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SCHERRER, P. H. Detec¢cdo molecular de Cryptococcus spp. em amostras de fezes de
pombos coletadas em Botucatu. 2022. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia). Instituto de
Biociéncias de Botucatu. Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, 2022.

RESUMO

A alta concentracdo de pombos (Columba livia) € um problema comum em metrépoles.
No entanto, mesmo em cidades interioranas e relativamente pequenas, a presenca dessas aves
em pracas, edificacGes e outros locais cuja estrutura oferece condic¢Ges para abrigo, reproducéo
e alimentacdo, preocupa. A escassez de programas voltados para o controle, bem como a
auséncia de trabalhos de educagdo ambiental favorece a proliferacdo de pombos na area urbana,
ja que o ser humano potencializa a disponibilidade de alimento a esses animais. A criptococose
ou popularmente doenca do pombo, contraida principalmente por meio da inalacdo de poeira
contendo células flngicas associada as fezes secas, constitui uma ameaca a saude publica. Seu
agente etioldgico, leveduras encapsuladas do género Cryptococcus spp., possui relevancia na
quantidade de mortes de pessoas imunodeprimidas no mundo todo. Nosso objetivo foi
investigar a ocorréncia de Cryptococcus neoformans em amostras de fezes de pombos, no
municipio de Botucatu, Estado de Séo Paulo, coletadas em hospitais, pracas ou escolas e seus
arredores, onde a presenca, concentracao e aninhamento de pombos é facilmente verificada e o
acumulo de fezes notério. Para tanto, foram coletadas 5 amostras de fezes em 6 hotspots
distintos na zona urbana e rural do municipio. Apés extracdo de DNA realizou-se PCR com
primers universais para fungos ITS-4 e ITS-5 e, a seguir, nested PCR com os primers CN4 e
CN5, especificos para C. neoformans. Dos 06 hotspots avaliados, 5 foram positivos, sendo o
unico resultado negativo pertencente a zona rural do municipio de Botucatu. Dessa forma,
podemos afirmar que 100% dos pontos urbanos analisados foram positivos para a presenca de
C. neoformans, o que é um dado preocupante, pois sdo areas de grande circulacdo de pessoas
que possam ser vulneraveis a infeccbes. Este achado deve trazer a tona a necessidade urgente
da implementacdo de politicas coordenadas de monitoramento, de controle da proliferacdo de
pombos e de educacdo ambiental e em salde para difusdo do conhecimento sobre a criptococose

e como evita-la.

Palavras Chave: Cryptococcus neoformans, Criptococose, diagnostico, pombos, saude

publica, vigilancia epidemoldgica.
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SCHERRER, P. H. Molecular detection of Cryptococcus spp. in a data sample of pigeons
collected in Botucatu. 2022. 98 f. Dissertation (Master in Biology). Botucatu Institute of
Biosciences. Paulista State University (UNESP), Botucatu, 2022.

ABSTRACT

The high concentration of pigeons (Columba livia) is a common problem in
metropolises. However, even in relatively small inland cities, the presence of these birds in
squares, buildings and other places whose structure offers conditions for shelter, reproduction
and food, worries. The scarcity of programs aimed at control, as well as the absence of
environmental education work favors the proliferation of pigeons in the urban area, since human
being enhances the availability of food to these animals. Cryptococcosis, or popularly pigeon
disease, contracted mainly by inhaling dust containing fungal cells associated with dry feces,
constitutes a threat to public health. Its etiological agent, encapsulated yeasts of the genus
Cryptococcus spp., has relevance in the number of deaths of immunocompromissed people
worldwide. Our objective was to investigate the occurrence of Cryptococcus neoformans in
pigeon feces samples in Botucatu, State of Sao Paulo, collected in hospitals, squares or schools
and their surroundings, where the presence, concentration and nesting of pigeons is easily
verified and the accumulation of feces was notorious. For this, it was collected 5 samples in
each of the 6 distinct hotspots from urban and rural areas of the municipality. After DNA
extraction, PCR was performed using the universal fungal primers ITS-4 and ITS-5 and then
nested PCR with the specific primers, CN4 and CN5, for C. neoformans. Among the hotspots,
5 from urban area were positive while the one from rural was negative. Thus, we can affirm
that 100% of the urban points analyzed were positive for the presence of C. neoformans, which
is a worrying fact, as they are areas of great circulation of people who may be vulnerable to
infections. This finding should bring to the fore the urgent need for the implementation of
coordinated policies for monitoring, proliferation control of pigeons and environmental and

health education for dissemination of knowledge about cryptococcosis and how to avoid it.

Key words: Cryptococcus neoformans, Cryptococcosis, diagnosis, pigeons, public health,

epidemiological surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reviséo de literatura
1.1.1 Aspecto historico da criptococose e seu agente etiologico

A historia da criptococose é marcada por uma grande confusdo taxdnomica que teve
inicio com o primeiro isolamento e identificacdo de Cryptococcus neoformans na Alemanha
em 1894.

De acordo com o delineamento histérico da doenca descrito por Lazera et al. (2004),
sua descoberta teve inicio a partir da observacao feita por Busse em 1895, um patologista, que
descrreveu formas parasitarias arredondadas em uma lesdo de tibia, na qual foi possivel o
cultivo , microbiolégico e posterior identificacdo como Saccharomyces hominis.
Simultaneamente, um clinico conhecido por Buschke descrevia caso semelhante, porém
atribuiu o agente a uma espécie de coccidio (LAZERA et al., 2004).

Na mesma época, na Italia, houve o isolamento de uma levedura por Sanfelice a partir
de suco de péssego que, uma vez inoculada em animais, apresentou alta patogenicidade e foi
deniminada de Saccharomyces neoformans. Quando esse mesmo autor identificou uma
levedura semelhante em bois encontrou similaridade entre os isolados clinico e ambiental.

Lazera et al. (2004) refere que, conforme a identificacdo de casos em seres humanos
crescia na Europa, a confusdo taxonémica aumentava porque diferentes autores conferiam
novas caracteristicas e nomenclaturas ao mesmo agente etioldgico. Porém, em 1901, com base
na ndo formacao de estruturas chamadas ascosporos, relacionadas a formacao de novas hifas, e
na ndo fermentacdo de acgucares nesses isolados, Vuillemin provou inadequada a utilizacdo do
termo Saccharomyces e foi entdo que se transferiu os achados para o género Cryptococcus que
ja havia sido cunhado desde 1833 por um cientiesta chamado Kutzing.

Do outro lado do atlantico, em meados de 1905, novas descobertas como o primeiro
caso humano de uma meningoencefalite com lesdes cisticas gelatinosas abundantes levaram a
novas descri¢cdes, como as de Stoddard e Cutler (EUA) que, por sua vez, deram o nome de
Torula histolytica ao agente e de Torulose a doenca, desconsideranto o que j& havia sido
descrito na literatura européia sobre o tema e sugerindo uma atividade de lise celular que hoje

se sabe tratar-se de areas vazias e de retracdo da capsula da levedura na lesao.
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Tinta nanquim passa a ser referida para a visualizacdo da capsula em meios de cultivos
na década de 1920 e a partir de 1935, com a revisdo dos isolados referidos até aqui
(Saccharomyces, Cryptococcus e Torula), Benham concluiu que todos pertenciam a um so
género e espécie e propds, em 1950, a denominacdo que se tornaria definitiva até hoje:
Cryptococcus neoformans e, com isso, a doenca denominada de criptococose (LAZERA et al.,
2004).

Nos tempos atuais, verifica-se com frequéncia na literatura mengdes a sorotipos do
agente, A, B, C, D e AD. Essas variacOes sdo baseadas em diferentes padrdes de aglutinacédo
frente a fatores séricos, relacionados a quantidade de anticorpos presentes em soros hiperimunes
produzidos em coelhos e descritos a partir de 1949 por Evans.

A relacdo de C. neoformans com pombos teve inicio na década de 1950 e constitui um
momento crucial para a historia da criptococose. Primeiramente, foi nessa época que Emmons
evidenciou que as excretas de aves, principalmente fezes secas de pombos, constituem um
habitat natural para o agente etiolégico da doenca, isolando com facilidade a partir desse tipo
de amostras ambientais, tornando evidente a distribuicdo cosmopolita e urbana para a levedura
e a doenca. Um namero crescente de casos passa a ser diagnosticado nos EUA, evidenciando
seu aspecto oportunista, primeiramente associado ao uso de corticosterdides, diabetes melito,
transplantes e, posteriormente, a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS) a
partir da década de 1980 (LAZERA et al., 2004).

As descobertas em torno da criptococose no mundo continuaram e, a partir dai, ndo
demorou muito para que casos da doenca em individuos aparentemente imunocompetentes
fossem relatados. O primeiro que se tem noticia foi no continente africano e em um menino de
7 anos, em que o isolamento da levedura foi identificado como sendo do sorotipo B, que mais
tarde considerou-se como a variedade gattii de C. neoformans. Foi a cientista Know-Chung
(1975) ao obter o cruzamento sexuado entre isolados de C. neoformans e isolados de C. gatti
com producdo de Filobasidiella e progénie fértil que reduziu C. neoformans a uma s espécie
e duas variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e AD) e C. neoformans var.
gattii (sorotipos B e C), critério de variedade baseado no cruzamento sexuado, como diferencas
metabdlicas, em que o principal marcador tornou-se 0 meio canavinina-glicina-azul de
bromotimol (meio CGB) que constitui critério taxdbnomico de variedade. Esses e outros achados
contribuiram para a descoberta do ciclo sexuado na década de 1980 e posteriores estudos
genéticos que possibilitaram maior conhecimento sobre a viruléncia, producdo de céapsula,
sintese de enzimas, potencializando estudos epidemioldgicos e filogenéticos (LAZERA et al.,
2004).
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1.1.2 Taxonomia e filogenia de Cryptococcus spp.

A taxonomia da levedura é: dominio Eukaryota, reino Fungi; filo Basidiomycota; classe
Tremellomycetes; ordem Tremelales; familia Cryptococcaceae; género Cryptococcus; espécie
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. De acordo com Bahn et al., (2020), os
complexos de espécies C. neoformans e C. gattii (coletivamente espécies patogénicas de
Cryptococcus) englobam pelo menos sete espécies bioldgicas e filogenéticas distintas, com
potencial de espécies cripticas adicionais a serem definidas (BAHN et al., 2020).

Quanto a filogenia do patdgeno, analises de sequenciamento genético revelaram dois
grandes grupos dentro do complexo de espécies de Cryptococcus, correspondente aos
complexos de espécies C. neoformans e C. gattii, que divergiram de um ancestral comum ha
mais de 40 milhdes de anos atras. Esses subcomplexos contém ainda duas a cinco espécies
patogénicas, respectivamente (HAGEN et al., 2015). Divergéncia significativa se acumulou
entre essas sete espécies, incluindo polimorfismos de nucleotideos, rearranjos cromossémicos,
bem como translocagdes cromossdmicas mediadas por transposons (genes “saltadores” ou
sequéncias de DNA mdveis que podem se autoreplicar em um determinado genoma)
localizados dentro dos centrdmeros. Enquanto C. neoformans e suas variedades sao distribuidos
em todo o mundo e causam criptococose sisttmica na maioria dos pacientes
imunocomprometidos, espécies do complexo C. gattii sdo frequentemente encontrados em
regibes tropicais e subtropicais e afetam individuos imunocompetentes (SOUTO, 2014).

Apesar disso, em comparagdo com os clados irmdos ndo patogénicos intimamente
relacionados, as espécies patogénicas de Cryptococcus formam um grupo de clado
monofilético, sugerindo uma Unica origem do potencial de patogenicidade. As manifestacfes
da doenga podem diferir ligeiramente entre as espécies de Cryptococcus, mas o diagnostico e 0
tratamento sdo praticamente os mesmos, independentemente da espécie envolvida (KWON-
CHUNG et al., 2017).

1.1.3 Aspectos epidemioldgicos da criptococose

A criptococose, contraida principalmente através da inalacdo de poeira contendo

particulas de fezes secas, constitui uma ameaca a saude publica. Seu agente etioldgico, as

leveduras encapsuladas do género Cryptococcus spp., possuem relevancia na quantidade de

mortes de pessoas imunodeprimidas no mundo todo. Ademais, ainda existem estudos que
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descrevem casos da doenca ndo associados a disfuncfes do sistema imune, isto €, em pessoas
imunocompetentes, como referido por Ribeiro e Cerqueira (2019), Maranéo et al. (2020) e
Xavier (2019), nas formas cutanea, pulmonar e também na mais grave: neurocriptococose.

Na literatura, também encontram-se referéncias da ocorréncia de infeccdes por
Cryptococcus spp. em animais, principalmente em felinos (RODRIGUES et al., 2020; LIMA,
2018), caes domésticos (GALIZA et al., 2014), eqliinos (KOMMERS et al., 2005), caprinos
(BARO et al., 1998), coalas (SCHMERTMANN et al., 2018) e aves também sdo mencionadas
(MALIK et al., 2003; RASO et al., 2004). A transmissdo entre animais e humanos ainda nédo
foi comprovada (PEREIRA & COUTINHO, 2003; NELSON & COUTO, 2001). Ferreira et al.
(2020) relataram a transmissdo da criptococose por meio de transplante de 6rgaos (figado e
rins), pois os pacientes que receberam esses oOrgdos do mesmo doador apresentaram
criptococose disseminada.

Souto (2014) refere as duas espécies distintas, pertencentes a divisdo de basidiomicetos,
como principais agentes causadores da criptococose no mundo: Cryptococcus neoformans
(figura 1) e Cryptococcus gatti, e aponta a ja mencionada inalacdo de blastosporos presentes
nas fezes secas e com forte tropismo pelo sistema nervoso central (SNC) como sendo a forma

mais comum de infecgcdo em seres humanos.

Figura 1. Cryptococcus neoformans (foto: Dr. Leanor Haley/CDC)
A criptococose €, portanto, uma doenca ou infeccdo fungica que, por ser considerada

uma micose sistémica mais frequente em pacientes imunocomprometidos, como é o caso de

pacientes com AIDS e também em imunossuprimidos, figura entre as principais doencas
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classificadas como oportunistas e cosmopolita no mundo. Nesses casos de imunosupressao
adquirida ou induzida, o agente mais comum, de acordo com Souto (2014), é
predominantemente C. neoformans. Ja quando a doenga se apresenta como uma infeccao
endémica que acomete individuos imunocompetentes, a etiologia geralmente é C. gattii. No
entanto, no mesmo levantamento, a autora ressalta que outras formas clinicas diferentes das
descritas podem ocorrer, com C. neoformans acometendo individuos imunocompetentes e
causando obitos.

Outro aspecto epidemiologico de relevancia da criptococose estd relacionado a
capacidade que as leveduras que a causam possuem de sobreviver em excretas ressecadas por
muitos meses. Portanto, o acimulo de fezes atua como substrato e, uma vez contaminados,
podem agir como fontes de infec¢do durante um tempo prolongado. Além disso, Cryptococcus
spp. tem cépsula composta de polissacarideos antigénicos. Essa caracteristica garante as
espécies patogénicas protecdo contra a acdo de células fagocitarias, tais como mondcitos,
macrofagos e neutrofilos, fator que contribui para a diminuicdo da resposta imunolégica.
(NUNES, 2003; MEZZARI, 2004).

