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A colecé@o “Meio Ambiente: Impacto do Convivio entre Vegetacdo, Animais
e Homens” é uma obra dividida em dois volumes que aborda de forma ampla
aspectos diversos do meio ambiente distribuidos ao longo de seus capitulos, como o
desenvolvimento sustentavel, questées socioambientais, educa¢cdo ambiental, uso
e tratamento de residuos, salde publica, entre outros.

As questdes ambientais sdo temas importantes e que necessitam de
trabalhos atualizados, como os dispostos nesta obra. Os capitulos apresentados
servem como subsidios para formacéo e atualizacdo de estudantes e profissionais
das areas ambientais, agrarias, biologicas e do publico geral, por se tratar de temas
de interesse global.

A divulgagao cientifica é de fundamental importancia para universalizagéo do
conhecimento, desse modo gostariamos de enfatizar o papel da Atena editora por
proporcionar o acesso a uma plataforma segura e consistente para pesquisadores
e leitores.

Taliane Maria da Silva Teofilo
Tatiane Severo Silva
Francisca Daniele da Silva
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RESUMO: Muitas espécies de morcegos
translocam-se entre areas rurais, florestais e
urbanas, entdo podem promover a disseminacgao
e transmissdo de varios agentes infecciosos,
tornando-se uma questdo de saude publica.
De acordo com as escassas informagdes sobre
zoomicoses relacionadas aos morcegos, este
trabalho objetivou investigar leveduras isoladas

de fezes de morcegos presentes em residéncias
urbanas. O estudo ocorreu na cidade de Maringa
em residéncias que possuiam morcegos no
forro, onde as amostras foram coletadas do ar e
das fezes, e processadas de trés formas. Apos
realizar a coleta em nove residéncias, duas foram
consideradas ideais para prosseguir com as
analises. Foram encontrados fungos filamentosos
em ambas as residéncias independente do
processamento empregado, ja para leveduras
o processamento que foi realizado apds a
decantacdo das amostras demonstrou-se 0 mais
eficiente para isolar os agentes.
PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus spp.,
Molossus molossus, Zoomicoses.

ABSTRACT: Many species of bats move
between rural, forest and urban areas, so they
can promote the spread and transmission of
various infectious agents, becoming a public
health issue. According to the scarce information
about zoonosis by fungal related to bats, this
study aimed to investigate yeasts isolated from
bat feces present in urban residences. The study
took place in the city of Maringa in residences that
had bats in the ceiling, where the samples were
collected from the air and feces, and processed in
three ways. After conducting the collection in nine
residences, two were considered ideal to proceed
with the analyzes. Filamentous fungi were found
in both residences regardless of the processing
used, whereas for yeasts the processing that was
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carried out after decanting the samples proved to be the most efficient to isolate the
agents.
KEYWORDS: Cryptococcus spp., Molossus molossus, Zoonosis.

Muitas espécies de morcegos sobrevivem nas areas urbanas, pois os prédios
e o reflorestamento propiciam varios abrigos a esses animais. Além disso, nesse
espago 0s morcegos também encontram alimentos disponiveis como insetos, flores
e frutas, aproximando-os dos seres humanos (DIAS et al., 2011b; NUNES; ROCHA;
CORDEIRO-ESTRELA, 2017). A ordem Chiroptera desempenha papéis importantes
nos ecossistemas como polinizadores, dispersores de sementes e insetos de controle,
uma vez que fazem parte da cadeia alimentar (FRICK; KINGSTON; FLANDERS,
2019). Essas caracteristicas também promovem a disseminagéo e transmisséo de
varios agentes infecciosos a partir dos Chiroptera, sendo que essa proximidade com
0 ambiente urbano alerta para a maior possibilidade de contagio de zoonoses para
o0 homem, como virus, bactérias e micoses, tornando-se uma questao de salde
publica e requerendo atencdo na vigilancia epidemiolégica (LI et al., 2018). Muitos
estudos investigaram a presenca de agentes infecciosos relacionados a zoonoses,
no entanto, o conhecimento sobre leveduras com potencial patogénico em habitats
de Chiroptera € limitado (DA PAZ et al., 2018; DIAS et al., 2011b).

