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RESUMO

Os pombos tém sido considerados reservatérios de agentes infecci 0sos de importancia em salide publica.
A deposicdo de excretas em areas publicas pode contaminar 0 meio ambiente e produtos alimenticios. O
objetivo deste estudo foi pesquisar a ocorréncia de Cryptococcus spp € parasitas em amostras de excretas
depombos. Entrejaneiro asetembro de 2006 foram col etadas 68 amostrasde“ pools’ de excretas depositadas
em quatro areas publicas de Ribeiréo Preto, SP. Para pesquisa de Cryptococcus spp, suspensdes de cada
amostra em solucdo salina contendo cloranfenicol foram semeadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD)
acrescido de cloranfenical com posterior incubac&o a 30°C e observacdo diaria por sete dias. As colOnias
sugestivas de Cryptococcus spp foram repicadas em ASD paraidentificacdo fenotipica. Parapesquisade
parasitas, as técnicas de sedimentacdo espontanea e centrifugo—flutuacdo em sulfato de zinco e de
coccideos, as técnicas de concentracdo pel o formol-éter e coloracéo de Ziehl-Neel sen modificado. Foram
encontrados Cryptococcus spp em 75% das amostras, parasitas em 32% e a presenca concomitante de
ambos agentes patogénicos em 25% das amostras. Ressalta-se a necessidade da adocéo de medidas
efetivas de protecdo de areas publicas, por meio de reducéo da populacdo de pombos para evitar a
contaminagéo ambiental .

Palavras-chave. pombos, Cryptococcus spp, parasitas intestinais.

ABSTRACT

Pigeons have been considered the reservoirsfor infectious agents of public health concern. The deposition
of their excreta in public areas can cause environmental contamination, including the food products for
human consumption. The purpose of the present study was to investigate the occurrence of Cryptococcus
spp and parasites in pigeon excrements. From January to September 2006, sixty eight pools of excreta
sampleswere collected from four public areas of Ribeiréo Preto, SP. For detecting Cryptococcus spp, each
sample was suspended in saline sol ution with chloramphenicol, and then cultured on Sabouraud Dextrose
Agar plates (SDA) supplemented with chloramphenicol. The cultures were incubated at 30°C and daily
observed for seven days. Cryptococcus spp-suggestive colonies were streaked on SDA medium for
phenotypic identification. For searching the parasites the spontaneous sedimentation and centrifugal-
fluctuation in zinc sulfate techniques were carried out. Coccidian oocysts were investigated by formalin-
ether concentration and modified Ziehl-Neelsen staining techniques. Cryptococcus spp was found in
75%, and parasites in 32% of the samples, and the concomitant presence of both pathogens has occurred
in 25% of total samples. It isemphasized the establishment of strategies for preserving the public areas by
reducing the pigeons populations, in order to avoid environment contamination.

K ey words. pigeons, Cryptococcus sp, parasites.
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INTRODUCAO

As aves domésticas como os pombos urbanos tém sido
considerados reservatorios de agentes infecciosos de
importancia em salde publicat?®. Do ponto de vista
epidemiolégico, os pombos tém um papel importante na
contaminacdo do meio ambiente e na dispersdo de patégenos
através da deposicéo de seus excretas. O comportamento de
frequientes eintensas aproximagcdes a popul acdo, devido abusca
de alimento e abrigo, contribui para a transmissdo humana de
agentes patogénicos, como fungos e parasitost?34,
Paralelamente, 0 habito de pessoas alimenté-las em pracas e
outroslocais publicos, favorece a proliferacdo desordenada das
mesmas, aumentando a chance da contaminacéo ambiental eda
transmissdo de doencas. Nas cidades os pombos alimentam-se
preferencialmente de restos de alimentos jogados na rua, mas
podem também se alimentar de restos de lixo, o que possibilita
aos mesmos atuarem como vetores para a transmissao de
patégenos>. O homem pode se infectar pela via respiratoria,
aspirando poeira de locais contaminados por fezes secas ou
pela ingestdo de poeira e€/ou alimentos contaminados com os
excretas destas aves. Este estudo tem como objetivos pesquisar
a ocorréncia do Cryptococcus spp e de parasitos de interesse
em salide publica, em amostras de excretas de pombos col etados
em areas publicasdo municipio de Ribeirdo Preto, SP, enfatizando
0 risco de infeccdo humana.