Dentre os polissacarideos antigénicos que constituem a capsula de Cryptococcus esta a
glicuronoxilomana (GXM), galactoxilomana (Galxm) e manoproteina (MP). Contin (2011)
refere o glicuroxilomana como o principal e o responsavel por potencializar a infeccdo, pois
inibe a resposta inflamatdria e a fagocitose, além de reprimir tanto a imunidade humoral quando
a celular. Acrescenta-se a isso, um outro fator importante e caracteristico dessas leveduras: a
sua capacidade de crescimento a 37°C (SEVERO, 1998; FRIES, 1999; LEAL, 2006).

Quanto a patogenicidade de C. neoformans (capacidade do agente causar a doenca),
que pode estar ligada a viruléncia (capacidade de se multiplicar dentro do organismo), também
encontram-se os fatores producdo de urease, que inativa o sistema do complemento e a fenol-
oxidase, ambas como resultado de sua acdo metabdlica, além de outras caracteristicas da
levedura, como a secrecio de proteinases, fosfolipases extracelulares e produgdo de manitol. E
ao degradar proteinas dos tecidos do hospedeiro, como colageno, elastina e fibrinogénio, e
também ao destruir proteinas com fungdes imunoldgicas importantes, como imunoglobulinas e
fatores do complemento j& citados, as proteinases aumentam a viruléncia de C. neoformans.
Essa levedura ainda pode produzir uma enzima fenol oxidase, identificada como uma lacase,
que pode sintetizar melanina a partir de precursores com L- e D- Dopa, dopamina, epinefrina e
norepinefrina (LEAL, 2008).

As duas espécies reconhecidas atualmente, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus

gattii, sdo baseadas nas diferencas na distribuicdo geografica, nos nichos ecologicos, na
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epidemiologia, na patobiologia, na manifestacdo clinica e também por aspectos moleculares
(KWON-CHUNG, 2006), observadas desde a informagdo do primeiro caso da doenga em
humanos por Busse, em 1894,

Atualmente, a escassez de programas voltados para o controle, bem como a auséncia de
trabalhos de educacdo ambiental, favorecem a proliferacdo de pombos domésticos na area
urbana, ja que, segundo Schuller (2005, apud MIRANDA, 2014, p.24) os seres humanos
potencializam a disponibilidade de alimento (figura 2) que, por sua vez, é um fator limitante:
qguanto maior a disponibilidade, maior a capacidade reprodutiva da espécie. Nesse sentido,
Botucatu, localizada a 22° 53' 09" de latitude sul e 48° 26' 42" de longitude oeste, cidade
interiorana do Estado de Sdo Paulo com aproximadamente 149.178 habitantes (IBGE, 2021)

apresenta todos os fatores favoraveis mencionados para a proliferacdo exacerbada dessas aves.

Figura 2. Pombos disputam alimentos lancados por usuérios de unidade hospitalar bastante

frequentada em Botucatu (foto: arquivo pessoal)

Outro aspecto facilmente verificado é que, geralmente, esse tipo de estudo envolvendo
deteccdo da levedura a partir de amostras ambientais, geralmente emprega apenas técnicas
microbioldgicas de cultivo, isolamento e identificacdo através da micromorfologia da colénia,
prova de urease, dentre outras. Isto €, limitam-se a identificagdo fenotipica, como fez De Souza
(2021) que investigou a presenca de C. neoformans em fezes de pombos no centro de Porto
Velho a partir de 10 amostras coletadas de pracas, mercados e igrejas e encontrou uma
incidéncia de 30% na ocasi&o.

O emprego das técnicas microbiologicas para o isolamento e identificacdo fenotipica
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frente ao emprrego de kits comerciais para extracdo de DNA gendmico direto de amostras
ambientais de fezes, sem davidas, se d& devido ao elevado custo que as técnicas moleculares

para deteccdo e identificacdo genotipica ainda apresentam.

1.1.4 Biologia molecular no estudo de Cryptococcus spp. e criptococose

Trilles et al. (2008) refere que a sorotipagem (método através do qual se distinguem
microorganismos por diferirem na resposta a diferentes anticorpos) foi amplamente utilizada
para estudos epidemiolégicos de C. neoformans e C. gattii, mas que a falta de kits comerciais
disponiveis para esse tipo de teste fenotipico resultou na busca por uma técnica mais confiavel
e, com isso, contribuiu para um aumento significativo do uso de ferramentas moleculares.
Ademais, a analise de genotipos dentro de uma espécie pode responder a varias questdes,
impactando no manejo, terapia, vigilancia e acGes profilaticas. Neste sentido, a autora e seus
colaboradores mencionam uma tentativa de padronizar uma técnica para um levantamento
epidemiolégico molecular global dos agentes de criptococose.

Em 1999, Meyer et al. designaram oito tipos moleculares principais por meio de PCR
e 0s agruparam conforme a tabela 1:

Tabela 1. Tipos moleculares e sorotipos (resposta antigénica) de C. neoformans e C. gattii

Espécie Tipo Molecular Sorotipo(s)
1 VNI/AFLP1 A
2 VNII/AFLP1A A

C. neoformans

3 VNII/AFLP2 AD
4 VNIV/AFLP3 D
5 VGI/AFLP4
6 - VGII/AFLP5

C. gattii BeC
7 VGIII/AFLP6
8 VGIV/AFLP7

O agrupamento acima foi confirmado por outros autores através de diferentes técnicas,
como a AFLP, RFLP dos genes URAS e PLBL1 e tipagem de sequéncia multilocus (MLST)
(MEYER et al. 2003). No entanto, pouco tempo depois, em 2006, Trilles et al. (2008) refere

que, através de AFLP e MLST, também revelaram a existéncia de um novo tipo molecular
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de C. neoformans (gendtipo VNB) na Africa Subsaariana que, de acordo Litvintseva e seus
colaboradores, parecia geograficamente restringido aquele pais.

Em 2008, Trilles et al propds entdo reanalisar a distribui¢do dos tipos moleculares de C.
neoformans e C. gattii no Brasil correlacionando gendtipos e regides, em virtude de observar
que, apesar da existéncia de muitos estudos anteriores, 0s tipos moleculares de isolados
brasileiros (de acordo com o sistema de tipagem descrito na tabela 1) tenham demonstrado
apenas a presenca de C. neoformans e C. gattii em algumas cidades ou estados (CASALI et al.
2003, IGREJA et al. 2004, ABEGG et al. 2006, MATSUMOTO et al. 2007 apud TRILLES,
2008), salientando que, mesmo quando mais de uma regido foi analisada, 0 nimero de isolados
foi limitado (TRILLES et al. 2003). E, nessa reanalise que contemplou um total de 443 isolados
de C. neoformans (n = 320) e C. gattii (n = 123) de 11 estados e todas as regides brasileiras, o
unico tipo molecular que nao foi identificado entre os isolados brasileiros clinicos e ambientais
estudados foi o tipo VGIV.

Os demais achados de Trilles (2008) e seus colaboradores reforcaram a ideia de que
quanto mais estudos de polimorfismos moleculares em dos agentes etioldgicos da criptococose,
maior a compreensao da epidemiologia dos mesmos. De fato, isso contribui para a analise de
intervengdes e tratamentos da doenca.

Nesse aspecto, Martins et al (2007) analisaram isolados de pacientes com HIV e seus
achados sugeriram que os pacientes podem ser infectados por mais de um isolado. No mesmo
ano, Almeida et al. observou uma alta correlacao entre um perfil genético distinto e a tendéncia
de se tornarem resistentes aos antifungicos. Um dos resultados obtidos por Trilles et al (2008)
com a andlise de polimorfismo molecular mostrou uma taxa de similaridade menor (77%) entre
os isolados VGII do que VNI (87%) que, segundo os autores, permite inferir que os isolados
VGII podem ter uma taxa mais alta de mutacdo, o que poderia produzir uma resposta mais pobre
a terapia antifangica. N&o se pode esquecer que, além do diagndstico precoce, um suporte
clinico eficiente com uma terapia antifingica adequada sdo essenciais para reduzir o ébito e as
sequelas causadas pela criptococose.

Nota-se, até aqui, a importancia que a biologia molecular vem tendo para os estudos
sobre Cryptococcus spp. e, consequentemente, para o diagndstico e tratamento da criptococose
no mundo, principalmente nas ultimas duas decadas. Entretanto, quanto maior (ou melhor) o
emprego das técnicas moleculares, maior a diversidade genética revelada, o que, por sua vez,
implica numa certa “instabilidade nomenclatural” quase que continua nesse periodo.

Em virtude das novas descobertas publicadas ao longo de pelo menos 20 anos, Kwon-

Chung et al (2017) julgaram inapropriado designar sete clados (MLST) monofiléticos,
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identificados entre 115 linhagens de C. neoformans e C. gatti em novas espécies, como
demonstrado mais acima neste trabalho. Os autores justificam seu ponto de vista por
considerarem prematuro basear uma nova classificagdo e nomenclatura para Cryptococcus spp.
com base em apenas 5% (115) das cepas genotipadas (até a publicacdo de Kwon-Chung ja
eram mais de 2.600 cepas genotipadas). Isto €, certamente qualquer designacdo sofrerd
alteragdo a curto prazo. Foram por essas e outras razdes que 0s autores teceram a seguinte
sugestdo pratica de adocdo de nomenclatura que, desde entdo, vém sendo empregada e

referenciada por muitos autores no mundo todo:

In the absence of biological differences between clades and no consensus about how
DNA sequence alone can delineate a species, we recommend using “Cryptococcus
neoformans species complex” and “C. gattii species complex” as a practical
intermediate step, rather than creating more species. This strategy recognizes genetic
diversity without creating confusion. (KNOW-CHUNG et al., 2017, p. 1)

A proposta foi pertinente porque, tanto C. neoformans quanto C. gattii constituem um
verdadeiro complexo de muitas espécies fenotipicamente cripticas que, por sua vez, € algo
caracteristico de uma populacado em plena evolucéo.

Os autores lembram que “complexo de espécies”, em biologia, geralmente implica que
duas ou mais espécies cripticas estdo escondidas sob 0 nome de uma espécie, 0 que torna tanto
C. neoformans quanto C. gattii complexos de espécies tipicos e que, ao contrario de uma
especie, um complexo ndo tem status nomenclatural e ndo requer mudanca de nome. Os tipos
moleculares dentro de cada complexo de espécies podem ser designados pelo seu tipo
molecular (VNI/AFLP1, VGI/AFLP4, etc.) sempre que necessario.

Ademais, lembram ainda que os complexos de espécies sdo claramente definidos por
métodos convencionais de diagndstico que podem ser validados por dados moleculares e que
0 termo “complexo de espécies” também serviu para a estabilidade nomenclatural de outros
taxons de fungos no passado.

Barido (2019) refere que espécies raras e/ou menos isoladas como as leveduras de C.
laurentii, necessitam de uma identificacdo mais especializada. De acordo com o autor, em
estudos baseados na andlise da composicdo das bases de DNA nuclear e nos padrdes de
proteinas celulares, desse patdgeno, foi revelado que C. laurentii também apresenta um grupo
heterogéneo, sendo classificado como complexo C. laurentii.

Devido a esta heterogeneidade na espécie e ao aumento da incidéncia em infeccdes,
este microrganismo vem sendo bastante estudado (PEDROSO et al., 2010; FARIA et al., 2014,
apud BARIAO 2019). Atualmente, os estudos filogenéticos das espécies C. laurentii e C.
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albidus que foram relatadas como caso clinico ndo—neoformans e ndo—gattii estdo levando
estas espécies a uma nova reclassificacdo (LIU et al., 2015a; L1U et al., 2015b, apud BARIAO,
2019).

O diagnostico laboratorial classico das espécies do género Cryptococcus é realizado por
meio de exames direto, histoldgico, sorolégico e cultura. O exame direto é realizado pela
coloracéo da levedura com tinta nanquim para evidenciar a capsula polissacaridica do fungo.
O exame histopatoldgico € através da observacao das caracteristicas micromorfoldgicas das
leveduras em amostras obtidas de biopsia. O isolamento do fungo é realizado em cultura e pode
ser feito através de diferentes materiais bioldgicos, como liquido cefalorraquidiano (LCR),
sangue (SG), escarro induzido (EI) ou escarro espontaneo (EE), urina, entre outras
(PEDROSO; CANDIDO, 2006; GAZZONI et al., 2009).

Devido as limitacBes no diagnostico laboratorial classico as quais dificultam a
identificacdo final da espécie, novas abordagens estdo sendo adotadas, como os métodos
moleculares que vém mostrando ser uma ferramenta excelente na identificacdo dessas espécies,
além de confiavel. Os métodos moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade,
disponibilizando um diagnostico precoce e rapido das suspeitas de criptococose (SAHA et al.,
2009). Além de contribuirem na identificacdo da espécie, os métodos moleculares também
possibilitam a identificacdo da variedade, tipo molecular e consequentemente o sorotipo do
género Cryptococcus, sendo este essencial para estudos epidemioldgicos. Desta maneira, as
metodologias moleculares sdo essenciais para a identificacdo e a compreensdo da viruléncia,
patogénese e perfil de suscetibilidade de Cryptococcus spp. aos antifangicos (SIDRIM et al.,
2010; PASA, 2011).

Entre as principais técnicas moleculares que sdo utilizadas na diferenciacdo das
espécies de Cryptococcus, a Polymerase Chain Reaction (PCR) é a mais empregada.

Para a determinacdo dos tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii é utilizada a
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) que
mostra ser uma ferramenta importante em estudo de epidemiologia molecular, onde séo
observadas variagdes entre espécies e intra-espécies (MEYER et al., 2003; TRILLES et al.,
2008). Na PCR-RFLP, um determinado fragmento de DNA é amplificado com primers
especificos e submetido as enzimas/endonucleases de restricdo, gerando fragmentos com
sequéncias e tamanhos especificos (ABREU, 2008). Para Cryptococcus spp, 0S genes de
polimorfismo amplificados para realizar a RFLP podem ser MAT, URA5 e/ou CAP59
(CHATURVEDI et al., 2000; ENACHE-ANGOULVANT et al., 2007; MATOS et al.,

2012) que detectam as sequéncias do DNA minissatélites e microssatélites em cada espécie
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(MEYER et al., 2003; MORA et al., 2010). O gene URA5 é 0 mais utilizado na PCR-RFLP o
qual possui tamanho de fragmento correspondente a 850 pb (XU; VILGALYS; MITCHELL,
2000; SORRELL, 2001), apresentando uma copia unica com sequéncia conhecida, sendo
polimorfica e com uma conservacgdo primaria na estrutura da enzima (CASADEVALL et al.,
1992b). Este gene codifica a enzima orotidina monofosfato pirofosforilase que apresenta 98%
de similaridade entre os tipos moleculares VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGII, VGIII e
VGIV. Este valor de similaridade é determinante na diferenciacdo dos tipos moleculares do
complexo C. neoformans e C. gattii (CASADEVALL; FAN, 1992a).