Os morcegos costumam abrigar-se em cavernas, telhados e viver em
rebanhos, estando em constante movimento entre areas urbanas, rurais e florestais.
Estes locais tém presencas de diversos fungos, sendo os morcegos um reservatério
ou fonte de infeccao de micoses (DIAS et al., 2011b).

Diferentes fungos ambientais que podem estar presentes nas fezes dos
morcegos, sao descritos por serem patdégenos de animais e seres humanos, como 0s
fungos termodimoérficos Histoplasma capsulatum; Blastomyces sp., Paracoccidioides
brasiliensis, fungos filamentosos como, Fusarium sp., Aspergillus spp., Penicillium
spp., Cladosporium sp., Microsporum spp., Trichophyton spp., Paecilomyces variotii,
e importantes leveduras como, Cryptococcus spp., Rhodotorula sp., Candida spp.
(BOTELHO et al., 2012; DA PAZ et al., 2018; DIAS et al., 2011b; GROSE; TAMSITT,
1965; KAJIHIRO, 1965; NOVAKOVA; KOLARIK, 2010; RANDHAWA et al., 1985;
REISS; MOK, 1979; ROGERS; BENEKE, 1964; SUGITA et al., 2005; TAYLOR,;
STOIANOFF; FERREIRA, 2013; VANDERWOLF et al., 2013).

A relacé@o entre fungos patogénicos e fezes de morcegos esté presente na
literatura relacionada a florestas e cavernas, no entanto, ainda existem lacunas
epidemiolégicas relacionadas ao ambiente urbano, principalmente em relagéo as
leveduras com potencial patogénico nesses excrementos (BOTELHO et al., 2012;
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DIAS et al., 2011a; ELLABIB et al., 2016; YAMAMURA et al., 2013). Existem registros
de endemias causadas por Cryptococcus spp., onde o mesmo fungo foi isolado
e identificado, tanto em pacientes quanto em morcegos e suas fezes presentes
no ambiente urbano (DA PAZ et al., 2018). Esses dados séo relevantes, uma vez
que a frequéncia de micoses oportunistas e invasivas causadas por leveduras
ambientais com potencial patogénico aumentou significativamente. Essa incidéncia
esta relacionado a altas taxas de morbimortalidade e, diretamente, ao aumento
da populagéo de pacientes imunossuprimidos em risco de desenvolver infeccoes
fungicas graves, como a criptococose (FISHER et al., 2012; SEYEDMOUSAVI et
al., 2015). Ciente da falta de informagfes sobre as zoomicoses relacionadas aos
morcegos, necessidade de estudos que complementam os dados epidemiologicos
e a importancia de associar fatores relacionando morcegos como vetores de fungos
com potencial patogénico, este estudo teve como objetivo investigar leveduras
isoladas de fezes de morcegos presentes em residéncias urbanas.

Todos os procedimentos empregados foram realizados de acordo com a
licenca permanente para a coleta de material zoologico do Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio (CEUA) sob o nimero: 17869-3 (data
de emissao: 14/09/2012), da Universidade Estadual de Maringa e da Secretaria
Municipal de Saude.

O estudo foi realizado em Maringa (23° 25’ S e 51° 56’ O), localizado no
terceiro platd paranaense na regido sul do Brasil, noroeste do estado do Parana
(Figura 1).

Para a deteccdo dos fungos foram coletadas fezes de morcegos no ambiente
urbano. Com base nas informagdes fornecidas pelos moradores da cidade apoés
contato com o Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura de Maringa, que
mantém parceria com o Grupo de Estudos em Ecologia de Mamiferos e Educacgéao
Ambiental (GEEMEA) da Universidade Estadual de Maringa. Foram estabelecidos
critérios de inclusdo para este estudo: a) residéncias que relataram morcegos;
b) residéncias que relataram morcegos em que os proprietarios autorizassem a
realizacdo da pesquisa; c) presenca de morcegos habitando o forro da casa; d) forro
da casa permanentemente fechado; e) viabilidade dos pesquisadores de entrar e se
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deslocar dentro do forro da casa sem nenhum perigo aos mesmos.