MATERIAL E METODOS

Areageogr&ficadeestudo

Ribeirdo Preto situa-se a 313 Km a noroeste da capital
estadual. Seuterritdrio de 642 kn? abrigauma popul agéo estimada
para 2007, segundo o SEADE, de 557 mil habitantes, quefaz do
municipio o nono mais popul oso do estado. E sede de uma das
principais pracas financeiras do pais e um dos maiores centros
comerciais do estado de S&o Paulo®.

L ocaisdecoleta

Os locais escolhidos para a coleta dos excretas foram
areas publicas com grande presenca de pombos e intensa
movimentacao de pessoas e/ou de comércio de alimentos:

- Praca das Bandeiras, situada na regido central do
municipio, onde localiza-se a Catedral Metropolitana. Ao redor
dapracaexistem estabel ecimentos comerciais, pontos de 6nibus
e de taxi. No quarteirdo em frente a catedral ocorre todos os
finals de semanaaFeiradeArtes eArtesanato onde so também
comercializados alimentos, sendo visivel uma grande presenca
de excretas de pombos sobre alona que cobre as barracas.

- PracaCoracdo deMaria, locdlizadanaVilaTibério, regido
leste do municipio. Ao redor da praca haigreja, escola estadual,
sorveteria, pontosde 6nibus e detéxi eaguns prédioscomerciais.
Hatambém e apresencade vendedores ambul antes de alimentos.
Esta regido propicia abrigo e nidificacdo para estas aves.
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- Terminal Rodoviério, situado no centro da cidade com
presencade estabel ecimentos comerciais, incluindo dealimentos
além de pontos de 6nibus e de taxi. Em frente e ao redor do
terminal existem varias arvores que servem de abrigo para os
pombos. O mercado municipal dacidade também é préximo do
terminal.

PeriodoeColetadasAmostras

Foram coletadas no periodo de janeiro a setembro de
2006 68 de amostras de “pools’ de fezes de pombos, assim
distribuidos: 43 na Praca das Bandeiras sendo 34 na Feira de
ArteseArtesanato e 9 nasimediaces da Catedral Metropolitana
, 15 napraca Coracdo de Mariae 10 no Terminal Rodoviario.

As amostras foram coletadas em potes plasticos
esterilizados através da raspagem com espatulas. As fezes
estavam depositadas em locais como bancos, grades, telefones
publicos, lonas das barracas de alimentos, coberturas de ponto
de dnibus, ché@o de cimento, entre outros.

Processamento dasAmostras

No InstitutoAdolfo L utz de Ribeirdo Preto o material foi
processado em Cabine de SegurancaBioldgicaClasse |l TipoA
em menos de 24 horas ap6s a coleta. As fezes foram maceradas
em graal com pistilo previamente esterilizados até adquirir um
aspecto homogéneo, parafacilitar adiluicdo damesma.

Pesquisa de Cryptococcus spp

Aproximadamente 1 gramado material foi colocado em
frascos de Erlemmeyer com capacidade de 125ml e adicionado
de 50 mL de solucgdo fisioldgica a 0,9% esterilizada contendo
0,4g/L de cloranfenicol. ApGs agitacdo em vortex por trés
minutos e repouso por 30 minutos a temperatura ambiente,
volumesde 10uL, 100uL, 200uL e500uL, foram semeadosem
placas de Agar Sabouraud Dextrose acrescido de 0,05¢g/L de
cloranfenicol. Incubou-se a 30°C por até 7 dias, sendo que as
|eituras foram realizadas a partir do segundodiaf. Col6nias de
aspecto brilhante, cor branca a bege foram repicadas em Agar
Sabouraud Dextrose e incubadas a 30°C por um periodo de 48
horas. A partir delas, foram realizadas preparagdes com tintada
China e lactofenol azul de algodédo e prova da urease. As
leveduras urease positivas foram identificadas por provas de
fenol oxidase e auxanograma’.

