram casos de histoplasmose em individuos saudaveis.
2.2.2.4.2. Pneumocystis

Pneumocystis jirovecii em pacientes imunocomprometidos, provoca pneumonia
intersticial. Acredita-se que Pneumocystis coevoluiram com seus hospedeiros especificos,
esses que compreendem primatas, roedores, carnivoros, morcegos, lagomorfos e marsupiais
(ZUPAN & MLAKAR, 2011).

2.2.2.4.3. Blastomyces

Blastomyces dermatitidis é endémico na América do Norte. Esse fungo se desenvolve
em &gua morna, solo Umido, especialmente o solo &cido, em areas florestais marcada pela
presenca de entulho e vegetacdo decadente (RAYMOND et al., 1997; CHAPMAN &
SULLIVAN, 2009). E responséavel por causar a blastomicose, uma doenca granulomatosa
cronica que envolve primariamente os pulmdes, podendo, posteriormente, disseminar-se para
varios 6rgdos e sistemas, originando lesdes secundarias que ocorrem, frequentemente, nas
mucosas, nos linfonodos, na pele e nas glandulas adrenais (LOPES et al., 2011). Na literatura,
esse fungo foi isolado em algumas espécies de morcegos (RANDHAWA et al., 1985;
RAYMOND et al., 1997; CHAPMAN & SULLIVAN, 2009).

2.2.2.4.4. Paracoccidioides

Grose & Tamsitt (1965) isolaram P. brasiliensis em amostras de fezes de Artibeus
lituratus. Greer & Molafos (1977) procuraram esclarecer a funcdo dos morcegos na ecologia
de P. brasiliensis, no entanto, ndo conseguiram isolar o fungo do trato digestivo de A.
lituratus, sugerindo que essa espécie provavelmente ndo tem um papel importante na

disseminacéo do fungo na natureza.
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2.2.2.4.5. Candida

Candida € um fungo oportunista responsavel por causar infec¢@es fungicas conhecidas
como candidiases. Esse fungo esta amplamente distribuido no ambiente a partir de dejetos de
animais (mamiferos) e, frequentemente, coloniza pele e mucosas (KWON-CHUNG &
BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002; CLEFF et al., 2005; ANDRADE, 2006). Algumas
espécies fazem parte da microbiota do trato gastrointestinal e reprodutivo em individuos
saudaveis. Porém, sdo agentes causadoras mais frequentes de infeccdo fatal em individuos
imunocomprometidos (COLOMBO et al., 2006).

Esse género foi reportado por pesquisadores (MOK et al., 1982; ULLOA et al., 2006;
BOTELHO et al., 2012) em fezes e Orgdos de morcegos. No entanto, além de
Candida spp., outros fungos responsaveis por infeccBes cutdneas como Microsporum e
Trichophyton, também foram associados aos quirdpteros (KAJIHIRO, 1965; TENCATE et
al., 2012).

2.2.2.4.6. Cryptococcus

Cryptococcus spp. sdo leveduras capsuladas, pertencentes a classe Basidiomicetes, que
apresentam capacidade de infectar e causar doengas em uma larga variedade de hospedeiros,
incluindo mamiferos, insetos e aves. Dentro do género Cryptococcus, existem,
aproximadamente, 39 espécies descritas, porém C. neoformans e C. gattii destacam-se como
0s agentes etiolégicos mais comuns da criptococose, micose oportunista, que acomete,
principalmente, pacientes com imunidade celular comprometida (MORETTI et al., 2008;
COSTA, 2009).

C. neoformans e C. gattii podem ser encontrados em uma variedade de nichos,
incluindo substratos organicos e habitats relacionados (construcdes antigas, torres de igreja,
estabulos, forros, pordes, barracdes e cavernas), além de excretas de aves, fezes de morcegos
e baratas, ninhos de vespas, frutas, sucos de frutas fermentados, microbiota intestinal de
cavalos, leite, cavidade nasal e pele de cées, gatos e coalas, recintos de coelhos, buracos de
tatus, solos, vegetais em decomposicdo e ocos de varias espécies de arvores (NIGRO et al.,
1987; LAZERA et al., 1993; CASADEVALL & PERFECT, 1998; CONNOLLY et al., 1999;
TRILLES et al., 2003). Apesar de C. neoformans e C. Gatti estarem associados aos morcegos
(KAJIHIRO, 1965; TENCATE et al., 2012), o primeiro relaciona-se, na maioria das vezes,
com excretas acumuladas de aves, principalmente, pombos domésticos (GRANADOS &
CASTANEDA, 2005; KOBAYASHI et al., 2005). As excretas de aves, ricas em fonte de
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nitrogénio, como ureia e creatinina, oferecem condigdes adequadas ao desenvolvimento deste
fungo. Além disto, as aves servem como carreadoras, transportando a levedura em suas penas,
patas e bicos (LIN, 2009). Apesar de, também, ser capaz de assimilar a creatinina, C. gattii,
geralmente, ndo esta associado as excretas de aves, devido, possivelmente, a regulacao
diferenciada de enzimas responsaveis por esse metabolismo (CASALI et al., 2001).
Entretanto, esse fungo mostrou-se presente em folhas, partes ocas do tronco e madeira em
decomposicédo de eucaliptos, além de arvores nativas de espécies existentes em regides dos
continentes de clima tropical e subtropical. (ELLIS & PFEIFFER, 1990; KWON-CHUNG &
BENNET, 1992; LACAZ, 2002; RANDHAWA et al., 2006).