O material foi coletado no inverno, periodo matutino, com uso adequado de
equipamentos de protecao individual. Os forros das residéncias foram caracterizadas
em dois tipos: abertos, quando tinham um lado do ambiente totalmente aberto, e
fechado; quando eram totalmente fechados, sendo o Unico acesso por uma porta.
Os locais no forro que apresentavam acumulo de excrementos de morcegos eram
designados como locais adequados para coleta. Quando o forro tinha um ou
dois locais, foi considerado insatisfatorio, ao apresentar de trés a seis locais, foi
considerado regular e acima disto, satisfatorio (Tabela 1). Anterior as coletas, os
morcegos foram capturados, manipulados com luvas de raspa couro, e em seguida
foi realizada a identificacdo taxonémica dos mesmos (BARROZO et al., 2009;
BURLES et al., 2009a; RIBEIRO et al., 2018).

Foram determinados quatro locais de amostragem com base nos locais
onde foram visualizados excrementos. De cada ponto foi coletado duas amostras
de aproximadamente 10 g de fezes. Antes de coletar as amostragens das fezes,
foi colocado uma amostragem do ar com uma placa de Petri contendo o meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Himedia, Mumbai india) com cloranfenicol 1%,
exposta por 15 minutos. Apés as coletas, os morcegos foram liberados e o material
enviado ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Estadual de Maringa
para processamento microbiol6gico.

Para isolar potenciais leveduras patogénicas das fezes, primeiramente
1g de fezes puras (1 g) foram maceradas com 30 mL de solugéo salina estéril a
0,85% e homogeneizada. Na sequéncia, trés diferentes processamentos foram
realizados (A, B e C), conforme figura 1. Os ensaios foram feitos em duplicatas.
Para o processamento A, um total de 100 pyL da solugédo foram semeadas em
SDA e incubados por cinco dias a 25 °C, sendo verificados diariamente. Para o
procedimento B, a amostra decantou por 30 minutos, ap6s, 100 pL do sobrenadante
foram semeados em SDA e em meio de cultura Agar Niger incubadas a 25 °C, 37 °C
e em temperatura ambiente, sendo verificadas diariamente. Para o processamento
C, 1,5 mL do sobrenadante foi centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos e um volume
de 100 pL do precipitado foi semeado em SDA, incubados por cinco dias a 25 °C,
sendo verificados diariamente. As placas de Petri que haviam sido expostas ao ar
foram incubadas em temperatura ambiente e verificadas diariamente.
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1g de fezes de morcego
+

30 mL de salina

Homogeneizar . 100 pL em SDA, 25 °C, 5 dias e Processo A
100 pL do sobrenadante em SDA,
25 °C. 5 dias —_— Processo B
30 minutos

de decantagéo

10 pL do sobrenadante em Agar

Niger, 25 °C; 37 °C e temperatura | —» Processamento

de Levedura

ambiente
1,5 mL do sobrenadante 100 pL do pellet e 100 pL parte
centrifugado a 13000 rpm | —™| inferior do sobrenadante em SDA, | —™ Processo C
por 5 minutos 25 °C, 5 dias

Figura 1. Esquema metodoldgico para o processamento de amostras fecais de
morcegos para isolamento de fungos.

Esta regido é subtropical temperada, com temperatura média anual de 20 a 21
°C, com média maxima entre 27 a 28 °C e minima entre 16 e 17 °C. De acordo com
o Plano Municipal de Conservacéo e Recuperacdo da Mata Atlantica da Secretaria
Municipal de Saneamento Basico e Meio Ambiente, Maringa, a precipitacdo média
anual é alta, geralmente entre 1500 mm e 1600 mm, bem distribuida ao longo do
ano.