A identificagdo molecular baseada na amplificacdo da regido Internal Transcribed
Spacer (ITS) do DNA ribossomal (DNAr), considerada regido com sequéncia de DNA
conservada, possibilita uma classificacdo criteriosa sobre a identificacdo de género e espécies
de fungos em geral, sendo considerado um “codigo de barras” universal para identifica¢do do
reino Fungi (WHITE et al., 1990). Esta técnica também vem sendo muito utilizada para a
identificacdo das espécies do género Cryptococcus (WENGENACK; BINNICKER, 2009;
FERREIRA-PAIM, et al., 2011; SCHOCH, et al., 2012; KOLJALG et al., 2013). Entretanto,
a diferenciacdo entre as espécies C. gattii e C. neoformans ndo é eficientemente realizada pelo
sequenciamento da regido ITS (VU et al., 2016). A anélise da composi¢do do DNA com
amplificagéo da regido D1/D2 do ITS, possibilitou a divisdo do complexo C. laurentii em dois
grupos filogenéticos, onde séo separados por caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, através
de assimilacao de carboidrato, fontes de nitrogénio e até mesmo por requerimentos vitaminicos.
Com isto, diferentes espécies foram reclassificadas, onde algumas espécies foram transferidas
para outros géneros e outras foram incluidas neste complexo (SUGITA et al., 2000;
TAKASHIMA et al., 2003).

1.1.5 Pombos urbanos Vs. C. neoformans

De acordo com Bellenzier (2014) séo poucas as cidades que ndo comportam uma
significativa populacdo de pombos urbanos, aves geralmente onipresentes em metrépoles do
mundo todo. Para a autora, trata-se de um animal global e cosmopolita — adjetivos que
geralmente ndo sdo empregados para descrever animais, mas que Sao precisos para descrever o
pombo urbano.

Coincidentemente, cosmopolita e global também sdo adjetivos que se encaixam

perfeitamente ao C. neoformans. Nesse sentido, ndo é exagero afirmar que, assim como o
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pombo urbano fez da cidade o seu habitat naturalizado, as leveduras do género Cryptococcus
spp., em especial a espécie C. neoformans, os acompanharam nessa jornada, pois possuem uma
relacdo saprobiotica com matéria organica rica em excretas de aves, particularmente as fezes
ressecadas de pombos, conforme descrito nos estudos de Emmons desde a década de 1950 e
citado por Lazera et al. (2004).

Um agravante dessa reala¢do intima e mutua entre pombo e Cryptococcus encontra-se,

principalmente, na caracteristica dessas aves descrita por Bellenzier (2014):

(...) o pombo vive nas mesmas construcGes habitadas pelo homem, alimenta-se nas
ruas e calgadas e ndo em arvores, e, apesar de poder voar, ¢ um animal que vive entre
os pedestres das cidades: seu plano de atuacdo se d4& no mesmo plano que o dos
habitantes humanos das cidades, de forma que é um dos animais mais visiveis e
presentes no cotidiano das grandes cidades. (BELLENZIER, 2014, p. 7).

Segundo Nunes (2003) pode-se considerar ainda outro agravante que envolve a
problemaética da urbanizacdo desordenada das cidades associada a falta de politicas de controle
ambiental urbano, rural e silvestre eficientes. De acordo com a autora, sdo trés as razfes basicas

para a sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo dessas aves nos centros urbanos:

1) Oferta abundante de abrigo: a arquitetura urbana de edificios, monumentos e obras
de engenharia e arquitetura, oferecem uma quantidade enorme de véos, frestas e
espacos que servem adequadamente para o pouso, abrigo e formagdo de ninhos,
protegendo os pombos das intempéries, mesmo em locais onde a falta de verde ¢
significativa; 2) Auséncia de predadores: a auséncia ou pequena existéncia de aves de
rapina, predador natural das pombas em ambientes naturais, para o controle de aves
doentes e fracas; e: 3) Grande quantidade de alimentos disponiveis: estas aves sdo
pouco seletivas em sua alimentacdo e em meios urbanos as fontes de alimentacéo
artificial sdo muito amplas e diversificadas, quer seja pela desordenacéo na destinacao
de residuos provenientes de atividades humanas em todos os niveis, individuais ou
coletivos, quer pela alimentacdo oferecida por pessoas na comunidade de forma
eventual ou permanente. (NUNES, 2003, p. 9).

Convem lembrar que a criptococose, no entanto, ndo se trata da Unica zoonose
transmitida por essas aves. Psitacose, salmonelose, toxoplasmose, além de shiguelose,
listeriose, aspergilose, processos dermatolégicos e respiratdrios diversos sao citados por autores
como relacionados com pombos, além de parasitas artoprodes como piolho, acaros, percevejos
e carrapatos (NUNES, 2003). Com excessao desses Ultimos parasitas, as doencas mencionadas
anteriormente também possuem como a principal forma de infec¢do a inala¢do de particulas em
aerosois.

Diante de tantas caracteristicas que representam risco a saude publica, € natural que o
pombo urbano seja classificado por muitos como uma praga urbana e equiparada aos ratos,

outros animais detentores da transmissao de varias zoonoses, ou, nesse caso, como o grande
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vildo da criptococose. No entanto, vale destacar a assertiva de Bellenzier (2014) de que talvez
a presenca constante do pombo na cidade seja tdo incomoda por nos recordar do fato de que,

assim como eles, ndo passamos de animais adaptados a uma certa realidade.
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2 JUSTIFICATIVA

A concentracdo de pombos denominados urbanos, um problema comum em metrépoles
do mundo todo, tornou-se um problema mesmo em cidades interioranas e relativamente
pequenas, onde a presenca dessas aves em pracas, edificacdes e outros locais cuja estrutura
oferece condi¢Oes para a sua adaptacdo, reproducédo e alimentacdo é cada vez mais notavel e
preocupante, sobretudo nos ultimos anos, como se pode observar em Botucatu, regido central
do Estado de Séo Paulo.

Estudos que envolvem a deteccdo ou isolamento de Cryptococcus spp. a partir de fezes
pombos no Brasil e no mundo sdo comuns, mas nota-se que ainda ocorrem em menor nUmero
aos estudos que envolvendo isolamentos clinicos quando pesquisados para um levantamento
bibliogréfico nas principais ferramentas de busca de publicacGes cientificas.

Considerando-se que a criptococose é facilmente adquirida pela inalacdo de aerosois
junto as fezes dos pombos, € uma doenca grave, negligenciada e, em muitos casos de dificil
diagndstico e tratamento, foi que decidiu-se investigar a presenca de C. neoformans em
amostras ressecadas de fezes em Botucatu, bem como relevante e oportuno avaliar o
conhecimento popular no @mbito da doenca nesta pesquisa, frente ao ja mencionado e visivel

crescimento populacional de pombos urbanos, inclusive em regides interioranas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Pesquisar a presenca de Cryptococcus neoformans em excretas de pombos, na cidade

de Botucatu, Estado de S&o Paulo;
3.2 Objetivos Especificos

- Pesquisar Cryptococcus neoformans em excretas ambientais de pombos provenientes
de hospitais, pracas e/ou escolas na cidade de Botucatu, Estado de Sao Paulo, através de técnicas
da biologia molecular, em locais onde se verifica a combinacédo entre fluxo intenso de pessoas

e presenga significativa de pombos (hotspots), nas areas urbanas e rurais do municipio;

- Analisar o conhecimento popular no &mbito da criptococose através da aplicacdo de

questionario sobre o tema, €;

- Contribuir com a implementacdo de politicas publicas e campanhas educativas para a
prevencéo da criptococose e o controle de pombos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais de coleta (hotspots)

Para a definicdo dos hotspots, isto €, locais com fluxo de pessoas e infestacdo por
pombos, levou-se em consideracdo a opinido de personagens da comunidade local, como
autoridades em salde e vigilancia sanitaria, gestores educacionais e outros cidadaos
botucatuenses. Deste modo, definiram-se como prioridades, na ordem em que aparecem, 0S
seguintes pontos: hospitais ou unidades de salde; escolas ou unidades de ensino, e; pracas

publicas.

interior do HCFMB/UNESP (foto: arquivo pessoal).

Uma vez definidos os hotspots, o critério adotado para a inclusdo do local e a realizacdo
da coleta de amostras de fezes foi a presenca significativa de pombos e, consequentemente, o
acumulo de fezes.

A auséncia desses dois fatores (ou de pombos e suas excretas) resultou na exclusdo do
local na ocasido da visita para a realizacao das coletas, ocorrida entre 0s meses de margo a maio
de 2022. Nesse sentido, foram visitados ao menos 13 locais diferentes na area urbana e rural de
Botucatu, conforme tabela 2.
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Tabela 2. Relacdo de hotspots elencados e visitados no periodo de marco a maio de 2022

L Presenca de pombos
Identificacdo dos hotspots ]
com acumulo de fezes

1 Hospital das Clinicas da FMB (Rubido Jr.) SIM
2 Hospital Estadual de Botucatu (Jardim Aeroporto) SIM
3 Pronto Socorro Infantil (Jardim Paraiso) SIM
4 Pronto Socorro Adulto (Jardim Assumpcéo) Ausentes
5 Largo S&o José (Centro) Ausentes
6 E. E. Cardoso de Almeida (Centro) SIM
7 E. E. Alvaro José de Souza (Jardim Peabiru) Ausentes
8 Praca do Paratodos (Jardim Central) Ausentes
9 Ginéasio Municipal/Apape (Vila Eny) Ausentes
10 Estancia Demétria (Zona Rural) SIM
11 Hospital Unimed I (Centro) Ausentes
12 Hospital Unimed Il (Jardim Assumpcao) Ausentes
13 Praca Isabel Arruda (Centro) SIM

Deste modo, considera-se, neste trabalho de pesquisa, apenas os hotspots em que a
coleta foi realizada. No total, pelo menos seis deles foram incluidos na pesquisa, sendo cinco
distribuidos na area urbana (hotspots n® 1, 2, 3, 6, 10 e 13) e um situado na zona rural de
Botucatu (Estancia Demétria, hotspot n° 10).

Os hotspots que tiveram amostras coletadas e submetidas a extragdo de DNA para
deteccdo molecular de Cryptococcus neoformans, bem como suas respectivas abreviagdes e

localizacdo geogréficas (GPS), estéo relacionadas na tabela 3.

Tabela 3. Relacdo de hotspots selecionados para a pesquisa, de acordo com o critério
estabelecido, e suas respectivas coordenadas geograficas.

BOTUCATU-SP
(Latitude 22° 53" 09" S e Longitude 48°26° 42" O)

Identificacéo dos locais ou regides de coletas Localizacdo Geografica (GPS)
HCFMB - Hospital das Clinicas da Faculdade -22.890765677749613,
- de Medicina de Botucatu (Rubigo Jr.) -48.4956154449762
2. HE - Hospital Estadual de Botucatu (Jardim S 22°55°45.0768”
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Aeroporto) W 48°27°43.8048”

-22.86884541894623,

-48.44454806817283
S 22°53°04.4016”
W 48°26°42.6372”

3. PSI - Pronto Socorro Infantil (Jardim Paraiso)

4. EECA - E. E. Cardoso de Almeida (Centro)

S 22°53°15.3744”
5. PIA - Praca Isabel Arruda (Centro)
W 48°26°44.1096”
. o -22.964063365298376,
6. DE - Estancia Demétria (Zona Rural)
-48.417919310054046
3.3 Coletas

Apesar de ndo se tratar de espacos ou institui¢des privadas, as visitas e/ou coletas foram
realizadas sempre mediante contato prévio e a anuéncia de gestores locais como da
superintendéncia do HCFMB (modelo anexado/Apéndice A), exceto quando pracga publica.
Para cada um dos seis locais onde se verificou o acimulo de fezes de pombos, foram obtidas

sempre amostras em quintuplicata, cada uma delas contendo aproximadamente 1,5g de fezes.

o

g . ’
Figura 4. Imagem do principal ponto de aninhamento de pombos no HCFMB atualmente,

localizado sobre as obras da UTI Neonatal (foto: arquivo pessoal).

As coletas e o processamento das amostras foram realizados observando-se os riscos de

contaminac&o, tanto individual quanto coletivo. Equipamentos e bancadas foram esterelizados
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ou limpos com alcool 70% antes e ap6s o processo. Os principais EPIs empregados no processo
foram luvas descartaveis, pingas e outros instrumentos de metal (esterilizaveis), mascaras PFF2

sem filtro e dculos de protecdo (figura 5).

Figura 5. Registro do pesquisador durante procedimento de coletas de amostras ambientais de

fezes em unidade hospitalar no municipio de Botucatu (foto: arquivo pessoal).

As amostras foram acondicionadas em tubos, tipo Falcon, estéreis, a temperatura
ambiente (figura 6) e colocadas em caixa de isopor destinada e devidamente identificada para
transporte das mesmas. O processamento das amostras em laborato6rio se deu sempre em até 24
horas ap6s suas respectivas coletas. O excedente de cada amostra foi devidamente lacrado,
identificado e armazenado sob refrigeracdo em laboratdrio a 4° C, em caso de necessidade de

repeticao do experimento.
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Figura 6. Tubos Falcon contendo amostras de fezes ambientas coletadas para o estudo (foto:

arquivo pessoal)

4.3 Exames moleculares
4.3.1 Extracao de DNA

Em cada um dos seis hotspots, coletou-se pelo menos cinco amostras, totalizando 30
amostras processadas. Essas foram maceradas e pesadas para a obtencdo de porc¢des contendo
entre 0,189 e 0,229 de fezes para 0 processo de extracdo de DNA, empegando-se o kit comercial
EasyPure® Stool Genomic DNA (TransGen Biotech Co., LTD) e seguindo o protocolo do
fabricante (Apéndice B).

4.3.1.1 Protocolo de extracdo de DNA

O kit comercial EasyPure® Stool Genomic DNA (TransGen Biotech Co., LTD) é

composto pelos itens e suas respectivas quantidades descritas na tabela 4.
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Tabela 4. Relagdo dos componentes do kit comercial de extracdo EasyPure® Stool Genomic
DNA (TransGen Biotech Co., LTD)

Componentes do kit EE301-01 Quantidades
Tampéo de Lise/Lysis Buffer 21 (LB21) 60 mL
Tampéo de Precipitagdo/Precipitation Buffer 21 (PB21) 15 mL
Tampado de Ligagdo/Binding Buffer 21 (BB21) 35 mL
Tampéo de Limpeza/Clean Buffer 21 (CB21) 6 mL
Tampdo de Lavagem/Wash Buffer 21 (WB21) 12 mL
Tampao de Eluicdo/Elution Buffer (EB) 10 mL
Glass Beads 1259

Colunas de Rotacdo (ou Centrifugacdo) Genémica com

Tubos de Coleta/Genomic Spin Columns with Collection 50 unidades

Tubes
Tubo sem Nuclease/Nuclease-free Tube (2 mL) 100 unidades
Tubos de Coleta/Collection Tubes 150 unidades

Antes de iniciar o processo, seguindo as orienta¢des do fabricante, acrescentou-se
etanol 100% aos concentrados CB21 e WB21 nas proporcoes descritas na tabela 5.

Tabela 5. Quantidades de etanol 100% adicionadas aos frascos de CB21 e WB21,

respectivamente, por recomendacdo do fabricante do kit utilizado.

