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Resumo

O estudo teve como objetivo diagnosticar microscopicamente e molecularmente a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. 
provenientes de amostras fecais de pombos (Columba livia) no município do Rio de Janeiro. As amostras fecais foram coletadas 
frescas, logo após as aves defecarem e acondicionadas sob refrigeração e encaminhadas para o processamento e pesquisa de 
oocistos de Cryptosporidium spp. ao laboratório de Protozoologia do Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro. As amostras foram submetidas a técnica de centrifugação e flutuação com solução saturada de açúcar 
e as lâminas observadas com objetiva de 40X. Nas amostras positivas para a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. foi 
realizada a extração de ácido desoxirribonucleico (DNA) para uso nas reações em cadeia pela polimerase (PCR) e Nested-PCR. 
Um total de 387 amostras fecais de pombos foram obtidas, no diagnóstico microscópico foi possível a observação de oocistos 
deste parasita em 81 amostras (20,93%). Destas, 53 amostras amplificaram DNA específico para Cryptosporidium spp. na reação 
da Nested-PCR. Mundialmente, Cryptosporidium spp. parasitando pombos é assinalado em apenas quatro países: Turquia, 
China, Irã e Tailândia. O resultado encontrado neste trabalho, em três bairros populosos do município do Rio de Janeiro, revelou 
ser preocupante, por serem áreas onde há uma quantidade acentuada da população animal e humana, facilitando a dispersão 
e contaminação ambiental dos oocistos. Este é o primeiro registro no Brasil de parasitismo de Cryptosporidium spp. tendo como 
hospedeiro o pombo e estes resultados, não devem ser negligenciados. 
Palavras-chave: Columbidae, Rio de Janeiro, Criptosporidiidae, diagnóstico microscópico, diagnóstico molecular.

Abstract

The aim of this study was to diagnose microscopically and molecularly the presence of Cryptosporidium spp. oocysts from pigeons 
(Columba livia) faecal samples in Rio de Janeiro city. The fecal samples were collected fresh, after the birds defecated and conditioned 
under refrigeration and sent to the processing and research of Cryptosporidium spp. oocysts to the protozoology laboratory of 
the Parasitology Department, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. The samples were submitted to centrifugation and 
flotation with saturated sugar solution technique and the slides observed with a 40X objective. In the positive samples for the 
Cryptosporidium spp. oocysts the extraction of deoxyribonucleic acid (DNA) for polymerase chain reaction (PCR) and Nested-
PCR was performed. A total of 387 pigeons faecal samples were obtained, in the microscopic diagnosis it was possible to observe 
oocysts of this parasite in 81 samples (20.93%). Of these, 53 samples amplified DNA specific for Cryptosporidium spp. in the 
Nested-PCR reaction. Worldwide, Cryptosporidium spp. parasitizing pigeons is reported in only four countries: Turkey, China, Iran 
and Thailand. The results found in this study, in three populated neighborhoods of Rio de Janeiro city, were worrisome because 
they are areas where there is a marked quantity of animal and human population, facilitating the dispersion and environmental 
contamination of oocysts. This is the first record in Brazil of parasitism of Cryptosporidium spp. having as host the pigeon and 
these results, should not be neglected.
Keywords: Columbidae, Rio de Janeiro, Criptosporidiidae, microscopic diagnosis, molecular diagnostics.

Introdução 

A grande concentração de pombos (Columba livia) em 
determinadas áreas no mundo vem aumentando sua interação 
com os humanos. Dessa forma, essas aves vêm representando 
risco à saúde pública, de forma direta, através da inalação das 
excretas contaminadas, ou de forma indireta, pela contaminação 
de fontes de água e alimentos destinados ao consumo animal 
e humano (Adang et al., 2008; Koompapong et al., 2014; Li et 
al., 2015).  