Em relagéo aos morcegos, as espécies Molossus molossus (residéncias |, IV,
VIl e IX) e Molossus rufus (residéncia Ill) foram as Unicas encontradas nos abrigos
visitados, no entanto, havia residéncias nas quais nenhum animal estava presente
no momento da coleta. Porém, havia sinais de restos de comida, pelos e fezes,
caracterizando que 0s morcegos usavam o ambiente como abrigo.
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Numero de Tipo de forro da Distribuicao de fezes no

Residéncia morcegos residéncia ambiente
| 1 Fechado Regular
I} 0 Fechado Insatisfatério
]l 19 Aberto Regular
v 19 Aberto Insatisfatério
Vv 0 Fechado Satisfatorio
Vi 0 Fechado Insatisfatorio
Vi 2 Fechado Insatisfatorio
Vil 0 Fechado Regular
IX 1 Fechado Satisfatorio

Tabela 1. Tipo de forro ocupado por morcegos e distribuicéo de fezes no ambiente.

A partir dos fatores de inclusdo, foram considerados satisfatérios em todos os
critérios e consideradas as amostras coletadas das residéncias V e IX. Os resultados
dos ensaios testados foram obtidos apés trés dias de incubagédo das placas,
mostrados na Tabela 2. Nas placas do processamento A, houve o crescimento de
colénias de fungos filamentosos bem delimitadas, que nao impediram o isolamento
de leveduras, mesmo sendo minima a presenga de col6nias de leveduras. Nas
placas do processamento B, houve o crescimento de colénias filamentosas bem
mais delimitadas quando comparada com o processamento anterior, sendo este
tratamento que permitiu o isolamento do maior niumero de colbnias de leveduras.
Nas placas de processamento C, a presenca de contaminantes filamentosos néo
ocorreu em 100% das culturas em SDA, no entanto, as colbnias do tipo levedura
eram escassas (Tabela 2).
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Presenca de crescimento

Residéncia Proc nento*
Fungos filamentosos Leveduras Bactérias
A Positivo Negativo Positivo
A Positivo Negativo Positivo
B Positivo Negativo Positivo
Y B Positivo Positivo Positivo
C Positivo Negativo Negative
C Positivo Negativo Negativo
A Positivo Negativo Negativo
A Positivo Negativo Negativo
B Positivo Positivo Negativo
X B Positivo Positivo Positivo
C Positivo Negativo Positivo
C Positivo Negativo Negativo

Tabela 2. Crescimento de microrganismos em SDA ap6s diferentes processamentos de
fezes de morcegos, incubados a 25 °C por 72 horas.

* Cada processamento foi realizado em duplicata.

Leveduras do género Candida spp. e Cryptococcus spp. foram isolados das
fezes na residéncia V; no entanto, na residéncia IX, eles estavam presentes no ar.
Rhodotorula spp. estava presente apenas na casa V, em ambas as amostras (fezes
e ar). As demais leveduras identificadas vieram apenas da amostra de ar e das
fezes. As cepas isoladas neste estudo foram de casas (V e IX), caracterizadas por
apresentar pouco ou nenhum morcego colonizando o forro no momento da coleta

das amostras (Tabela 3).

Candida spp.  Cryptococcus spp.  Rhodotorula spp. Leveduras

Residéncia nao
Fezes Ar Fezes Ar Fezes Ar identificadas
\') X X X X X
IX X X X X

Tabela 3. Leveduras isoladas de ambientes habitados por morcegos.

A ordem Chiroptera é distribuida em todo o mundo, os morcegos séo
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encontrados em todos os continentes, com exce¢ao da Antartica. Eles sdo os unicos
mamiferos capazes de voar e deslocar-se por longas distancias nas migracdes
sazonais. Essas caracteristicas, juntamente a sua longa vida Util e capacidade de
habitar diversos nichos ecolbgicos, tornam os morcegos uma das espécies mais
bem-sucedidas da terra. O Brasil € o segundo pais com o maior nUmero de espécies,
com 178 (15,9%) dos exemplares conhecidos (BERNARD; AGUIAR; MACHADO,
2011; NOGUEIRA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018).