2.3. Consideracdes finais

A medida que a literatura registra casos de morcegos contaminados com
microrganismos potencialmente patogénicos em multiplos ambientes urbanos, o controle
desses animais torna-se mais uma questdo emergente para o0s servi¢os de saude publica
(GERMANO, 1994; CUNHA et al., 2006). No entanto, a crenca popular de que todos os
morcegos sdo portadores de muitas doencas é errbnea. Apesar de saber-se que ja foram
encontrados morcegos albergando uma variedade de microrganismos nocivos ou,
potencialmente nocivos, a transmissdo de zoonoses aos seres humanos ndo é frequente
(BREDT et al., 1998). No entanto, devem ser efetuadas medidas de controle e manejo para
evitar possiveis infeccdes. As acdes recomendadas para auxiliar na solucdo de problemas
causados por morcegos em areas urbanas envolvem um monitoramento constante e adequacao
das edificacOes para evitar os problemas decorrentes da instalagdo de col6nias (JARDIM,
2008).
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RESUMO

Estudos das interacdes entre morcegos e agentes patogénicos humanos vém crescendo desde a
década de 50. A associacdo das fezes de morcegos a disseminacdo de patdgenos reflete nas
questdes de saude publica e, portanto, esses animais encontram-se envolvidos na
epidemiologia de doengas importantes, tal como a criptococose, ocasionada pelo fungo
Cryptococcus sp. Para obter o isolamento desses agentes, diversas metodologias tém sido
utilizadas. No entanto, apesar dessa diversidade, ndo existe uma definida como a mais eficaz
para esses tipos de isolamentos. Dessa forma, teve-se o0 objetivo de comparar diferentes
processamentos de amostras de fezes de morcegos em laboratério, a fim de verificar qual a
forma mais eficiente para isolar leveduras desse material. Com base nas metodologias
descritas na literatura, foram definidas trés formas distintas para processar as amostras. A
partir de uma suspensdo inicial (fezes e salina), foram realizados 0s processamentos. O
processamento 1 caracterizou-se pela homogeneizacdo da suspensdo, o0 processamento 2 pela
decantagdo, e o processamento 3 pela centrifugacdo. Apo6s experimento, verificou-se que o
processamento 2, caracterizado pela decantacdo da suspensdo, proporcionou melhor
crescimento de leveduras, ou seja, maior isolamento e menor crescimento de contaminantes;
e, portanto, foi considerado a forma mais eficiente para isolar leveduras potencialmente
patogénicas em fezes de morcegos nesse estudo.

Palavras-chave: Quirépteros, guano, microrganismos, técnica, leveduras
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1. Introducéo

As areas urbanas fornecem meios de sobrevivéncia para muitas espécies de morcegos
(Jardim, 2008). As edificacdes, bem como a arborizacdo, propiciam diversos abrigos a esses
animais (Kotait et al., 2003). Além disso, nessas areas, 0s morcegos também encontram
alimentos disponiveis como, insetos, flores e frutos (Jardim, 2008), tornando-os, assim, mais
préximos ao homem. Essa proximidade dos quirdpteros com o ambiente urbano € uma grande
preocupacdo em relacdo a saude publica, uma vez que, esses animais podem veicular e
transmitir agentes importantes responsaveis por zoonoses ao homem, tais como, viroses,
bacterioses e micoses (Bredt et al., 1998). Um exemplo a este fato, é a presenca frequente de
leveduras potencialmente patogénicas ao homem em amostras de fezes de quirdpteros
(Emmons, 1958; Kajihiro, 1965; De Rezende et al., 2003; Sugita et al., 2005; Ulloa et al.,
2006; Tencate et al., 2012). Uma possivel explicacdo para essa interacdo (fungos e fezes de
morcegos) estaria relacionada as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, como, textura e
acidez do solo, associadas as excretas de morcegos, as quais podem atuar como substrato
adequado para crescimento, desenvolvimento e disseminacdo de microrganismos (Cano e
Hajjeh, 2001).

Existem registros de microepidemias de histoplasmose e criptococose, doencas
ocasionadas por Histoplasma capsulatum e Cryptococcus sp., respectivamente, em pessoas
que foram infectadas apds visitarem locais que possuiam contaminacdo macica de fezes de
morcegos ou aves (Fava Netto et al., 1967; Schmidt et al., 1973; Fava Netto et al., 1976;
Machado et al., 1993; Suzaki et al., 1995; Taylor et al., 1999; Pecanha-Martins et al., 2000;
Cury et al., 2001; Julg et al., 2008; Vicentini-Moreira et al., 2008). Na literatura, outros
fungos, como, Acremonium sp., Aspergillus spp., Candida spp., Cladosporium sp.,
Coccidioides spp., Fusarium sp., Microsporum spp., Paracoccidioides brasiliensis,
Penicillium spp., Sporothrix sp., Rhodotorula sp., Sporotrichum sp., Trichophyton spp. e
Trichosporons spp., também ja foram descritos em fezes de morcegos (Kajihiro, 1965; Sugita
et al., 2005; Ulloa et al., 2006; Botelho et al., 2012; Tencate et al., 2012).

Entretanto, para isolar leveduras em fezes de quiropteros, diversas metodologias tém
sido propostas. Sugita et al. (2005) investigaram a suspensdo das fezes em Caldo Malte
Levedura (YM) e inoculacdo do sobrenadante em placa de Agar Malte Levedura (YM).
Botelho et al. (2012), amostraram as fezes de morcegos, diretamente do anus, utilizando
swab, o qual foi mergulhado em Sabouraud Caldo Dextrose (SDB) para obter o crescimento
de leveduras. Em contrapartida, Chichon et al. (2011); De Rezende et al. (2003) e Kajihiro
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(1965), diluiram amostras coletadas em solucdo salina, e apds decantacdo dos residuos,
semearam o sobrenadante em placas de petri contendo o meio de cultivo Agar Niger (NSA).
Outra forma também verificada, foi a centrifugacdo do sobrenadante (resultante da suspenséo
das fezes em salina) e sua inoculacdo nos meios Brain Heart Infusion (BHI) e Mycobiotic
agar (MA) (Ulloa et al., 2006).