PesquisadeParasitos

Aproximadamente 2 gramas de fezes maceradas foram
processadas pelos métodos da sedimentacdo esponténea e da
centrifugo-flutuacéo em sulfato de zinco a 33% com densidade
1.180. Apds sedimentacdo por 12 horas, parte do sedimento foi
colocado em |aminade vidro, adicionado lugol e examinado em
microscopia de luz. O material sobrenadante obtido pela
centrifugo-flutuacéo foi imediatamente examinado entrel&mina
elaminula, adicionando-se umagotade lugol em microscopico
Optico. Para a pesquisa de coccideos foi utilizada a técnica de
concentracdo pelo formol-éter modificado, seguido de coloracéo
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dos esfregacos pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada?. Os
esfregaco corados foram observados em microscopia de
imersao.

O projeto foi aprovado pela Comissio de Eticaem Pesquisado
Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL) em 10 dejaneiro de 2006. Projeto
CCD/LRnN. 27/05

RESULTADOS

Foram encontrados Cryptococcus sp em 75% dasamostras
(n =51), parasitos em 32% (n =22) e a presenca simultanea dos
mesmos em 25% (n=17) (Tabela 1). Entre os isolados de
Cryptococcus foram identificados C. laurentii (n=43), C.
unigutulatus (n=3), C. laurentii associado com C. albidus (n=4)
e C. unigutulatus associado com C. laurentii (n=1).

Os parasitos encontrados foram: larvas e ovos de
ancilostomideos (n=7), oocistos de coccidios (n=5), cistos de
Entamoeba spp (n=5), ovos de Ascaris spp (n=4), cistos de
Giardia spp (n=2) e larvas de nematdides (n=3). A ocorréncia
simulténea de dois parasitos diferentes ocorreu em 3 amostras
de “pools’: Ascaris spp e coccideos, ancilostomideos e
coccideos e Entamoeba spp e ancilostomideos.

A positividade das amostras em relacéo aos locais de
coletafoi de 100% na Catedral Metropolitana, 91% naFeirade
Artes e Artesanato, 73% na praca Coracdo de Maria e 40% no
Terminal Rodoviério. Salienta-se que em todas as amostras
obtidas das lonas das 4 barracas de alimentos (garapa, coco
verde e salgados) da Feira de Artes e Artesanato foram
observados Cryptococcus spp €/ou parasitos.

DISCUSSAO

As fontes ambientais de C. neoformans so bastante
diversificadas e estdo relacionadas a alguns substratos
organicos, entre eles excretas de aves e vegetais. Cryptococcus
neoformans tem a capacidade de colonizar a mucosa do papo
dos pombos sem causar doenca, sendo parasita natural dessas
aves. Estaespécieéo principa agente etiol 6gico dacriptococose,
doenca considerada, por alguns autores, como uma infeccao
fatal que pode ser transmissivel ao homem nos locais com
elevado nimero de pombos ou por contato com 0s respectivos
nichos® através da inalacdo de grande quantidade dos
propéagul os.

Staib'® demonstrou que aocorrénciade C. neoformanse
outras espécies do género, em excretas de passaros ndo €
acidental pois, as purinas, especialmente &cido Urico, xantina,
guanina (componentes da urina) s8o em maior ou menor grau
assimilados por todas as espécies.

Algumas pesquisas tém sido redlizadas no Brasil para
estudar o habitat de C. neoformans®11213, Segundo Filitiet al.?,
a busca de novos habitats € um dos caminhos para elucidar o
entendimento da ecol ogia desta levedura na natureza.

Swinne et al.** isolaram C. neoformans da poeira
domeéstica das amostras oriundas das residéncias dos pacientes
com criptococose associadaaAlDS. Estudos demonstram uma
correlacdo significativa entre a existéncia de pombos préximos
a0 ambientedomiciliar e aprobabilidade de contaminacéo dessas
residéncias por Cryptococcus neoformans, conseqiientemente,
paciente com Al DS apresentavam risco aumentado de adquirir a
doenca quando residentes em domicilio positivo para o fungo.