A identificacdo a nivel espécies pode ser importante para entender a
transmissao da zoonose, uma vez que as caracteristicas sociais e fisioloégicas dos
morcegos séo condicionadas por habitos, como se abrigar em cavernas, telhados e
viver em rebanhos. Esses habitos fornecem contatos constantes com uma infinidade
de diferentes microrganismos, incluindo virus, bactérias, fungos e parasitas. Varios
desses agentes infecciosos sdo comuns em humanos e animais domeésticos. Os
fungos representam um grupo clinicamente importante de microrganismos em
todo o mundo. Existe uma associagdo consideravel entre estes e os morcegos,
principalmente na anélise de excrementos desses animais encontrados em cavernas
e florestas, sendo que recentemente surgiram novas pesquisas em areas urbanas
(DA PAZ et al., 2018; GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2014; HANCE; GARNOTEL;
MORILLON, 2006). Assim, o fato de viverem nesse constante movimento entre
areas selvagens e urbanas, pode propiciar a disseminacao desses microrganismos
de um ambiente para outro; portanto, dentro da vigilancia epidemiol6gica, podem
ser reservatorios e fontes de zoonoses (DIAS et al.,, 2011b; NUNES; ROCHA;
CORDEIRO-ESTRELA, 2017). Neste estudo, foi realizada a avaliagcdo dos provaveis
ambientes dos morcegos em casas urbanas.

Inicialmente as residéncias foram classificadas de acordo com acesso ao
forro, podendo ser aberto ou fechado, nossos resultados mostram que o fato de estar
fechado nao influencia a presenca de morcegos no ambiente. Na Tabela 1, vemos
que a maior parte das residéncias que tivemos acesso, o forro era fechado e mesmo
assim fezes de morcegos foram detectadas no ambiente, o que caracteriza o uso do
habitat pelos animais. No entanto, € importante observar que, ao compararmos as
residéncias Ill e 1V, onde os forros s@o abertos, foi encontrada a maior quantidade
de animais presentes no ambiente no momento da coleta, com um total de 19
morcegos em cada local, provavelmente porque o acesso seja facilitado pela propria
arquitetura.

Molossus foi o género de morcegos encontrado neste estudo, estes morcegos
sao insetivoros (DA PAZ et al., 2018; REIS et al., 2006) e podem ser atraidos por
insetos que ficam proximos a luzes artificiais em areas urbanas, locais onde podem
encontrar abrigos artificiais em telhados e tetos (DE LUCCA et al., 2013; RIBEIRO

et al., 2018). Esses dados corroboram com os resultados encontrados aqui, onde
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as espécies identificadas estavam presentes em uma area com alta densidade
populacional, em uma cidade altamente urbanizada que fornece abrigos artificiais
e suprimentos alimentares suficientes para manutencdo dos mesmos (BURLES et
al., 2009b; RIBEIRO et al., 2018). Além disso, existem desequilibrios ambientais
resultantes da acdo antropica nos ecossistemas, o que forca os morcegos a se
adaptar e desenvolver em centros urbanos (DA PAZ et al., 2018).

As Infecgbes fungicas associadas a zoonoses sao importantes e devem ser
consideradas na satde publica (MORETTletal.,2013; SEYEDMOUSAVI etal., 2015).
Nesse contexto, é notavel que algumas doengas flngicas com potencial zoonético
merecem atenc&o adequada, sendo que novos conhecimentos epidemioldgicos sdo
importantes para entender e combater melhor essas doencas, para isso, é essencial
conhecer a distribuicdo desses microrganismos no ambiente. Como podemos
observar na Tabela 2, a presenca de diferentes géneros sao detectaveis no ambiente
e nas fezes dos morcegos. Fungos filamentosos estavam presentes em todas as
técnicas utilizadas, ocupando uma parte consideravel da area da placa. Estes fungos
podem ser verdadeiros patégenos ou oportunistas (GUARRO; GENE; STCHIGEL,
1999; SEYEDMOUSAVI et al., 2015), quase todos sdo capazes de sobreviver no
ambiente por periodos prolongados, mas os verdadeiramente patogénicos tém
como vantagem evolutiva usar um vertebrado como vetor durante uma parte de
seu ciclo de vida, sendo frequentemente um animal ndo humano (HUBALEK, 2003).

As amostras ambientais tém como caracteristica a presengca de uma
variedade de fungos filamentosos, cuja dispersdo das estruturas reprodutivas pode
ocorrer mesmo pelo ar atmosférico, pelos conhecidos fungos anemofilos (GUARRO;
GENE; STCHIGEL, 1999). Estes frequentemente contaminam amostras biolégicas,
predominando no meio de cultura devido ao rapido desenvolvimento e/ou producao
de substancias antimicrobianas que podem inibir o crescimento de outros fungos de
interesse clinico. As fezes sdo amostras biolégicas com quantidades consideraveis
de agentes microbianos que podem se sobrepor em uma cultura ao rastrear um
determinado agente que esta sendo investigado (SEYEDMOUSAVI et al., 2015,
2018).