Apesar das diferentes metodologias reportadas, ndo existe uma definida como a mais
eficaz para esses tipos de isolamentos. Sendo assim, esse estudo teve como objetivo comparar
diferentes processamentos de amostras em laboratorio, a fim de verificar qual o mais eficiente

em isolar leveduras potencialmente patogénicas a partir das fezes de morcegos.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta das amostras

As amostras de fezes de morcegos, utilizadas no presente estudo, foram provenientes
de um forro residencial colonizado por morcegos, em Maringa, o qual de acordo com
informacBes fornecidas pelo morador, permanecia sempre fechado e raramente era
frequentado. A coleta do material foi efetuada em 21 de junho de 2013, as 9 horas. Foram
determinados 4 locais de amostragem (I, Il, 1, e IV), os quais caracterizavam-se pela macica
quantidade de fezes de morcegos. As amostras coletadas (Amostra A e Amostra B), foram
condicionadas em frasco coletor universal de polipropileno estéril (80 ml). Buscou-se
abranger em um Unico frasco os 4 locais pré-determinados, assim, cada amostra apresentava
aproximadamente 3g de fezes por local, totalizando 129 ao final. Apds coleta, o material foi
encaminhado ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa- PR,
dentro de 24 horas. Para garantir a biosseguranca e evitar contaminacdo dos materiais, 0
experimento foi realizado em cabine de protecdo bioldgica modelo BIO seg 06-classe Il tipo
Al. Todos os procedimentos empregados foram realizados de acordo com a licenca
permanente para coleta de material zoologico do Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade - ICMBIio sob nimero: 17869-3 (data da emissdo: 14/09/2012), da aprovagédo
da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringé e da

Secretaria de Saude do Municipio.

2.2. Meio de cultura utilizado e incubagao
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Independente do processamento realizado na amostra, foi utilizado para cultura dos
microrganismos, 0 meio Saboraud Dextrose Agar (Himedia, Mumbai India), pH 5.6,
acrescido de 200 pg/mL de cloranfenicol (Sigma) (SDAC) em placa de Petri 90x15 mm. Para
suspensdo da amostra foi utilizado solucdo salina 0,85%, acrescida de 200 pg/mL de
cloranfenicol (SC). Os processamentos foram feitos em duplicata, e as amostras foram
semeadas para o meio selecionado (SDAC) com auxilio de pérolas de vidro esterilizadas, as
quais, ap0s o0 uso, eram descartadas. O periodo de incubacéo foi de 1 até 5 dias a 25°C, sendo

verificado diariamente.
2.3. Processamento 1- Amostra homogeneizada

Um grama da amostra pura, macerada, foi inserida em tubo conico de 50 mL. Foram
adicionados 30 mL de solucdo salina (SC). A suspensdo foi agitada em Vértex por 30

segundos e, imediatamente apds a homogeneizacdo, 100 pL foi semeada em meio SDAC.
2.4. Processamento 2- Amostra decantada

Um grama da amostra pura, macerada, foi inserida em tubo conico de 50 mL. Foram
adicionados 30 mL de solucdo salina (SC). A suspensdo foi agitada em Vortex por 30
segundos. ApOs homogeneizacdo, permaneceu em repouso para decantacdo, por 30 minutos.

Posteriormente, 100 pL do sobrenadante foi semeado para meio de cultura SDAC.
2.5. Processamento 3- Amostra centrifugada

Um grama da amostra pura, macerada, foi inserida em tubo conico de 50 mL. Foram
adicionados 30 mL de solucdo salina (SC). A suspensdo foi agitada em Vortex por 30
segundos. Apds decantacdo, 1,5mL do sobrenadante foi transferido para eppendorf de 2 mL e
submetido a centrifugagdo por 13000 RPM, por 5 minutos. Um total de 100 puL do pellet e
parte inferior do sobrenadante foram semeados para meio SDAC.

2.6. Critérios de interpretacdo das colonias

Para diferenciar as coldnias de fungos (leveduriformes e filamentosas) e bactérias,
seguiram-se os critérios segundo a ANVISA (Levy et al., 2004). considerando: o crescimento
do isolado em SDAC; a microscopia direta e a observacdo macroscopica. Os aspectos
microscopicos observados foram: estruturas fingicas globosas, ovaladas, ovaladas-alongadas,
arredondadas, presenca de capsula, tamanho das células; e aspectos macroscépicos: superficie

lisa ou rugosa, coloracéo, aspecto cremoso, mucoide ou seco.

3. Resultados
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Os resultados dos processamentos testados foram obtidos ap0s trés dias de incubagéo
das placas. Nas placas do processamento 1 (Fig. 1.a) houve o crescimento de coldnias
filamentosas bem delimitadas, o que ndo prejudicou o isolamento de leveduras, entretanto, a

presenca de coldnias leveduriformes foi minima.

Nas placas do processamento 2 (Fig. 1.b), houve o crescimento de colbnias
filamentosas bem delimitadas. Esse tratamento permitiu o isolamento do maior nimero de

colbnias leveduriformes.