Component Quantidade de etanol 100% adicionada
Clean Buffer 21 (CB21) 24 mL
Wash Buffer 21 (WB21) 48 mL

Baseado no protocolo do fabricante, na etapa um (Step 01) do protocolo de extragdo, em
cada um dos microtubos de 2 mL contendo 0,189 de cada amostra de fezes maceradas, foram
adicionados 0,25 g de glass beads e 1 mL de LB21. Os microtubos utilizados eram resistentes,
0 que permitiu a agitacdo das amostras com glass Beds em aparelho agitador Precellys (Bertin
Tecchonologies). Ainda nesta etapa, as amostras foram incubadas a 70°C em banho-maria por

10 minutos.
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Figura 7. Imagem do Precellys utilizado no protocolo de extragdo, que possibilita uma

mistura efetiva da amostra de fezes as glass beads e ao tampédo LB21 (foto: arquivo pessoal).

Na sequéncia (Step 2), os microtubos foram centrifugados a 15.000 g por 2 minutos e o
sobrenadante de cada um deles transferido para um novo microtubo de 2 mL previamente
identificado. O passo seguinte (Step 3) foi adicionar 250 uL de PB21, agitar em vértex por 3
minutos e incubar os microtubos contendo as amostras no gelo por 5 minutos.

Na quarta etapa (Step 4) centrifugou-se, novamente, a 15.000 g por 2 minutos, e
transferiu-se para um novo microtubo de 2 mL o sobrenadante sem, no entanto, exceder a
quantidade de 600 pL, conforme recomendagdo do fabricante. Adicionaram-se, entdo, na etapa
cinco (Step 5), etanol e BB21 no mesmo volume que o sobrenadante de cada amostra foi obtido
na etapa anterior e agitados em vortex por 1 minuto.

Na etapa seis (Step 6), 650 pL da solucdo obtida na etapa anterior foi transferida para
uma coluna de centrifugacdo com tubo de coleta e centrifugada a 12.000 g por 30 segundos.
Essa etapa foi repetida, conforme protocolo, até que toda a solugdo passou pela coluna de

centrifugacdo e se depositou no tubo de coleta. Na mesma coluna, porém ja na etapa sete (Step
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7), foram adicionados 500 puL de CB21 e centrifugado outra vez, a 12000 g por 30 segundos,
descartando-se o sedimento na sequencia.

Na oitava etapa (Step 8) foram adicionados 500 pL de WB21 e novamente 0s tubos
contendo as respectivas amostras foram centrifugados a 12.000 g por 30 segundos com descarte
do volume sedimentado.

A nona etapa (Step 9) consistiu na repeticdo da etapa oito e na décima etapa (Step 10),
a coluna de centrifugacgéo foi submetida a centrifugacéo, desta vez a 15.000 g por 2 minutos,

para a remocao de qualquer WB21 residual.

e ‘A

Figura 8. Microtubos colocados de forma equilibrada em centrifuga refrigerada Eppendorf
5804 para os procedimentos de extracdo e precipitacao de DNA das amostras de fezes de

pombas coletadas em Botucatu/SP (foto: arquivo pessoal).

Na décima primeira (Step 11) e ultima etapa do protocolo, as colunas de centrifugacéo
de cada uma das amostras foram colocadas em um novo microtubo do tipo Eppendorf®, desta
vez de 1,5 mL e adicionou-se ao centro de cada coluna 50 pL do tampé&o de eluigcdo (EB). As
amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 1 minuto e posteriormente

centrifugadas a 12.000 g por 1 minuto para a eluicdo de DNA gendmico.
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Figura 9. Pesquidore laboratério durante procedimento de quantifcagéo de DNA

gendmico de cada uma das amostras (foto: arquivo pessoal).

Ap0s o processo de extracdo de DNA das amostras realizou-se a quantificacdo de DNA
em espectrofotometro no Laboratério de Biologia de Fungos (GE NanoVue Plus®
Spectrophotometer), em comprimentos de onda 260 e 280nm.

Para comprovar a qualidade do DNA extraido a partir das amostras, foram comparadas
com extracBes feitas a partir de cepas de C. neoformans extraidas de amostras gentilmente
cedidas pela Dra. Luciana Trilles (FIOCRUZ/RJ) e utilizadas como controles positivos para as

reacOes de PCR.
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4.4 ReacOes de PCR, nested PCR e eletroforese

Os primers utilizados na reacdo de PCR foram os primers fungicos universais ITS-4 e
ITS-5 (WHITE et al., 1990). Ja na nested PCR, utilizou-se os primers especificos CN4 e CN5
para C. neoformans, desenhados por Mitchell (1994) a partir do sequenciamento das regides
ITS e do gene 5.8S, conforme tabela 6.

Todos os primers também foram previamente testados e padronizados com cepas de C.
neoformans da FIOCRUZ para a garantia de resultados precisos nas analises das amostras

ambientais.

Tabela 6. Primers utilizados para a identificacdo molecular de C. neoformans

Primers Referéncias
ITS-4
5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ WHITE et al.,
ITS-5 1990
5 - GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG -3
CN4

5’- ATCACCTTCCCACTAACACATT -3’
MITCHELL et al.,
CN5 1994
5’- GAAGGGCATGCCTGTTTGAG - 3’

O perfil de ciclagem aplicado para a PCR seguiu o descrito por Mitchel et al. (1994) que
consistiu em: 95° C/1 minuto (primeiro estagio, 1x); 95° C/40 segundos, 55° C/50 segundos,
72° C/1 minuto (ciclos, 35x), e; 72° C/5 minutos (extensao final).

O perfil de ciclagem aplicado para a nested PCR também utilizou o descrito por Mitchel
et al. (1994): 94° C/2 minutos (primeiro estagio 1x); 94° C/30 segundos, 57° C/30 segundos,
72° C/30 segundos (ciclos 30x), e; 72° C/5 minutos (extensao final).

O material amplificado foi posteriormente visualizado atraves da eletroforese em gel de
agarose 1,5%. O preparo do gel de agarose 1,5% para eletroforese, foi realizado com 100 mL
de TBE 1X em um Erlenmeyer e a adi¢do de 1,5g de agarose e homogeneizada. Em seguida,
levou-se ao microondas para aquecimento por aproximadamente 2 minutos, até que a solucdo
ficasse completamente translicida. Com o auxilio de uma micropipeta, foi adicionado 10 uL de
brometo de etideo ao gel e novamente homogeneizado.

Utilizou-se o marcador de peso molecular 100pb (100bp Ladder Plus, Ready-To-Use,
5%50 ng/Sinapse Biotecnologia).

Apos a conclusédo da etapa da nested PCR, considerou-se positivo o hotspot que tivesse
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ao menos uma das cinco amostras amplificadas quando submetidas a eletroforese (90V/15min;
120Vv/20min).

4.5 Questionario avaliativo do conhecimento sobre a criptococose e seus aspectos

Para avaliar o conhecimento no &mbito da criptococose, um questionario online, através
da plataforma Google Forms, contendo 16 perguntas, sendo 10 diretamente relacionadas ao
tema desta pesquisa foi elaborado e compartilhado nas redes sociais, visando mensurar, de
modo ndo probabilistico, o conhecimento popular sobre a doenca e 0s aspectos que a envolvem,
como profilaxia, forma de contagio e sintomas.

Por se tratar de uma plataforma digital e online, a pesquisa ndo foi restrita ao municipio
de Botucatu e dados como faixa etaria, grau de escolaridade e profissdo também foram
coletados para posterior tragar um perfil dos estrevistados, bastante Util para discussdo e
extrapolacédo dos resultados.

O questionario online foi disponibilizado através do link encurtado

https://forms.gle/YolmsoPLTuhChnXs9. Para coletas em vias publicas e outros espacos
publicos, foi utilizado tablet ou computadores de laboratérios de informatica com acesso a
internet (quando em escola de educacao basica, por exemplo) com o objetivo de estimular a

participacdo e o interesse de jovens pelo tema (figura 12) que é de relevancia sanitaria, mas

também educacional.

Figura 10. Adolescente participa da pesquisa respondendo ao questionario elaborado atraves

de computador de unidade escolar (foto: arquivo pessoal).
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A tabela abaixo apresenta as 16 perguntas contidas no questionario, com destaque em

negrito para as dez sobre o tema em questdo:

Tabela 7. Relacdo das perguntas contidas no questionario sobre criptococose

Ordem no . ~
questionario Descricdo das perguntas Opcoes de respostas
-Assis;*
i Qual seu municipio? -Botucatu;**
-Outro.

-de 13 a 19 anos;
-de 20 a 29 anos;

2 Qual a sua idade? -de 30 a 39 anos;
-igual ou maior que 40
anos.

-Masculino;

3 Sexo? o
-Feminino.

-cursando o Ensino
Fundamental;
-Ensino Fundamental
incompleto;
-Ensino Fundamental
completo;
-cursando o Ensino

4 Escolaridade? Médio;
-Ensino Médio
incompleto;
-Ensino Médio completo;
-cursando a Graduagéo;
-Graduacdo incompleta;
-Graduacao completo;
-Pés-Graduacéo.

-Estudante de Educacéo
Basica;
-Estudante do Ensino

5 Profissdo? Superior;
-Profissional de salde;
-Educador ou professor;
-Servidor em hospital ou
unidade de saude pablica
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10

11

12

Vocé conhece ou ja ouviu falar
no nome "*doenca do pombo*'?

De que forma vocé soube sobre
essa doenca?

Vocé ja soube (ou sabe) de
algum caso dessa doenga
proximo a vocé?

Vocé sabe como a
Criptococose/Doenca do
Pombo é contraida?

Vocé tem conhecimento de
como a transmissao dessa
doencga pode ser evitada?

Vocé sabia que as fezes de
pombos representam algum
risco para a saude?

Vocé sabia que, se ndo
diagnosticada precocemente, a
doenga do pombo pode
resultar em sequelas graves ou

ou privada;
-Servidor em escola
publica ou privada;
-Qutro.

-Sim, mas néo sei 0 que
&

-Sim e sei 0 que é;
-N&o sei ou nunca ouvi
falar;

-Apenas ouvi falar, ndo
sei nada sobre;

-Sim, mas néo sei o0 que
&

-Sim e sei 0 que é;
-N&o sabe ou nunca
ouviu falar;

-Apenas ouvi falar, ndo
sei nada sobre.

-Sim, de familiar;

-Sim, de amigo ou colega
de trabalho;

-Sim, de pessoa
desconhecida (através de
noticiario, por exemplo);
-Néo, nunca fiquei
sabendo;

-Néo sei responder.

-Sim;
-Nao.

-Sim;
-Nao.

-Sim;
-Nao.

-Sim;
-N&o.
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13

14

15

16

até mesmo na morte do

paciente?
-Sim;

Vocé considera o habito de -Néo;

alimentar os pombos em locais -N&o me incomodo ou

publicos um problema? ndo me importo com
iSSO.

Ny . -Sim;
Vocé ¢é a favor de medidas de “Niio:

controle populacional de

-N&o me incomodo ou
pombos nos centros urbanos?

-Trabalhos de educagéo e
difusdo do conhecimento
sobre a doenca e suas
causas;
-Exterminio de pombos;
-Punicéo ou multa para
pessoas que alimentam
pombos;
-Projetos e pesquisas
Na sua opinido, quais dessas  (cientificas) que visem
medidas poderiam contribuir conhecimento,
para a reducdo da infestacdo tratamento e cura da
de pombos em hospitais, doenga;
escolas e pracas, por exemplo? -N&o considero
(Pode ser assinalado mais de  importante combater a
uma alternativa) doenca;
-Materiais didaticos e
informativos para
comunidade sobre a
doenca e como evita-la;
-Barreiras que impegam
0 aninhamento dessas
aves em prédios e
instituicdes;
-Qutro.

Agradecemos sua participagéo e
colocamo-nos a disposi¢éo para
esclarecimentos sobre a pesquisa
e/ou sobre a doenca pelos e-
mails: Pablo
(ph.scherrer@unesp.br) e Sandra
(sandra.bosco@unesp.br).

Participagéo facultativa

ndo me importo com isso.

*Cidade de origem do pesquisador.**Cidade de desenvolvimento da pesquisa e do mestrado académico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados dos exames moleculares

As concentracOes de DNA obtidas, por amostra, estdo dispostas na tabela a seguir:

Tabela 8. Relacdo das concentracdes de DNA gendmico obtidas apds o protocolo de extracdo

de DNA.

Amostra  [de DNA]
DE1 40.5 ng/uL
DE2 63.5 ng/uL
DE3 47.5 ng/uL
DE4 78.5 ng/uL
DE5 94.5 ng/uL

EECA1 100.5 ng/uL
EECA2  75ng/uL
EECA3 50 ng/uL
EECA4  98.5 ng/uL
EECA5 71.5ng/uL
HC1 127 ng/uL
HC2 46 ng/uL
HC3 75.5 ng/uL
HC4 85 ng/uL
HC5  77.5ng/uL
HE1 90.5 ng/uL
HE2 54.5 ng/uL
HE3 58 ng/uL
HE4 80.5 ng/uL
HES 137 ng/uL
PIAl 80 ng/uL
PIA2  74.5ng/uL
PIA3  75.5ng/uL
PIA4  39.5ng/uL
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PIA5  46.5ng/uL
PSI1 66.5 ng/uL
PSI2 98 ng/uL

PSI3  103,5 ng/uL
PSI4 276 ng/uL
PSI5  219.5 ng/uL

Os resultados obtidos através de eletroforese em gel de agarose 1,5% detectaram a
presenca do amplicon de 136 pb de C. neoformans nos cinco hotspots urbanos pesquisados
(figura 11). Nestes casos, observou-se a amplificacdo do DNA de C. neoformans em ao menos

uma das cinco amostras coletadas, como pode ser observado nas imagens a segulir:

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

2 3 4 6 6 7 8 9 101 12 13 14 15616 17 18

Figura 11. Eletroforese das 30 amostras coletadas em Botucatu: na parte superior, as cinco
amostras do hotspot HCFMB (colunas 1-5), HE (colunas 6-10) e PSI (colunas 11-15). Na parte

inferior, as amostras coletadas em EECA (colunas 1-5), PIA (colunas 6-10) e DE (colunas 11-
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15). M: Marcador de peso molecular 100pb (100bp Ladder Plus Sinapse Biotecnologia),
controle positivo (colunas 16 sup. e inf.) utilizando DNA de cepas de C. neoformans -
FIOCRUZ e controles negativos (colunas 17 e 18 sup. e inf.) utilizando 4gua nuclease-free da

primeira e da segunda reacdo (nested) PCR, respectivamente.

O amplicon especifico de C. neoformans gerado por CN4-CN5 (figuras 11) é de 136bp
de comprimento (MITCHELL et al., 1994).

O resultado observado através da eletroforese das cinco amostras de fezes de pombos
coletadas no Pronto Socorro Infantil (PSI) revela, através da amplificacdo da amostra 3 (coluna
13 da eletroforese superior, figura 11), que a unidade de salde (figura 12) destinada ao

atendimento exclusivo de criangas, localizada no Jardim Paraiso, positivou para C. neoformans.