A associacdo de fezes e meio ambiente, acabam dificultando ainda mais
o isolamento de certos microrganismos, como no caso, leveduras potencialmente
patogénicas humanas contidas nas fezes de morcegos encontradas em forros de
residéncias. Diferentes técnicas foram realizadas para melhorar o isolamento de
leveduras e conforme mostrado na Tabela 2. Em geral, independentemente do
processamento utilizado na amostra, houve baixo nimero de leveduras isoladas,
esse fato pode ser consequéncia da interferéncia, principalmente, de fungos
filamentosos. Além disso, o cultivo direto de amostras ambientais pode ser

influenciado pelo clima, como resultado de menor esporulagdo do fungo durante o
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periodo de amostragem, ou da adequacgédo da profundidade da amostra obtida ou
mesmo da auséncia do fungo no estudo local (BARROZO et al., 2009, 2010).

O processo B foi mais vantajoso que os demais para o isolamento de fungos
de levedura. Este processo foi caracterizado por sedimentacao, que, por gravidade,
fez com que as particulas se depositem no fundo do tubo. Entretanto, como o
resultado obtido foi mais eficiente em relacdo aos demais tratamentos, sugere-se
que a forma da amostra decantada (processo B) proporcionou melhor crescimento
da levedura, ou seja, maior isolamento e menos contaminantes (FILIU et al., 2002;
REIS et al., 2006).

As amostras submetidas ao processo C apresentaram apenas crescimento
bacteriano, bem como no Processo A. A centrifugacdo, que tem o principio da
sedimentacgéao celular, deve ser eficiente para separar os componentes da suspensao
por meio das diferencas na densidade. No entanto, o fato de o sedimento celular
concentrar todos os microrganismos pode ter dificultado o desenvolvimento da
levedura no meio de cultura. Além disso, a centrifugacéo do sobrenadante, em vez
da suspensdo inicial, também deve ser considerada, sugerindo uma reducdo no
namero de leveduras presentes no processo C em comparagédo com A e B.

Em relacdo a presenca de leveduras isoladas, foram identificados trés
géneros: Candida, Cryptococcus e Rhodotorula (Tabela 3). Estes sdo comumente
encontrados no ambiente e tém potencial patogénico em humanos e animais (DA
PAZ et al., 2018). As duas vias de dispersado dos fungos analisados (ar atmosférico
e morcegos) estdo estritamente relacionadas a alta produg¢éo de propagulos de
disseminacgao, principalmente esporos de origem assexuada. Esses quando atingem
um substrato com condi¢des adequadas, germinam e iniciam um novo ciclo (ZAITZ
et al., [s.d.]).

E importante notar que, embora Candida spp. ser considerada parte da
microbiota de seres humanos saudaveis, também considera-se oportunista sob
condi¢bes de imunossupressao. A candidiase pode ser superficial, afetando a pele,
as membranas do trato gastrointestinal e urogenital, além disso sua disseminacao
pode levar a candidemia ou infeccdo localizada dos érgdos internos(NUCCI;
ANAISSIE, 2001; VANDERWOLF et al., 2013).

Embora a maioria das leveduras isoladas de fezes e do ar atmosférico
ndo sejam as mesmas, observou-se que alguns fungos, como Rhodotorula e
Cryptococcus, foram isolados nas duas amostragens. Rhodotorula ja era esperado,
porque representa um fungo anemdfilo, disperso principalmente pelo ar, embora
também use outras formas de dispersar (ZAITZ et al., [s.d.]). A associacdo entre
morcegos Molossus molossus em éareas urbanas e Cryptococcus spp. ja foi
reportada na literatura (DA PAZ et al., 2018).Inicialmente, o género Cryptococcus

foi considerado de leveduras saprofiticas ambientais que ndo causam infeccoes
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