Nas placas do processamento 3 (Fig. 1.c), a presenca de contaminantes filamentosos
ndo ocorreu em 100% da superficie do SDAC, contudo, as coldnias de aspecto leveduriforme,

foram escassas.

o

Fig. 1. Crescimento de colbnias fungicas provenientes de fezes de morcegos em diferentes

processamentos da amostra. (a) processamento 1; (b) processamento 2; (c) processamento 3.

Em relacéo as col6nias cremosas, foram obtidas leveduras e, também, bactérias. Esse

crescimento variou de acordo com o processamento aplicado (Tabela 1).

Tabela 1

Crescimento de microrganismos em SDAC apés diferentes processamentos das fezes de

morcegos e incubadas a 25°C por 72 horas.
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Crescimento Presenca
Amostras - Processamentos Filamentosas Cremosas Leveduras Bactérias
(UFC/mL)
1A Sim 10 Né&o Sim
la Sim 20 Néo Sim
2A Sim 10 Né&o Sim
2a Sim 40 Sim Sim
3A Sim 0 Né&o Né&o
3a Sim 0 Néo Né&o
1B Sim 0 Né&o Né&o
1b Sim 0 Né&o Né&o
2B Sim > 40 Sim Né&o
B 2b Sim 10 Sim Néo
3B Sim 10 Né&o Sim
3b Sim 0 Né&o Né&o

a,b = duplicata > = maior UFC= unidade formadora de colénia

4. Discussao

Amostras ambientais tém como caracteristica a presenca de uma variedade de fungos
filamentosos especializados, cuja dispersdo de estruturas reprodutivas ocorre pelo ar
atmosférico, conhecidos como fungos anemofilos (Gambale, 2012). Esses fungos
frequentemente acabam por contaminar amostras bioldgicas, predominando no meio de
cultura por rapido desenvolvimento e/ou pela producdo de substancias antimicrobianas e,
muitas vezes, inibindo o crescimento de outros microrganismos de interesse clinico (Gambale,
2012). Fezes sdo amostras bioldgicas com consideraveis quantidades de microrganismos, 0s
quais podem sobrepor em uma cultura quando se faz a pesquisa de um agente em especifico
(Arantes, 2012). Assim, a associagdo desses dois fatores, fezes e ambiente, acabam por
dificultar, ainda mais, o isolamento de determinados microrganismos como no caso, as
leveduras potencialmente patogénicas ao homem contidas nas fezes de morcegos encontradas

em forros de residéncias colonizadas por esses animais.

De modo geral, independente do processamento empregado na amostra, houve baixo
namero de leveduras isoladas. Este fato pode ser consequéncia da interferéncia,

principalmente, por fungos filamentosos. Além disso, o cultivo direto de amostras ambientais,
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pode sofrer a influéncia do clima, como resultado de uma menor esporulagdo do fungo
durante a época de coleta das amostras ou, ainda, a ndo adequacdo da profundidade da
amostra obtida ou mesmo a auséncia do microrganismo no local estudado (Barrozo et al.,
2009 e 2010). Goodman e Larsh (1967), estabeleceram que a umidade e temperatura
ambiental afetam a sobrevivéncia de H. capsulatum no solo. Granados e Castafieda (2006),
corroboraram a hipOtese de que diferentes sorotipos do complexo de espécies de
Cryptococcus poderiam ter diferentes exigéncias climaticas (temperatura e umidade), o que
poderia explicar as diferencas na distribuicdo geografica e nichos ecologicos encontradas

desse fungo.

Histoplasma capsulatum néo foi isolado a partir das metodologias empregadas. Para o
isolamento desse fungo, a disponibilidade de oxigénio e pH, ligeiramente acido, sdo fatores
que influenciam diretamente os resultados, uma vez que Histoplasma apresenta melhor
crescimento nessas condigdes (Berliner e Biundo, 1973; Mendelovici, 1974). No entanto, sua
relagdo com fezes de morcego foi provada por outros estudos (Emmons, 1958; Al-Doory e
Rhoades, 1968; Di salvo et al., 1969; Bartlett et al., 1982; Julg et al., 2008).

Em relacdo as metodologias testadas, péde-se observar variacdes especificas nos
resultados obtidos, conforme o método aplicado. O fato de que ndo foi possivel observar o
crescimento de leveduras, mas somente a presenca de bactérias no processamento 1, pode
estar relacionado com a transferéncia em maior quantidade de residuos em salina para a placa
de SDAC. Isto pode ter sido crucial na determinacdo do crescimento desses fungos, pois,
guanto maior o numero de contaminantes (sujeira), maior a dificuldade em isolar o

microrganismo de interesse.

O processamento 2 caracterizou-se pelo processo sedimentagédo, o qual, por acdo da
gravidade, as particulas tenderam a se depositar no fundo do recipiente. Ham e Curtis (1938),
observaram a partir do processo de separacdo de células sanguineas, que o tamanho das
células tinha influéncia sobre a velocidade de sedimentagdo. Tomando como principio o
estudo de Ham e Curtis (1938), pressupde-se que as leveduras isoladas no tratamento 3
tiveram baixa velocidade de sedimentacdo, ou seja, ndo se depositaram e, consequentemente,

ficaram presentes no sobrenadante.