2, D
PECHRLE AR

Figura 12. Alguns dos pontos de coletas de fezes de pombos no hotspt PSI (foto: arquivo

pessoal)

A eletroforese das cinco amostras coletadas no Hospital Estadual de Botucatu (HE), que
correspondem as colunas 1 a 5, também revela resultado positivo para a unidade de saude
através da amplificacdo da amostra niamero 3 (coluna 8, eletroforese superior, figura 11). O HE
esta localizado no Jardim Aeroporto, pertence a area urbana e abriga a Oncologia no municipio.

Outra unidade de satde em que foi verificada a presenca de pombos e acimulo de fezes,
o0 HCFMB, é uma das maiores e mais importantes ndo s6 de Botucatu, mas de toda a regido, ja
que recebe diariamente pacientes de vérias cidades. Através de autorizacdo expressa da

superintendéncia do hospital (Apéndice A), foi possivel a coleta de amostras no principal ponto
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de aninhamento daquela unidade atualmente: as obras da UTI Neonatal. O resultado observado
através de eletroforese (figura 11, colunas superiores 1 a 5 correspondentes as amostras 1 a 5,
respectivamente) foi 0 mais alarmante dentre todos, com todas as cinco amostras amplificadas
para C. neoformans. Tal resultado deve ser profundamente discutido neste trabalho.

Com os resultados analisados até aqui, pode-se inferir que 100% das unidades de saude
consideradas hotspots e que foram pesquisadas séo positivas para a presenca de C. neoformans.

Costa et al. (2014), refere a criptococose como sendo a terceira causa de doenca
oportunista do SNC causando meningite encefalica severa e geralmente fatal em pacientes com
HIV/Aids. Embora o atendimento especializado a portadores de HIV/Aids no municipio tenha
sido descentralizado do HCFMB desde 2004, para uma unidade préxima ao campus da Unesp
e ao IBTEC no distrito de Rubido Junior, os quadros graves, ou seja, complicacbes da doenca
que demandam de internacdo sdo encaminhados ao hospital das clinicas.

Um centro de transplantados € considerado um importante hotspot devido a
suscetibilidade ou vulnerabilidade a criptococose desses pacientes transplantados que ali
frenquentam. Um aspecto preocupante relacionado a criptococose, a subnotificacdo de casos, é
grave, pois, quando ocorre, por exemplo, em centros de transplantados, reduz a realizacdo da
sua profilaxia. Afinal, sabe-se que, para ndo haver a rejeicéo de 6rgéos transplantados, pacientes
recebem altas doses de medicamentos que promovem sua imunossupresséo (DE PAULI, 2020).
Nestes casos em que a criptococose é subnotificada, a profilaxia acaba se concentrando para
casos de infeccdes bacterianas ou virais.

A pesquisa pelo termo “criptococose” em noticias ou qualquer informagdo sobre a

doenca no portal do HCFMB (https://hcfmb.unesp.br/?s=criptococose) ou da FMB

(https://www.fmb.unesp.br/#!/noticias/busca/criptococose/pagina/l/) encontrou um total de

zero (0) resultados. No mesmo periodo e sites, a mesma busca pelo termo “transplante” traz
mais de uma dezena de tdpicos relacionados. Na ferramenta de pesquisa da Google, a busca por
“hcfmb transplantes” indica que o hospital em questdo realizou seis transplantes em uma
semana em julho de 2020, dois transplantes de figado em 24 horas em margo de 2022 e que €
destaque em transplante renal no interior de S&o Paulo, dentre outras informacoes.

N&o ha davidas de que a concentracao ou fluxo de pessoas, ainda que saudaveis, isto €,
imunocompetentes, em quaisquer locais onde facilmente se verifica a presenca de pombos e,
consequentemente, o acumulo de suas fezes, representa um risco a salde coletiva e também
pode ser considerado, portanto, um hotspot para um surto da doenca. E nesse sentido que
devemos nos preocupar com as unidades basicas de saude e seus arredores, onde se sabe que

ha& pacientes imunodeprimidos e que esses locais geralmente sdo desprovidos de metodos
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antipombos em suas estruturas, bem como em janelas, beirais e condensadores de ar-
condicionado. Pracas publicas onde ha fluxo constante de pessoas ndo necessariamente
imunodeprimidas e também escolas, sobretudo as de educacdo basica, frequentadas por
centenas de criancas e adolescentes todos os dias, também necessitam ser incluidas neste tipo
de levantamento, pesquisa e difuséo cientifica de seus resultados, afim de se evitar que a doenca
ainda sem cura, faca vitimas fatais ou cause sequelas graves.

A eletroforese das amostras coletadas na Praga Isabel Arruda (PIA) na figura 11
(colunas inferiores 6-10) classifica como positiva para C. neoformans a praca localizada no
centro da cidade e a apenas 30 metros de uma unidade hospitalar (o Hospital Unimed 1) em
decorréncia da amplificacdo das amostra 2 e 5 (colunas inferiores 7 e 10, respectivamente). A
praca é bastante frequentada e, alem do hospital citado, possui estacionamento ao seu redor,
parada de 6nibus, bancos para descanco e banca de jornal.

Também no centro de Botucatu, verificou-se a presenca de C. neoformans em uma
unidade escolar tradicional do municipio, a Escola Estadual Cardoso de Almeida (EECA). Os
resultados de cada uma das amostras coletadas na EECA estéo na eletroforese inferior da figura
11, que apresenta os resultados das cinco amostras coletadas (colunas inferiores 1-5,
respectivamente). A amostra que classifica a escola positiva para a presenga de C. neoformans
€ a amostra nimero 2 (coluna inferior 2 da figura 11).

Apesar de o ambiente escolar ndo ser um local cuja presenca de pessoas
imunodeprimidas seja uma caracteristica marcante como nos hospitais, sabe-se que o uso de
anti-inflamatorios na idade infanto-juvenil, por exemplo, é comum e pode afetar a imunidade.
Ademais, nessa fase ainda pode haver imaturidade do sistema imune nessa fase (MEZZARI et
al., 2013 apud OLIVEIRA et al., 2017).

A criptococose em criangas ocorre mais frequentemente entre os 2 e 12 anos (CORREA
et al.,, 1999 apud OLIVEIRA et al., 2017). Ademais, deve-se considerar ainda que,
normalmente, ndo se da a atencdo devida ao controle da presenca, abrigo e proliferacdo de

pombos em suas estruturas, como forros, beirais, quadras de esportes, etc.
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Figura 13. Imagens de alguns dos pontos de coletas de fezes de pmbos no hotspot EECA,

onde criancas dividem espaco com pombos cotidianamente e praticam esportes descalcas e em
guadra com acumulo de fezes (foto: arquivo pessoal)

Os resultados observados e descritos permitem afirmar que todos os cinco hotspots
urbanos pesquisados sdo positivos para a presenca do principal agente etiolégico da
criptococose. Isto é, 100% dos pontos urbanos apresentaram uma ou mais amostras de fezes de
pombos contendo C. neoformans.

Por sua vez, a Estancia Demétria (DE), Unico hotspot rural pesquisado no municipio,
cujo os resultados das cinco amostras coletadas estdo contidos na eletroforese inferior da figura
11 (colunas inferiores 11 a 15, amostras de 1 a 5, respectivamente) ndo apresentou nenhuma
amplificagdo e, portanto, foi o nico ponto sem presenca de C. neoformans detectada no periodo
desta pesquisa.

Quanto aos demais locais visitados durante a pesquisa, porém nao inclusos devido a
auséncia dos critérios pré-estabelecidos, Oliveira et al. (2017), que investigou a ocorréncia de
pombos e excretas em locais considerados potencialmente de risco para criptococose no
municipio de Ituiutaba, Minas Gerais, refere que em alguns locais do seu estudo também nao
foram verificadas a presenca de pombos e de excretas, em virtude da ado¢do de medidas que
impediram o abrigo de pombos nas estalagens, como a instalacdo de telas entre o telhado e a
laje, e que nem todos os locais com presenga de pombos apresentou ocorréncia de excretas,
possivelmente pelo fato de ocorrer agdes de limpeza diariamente (OLIVEIRA et at., 2017).

A criptococose por C. neoformans (variedade neoformans) no Brasil, a primeira

manifestacdo ocorre em cerca de 4,4% dos casos de AIDS e estima-se a prevaléncia da
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criptococose associada a essa sindrome do sistema imune entre 8 e 12% em centros de
referéncia da regido sudeste do pais (MS 2019 apud FROTA et al., 2020).

De acordo com Frota (2020), nas regides norte e nordeste, ha predominancia de casos
de criptococose em individuos sem evidéncia de imunodepressdo, tanto no sexo masculino,
quanto feminino, causados pela variedade gattii, com comportamento de micose como endemia
regional. A meningoencefalite criptococdcica ocorre em pessoas residentes destas regides, com
a inclusdo de jovens e criangas, apresentando elevada morbidade e letalidade (37 a 49%),
apresentando padrdes regionais marcadamente distintos da criptococose por variedade
neoformans, principalmente na regido sudeste e sul do pais. A taxa de mortalidade por
criptococose € 10% nos paises desenvolvidos, enquanto nos paises em desenvolvimento a taxa
é de 43% (MS 2019 apud FROTA et al., 2020).

Os resultados obtidos neste estudo em Botucatu, realizado a partir de excretas
ambientais de pombos, corroboram o fato de que excrementos de pombos sdo comumente
documentados como a principal fonte de C. neoformans na natureza. No entanto, ha estudos
que relatam que a levedura também foi isolada, em alta taxa, de excrementos de gaiolas de
outras espécies de aves, inclusive passaros domésticos. E o caso LUGARINI et al (2008) que
obteve o isolamento de Cryptococcus neoformans de 34 (24,11%) amostras de passeriformes e
duas (1,42%) amostras de psitacideos, com ocorréncia geral de 25,53% em seu estudo, e de
ABBEG et al. (2006), que analisou amostras fecais de 59 espécies de aves em cativeiro
mantidas em gaiolas em um Jardim Zool6gico no Rio Grande do Sul, pertencentes a 12 ordens
diferentes, das quais trinta e oito isolados ambientais de C. neoformans foram obtidos apenas
de Psittaciformes (Psittacidae, Cacatuidae e Psittacula).

Outro aspecto importante na comparac¢ao com os resultados e consideracdes realizadas
por Lugarini et al. (2008) diz respeito ao tipo de amostras estudadas no presente estudo no
municipio de Botucatu, onde as amostras de fezes coletadas e estudadas foram as
predominantemente ressecadas no ambiente. Lugarini relata que a maioria das amostras
coletadas de psitacideos foram do tipo molhada ou fresca no momento da coleta, e que isso
pode ter contribido para o fracasso do isolamento nesses casos. Os excrementos imidos sofrem
decomposicao bacteriana, causando forte alcalinizagdo do substrato e inibi¢do do crescimento
C. neoformans, enquanto o excremento seco € um substrato favoravel porque tem menos
bactérias viaveis e menos competicdo (GANADOS; CASTANEDA, 2005 apud LUGARINI et
al., 2008), e, portanto, excretas dessecadas antigas sdo mais provaveis para abrigar um alto
namero de C. neoformans (MITCHELL, 1995 apud LUGARINI et al., 2008).

Durante a apresentacdo dos resultados preliminares deste estudo no CONBIO 2022
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(Congresso de Biologia da UNESP/FC de Bauru) (Apéndice B), muito se perguntou sobre a
possibilidade de isolamento de C. neoformans no trato digestorio ou a partir da cloaca de aves
e porqué elas demonstram ser imunes a infecgdo de uma levedura de alta patogenicidade. A
baixa taxa de isolamento pode ser explicada através das condi¢des improprias de crescimento,
incluindo a alta temperatura interna das aves, a alta concentracdo de aménia (ROSARIO et al.,
2005, CAFARCHIA et al., 2006 apud LUGARINI et al., 2008) ou falta de glicose (NIELSEN
etal., 2007 apud LUGARINI et al., 2008) em excrementos. As aves geralmente ndo manifestam
uma verdadeira infeccdo provavelmente por causa da alta temperatura corporal e resisténcia a
infeccdo (MITCHELL 1994 apud LUGARINI et al., 2008).

Na comparagéo entre o presente estudo realizado em Botucatu, onde 10 (33,3%) das 30
amostras coletadas de hospitais, pracas e escolas foram positivas para a presenca de C.
neoformans, com outros estudos de isolados ambientais no Brasil e no mundo, temos o estudo
realizado em 1994 na Cidade do México, onde 251 amostras de excremento de pombos foram
analisadas e C. neoformans foi isolado em 52 (20,7%). A maior frequéncia do isolamento dessa
levedura foi em amostras coletadas em prédios publicos (31,2%), seguido de igrejas (22%) e
residéncias (13,3%) (CASTANON-OLIVARES et al., 1994 apud SOARES et al., 2005). Em
outra avaliagdo, foram analisadas 522 amostras de excremento de pombos coletadas em 14
cidades de Porto Rico, das quais 129 (24,7%) foram positivas para C. neoformans, todos os
isolados pertencentes a variedade neoformans (RUIZ et al., 1989 apud SOARES et al., 2005).
Pesquisadores também realizaram um estudo em 634 amostras de excremento de pombo
coletadas na Turquia e o resultado foi o isolamento de C. neoformans em 29 (4,6%) das
amostras. No estudo em questdo, a maioria desses isolados foi obtida de amostras coletadas em
telhados e ninhos de pombos (YLDIRAN et al., 1998 apud SOARES et al., 2005).

Na cidade do Rio de Janeiro, foram estudadas 83 amostras do solo e 13,2% delas foram
positivas para C. neoformans (LAZERA et al., 1993 apud SOARES et al., 2005). Em estudo
realizado na cidade de S&o Paulo, foi encontrada positividade para esse fungo em 21% dos
locais amostrados em fezes de pombos (MONTENEGRO; PAULA, 2000 apud SOARES et al.,
2005) enquanto na cidade do Rio de Janeiro foi encontrada positividade de 31% nas torres das
igrejas com acumulo de excremento de pombo (BARONI 2001 apud SOARES et al., 2005).

Os resultados obtidos por Randhawa et al. (2006) no noroeste da india chama a atencéo
com dados sobre a alta prevaléncia, densidade populacional de fungos, colonizacdo e,
principalmente, sobre isolamentos aéreos que indicam que a madeira em decomposicdo de
Syzygium cumini representa risco a saide pois ocorrem em cavidades de troncos de &rvores nas

proximidades de habitacdes humanas e animais. S. cumini, no Brasil, € conhecida como Jamelao
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e é considerada como o principal nicho ambiental priméario bem documentado de C. gattii e C.
neoformans naquela regido. Essa observagdo indicou que a dispersdo de C. gattii e C.
neoformans de uma arvore colonizada poderia ocorrer a outras arvores por seus aerossois que
podem ser gerados artificialmente ou por perturbacbes naturais de superficies de madeira
deterioradas devido a agentes como vento, insetos, passaros, etc. Anteriormente, C. gattii ja
havia sido isolado do ar em amostragem realizada sob o dossel do eucalipto camaldulensis na
Australia e em amostras de ar coletadas perto das cavidades de duas Acacias-rosa (Cassia
grandis) no Brasil (LAZERA et al. 2000; ELLIS et al., 1990 apud RANDHAWA et al., 2006).