Tabela 1. Presenca simultanea de Cryptococcus e parasitos em 68 amostras de “pools’ de fezes de pombos de acordo com o

local decoleta. Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Local decoleta Cryptococcus e par asitos N %
C. laurentii + nematdides oc] 44
C. laurentii + Ascaris sp @ 29
C. laurentii + ancilostomideos @ 29
Feirade C. laurentii + coccideos (024 29
Artese C. laurentii + Giardia sp @ 29
artesanato C. laurentii + Entamoeba sp o 15
C. laurentii + C. albidus + oL 15
Ascaris sp + coccideos
C. laurentii + C. uniguttulatus (018 15
+ Entamoeba sp + ancilostomideos
Catedral C. laurentii + Entamoeba sp o 15
Praca Coracédo C. laurentii + ancilostomideos (018 15
deMaria C. laurentii + Entamoeba sp o 15
Total 17 25,0
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Em nosso trabalho observamos que o isolamento de
Cryptococcus spp apartir defezesde aves é extremamentedificil,
pois o desenvolvimento das colbnias de Cryptococcus é mais
lento etardio em relacdo asleveduras do género Candida e dos
fungos filamentosos, sendo perceptivel a partir do segundo dia
de incubacéo.

Embora n&o tenhamos isolado Cryptococcus
neoformans, encontramos trés espécies pertencentes ao género
Cryptococcus sendo que estas ja foram descritas como agentes
responsaveis por meningite, afecces pulmonares, abscessos e
dermatomicoses'>'6, De acordo com Khawcharoenporn et a.%’,
C. albidus e C. laurentii juntos sdo responsaveis por 80% dos
casos de criptococose causada por Cryptococcus ndo-
neoformans e ndo - gattii.

Estudos demonstram uma variacéo no isolamento de C.
neoformans a partir de excretas de pombos de 24,7% a
4,6%°11181920 Reolon et al.® relatou encontrar 100% de
Cryptococcus neoformans em amostras de fezes de pombos
coletadas em Porto Alegre, para a identificacdo da espécie foi
considerado apenas a prova da urease e presenca de capsula
(tinta da China). Em nossos estudos utilizamos também, para
definicdo da espécie, provas de assimilacéo de fontes de
carbono e nitrogénio bem como a prova da feniloxidase.

Em nossa regido Pedroso®, ao analisar 62 amostras de
fezesde pombos, isolou C. necformans (21%), C. albidus (21%),
C. laurentii (11,3%) e C. unigutulatus (3,2%). Embora a
metodologia usada tenha sido semelhante & de Pedroso, em
nosso estudo né&o foram encontrados C. neoformans. Talvez o
periodo de coleta das amostras possa ser a explicacéo para esta
diferenca. Pedroso® coletou as amostras no periodo de agosto a
dezembro e no presente trabalho as amostras foram coletadas
de janeiro a setembro sendo a maioria delas col hidas no veréo.
Cryptococcus neoformans ndo cresce a temperaturas acima de
40°C bem como é sensivel &luz solar direta?.

No Brasil sdo escassos 0s estudos sobre a presenca de
parasitos em excretas de pombos®. Neste estudo encontramos a
presencade parasitos em 32% das amostras coletadas. Schller?
em estudo realizado em diferentes|ocais dos municipios de Séo
Paulo, Santo André e Santos, analisou 12 amostras de excretas
de fezes de pombos observando uma positividade de 100%. Os
parasitos identificados foram: Entamoeba coli, Endolimax
nana, Giardia spp, Entamoeba histolytica, lodamoeba spp,
Isospora spp, Chilomastix spp, Ascaris spp, Trichuris spp,
Hymenolepis spp, Strongyloides spp, Enterobius spp e
Ancylostoma spp, com frequéncias variaveis de acordo com os
locais de coleta.

A identificacdo dos parasitos encontrados neste estudo
foi baseada nas caracteristicas morfométricas dos mesmos, o
que dificulta a diferenciacdo entre parasitos de animais, de
humanos e de vida livre. Para a identificacdo adequada dos
MesMos é necessario 0 uso de técnicas mais aprimoradas como
cultura, microscopiaeletrénica, inoculagdo em animais, biologia
molecular, entre outras, as quais sdo mais demoradas e
dispendiosas, tornando inviavel arealizacdo das mesmas dentro
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da nossa realidade laboratorial. Apesar desta limitacéo
metodol 6gica, encontramos neste estudo varios parasitos que
podem ser patogénicos para 0 homem como Ascaris spp,
Entamoeba spp, ancilostomideos, Giardia spp e coccideos.