Ropes et al. (1939) propuseram como explicacdo para seus estudos, que alteracdes nas
taxas de sedimentacdo estariam relacionadas a mudancas no estado coloidal do plasma. O
sistema coloidal caracteriza-se pelo tamanho das particulas, as quais podem interferir nos

processos de difusdo, espalhamento de luz ou sedimentacdo; pelas propriedades superficiais
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como fenbmenos de adsorcdo ou dupla camada elétrica; e por interaces particula-particula e
particula-solvente (emulsdes, aerossois, suspensdes) (Shaw, 1975). A suspensdo utilizada
nesse tratamento constituinte da amostra de fezes e salina caracterizou-se como um sistema
coloidal o qual influenciou o processo de sedimentacdo. Entretanto, ndo pode ser afirmado
que todas as leveduras suspensas estavam presentes no sobrenadante. Apesar disso, como 0
resultado obtido foi mais eficiente em relagédo aos outros tratamentos, sugere-se que a forma
de amostra decantada (processamento 2) proporcionou melhor crescimento de leveduras, ou

seja, maior isolamento e menor crescimento de contaminantes.

As amostras que foram submetidas ao processamento 3 apresentaram apenas o
crescimento de bactérias, assim como no processamento 1. A centrifugagdo que tém por
principio a sedimentacdo de células, deveria ser eficiente para separar os componentes da
suspensdo por meio das diferencas de densidade das particulas de sedimentacdo e com a
densidade e viscosidade do meio (Cuttis et al., 1967), no entanto, o tempo e a velocidade de
centrifugagdo empregados nesse tratamento podem ndo ter sidos suficientes para obter o
resultado esperado, uma vez que, estdo diretamente relacionados a taxa de sedimentacao.
Além disso, deve ser considerada, também, a centrifugacdo do sobrenadante, e ndo a
suspensdo inicial. Isso sugere uma reducdo no numero de leveduras presentes no

processamento 3 comparado com 0s processamentos 1 e 2.

5. Conclusao

Considerando que detectar fungos em amostras ambientais é uma tarefa de grande
dificuldade, padronizar metodologias se torna crucial para conhecer cada vez mais a
frequéncia e distribuicdo das espécies desses microrganismos relacionadas aos quiropteros.
Na busca por padronizar essas técnicas, pode-se observar, que as amostras submetidas ao
processo de decantacdo da suspensao (processamento 2), resultaram melhor crescimento de
leveduras. Desta forma, o processamento 2 foi considerado a forma mais eficiente para isolar
leveduras a partir das fezes de morcegos, em relagdo aos outros tratamentos empregados neste

estudo.
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Leveduras isoladas em abrigos urbanos colonizados por morcegos em
Maringéa, Parana.
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RESUMO

No meio urbano, 0s morcegos estdo constantemente presentes e, com isso, mais proximos aos
humanos. Essa proximidade traz algumas preocupacdes, especialmente para a satde publica,
pois esses animais estdo associados a fungos responsaveis por causarem doencas graves,
como a criptococose por exemplo. Desta forma, buscou-se investigar a ocorréncia de
leveduras a partir das fezes de morcegos, a fim de verificar a possivel relacdo do animal na
disseminacdo desses fungos. As amostras foram obtidas em nove abrigos urbanos da cidade
de Maringa-PR, especificamente em forros residenciais colonizados por morcegos, e
processadas no Laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maring4, em
um intervalo de 24 horas. As leveduras isoladas foram: Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.,
Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida guilliermondii. Além desse estudo, outros
também reportaram as interacGes entre morcegos e fungos, ressaltando a presenca desses
microrganismos em meio urbano. Por isso, é relevante conhecer a frequéncia e distribuicdo
das espécies de fungos relacionadas a morcegos, considerando a exposicdo de humanos,
especialmente os imunocomprometidos oferecendo riscos de infecgdes fungicas.

Palavras-chave: Quirdpteros, fezes, leveduras, abrigos urbanos
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1. Introducéo

No Brasil, 0s quiropteros representam o segundo grupo de mamiferos em diversidade,
contendo 172 espécies [48]. A familia Molossidae é representada pelas espécies que, mais
comumente, habitam abrigos urbanos no noroeste do Parand: Molossus rufus, Molossus
molossus, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis e Eumops glaucinus [50]. No
meio urbano, esses animais podem ser encontrados em edificacbes, por isso, sua presenca
pode ndo ser tolerada pelas pessoas, devido a ocorréncia de acumulo de excrementos e de
ruido [25]. Entretanto, para a salde publica, o principal problema é relacionado a
disseminacdo de microrganismos, pois o guano de quirdpteros é uma  importante fonte de
nitrogénio, atuando como substrato adequado para o crescimento e desenvolvimento dos
mesmos [5].

Algumas pesquisas monstraram a presenga de leveduras patogénicas em fezes de
morcegos. De Rezende et al [11], Disalvo et al [12], Lyon [34] e Schimidt [53] isolaram
Histoplasma capsulatum em guano acumulado em cavernas/grutas habitadas por quirdpteros.
Em residéncias, a presenca desse fungo foi reportada por Emmons [14], Fava Neto et al [19] e
Pecanha-Martins [46]. Outras espécies de fungos como: Aspergillus spp., Aphanoascus
fulvescens, Blastomyces sp., Candida spp., Cephalotrichum sp., Chaetomidium sp.,
Chrysosporium speluncarum, Cladosporium sp., Coccidioides spp., Cryptococcus spp.,
Emericella rugulosa, Eurotium amstelodani, , Fusarium sp., Gliocladium roseum,
Gymnascella citrina, Gymnoascus dankaliensis, Leuconeurospora spp., Malassezia spp.,
Malbranchea aurantiaca, Microsporum spp., Mortierella spp., Mucor spp., Paecilomyces
variotii, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium spp., Purpureocillium lilacinum, Rhizopus
spp., Rhodotorula sp., Sporothrix sp., Sporotrichum sp., Trichoderma viride, Trichophyton
spp., Trichosporons spp., Wangiella dermatitidis; também foram encontradas associadas aos
morcegos [3, 20, 24, 28, 42, 47, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 60]. Esses dados séo relevantes, uma
vez que a frequéncia de micoses invasivas causadas por fungos oportunistas tem aumentado
significativamente a partir da década 50. Esse aumento estd associado a indices muito
elevados de morbidade e mortalidade e diretamente relacionado a populagdes cada vez
maiores de pacientes em risco de desenvolvimento de infec¢fes fungicas graves [41].