Refojo et al. 2009 descreveu a distribui¢do de espécies de Cryptococcus (C. neoformans
e C. gattii) em cavidades de arvores de sete parques da cidade de Buenos Aires, para determinar
0S sorotipos e genoétipos desses isolados ambientais e compard-los com os resultados de
pesquisas anteriores. Das 489 amostras, coletadas limpando todas as arvores que apresentavam
cavidades ou fissuras nos sete parques estudados, oito isolados de C. neoformans e 18 isolados
de C. gattii foram recuperados de 15 das 489 amostras de arvores. Nesse estudo ndo houve
tentativas de isolamento a partir do ar nas proximidades.

A guantidade de fezes depositadas no local de coleta do hotspot HCFMB, em que houve
amplificagcéo de C. neoformans nas cinco amostras coletadas, e o isolamento da levedura em
amostras de ar atmosférico descrita por autores no Brasil e no mundo, sugere a necessidade da
aplicacdo desse tipo de teste nas proximidades desses pontos. Nesse sentido, Soares et al. (2005)
descreve que de 116 amostras analisadas na cidade de Santos, Estado de Sao Paulo, das quais
79 foram de fezes de pombos e 37 de ar atmosférico de regiGes com acimulo de fezes, C.
neoformans (var. neoformans) foi isolado de 11 (13,9%) destas amostras. Outras espécies de
Cryptococcus também foram isoladas destas amostras, tais como C. laurentii (8,9%) e C.
albidus (12,6%), o qual também foi isolado de amostras do ar (5,4%). De acordo com o autor,
a contaminacao do ar foi verificada em 37 locais por meio de placas expostas por 15 minutos.

No levantamento bibliografico do autor, o histérico da doenca traz dados importantes
sobre a presenca de C. neoformans no ar. Soares et al. (2005) descrevem o relato de que uma
taxa de isolamento de 54% ja havia sido verificada no passado para C. neoformans a partir de
poeira retirada de casas ocupadas por pacientes com AIDS (SWINNE et al., 1991 apud
SOARES et al., 2005). Além disso, acrescenta que 154 residéncias humanas foram analisadas,
coletando-se 824 amostras de poeira de dentro das casas, do solo e de excrementos de passaros
fora das casas. C. neoformans (var. grubii) foi isolado em 20 (13%) das residéncias; mais
especificamente, de cinco das 32 residéncias de pacientes com AIDS associadas a criptococose,

quatro (8,9%) das 45 residéncias de pacientes com AIDS néo associadas a criptococose e 11
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(14,3%) das 77 residéncias de individuos aparentemente saudaveis. Os autores verificaram que
o principal fator associado a contaminagdo domiciliar por C. neoformans foi a presenca de aves
dentro da casa ou em seus ambientes (PASSONI et al., 1998 apud SOARES et al., 2005).

Dentre toda revisao bibliografica levantada durante a pesquisa, o estudo realizado por
Baroni et al. (2006) no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, talvez seja o que mais se assemelha aos
resultados obtidos em Botucatu. Afinal, Baroni et al. (2006) avaliaram a presenga de C.
neoformans a partir de excretas ambientais no Rio de Janeiro, RJ, Brasil, em dez igrejas e
também descreve gue C. neoformans estava presente em 100% desses hotspots urbanos (37,8%
das 219 amostras das excretas das aves, bem proximo dos 33,3% das amostras de Botucatu).
No entanto, além de fezes de pombo, também coletou amostras de ar das torres das igrejas e de
areas vizinhas: quinze (4,9%) do total das amostras de ar foram positivas (BARONI et al.,
2006).

5.2 Aspectos da amplificacéo total das amostras coletadas no hotspot HCFMB

De um modo geral, o resultado desta investigacdo da presenca de C. neoformans tem
sua relevancia confirmada ao constatar que 100% da &rea urbana submetida aos exames
moleculares sdo positivos para a levedura patogénica em estudo. No entanto, dentre os achados
que sdo positivos, € o hotspot HCFMB o mais alarmante, ndo sé pela amplificacdo total de suas
amostras, mas pela referéncia em salde publica que a unidade (que recebe milhares de pacientes
anualmente) é em diversas areas.

E importante salientar que ja houve ou ha uma preocupacdo com a proliferacdo de
pombos no hospital, notada através da existéncia de sistemas antipombos como a rede que visa
impedir 0 aninhamento dessas aves e se verifica instalada na &rea coberta do Boulevard (figura
18), um dos principais acessos ao interior da unidade. No entanto, embora este e outros tipos
de tentativas de controle da infestacdo por essas aves seja visivel, ndo existe absolutamente
nada no Boulevard, que possui uma cantina para comércio de alimentos, ou em qualquer outro
ponto do HCFMB, que fornega aos pacientes e demais usuarios da unidade um alerta ou
orientacdes sobre o consumo de alimentos no local, a criptococose e/ou as consequéncias que
a alimentacdo direta ou indireta de pombos implicam.

De acordo com Schuller (2005 apud MIRANDA et al., 2014) o alimento é um fator
limitante para a espécie e o0 bando tende a ocupar locais onde h& fartura. Entretanto, se o

alimento € escasso, 0 bando se desloca diariamente até o alimento, qualquer que seja a
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distancia, podendo passar 85% do seu tempo diario percorrendo um raio de acdo de até
600 metros do seu local de moradia. Quanto mais alimento disponivel, maior sera a
capacidade reprodutiva, que varia de 10 a 14 ovos por ano/fémea, num periodo médio

de quatro a seis anos. Os ninhos podem ser reutilizados pelos animais ap6s o abandono

do primeiro casal, facilitando assim o aumento do numero de individuos do bando.

| U

Figura 14. Boulevard do hotspot HCFMB onde usuarios adquirem e consomem alimentos
cercados por pombos, fornecendo alimentos direta e indiretamente pra essas aves (foto: arquivo
pessoal).

Distante apenas 100 metros, aproximadamente, da UTI Neotal (obras), encontra-se o
local de coletas das amostras analisadas no hostspot HCFMB (figura 6). A quantidade de fezes
depositadas no local sugere que, no periodo das coletas ou imediatamente anterior a realizacdo
das mesmas, 0 espaco tornou-se o principal ponto de aninhamento dessas aves na unidade
hospitalar, provavelmente pela proximidade de uma das suas maiores fontes de alimento, o
Boulevard, e por se tratar de um local coberto, protegido de vento forte e/ou chuva e, portanto,

seguro e propicio a instalacdo de ninhos e abrigo dos seus ovos.
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5.3 Analise da influéncia da pandemia de COVID-19 em casos e notificacGes de

criptococose

O levantamento de dados para qualquer pesquisa quantitativa por meio de questionarios
requer cuidado especial. Deve-se considerar que ndo basta apenas coletar respostas sobre
questdes de interesse, mas sim saber como analisd-las (MANZATO & SANTOS, 2012).
Portanto, para a analise que se propds, por simplicidade e impossibilidade de se obter amostras
probabilisticas como seria desejavel, empregou-se a amostra ndo probalistica que, de acordo
com Manzato & Santos (2012), muitas vezes tém os efeitos da sua utilizacdo considerados
equivalentes ao de uma amostragem probabilistica, isto €, 0 método aplicado tem também sua
importancia.

Dentre os varios tipos descritos por autores dessa area de conhecimento, foi a
amostragem a esmo ou sem norma, na qual o amostrador, para simplificar o processo, procura
ser aleatorio sem, no entanto, realizar propriamente um sorteio, o tipo de analise pretendida
através da elaboracédo deste questionario, dentro da realidade e da viabilidade deste trabalho de
pesquisa.

Durante a sua aplicagdo, no entanto, evitou-se o que Amaral-Bastos (2012) denomina
de enviesamento da amostra ndo probabilistica, que pode ter implicaces nos resultados finais
e, inclusive, comprometé-los, ja que a selecdo dos elementos da populacdo para compor a
amostra depende, ao menos em parte, do julgamento do pesquisador.

Em 2019, alguns meses antes da pandemia de COVID-19, ao menos trés casos de dbitos
por criptococose no interior de Estado Sdo Paulo, ganharam notoriedade ao se tornarem
destaques nos principais noticiarios e na internet: dois deles em Santos, litoral paulista, e um
em Taquaritinga, na regido norte do Estado de SP. Nos casos de Santos, litoral de S&o Paulo,
por exemplo, as vitimas foram um cinegrafista de 43 anos que morreu em 19 de julho de 2019,
e um empresario de 56 anos que morreu quatro dias depois, em 23 de julho de 2019. De acordo
com informacdes coletadas no portal de noticias G1, os familiares dos pacientes, que ficaram
internados por aproximadamente quatro meses, relataram que ambos eram pessoas ativas e
sadias.

No caso de Taquaritinga, a vitima, um homem de 38 anos, foi a 6bito em 03 de setembro
de 2019. Um més antes, ndo apresentava nenhum problema de salde antes de apresentar
complicacbes por conta da doenca do pombo. Portanto, em ambos 0s casos, nota-se que a
criptococose comumente atribuida a pacientes imunodeprimidos, ou seja, classicamente uma

doenca oportunista, pode ndo estar restrita a esta condi¢do, ao acometer individuos que sejam
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passiveis de serem considerados saudaveis, ou seja, imunocompetentes a época da infeccéo,
como refere Souto (2014).

Os casos descritos acima ocorreram imediatamente antes da pandemia de COVID-19
que também pode ter contribuido para um aumento da subnotificacdo de casos e mortes por
criptococose e outras doencas desde a chegada do novo coronavirus ao Brasil em fevereiro de
2020.

Por outro lado, o uso compulsdrio de mascaras, inclusive em locais abertos como pracas
publicas e até mesmo nas areas comuns ou ao ar-livre de condominios residenciais, pode ter
contribuido para a reducdo de casos, ja que a principal forma de contaminacdo pelo
Cryptoccocus spp., assim como o0 coronavirus e suas variantes, é principalmente inalatoria.

Concomitante ao inicio da pandemia de COVID-19 no Brasil, em 17 de fevereiro de
2020, através da portaria n° 264 de mesma data, foi incluida na Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria de doengas, agravos e eventos de saude publica, além da doenga de Chagas
cronica, a esporotricose humana, a paracoccidioidomicose e a criptococose. A verificacdo dos
efeitos dessa portaria na realidade epidemiologica da doenca deve levar ainda alguns anos e se
dar, sobretudo, no periodo pés pandémico.

A anélise de dbitos que ganharam os noticiarios em 2019 trouxe a tona um outro aspecto
de relevancia sanitaria pode ser facilmente verificado em ambos 0s casos: a escassez ou total
falta de conhecimento da populacao sobre a criptococose.

A esposa de uma das vitimas da criptococose em Santos, por exemplo, fez a seguinte
declaragdo: “A gente correu, investigou € mesmo assim ndo teve sucesso em receber um
diagndstico completo. Eu sabia que o pombo trazia doenca, mas eu nao sabia que era uma
doenca tdo grave como essa. E importante as pessoas ficarem em alerta."

(https://gl.globo.com/sp/santos-regiao/noticia/2019/08/08/medicos-suspeitaram-que-

empresario-morto-por-doenca-do-pombo-tinha-sindrome-do-panico.ghtml).

Os familiares da vitima da criptococose em Taquaritinga, relataram que o rapaz de 38
anos era advogado em Ribeirdo Preto (SP) e que suspeitam que ele tenha contraido a doenga no
escritério em que ele trabalhava pois, segundo os relatos, havia um aparelho de ar condicionado
na sala dele, onde os pombos se aninhavam ha algum tempo na parte externa do aparelho,
denominada condensadora.

Tais informacdes disponiveis na midia denotam o quao importante e necessario se faz a
difuséo da pesquisa e de conhecimento no ambito da criptococose.

Em vista disso, sdo projetos de pesquisa como este e como, por exemplo, o de Corréa

Junior (2019) que, pela primeira vez, investigou e confirmou a presenca de C. neoformans em
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escolas municipais no Mato Grosso do Sul (PIMENTA, 2019), que fomentam as autoridades
de Saude Publica (VEs, SMS e outras) na implantagdo ou implementacdo de medidas de
higienizacdo, principalmente aquelas que permitam a reducdo das cargas ambientais destas
leveduras nos substratos favoraveis ao seu desenvolvimento. Ademais, Corréa Junior (2019)
também produziu um material didatico sobre criptococose que foi fornecido gratuitamente para
gestores e estudantes da rede municipal de ensino de Campo Grande, para ampliar os
conhecimentos sobre a doenca, segundo ele, muitas vezes negligenciada no Estado de Mato

Grosso do Sul.

5.4 Analise dos resultados do questionario sobre o conhecimento popular no ambito da

criptococose

5.4.1 Perfil dos entrevistados

Através do questionario online, 425 pessoas foram entrevistadas, entre as quais se
verifica a participagéo de 262 do sexo feminino (61,6%), e de 163 (38,4%) do sexo masculino
(figura 19). Dessas, 225 séo jovens de 13 a 19 anos de idade (52,9%); 40 possuem de 20 a 29
anos (9,4%), 64 tém de 30 a 39 anos (15,1%) e 96 com idade igual ou maior de 40 anos (22,6%)
(figura 20).

Sexo

@ Masculino
@ Feminino

Figura 15. Grafico do percentual de pessoas do sexo feminino e masculino que responderam

ao questionario sobre criptococose
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Qual a sua idade?

@ de 13 a19anos
@ de=20a29anos
de 30 a 39 anos
@ igual ou maior que 40 anos

Figura 16. Grafico do percentual de pessoas por faixa etaria que responderam ao questionario

sobre criptococose

O grau de instrugdo ou escolaridade do publico atingido (figura 21), foram
predominantemente: 149 estudantes cursando o ensino médio (35,1%); 81 com graduacao

completa (19,1%); 77 com Pos-Graduacéo (18,1%), e; 58 cursando o Ensino Fundamental.

Escolaridade )
@& cursando o Ensino Fundamental

@ Ensino Fundamental incompleto
Ensino Fundamental completo

® cursando o Ensino Médio

@ Ensino Médio incompleto

@ Ensino Médio completo

@ cursando a Graduacao

@ Graduacio incompleta

@ Graduacio completa

@ Fos-Graduacao

Figura 17. Grafico do percentual de pessoas por faixa etaria que responderam ao questionario

sobre criptococose

As profissdes mais indicadas ou declaradas foram: 1) Estudante de Educacdo Bésica:
(38,4%); 2) Educador ou professor (20,7%); 3) Estudante de graduacdo (7,8%), e; 4)
Profissional de saude (3,8%). E ao menos 25 cidades diferentes foram mencionadas como

origem do entrevistado.
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5.4.2 Interpretacdo dos dados obtidos

Conforme as perguntas elaboradas para o questionario sobre criptococose e na
metodologia aplicada, obteve-se 0s seguintes resultados e as respectivas discussdes da sua

relevancia:

Vocé conhece ou ja ouviu falar no nome Criptococose?