Os ancilostomideos, parasitos observados com maior
freqiiéncia(10,3%), foram encontrados naformadeovoselarvas,
estas Ultimas apenas na Praca das Bandeiras, indicando que
neste local houve condicBes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento deste parasito.

Vérios fatores podem contribuir com as diferentes
positividades de parasitos obtidas nos locais de coleta. As
fregliéncias mais elevadas encontradas na Praca das Bandeiras
ondelocalizam-se a Catedral MetropolitanaeaFeiradeArtese
Artesanato, talvez possam ser explicadas pelaexisténciadeuma
grande vegetacao arboreanesteloca emrelacéo aPracaCoracéo
eMariaeoTerminal Rodovidrio. Asarvores protegem o ambiente
contra os raios solares que levam a dessecacdo dos parasitos e
preserva a umidade que favorece o desenvolvimento e a
sobrevivéncia de ovos, larvas e cistos.

Entre os protozodrios observados destacam-se Giardia
spp e os coccideos como Cryptosporidium spp, protozodrios
do homem e de vérias espécies animais domésticas e sel vagens.
Ambos possuem caracteristicas que contribuem para disperséo
e contaminagdo ambiental, pois 0s (00) cistos dos mesmos sdo
diminadosjainfectantes nasfezes do hospedeiro e sdo altamente
resistentes as condicdes adversas ambientais, podendo
sobreviver por semanas a meses no meio externo. Podem ser
transmitidos tanto pelo contato direto fecal/oral como pela
ingestéo de comida e agua contaminados e também por inal agéo.
Por possuirem resisténcia aos processos de cloracdo da agua e
baixa dose infectante, emergiram nas Ultimas décadas como os
principais patégenos associados a veiculacdo hidrica, sendo
responsavels por numerosos surtos epidémicos em diversos
paises®. Isto acarretou mudancas na legislacdo sobre a
qualidade da dgua em diversos paises, incluindo o Brasil. A
taxonomia e o potencial zoondético deste parasitos foram
recentemente melhor esclarecidos através do desenvolvimento
de técnicas de biologia molecular?*. Embora infeccfes pelo
Cryptosporidium tenham sido encontradas em mais de 30
espécies diferentes de aves, ha somente trés espécies avidrias
conhecidas: C. bailey e C. meleagridise C. galli. Infeccdes por
C. meleagridis, ja foram registradas tanto em individuos
imunocomprometidos como em imunocompetentes, sendo a
terceiraespécie maiscomum descritaem humanos®#, Achados
de C. hailey e outros genétipos ndo conhecidos em ambientes
aquaticos indicam que passaros e aves silvestres podem
contribuir na contaminagdo da agua®’. Recentemente novos
gendtipos foram identificados em aves, indicando que este
parasito tem capacidade deinfectar numerosas espéciesde aves.
Entretanto ainda séo requeridos estudos que possam esclarecer
0 potencial zoonético destes novos gendtipos e as implicactes
para a salde publica?.

Giardia € um género de taxonomia ainda controversa.
Atua mente sdo reconheci das seis espécies, sendo que 0 homem
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e 0os mamiferos sdo os principais hospedeiros da G duodenalis
e as aves da G psittaci e G. ardeae. Algumas espécies sao
hospedeiro-especificas enquanto que outras como a G.
duodenalis possuem grupos genotipicos (“Assemblages’) que
infectam tanto 0 homem como animais domésticos e silvestres.
Somente dois destes “Assemblages’ (A e B) estdo associados
a infeccao humana, mas pouco se sabe sobre o potencial
zoonGtico de animais hospedeiros deste gendtipos®.

CONCLUSAO

A elevada positividade das amostras para Cryptococcus
spp €/ou parasitas em relacdo aos diferentes locais de coleta e
principalmente, naslonasdas barracasdeaimentosdaFeirade
Artes eArtesanato chamam aatencéo parao risco daocorréncia
da transmissdo humana. Esperamos contribuir com estes
resultados paraque as autori dades competentes adotem medidas
para controle efetivo da populacdo de pombos, evitando a
contaminacdo ambiental. Ressalta-se a necessidade de acles
educativas e de sensibilizacdo da popul agdo em geral, no sentido
dendo alimentar ospombos, evitando aproliferacio dos mesmos
em éareas publicas.
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