Uma das principais micoses oportunistas é a criptococose, doenca causada pelos
fungos Cryptococus neoformans e Cryptococus gatti os quais sobrevivem no solo
contaminado por guano de aves e morcegos. Em seres humanos, a infec¢do ocorre através da

inalacdo de propagulos ou leveduras dessecadas de fontes ambientais [33]. Esses por sua vez,
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colonizam primariamente os pulmdes podendo causar doenca aguda, subaguda ou cronica e,
subsequentemente, invadem o sistema nervoso central, podendo acarretar quadros de
meningite, encefalite ou meningo-encefalite [6, 7].

O presente estudo teve por objetivo investigar a ocorréncia de leveduras a partir das
fezes de morcegos, a fim de verificar a possivel relacdo do animal na disseminacdo desses

microrganismos.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

Maringa (23° 25” S e 51° 56’ O) localiza-se no Terceiro Planalto paranaense na regido
Sul do Brasil, noroeste do Estado do Parana. O clima da regido é classificado como
subtropical temperado, onde a temperatura média anual € em torno 20 a 21 °C, com média das
maximas entre 27 a 28° C e das minimas entre 16 e 17° C. A precipitacdo média anual é
elevada, geralmente entre 1.500 mm a 1.600 mm, bem distribuidos ao longo do ano [36]. As
amostragens foram realizadas em abrigos urbanos, especificamente em 9 forros residenciais
colonizados por morcegos (Fig. 1). Esses abrigos foram informados por moradores da cidade
de Maringa, mediante solicitacdo de atendimento pelo Centro de Controle de Zoonoses,
Prefeitura Municipal de Maringa, o qual tem parceria com o Grupo de Estudos em Ecologia
de Mamiferos e Educacdo Ambiental (GEEMEA) da Universidade Estadual de Maringd. Os
critérios para selecdo das casas a serem coletas foram: a) viabilidade para entrar no forro, pois
alguns forros ndo eram acessiveis; b) receptividade do morador em receber a equipe para

realizacdo da pesquisa.
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Fig. 1. Localizacdo das residéncias nas quais foram coletadas fezes de morcegos, em Maringa,

Parana.

2.2. Coleta do material

No periodo de junho e outubro de 2013 entre 9 a 11 horas, foram efetuadas as coletas.
A entrada nos abrigos se fez com o0 uso de equipamentos de protecdo individual, como,
mascara de protecdo respiratoria, luva descartavel e oculos. Os morcegos capturados foram
contidos manualmente com luvas de raspa de couro. Foi anotada, no local de amostragem, a
identificacdo taxondmica, seguindo critérios de Gregorin e Taddei [22], Jones e Carter [26],
Miranda [38], Vizotto e Taddei [62]. Foi coletada uma amostra de, aproximadamente, 10g de
fezes por residéncia, abrangendo-se o maior nimero de locais onde 0s excrementos eram
visualizados. A amostra foi condicionada em um frasco coletor universal de polipropileno
esterelizado (80 ml). Além disso, uma placa de Petri 90x15 mm contendo o meio Sabouraud
Dextrose Agar acrescido de 200 pg/mL de cloranfenicol (SDAC) era exposta por 15 minutos
em cada abrigo, a fim de verificar se as leveduras presentes no ar atmosférico seriam as
mesmas isoladas nas fezes.

Apos a coleta de informacdes, os morcegos foram soltos e as amostras processadas no
laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa dentro de 24 horas.
Todos os procedimentos empregados foram realizados de acordo com a licenga permanente
para coleta de material zooldgico do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
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Biodiversidade - ICMBio sob nimero: 17869-3 (data da emissdo: 14/09/2012) e da aprovagéo
da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa e da

Secretaria de Saude do Municipio.

2.3. Processamento das amostras e isolamento dos fungos

Um grama da amostra de fezes pura macerada foi inserido em tubo cdnico de 50 mL.
Foram adicionados 30 mL de solugéo salina 0,85% acrescida de 200 pg/mL de cloranfenicol
(Sigma). A suspensdo foi homogeneizada em Voértex por 30 segundos e, em seguida,
permaneceu em repouso por 30 minutos. Apos decantacdo, 100 pL do sobrenadante foram
semeados no meio de cultura Agar Niger, e homogeneizados com o auxilio de pérolas de
vidro esterelizadas, as quais, apos o uso, eram descartadas. Para cada amostra foram semeadas
trés placas e incubadas a 25°C, 37°C e em temperatura ambiente. As placas de Petri expostas
no abrigo foram incubadas em temperatura ambiente. O crescimento dos fungos foi

monitorado diariamente.

2.4. ldentificacéo dos fungos

Foi realizada a identificacdo pelo método classico para as espécies apos 24-48 h do
isolamento das coldnias. Técnicas para o isolamento do fungo Histoplasma capsulatum nédo
foram empregadas, e, portanto, a identificacdo teve como foco leveduras comodos géneros
Candida, Cryptococcus ou Rhodotorula. Colénias cremosas caracteristicas de leveduras
foram isoladas e processadas para identificacdo e diferenciacdo das espécies. O esquema de
identificacdo e diferenciacdo das espécies de Candida e Cryptococcus esta representado na

figura 2.
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Fig. 2. Testes morfologicos e bioguimicos para diferenciacdo e identificacdo das espécies de
Candida e Cryptococcus.