@ Sim, mas ndo sei o que é
® Simeseioqueé
MN&o sabe ou nunca ouviu falar
® Apenas ouvi falar, ndo sei nada sobre

Figura 18. Gréfico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o

conhecimento sobre criptococose a partir do termo “criptococose” para identificagao da doenga

Quando perguntado se o entrevistado tem conhecimento ou ja ouviu falar em
criptococose (figura 18), mais da metade deles, isto ¢, 52,2%, afirmaram que “ndo sabe ou
nunca ouviu falar”; apenas 20,2% afirmaram que “sim e sabe o que €”, e; 27,5% (12% mais
15,5%) que apenas “ouviu falar”, percentual que também pode se somar aos que ndo sabem o
que é (79,7%) e revelar um alto indice de desconhecimento geral da doenca a partir do termo
criptococose. Essa diferenca entre o percentual dos que afirmam que “sabe 0 que é” e 0s que,
definitivamente, ndo sabe ou nunca ouviu falar poder ser atribuida ao termo criptococose,
(ainda) pouco difundido na sociedade.

Quando perguntado ao entrevistado se ele tem conhecimento ou ja ouviu falar na mesma
doenca, desta vez, a partir do seu nome popular (doenca do pombo), o percentual dos que
afirmam que ja ouviu falar foi de 87,5% (soma dos percentuais dos que ouviram falar no termo
popular, ainda que ndo saibam o que €). Porém, o percentual daqueles que, além de conhecer o
termo popular para a doenga, declararam possuir algum conhecimento sobre ela (provavelmente
despertado a partir do nome popular) foi maior: 36,2% frente aos 20,2% quando a partir do

termo criptococose, conforme a figura 19 a seguir:
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Vocé conhece ou ja ouviu falar no nome "Doenca do pombao™?

@ Sim, mas néo sei 0 que é
® Simeseioqueé
Mao sei ou nunca ouvi falar
@ Apenas ouvi falar, ndo sei nada sobre

Figura 19. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o

conhecimento sobre criptococose a partir do seu nome popular

Esse percentual elevado de desinformacdo sobre a doenca, independente do termo
empregado para se referir a ela, pode ser comparado com resultados obtidos por Miranda et al.
(2014), que aplicou questionario com objetivos andlogos ao da presente pesquisa e refere que
informacdes equivocadas tém implicado na associacgdo da figura dos pombos com zoonoses néo
relacionadas a esta espécie, despertando, inclusive, manifestacGes de repulsa aos pombos por
parte da populacdo em areas urbanas. Em seu estudo, apesar de 95,8% dos entrevistados apontar
0s pombos como agente transmissor de doengas, apenas 17,6% indicaram a criptococose como
a zoonose em questdo.

Miranda et al. (2014) também avaliaram a percepc¢do da populacao sobre a participacéo
dos pombos como fontes de infec¢do de zoonoses, através de questionarios aplicados na orla
da praia de Santos e em pracas da cidade de Sdo Paulo (em locais publicos com uma grande
concentracdo de pessoas e de pombos). Em sua pesquisa, refere que 215 pessoas foram
entrevistadas de maneira aleatoria, ou seja, valendo-se também da amostragem néo
probabilistica. A faixa etaria pesquisada pelos autores variou entre 18 e 85 anos e diferentes
graus de escolaridade, evitando-se assim preferéncias e preconceitos.

Quando investigada a forma através da qual as pessoas normalmente adquirem
conhecimento acerca desse tema, o grafico (figura 20) é bastante elucidativo. Os cinco
principais meios citados sdo: 1) familiares ou amigos: 40,2%; 2) noticiérios: 26,8%
(independente do tipo); 3) na escola; 4) através de profissionais de salde, ou; 5) por meio da
vigilancia de sanitaria. E que, de fato, a primeira reacio observada entre os entrevistados que

desconheciam totalmente a criptococose até o recebimento do link do questionario, logo apos a
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conclusdo do mesmo, era buscar por esclarecimentos sobre a doenca e mencionar que falaria

com seus entes queridos a respeito (transmissao de conhecimento) a fim de evité-la.
De que forma vocé soube sobre essa doenga?

@ Noticiarios (TV, radio, internet e outro...
@ Familiares ou amigos
Escola
| @ Frofissionais de salde
@ Vigilancia sanitaria

@ Naofiguei sabendo
@ Universidade
@ Atendi alguns pctes com essa doenca

114W

Figura 20. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar os

principais meios de obtengéo de informacéao sobre a criptococose

A principal interpretacdo que se pode extrapolar a partir do grafico com os resultados
da questdo sobre casos de criptococose proximos ao entrevistados (figura 25) é da relevancia
da doenca mesmo em amostra relativamente pequena de entrevistados. Embora 65,9% refere
que nunca ficaram sabendo de casos de criptococose e 19,3% de pessoa desconhecida, séo 0s
dados referentes a casos entre amigos ou colega de trabalho (6,8%) e de familiar (2,96%) que
chamam a atencg&o. Afinal, os resultados preliminares aqui apresentados correspondem a um
universo de 425 participantes. Nesse caso, 0 nimero de casos proximos, de amigo ou colega de
trabalho, equivale a 29, ou seja, em média, aproximadamente seis a cada 100 pessoas conhece
ao menos um amigo (ou colega de trabalho) que tem (ou teve) criptococose. J& no caso de
familiar, o nimero de casos proximos referidos até aqui foi de 11, que corresponde a uma média

de aproximadamente duas a cada 100 pessoas com pelo com caso de criptococose na familia.
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Vocé ja soube (ou sabe) de algum caso dessa doenga proximo a vocé?

@ Sim, de familiar

@ Sim, de amigo ou colega de trabalho
Sim, de pessoa desconhecida (através
de noticiario, por exemplo)

@ Mao, nunca figuei sabendo

@ Mao seiresponder

Figura 21. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo sobre casos de criptococose

proximos ao entrevistado

Outro ponto importante dessa pesquisa foi avaliar um aspecto que estd diretamente
relacionado com a prevencéo da doenca (figura 22). Afinal, so é possivel combater e evitar uma
doenca sabendo como o seu agente etiolégico pode infectar os seres humanos. Ao conhecer
como se da a infeccdo por C. neoformans, as pessoas podem adotar habitos que permitem evita-
la de modo mais efetivo como, por exemplo, utilizar mascara para limpeza de area com acimulo
de fezes ressecadas, bem como utilizar agua com um pouco de agua sanitéria diluida durante o
processo. Essas sdo medidas simples mas que reconhecidamente reduzem o risco de
contaminacéo pelo ar e infecdo por C. neoformans a zero, haja vista que o principal meio de
contaminacdo é por particulas sélidas de fezes (poeira) misturadas a levedura em suspensdo
Souto (2014).

Quando perguntado, no entanto, se 0 participante sabe ou ndo a forma como um
individuo pode contrair criptococose, mais de metade dos entrevistados (56,5%) respondeu que
ndo, conforme o gréfico da figura 22. Note-se que 0 nome popular da doenca € citado na questéo
junto ao termo criptococose, de modo a se extrair do entrevistado uma resposta coerente com o0
seu conhecimento prévio da doenca, isto é, independente do termo empregado e, a0 mesmo

tempo, evidenciar que se tratam da mesma doenca e que se familiarizem seus nomes.
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Vocé sabe como a Criptococose/Doenga do Pombo é contraida?

® Sim
® Nao

Figura 22. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o
conhecimento sobre como a criptococose € contraida, mostrando que mais da metade dos

entrevistados desconhece como a doenca € causada em seres humanos

Essa relacdo sugerida entre conhecimento e prevengdo pode ser comparada com o
resultado observado quando, na sequéncia, se pergunta ao entrevistado se, de fato, ele sabe
como a transmiss&o da criptococose pode ser evitada (figura 23). E evidente também que, como
paulatinamente vem sendo enfatizado no desenvolvimento e na discussdo desse trabalho, as
acOes de educacdo ambiental e conscientizacdo em salde séo escassas e, quando ocorrem, ndo
sdo de maneira coordenada, isto é, ndo envolvem escolas, vigilancia sanitaria, unidades
hospitalares ou de salde, universidades e outras instituicdes. O resultado € que dois tercos

(66,6%) dos participantes desconhecem medidas de como se evitar a doenca:

Vocé tem conhecimento de como a transmissao dessa doencga pode ser evitada?

® sSim
® Nao

Figura 23. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o

conhecimento sobre a prevencgdo da doenca
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A analise dos resultados das questdes das figuras 24 e 25 denotam que, embora a grande
maioria dos entrevistados ndo detenham conhecimento sobre criptococose, existe uma espéecie
de percepcao significativa de que os pombos sao vetor de doencas de importancia médica, como
também verificado por Miranda et al. (2014). Quando perguntado ao entrevistado se 0 mesmo
tem conhecimento da gravidade da criptococose, bem como da imprtancia de um diagnéstico
precoce (figura 24), mais da metade (54,6%) sugeriu que sim. Por sua vez, ao se questionar
sobre a relacdo entre fezes de pombos e o risco a saude (figura 25), 82,1% dos entrevistados
sugeriram que sim, isto €, que sabem (ou supde) que ¢é das excretas dessas aves a origem de

doengas.

Vocé sabia que, se ndo diagnosticada precocemente, a doenga do pombo pode
resultar em sequelas graves ou até mesmo na morte do paciente?

@ Sim
@ Nao

Figura 24. Gréfico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o

conhecimento sobre a gravidade da criptococose

Vocé sabia gue as fezes de pombos representam algum risco para a saude?

® Sim
@ Mao

Figura 25. Gréfico do percentual de respostas obtidas para questdo que pretende avaliar o
conhecimento sobre a principal forma de infec¢do por Cryptococcus spp. e o risco que as fezes

de pombos contaminadas representam
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J& em relacdo a um dos maiores desafios no controle da infestacdo por pombos nos
centros urbanos - a disponibilizacdo voluntaria e involuntaria de alimentos as aves, o grafico a
seguir (figura 26) demonstra haver uma pré-disposi¢cdo da maioria das pessoas (53,9% dos
entrevistados) em evitar a pratica de alimentar pombos em espacos publicos como pracas e
hospitais, enquanto 18,8% n&o considera que isso represente um problema e 27,3% demonstre

indiferenca a essa questao:

Vocé considera o habito de alimentar os pombos em locais publicos um problema?

@ Sim

@ MNao
MAo me incomodo ou ndo me importo
COM iSS0

Figura 26. Gréafico do percentual de respostas obtidas para questdo sobre o habito de alimentar

pombos em locais publicos como pracas e outros

Ao se aprofundar na problematica da infestacdo por pombos, pode-se inferir, a partir do
gréafico da questéo que pretende verificar o quéo favoravel as pessoas sdo as medidas de controle
populacional dessas aves (figura 27), que a grande maioria (72%) compreende a necessidade
da implementacdo de medidas, provavelmente motivada pela percep¢do do aumento
significativo dessas aves nos centros urbanos. Note-se que, em comparagdo ao resultado obtido
no grafico anterior, onde se verificou que 46,1% (soma de 18,8% e 27,3%) ndo consideram
alimentar os pombos um problema ou ndo se importam com isso, apenas 8,7% ndo sdo

favoraveis a medidas de controle dessas aves:
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Voceé é a favor de medidas de controle populacional de pombos nos centros
urbanos?

® Sim

@ MNao
Nao me incomodo ou ndo me importo
com isso

Figura 27. Grafico do percentual de respostas obtidas para questdo que verifica 0 quéo
favoravel as pessoas sdo para medidas que visam controlar a proliferacdo de pombos nas

cidades

Ainda sobre o resultado acima (figura 27), ao se evidenciar, portanto, que mesmo entre
0s entrevistados que tem o habito de alimentar ou ndo consideram alimentar pombos em locais
publicos um problema, existam pessoas favoraveis as medidas de controle populacional dessas
aves (comparativo entre os resultados dos gréficos das figuras 26 e 27), fica claro um dos
maiores gargalos existentes no controle dessas aves: 0 ndo coordenamento de medidas de
controle com medidas educativas. Afinal, com os resultados obtidos, infere-se que, mesmo entre
as pessoas que se mostram favoraveis a esse tipo de medidas, ha pessoas que consideram que
dispobinibilizar alimentos aos pombos ndo é um problema e, sem o conhecimento necessario,
deverdo seguir perpetuando esse habito.

O maior exemplo disso no municipio de Botucatu, encontra-se no hotspot HCFMB.
Conforme ja referido e demonstrado ao longo desse trabalho, a unidade hospitalar em questdo
que apresentou um dos resultados mais alarmantes da deteccdo molecular de C. neoformans
préximo a sua UTI Neonatal, possui instalada na area coberta conhecida como Boulevard, ou
seja, acima da cabeca das pessoas que acessam o interior da unidade ou permanecem sentadas
em um dos bancos existentes ali, redes que visam impedir 0 aninhamento de pombos no local,
uma das principais medidas verificadas para o controle da infestacdo por essas aves ndo s6 em
unidades de saude, mas em escolas e quadras de esportes, por exemplo. No entanto, abaixo
dessas redes, estdo pessoas que continuam a alimentar e atrair pombos, direta e indiretamente,
e absolutamente nenhuma placa ou medida educativa orientando os usuarios do Boulevard a

ndo alimentar essas aves ou evitar consumir alimentos no local, apenas orientando que, no
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mesmo local, é proibido fumar. Sem medidas de controle coordenadas com medidas educativas,
portanto, verifica-se a ineficacia da tentativa de controle empregada (redes antipombos) e, com
iss0, 0 desperdicio de recursos publicos.

A Ultima questdo sobre o tema (figura 28), por sua vez, permite inferir que a saida para
um problema que € acentuado pelo ser humano esta no préprio ser humano.

As trés respostas mais assinaladas pelos entrevistados dentre todas as medidas
conhecidas que contribuem para a reducdo e/ou controle de infestacdes por essas aves foram,
nessa ordem: 1) Trabalhos de educacao e difusdo do conhecimento sobre a doencga e suas causas;
2) Projetos e pesquisas (cientificas) que visem conhecimento, tratamento e cura da doenca, €;
3) Materiais didaticos e informativos para comunidade sobre a doencga e como evita-la.

Na sua opinido, quais dessas medidas poderiam contribuir para a reducéo da infestagdo de

pombos em hospitais, escolas e pragas, por exemplo? (Pode ser assinalado mais de uma alternativa)
425 respostas

Trabalhos de educagéo e...
Exterminio de pombos
Puni¢cao ou multa para pes...
Projetos e pesquisas (cien...
N&o considero importante...
Materiais didaticos e infor...
Barreiras que impegam o...

302 (71,1%)

48 (11,3%)
94 (22,1%)
272 (64%)

254 (59,8%)
184 (43,3%)

um bom controle de zoono...|—1 (0,2%)
N&o tenho conhecimento s...[—1(0,2%)
Alguma forma de estereliz...|—1 (0,2%)
Ter gaiolas de aguias bras...[—1 (0,2%)
Nao me incomodo|—1 (0,2%)
Retirada dos bombons em...|—1 (0,2%)
A cidade de Assis estainfe...|—1 (0,2%)
O exterminio, apesar de po...|—1(0,2%)
N&o alimentando os pomb...|—1 (0,2%)
Proibir criagdo de galinhas...|—1 (0,2%)
Ja tomei conhecimento de...|—1 (0,2%)
choques eletricos em cim...|—1(0,2%)
00001081261535sp@al.e...|—1 (0,2%)
campanha para se alertar...|—1 (0,2%)
fazer centros afastados da...|—1 (0,2%)
0 100 200 300 400

Figura 28. Grafico do percentual de respostas assinaladas para medidas que, na opinido do

entrevistado, contribuem para a reducéo da infestacdo de pombos nos centros urbanos

Nota-se na figura 28 que apenas 11,3% assinalaram o exterminio de pombos como
alternativa de controle populacional. Embora ndo se pode inferir repulsa a essas aves por parte
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dos 72% de pessoas favoraveis a medidas de controle (figura 27), pode-se inferir repulsa dos
11,3% de pessoas, ja que existem outros métodos de controle como alternativas ao exterminio
dentre as op¢Oes que poderiam ser assinaladas pelo entrevistado.