Os meios diferenciais, Agar Base Ureia (Christensen) e Agar Semente de Niger
(NSA), foram utilizados para auxiliar na identificacdo da espécie. Paralelamente, os isolados
foram preparados processados com tinta nanquim (diluicdo 1:2) e observados em microscopio
Optico quanto a presenca de capsula. Quando o crescimentos nos meios diferenciais eram
positivos e ndo era possivel observar a presenca de casula apds uso da tinta nanquim, as
células eram estimuladas para a producdo da mesma de acordo com método proposto por
Zaragoza [64].

Apbs identificacdo presuntiva do género Cryptococcus pela presenca de cépsula e
caracteristicas bioquimicas, foram realizados testes para identificacdo de espécie, como 0
cultivo em &gar-canavanina-glicina-azul de bromotimol e assimila¢éo de carboidratos.

Para as leveduras que apresentaram coloracdo branca em NSA, auséncia de
crescimento em meio Christensen e fermentacdo de acUcares positiva, foram realizados testes
adicionais para identificacdo de Candida spp, tais como: cultivo em CHROMagar Candida®,

assimilacdo de agucares, microcultivo em agar-fuba e Tween 80.

3. Resultados

As espécies Molossus molossus e Molossus rufus foram as unicas encontradas nesses
abrigos (Fig. 3), no entanto, houve casas em que a presenca dessas espécies nao foi

identificada durante a amostragem.
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Fig. 3. Namero de exemplares de Molossus molossus e Molossus rufus capturados em abrigos

urbanos de Maringé, Parana.

Cryptococcus spp. foram isolados nas casas V, VIII, IX e Rhodotorula spp. nas casas
I, V, IX. Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida guilliermondii, apesar da menor
frequéncia, também foram isoladas (Tabela 1). Ndo houve relacdo entre as leveduras isoladas
nas fezes com as isoladas do ar, salvo a excecdo da levedura Rhodotorula sp. a qual foi
isolada na casa V de ambas amostras (fezes e ar). As outras leveduras identificadas eram
provenientes somente da amostra do ar ou somente da amostra de fezes. As cepas isoladas
nesse estudo foram oriundas das casas I, V, VIII, IX, essas que se caracterizaram por
apresentarem pouco ou nenhum morcego colonizando o forro.

Os forros amostrados foram caracterizados em dois tipos: aberto, quando
apresentavam um lado do cémodo totalmente aberto e ausente de porta; e fechado, quando
caracterizavam-se por um coémodo totalmente fechado, tendo acesso apenas por uma porta.
Foram denominados locais, os lugares no forro que apresentavam acumulo de excrementos de
morcegos. Quando o forro apresentava 1 ou 2 locais, era denominado insatisfatorio. Quando
apresentava de 3 a 6 locais era considerado regular, e acima de 6 locais, satisfatorio (Tabela
2).
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Tabela 1. Leveduras isoladas em forros residenciais colonizados por morcegos na cidade de

Maringé, PR.
Casas N° de Cryptococcus Candida Candida Candida Rhodotorula  N°de
morcegos spp. glabrata parapsilosis  guilliermondii spp. leveduras
amostrados NID
Fezes Ar Fezes Ar Fezes Ar Fezes Ar Fezes Ar
| 1 NI NI NI NI IS NI NI NI IS NI 0
1 0 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0
11 19 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0
v 19 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0
\Y% 0 IS NI IS NI NI NI NI NI IS IS 1
Vi 0 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0
VIl 2 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0
VI 0 NI IS NI NI NI NI IS NI NI NI 1
IX 1 NI IS NI NI NI NI NI NI NI IS 0

S=isolado NI= ndo isolado NID= nao identificado

Tabela 2. Caracteristicas dos forros amostrados na cidade de Maringé, PR.

Casa Tipo de forro Locais contendo fezes de morcego
| Fechado Regular
I Fechado Insatisfatdrio
i Aberto Regular
v Aberto Insatisfatdrio
\ Fechado Satisfatorio
Vi Fechado Insatisfatorio
VIl Fechado Insatisfatorio
VI Fechado Regular
IX Fechado Satisfatorio
4. Discussao

No estado do Parana as coldnias de M. molossus e M. rufus em ambiente urbano sédo

comumente verificadas [44, 49]. Dentre as espécies encontradas nesses ambientes, M.



59

molossus, mostra ser a mais oportunista na escolha de seus abrigos, pois explora uma
diversidade de estruturas nas edificacbes [44]. A presenca de ambas espécies em forros
residenciais amostrados nesse estudo apresentou oscilacdes. Talvez, o fato de se obter um
numero maior de leveduras em residéncias que se caracterizavam por apresentarem pouco ou
nenhum morcego colonizando os forros (casas I, V, VIII e 1X), esteja relacionado as fezes
mais antigas nesses ambientes, as quais influenciam no crescimento de microrganismos por
meio de variacGes em fatores como temperatura, umidade [1, 2] e pH [37]. No entanto, ndo
foi possivel verificar a influéncia do tempo de exposicdo das fezes ao numero de leveduras
isoladas, pois os aspectos diretamente relacionados como: atividade reprodutiva; método de
amostragem; uso de maltiplos reflgios, troca constante de abrigos [17], ndo foram avaliados
nesse estudo.

As caracteristicas dos forros descritas nos resultados obtidos podem ter influenciado o
isolamento de leveduras a partir das fezes. A casa V, por exemplo, caracterizada por conter
forro fechado e satisfatdrio, foi a que apresentou maior abundancia e riqueza em espécie de
leveduras. Em contrapartida, ndo houve isolamento de coldnias leveduriformes nas casas que
apresentavam forros abertos e/ou insatisfatérios. Desta forma, sugere-se que a quantidade de
excrementos presente no ambiente e a caracterizagdo do mesmo, podem influenciar na
ocorréncia de fungos em fezes de morcegos.

As duas vias de dispersdo dos fungos analisadas (ar atmosférico e morcegos), estdo
estritamente relacionadas a alta producdo de propagulos de disseminacéo, principalmente os
esporos de origem assexuada. Esses propagulos quando atingem um substrato com condicGes
adequadas, germinam e iniciam um novo ciclo [63]. Apesar da maioria das leveduras isoladas
das fezes e do ar atmosférico ndo serem as mesmas, observou-se que alguns fungos como
Rhodotorula e Cryptococcus foram isolados nas duas amostragens.

Rhodotorula ja& era esperada, pois se trata de um fungo anemofilo, disperso
principalmente pelo ar, mas que pode utilizar outras vias para se dispersar. Cryptococcus,
normalmente possui baixa frequéncia de dispersdo por meio do ar atmosférico [63], no
entanto, nesse estudo foi isolado com maior frequéncia nas amostras do ar quando comparado
as amostras de fezes. A capacidade de Cryptococcus ser disperso pelo ar foi discutida por
Emmons [15]. Ele sugeriu que a levedura apresentava caracteristicas suficientemente
resistentes (como espessura da capsula) para se difundir através do ar atmosférico.

Independente da via que utilizam para se dispersar, os fungos podem ser responsaveis
por doencas graves. A criptococose, por exemplo, é uma micose oportunista a qual esta

relacionada, principalmente, ao comprometimento da imunidade celular do hospedeiro,
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resultante de enfermidades e atividades imunossupressoras [9, 40]. Essa doenga tem como
principais agentes etiologicos C. neoformans e C. gattii. O primeiro relaciona-se, na maioria
das vezes, com excretas acumuladas de aves, principalmente, pombos domésticos [16, 21,
30]. O segundo encontra-se frequentemente associado com varias espécies de eucaliptos [13,
29, 31]. No entanto, as duas espécies de Cryptococcus podem estar associadas as fezes de
quirdpteros [28, 58, 59].

Assim como a criptococose, a candidiase destaca-se por ser uma micose oportunista. E
causada por fungos do género Candida, que sdo representantes da flora normal da pele,
membranas mucosas e do trato gastrointestinal. A deteccdo das espécies de Candida em quase
toda a microbiota humana, faz deste microrganismo o fungo mais importante de toda area
biolégica quando comparado principalmente as espécies de Rhodotorula [29]. Isso se deve ao
fato de serem agentes causadores mais frequentes de infeccdo fatal em individuos
imunocomprometidos [8], e responsaveis por doengas mais comumente observadas em
pacientes com AIDS [63]. Apesar disso, 0 género Rhodotorula néo se faz menos importante,
pois algumas espécies estdo associadas a uma variedade de doencas ao homem, como
infeccdes cutaneas superficiais, quadros pulmonares, renais e de SNC [63].

As espécies isoladas nesse estudo (C. glabrata, C. guilliermondii, C. parapsilosis,
Cryptococcus e Rhodotorula), corroboram com a associacdo aos morcegos reportada na
literatura [3, 20, 23, 28, 32, 39, 43, 58, 59], ressaltando a presenca de fungos potencialmente
patogénicos em meio urbano. Esses dados tornam-se preocupantes, uma vez que, morcegos
estdo adaptados a esses ambientes e proximos ao homem. As pessoas que habitam em
residéncias caracterizadas pela presenca de colénias de morcegos, estdo mais suscetiveis a
Cryptococcus e outros fungos. Na tentativa de limpar o comodo da casa contendo as fezes, ou
0 contato diario com as mesmas, o morador pode inalar um grande nimero de esporos de
fungos oportunistas e/ou patogénicos, correndo sérios riscos de infecc¢éo.

Na literatura, ha casos de microepidemias de criptococose e histoplasmose, nas quais
as pessoas foram infectadas apds visitarem locais que possuiam contaminacdo macica de
fezes de morcegos ou aves [10, 19, 18, 27, 35, 46, 53, 55, 57, 61]. Para imunodeprimidos, o
risco de infeccdo é mais elevado, dados oficiais indicam que a criptococose ocorre em 7% a
8% dos pacientes HIV positivos nos Estados Unidos, Europa e América do Sul; e em 35%
desses pacientes na Africa [45]. No Brasil, a criptococose ocorre como primeira manifestacio
oportunista em cerca de 4,4 % dos casos de AIDS e, estima-se que em centros de referéncia

da regido sudeste essa prevaléncia é 8 a 12% [4].
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5. Conclusao

Foi possivel verificar que morcegos estdo associados a disseminacdo de
microrganismos potencialmente patogénicos como Cryptococcus spp., Candida spp., e
Rhodotorula spp., uma vez que, por meio das fezes desses animais, foi possivel obter o
isolamentos dessas leveduras. Considerando que esses agentes podem causar severas
infecgBes e que 0s morcegos, estdo cada vez mais proximos aos seres humanos, medidas de
controle e manejo para evitar possiveis infeccdes devem ser realizadas. Além disso, mais
estudos sdo necessarios para entender melhor a relacao epidemiolégica desses fungos com os

quirdpteros.
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