Para fins de comparacdo entre os dados obtidos nesta pesquisa com 0s de outros autores,
sobre essa relacdo entre seres humanos e pombos, os resultados dos estudos de Miranda et al.
(2014) descrevem que 63,7% dos entrevistados, na ocasido, associaram a figura dos pombos
com a dos roedores, que 25,5% das pessoas classificaram os pombos como animais nojentos,
44,6% afirmaram evitar o animal em funcao do medo de comprometer a satde 14,8% afirmaram
evitar os animais pelos dois motivos, risco de transmissdo de doengas e nojo da ave, ou seja,
manifestaram repulsa pela presenca das aves. Por sua vez, quando avaliaram a percepgédo das
pessoas nas pragas do centro de Curitiba, Parana, em relacdo a presenca de pombos, Martins et al.,
(2015) descreve que 60,1% dos 887 entrevistados foram contra a presenca dos pombos.

Outros dados importantes levantados por Martins et al. (2015) é que a maioria dos entrevistados
considerou a quantidade de pombos exagerada (69,6%) e atribuiram como causa a disponibilidade de
alimento (44,1%). Ademais, 93% afirmaram que pombos podem transmitir doengas e as mais citadas
foram doencas respiratorias (35,3%) e doengas causadas por piolhos ou pulgas (22,8%). J& o principal
problema relatado foi a sujeira (57,4%) e a acdo mais aprovada para controle populacional também foi

a educacdo da populacdo, com 69,6%.
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5.5 Perspectivas e desafios

A proliferacdo e a adaptacdo dos pombos em centros urbanos estdo associadas
principalmente a disponibilidade de alimentos nesses locais. Ndo existem estatisticas e
levantamentos que indiquem a quantidade exata de pombos em centros urbanos mas, sob o
ponto de vista sanitario, quanto maior o nimero de individuos, maior ser& o perigo de exposicéo
aos agentes patogénicos, presentes nas fezes destas aves (KAHN et al., 2012 apud MIRANDA
etal., 2014).

Ante 0 exposto, a necessidade da deteccdo de Cryptococcus spp. torna-se um fator de
extrema relevancia em areas urbanas, pois, além de permitir um mapeamento e delineamento
de areas de risco de contaminacdo, endossa medidas de controle do seu principal vetor, 0s
pombos que, apesar disso, ndo devem ser encarados como culpados e sujeitados a medidas
extremas de controle porpulacional como o exterminio.

Pesquisas sobre a percepcéao da populagdo em relagdo as pragas urbanas ou de avaliagdo
de conhecimento sobre zoonoses como foi proposto e realizado nesta dissertacdo, contribuem
para abordagens de temas relevantes como este da criptococose nas comunidades locais. A
participacdo nesses tipos de pesquisa desperta a curiosidade dos entrevistados pelo tema,
sobretudo dos mais jovens, que apés a aplicacdo do questionario, tecem perguntas sobre o tema
de maneira espontanea, um comportamento que é caracteristico desse publico e que geralmente
os leva a compartilhar da experiéncia em suas casas, com seus pais e outros familiares.

Campanhas de esclarecimento e de difusdo da ciéncia por trds de projetos de pesquisa
como este sdo estratégias auxiliares de prevencdo que, em parceria com autoridades sanitarias
e instituicdes publicas, podem garantir excelentes resultados no sentido de minimizar os riscos
existentes. Nesse ambito, vale destacar o método inovador e contemporaneo através do qual a
XI Semana da Biologia da UFABC (2022), um dos eventos em que os resultados dessa pesquisa
foram publicados (Apéndice C), propds para a apresentacdo de trabalhos: o resumo deveria ser
no formato de postagem na rede social Instagram, contendo até 10 slides (ou paginas) com
pouco texto (letras grandes) e figuras (livres de direitos autorais), sendo que o primeiro slide
deveria conter o titulo do trabalho (de modo a instigar a curiosidade, sugeriu a organizacéo) e
no ultimo slide o nome e o contato dos autores (e-mail ou perfil na rede social Instagram). Esse
formato de divulgacdo rompe com o0 método convencional de exposicao de resumos em eventos
e mostra-se abrangente ja que, de acordo com Volpato (2022), o Instagram esta entre as redes
sociais mais usadas no Brasil, atrds apenas do YouTube e do WhastApp.

Por fim, a subnotificacdo de casos de criptococose verificada até a publicacdo da portaria
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que tornou sua notificacdo compulséria em 2020, por muitos anos, se fez marcante na trajetoria
epidemioldgica da doenca, corroborando a assertiva de Megda e Bonafé (2013), de que a
subnotificacdo de doencas infecciosas (ainda) é uma realidade do sistema de saude brasileiro.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento da pesquisa possibilitou detectar C. neoformans em cinco dos seis
hotspots avaliados, todos pertencentes a area urbana do municipio de Botucatu, Estado de Sao
Paulo, e com grande circulacéo de pessoas.

Os resultados, ainda que preliminares, possibilitaram detectar a prevaléncia do principal
agente etioldgico da criptococose em imunodeprimidos (C. neoformans) em uma das maiores
e mais importantes unidades hospitalares da regido: o Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (HCFMB), localizado no campus da Unesp, em Rubido Junior. Ademais,
o0 Pronto Socorro Infantil, bem como o Hospital Estadual no municipio, que abriga a Oncologia
e, portanto, realiza tratamentos imunosupressores como quimioterapia e radioterapia, também
positivaram para C. neoformans.

As informacdes obtidas neste estudo no ambito do conhecimento sobre a criptococose
revelam que a maioria dos entrevistados reconhece os pombos e, principalmente suas fezes,
como agentes transmissores de doencgas. No entanto, desconhecem a zoonose transmitida e seus
aspectos, refletindo um alto grau de desinformacéo da populagéo.

Juntos, estes achados corroboram a necessidade urgente da implementacéo de politicas
coordenadas de monitoramento, de controles mais eficazes da proliferacdo de pombos e,
principalmente, de educacdo ambiental e em saide para difusdo do conhecimento sobre a

doenca e como evita-la.
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8 APENDICES

Apéndice A: Modelo do requerimento elaborado para solicitacdo de autorizacdo (anuéncia)
para coleta de amostras de fezes de pombos

Instituto de
Biociéncias
Unesp Botucatu

Ao
Prof. Assoc. Dr. André Luis Balbi
SUPERINTENDENCIA DO HCFMB/UNESP

Cr

Carissimo Superintendente,

Vimos, por meio deste, requerer autorizagao para a coleta de amostras
de fezes de pombos na darea sob administragdo do HC no periodo de
04/02/2022 a 04/05/2022 (proximos 3 meses).

A coleta é rapida, devera ser feita somente pelo pés-graduando Pablo
Henrique Scherrer (ph.scherrer@unesp.br) e ocorrera de forma esporadica
(estima-se que apenas 3 vezes dentro do periodo ja informado). Como os
pombos costumam se aninhar em areas externas a unidade hospitalar, é a
pontos externos e com O acimulo de fezes dessas aves que essa
autorizagao se limita, tais como: estacionamento, obras, equipamentos de ar-
condicionado, passeios e cobertura. Sempre que necessario e houver
disponibilidade, podemos solicitar o acompanhamento do Nucleo de Seguranga
ou do Controle de Pragas para acesso a algum local especifico ou orientagdes.

A coleta em questdo faz parte de pesquisa sobre a Criptococose ou
"Doenga do Pombo", bastante comum em pessoas imunodeprimidas. Logo, este
tipo de monitoramento em locais como 0s arredores do HCFMB e de outra
unidades de salide de Botucatu sdo importantes para prevenir e evitar a
contaminagao de pacientes, funcionarios e visitantes. Em caso de duvidas, nos

colocamos a inteira disposigao.

Atenciosamente,

Assinado no original. Assinado no original.
Pablo Henrique Scherer Sandra de M. G. Bosco
Mestrando Orientadora

(14) 3880-0434
.010: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA andr! bosco@unesp br
u nes ¥ 90LI0 DE MESQUITA FILHO" > - 7
Campus de Botucatu ibb.unesp.br
Depto. de Ciénci imicas e Biologi Setor de Microbiologi logi:

e g
Rua Dr. Plinio Pinto e Silva, S/N
CEP: 18618-691- Botucatu/SP
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Ao cuidados de Janaina Celestino

Nucleo Interno de Regulacdo

Pego ciéncia e autorizagdo, com retorno a esta
SHC.

Atenciosamente.

Prof.r‘/ sso;. Andre Balbi

Superintendente do HCFMB

08/02/2022
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¢ Ur. Andreé Luis Baioi
tendente do HCFMB
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Apéndice B: Etiqueta de identificacdo de caixa exclusiva para transporte de amostras
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Apéndice C: Protocolo de Extracdo do kit comercial EasyPure® Stool Genomic DNA
(TransGen Biotech Co., LTD)

- P e [he BEST ior
ﬁANf

EasyPure® Stool Genomic DNA Kit

Cat. No. EE301
Storage: at room temperature (15-25°C) in dry for one year

Description

EasyPure® Stool Genomic DNA Kit provides a simple and convenient way to isolate high quality genomic DNA from 180-220 mg
of fresh or frozen stool. Solid or liquid stool sample that is rich in contaminants and inhibitors is lysised by the unique lysis buffer.
DNA is bound to silica-based column. The isolated DNA is suitable for PCR, qPCR and Next Generation Sequencing.

« Simple and fast.

« Complete removal of contaminants and inhibitors.

 Column based purification, no organic extraction or ethanol precipitation.

Starting material

Fresh or frozen solid or liquid stool, avoiding repeated freezing and thawing.

Kit Contents
Component EE301-01 (50 rxns)
Lysis Buffer 21 (LB21) 60 ml
Precipitation Buffer 21 (PB21) 15 ml
Binding Buffer 21 (BB21) 35ml
Clean Buffer 21 (CB21) 6 ml
Wash Buffer 21 (WB21) 12 ml
Elution Buffer (EB) 10 ml
Glass Beads 125¢g
Genomic Spin Columns with Collection Tubes 50 each
Nuclease-free Tube (2 ml) 100 each
Collection Tubes 150 each

Procedures

Before starting, add the indicated volume of 100% ethanol into the concentrated CB21 and WB21.

Component EE301-01 (50 rxns)
Clean Buffer 21 (CB21) 24 ml
Wash Buffer 21 (WB21) 48 ml

All centrifugation steps are carried out at room temperature.

1. Add the 180-220 mg of stool, 0.25 g glass Beads and 1 ml of LB21 into a centrifuge tube. Mix well by vortexing,
and then incubate in 70°C for 10 minutes.
Optional: If RNA-free genomic DNA is required, add 20 pl of RNase A for 3-minute incubation at room temperature
before 70°C incubation.

2. Centrifuge the tube at 15,000xg for 2 minutes, transfer the supernatant to a new 1.5 ml or 2 ml centrifuge tube.

3. Add 250 pl of PB21 and mix by vortexing. Then incubate on ice for 5 minutes.

Customer Service +86-400-898-0321 ©,
Phone +86-10-57815027

Website www.iransgenbiotech.com

E-mail info@iransgenbiotech.com
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4. Centrifuge at 15,000xg for 2 minutes. Transfer the supernatant not exceeding 600 pl to a new 2 ml centrifuge tube
(A small amount of precipitation does not affect the next step of the experiment).
5. Add the ethanol and BB21 of the same volume as the supernatant obtained in step 5 (for example: supernatant 600 pl,
add 600 pl BB21 and 600 pl ethanol). Mix by vortexing (There may be white flocculent precipitates here).
6. Add 650 pl solution to a spin column, and centrifuge at 12,000xg for 30 seconds. Repeat until all the solution is added
to the spin column.
7. Add 500 pl CB21 (check to make sure ethanol has been added). Centrifuge at 12,000xg for 30 seconds. Discard the flow through.
8. Add 500 ul WB21 (check to make sure ethanol has been added). Centrifuge at 12,000xg for 30 seconds. Discard the flow through.
9. Repeat step 8 once.
10. Centrifuge at 15,000xg for 2 minute to remove any residual WB21.
11. Place the spin column to a new sterile 1.5 ml centrifuge tube. Add 50-200 pl of the Elution Buffer or deionized water
(pH >7.0) to the center of column. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge at 12,000xg for 1 minute to elute
the genomic DNA.

Notes

* The stool sample stored in ethanol is recommended to be centrifuged to remove ethanol and washed with sterilized water for
2-3 times before use.

» Use sterile tubes and pipette tips to avoid contamination from DNase.

* To obtain more DNA, it is recommended to preheat EB or deionized water at 65°C before elution.

FOR RESEARCH USE ONLY

Website www.transgenbiotech.com Customer Service +86-400-898-0321

E-mail info@transgenbiotech.com Phone +86-10-57815027
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Apéndice D: Resumo apresentado a XI Semana da Biologia da UFABC, conforme orientagdes

da banca do evento

87



88



89



®
Uma pesquisa realizada em

@ Botucatu, ¢

Estado de Sao Paulo
detectou a presenca de

Cryptococcus em fezes ae
bos

coletadas em hosprtals,
pracas &
scolas
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N ~f
| Para tal, os

> pesquisadores caiamo

e I S g0
AN material genetico -
existente nas fezes, em busca de
fragmentos de DNA gue indicassem a presenca de

Cryptococcus neoformans

Nnos locais estudados, através de
wenicasda biologia molecular.

.a/‘ 3
5 \
As técnicas se chamam:
PCR, nested PCR e eletroforese. Q
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resultados revelaram que

 100% «- \
ANy pontos urfaanos 4

pesquisados foram
positivos para a presenca
do agente causador da

CRIPTOCOCOSE

¢
-’ S
=)
RAN
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~ RESULTADOS

>

M 1 2 3 4 5 6 7 8 LEGENDAS

M: Marcador molecular de 100pb;
Coluna 3: Local 1 positivo;
Colunas 6, 7 e 8: controles
positivo e negativos,
respectivamente.

M 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16

M: Marcador molecular de 100pb;
Coluna 3: Local 2 positivo;
Colunas 14, 15 e 16: controles

positivo e negativos,
respectivamente.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

M: Marcador molecular de 100pb;
Colunas 1-5: Local 3 positivo;
Colunas 7 e 10: Local 4 positivo;
Coluna 12: Local 5 positivo;
Colunas 14, 15 e 16: controles
positivo e negativos,
respectivamente.
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Apéndice E: Certificado de premiagédo da XI Semana da Biologia UFABC
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do da XI Semana da Biologia UFABC

Certifica

Apéndice F
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Apéndice G: Certificado do CONBIO (Congresso de Biologia da UNESP/Bauru)
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