Outro aspecto importante a ser considerado é que o pombo 
(Columba livia), é um potencial reservatório e transmissor de 
patógenos no ambiente tais como Salmonella spp., Escherichia 
coli, Chlamydophila psittaci, Cryptococcus neoformans e 
Cryptosporidium spp. (Radfar et al., 2012; Caballero et al., 
2015; Li et al., 2015). O gênero Cryptosporidium possui grande 
relevância na medicina das aves infectanto tanto as domésticas, 
silvestres de vida livre ou aquelas mantidas em cativeiro. Além 
disso dependendo da espécie e do subtipo diagnosticado, 
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apresenta importância em saúde pública (Papini et al., 2012; 
Hamidinejat et al., 2014; Reboredo-Fernández et al., 2015). 
Até o momento, são descritas 30 espécies de Cryptosporidium 
(Slapeta et al., 2013; Ryan e Hijjawi, 2015; Li et al., 2015; Zahedi 
et al., 2015), com capacidade de infectar todas as classes de 
vertebrados. As infecções podem se apresentar assintomáticas 
até variadas manifestações clínicas (Santin, 2013). São 
reconhecidas como válidas, tendo as aves como hospedeiros, 
três espécies: C. meleagridis; C. baileyi e C. galli (Qi et al., 2011; 
Quah et al., 2011; Nakamura et al., 2014). 
Neste contexto, no mundo, diversos estudos vêm sendo 
conduzidos para se estabelecer o real impacto da Criptosporidiose 
como um zoonose e suas consequências para a saúde pública. 
Além de parasitar aves, Cryptosporidium meleagridis também é 
considerado um patógeno emergente em humanos e é a terceira 
espécie mais comumente diagnosticada neste hospedeiro (Xiao, 
2010; Rafiei et al., 2014; Stensvold et al., 2014).
Em adição às três espécies de Cryptosporidium são reconhecidas 
como válidas para aves, 13 genótipos com “status” de espécies 
desconhecidas (Abe e Makino, 2010; Ryan et al., 2014). 
Devido à ausência de pesquisas sobre o gênero Cryptosporidium 
em pombos no Brasil, o presente estudo teve como objetivo 
diagnosticar microscopicamente e molecularmente a presença 
de oocistos de Cryptosporidium spp. provenientes de amostras 
fecais de pombos no município do Rio de Janeiro-RJ.

Material e métodos 

As amostras fecais dos pombos foram obtidas em três regiões 
administrativas localizadas no município do Rio de Janeiro. As 
regiões de coleta foram denominadas de áreas A, B e C. A área 
A corresponde a localidade de Campo Grande, que totalizou 98 
amostras fecais, a área B correspondeu à localidade de Bangu 
com 187 amostras fecais e a área C correspondeu à área de 
Madureira com 102 amostras fecais. 
As amostras fecais dos pombos foram coletadas frescas, logo 
após as aves defecarem e acondicionadas sob refrigeração e 
encaminhadas para o processamento e pesquisa de oocistos 
de Cryptosporidium spp. No laboratório de Protozoologia do 
Departamento de Parasitologia, da Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro, as amostras foram submetidas a técnica de 
centrifugação e flutuação com solução saturada de açúcar, de 
acordo com a metodologia descrita por Huber et al., 2007.
As lâminas foram preparadas e observadas com objetiva de 
40X. Naquelas amostras positivas para a presença de oocistos 
de Cryptosporidium spp. foi realizada a extração de DNA sendo 
utilizado o kit comercial da Qiagen (‘QIAamp DNA Stool Mini Kit’ - 
QIAGEN®, Mainz/Germany) (Coklin et al., 2009; Das et al., 2011), 
seguindo as recomendações especificadas pelo fabricante.
A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em duas 
etapas. Na primeira reação de PCR tendo como gene alvo o 18S, 
utilizando os ‘primers’ 18SF: 5`- TTC TAG AGC TAA TAC ATG 
CG-3` (‘forward’) e 18SR: 5`- CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-
3` (‘reverse’), obtendo-se amplicons com aproximadamente 
1.325 pb (Xiao et al., 1999; Fayer et al., 2010). 

Para a segunda etapa, Nested-PCR, que teve o mesmo gene 
como alvo, desta vez utilizando os ‘primers’ 18SNF: 5`- GGA 
AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3` (‘forward’) e 18SNR: 
5`- AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-3` (‘reverse’), obtendo-
se amplicons entre 826 a 864 pb, dependendo da espécie de 
Cryptosporidium e/ou genótipos diagnosticados (Xiao et al., 
1999; Fayer et al., 2010). 
Na realização das reações da PCR, foram utilizados 4 mM 
de MgCl2 (Invitrogen), 0,2 μM de cada ‘primer’ (18SF e 18SR 
– Invitrogen®, Carlsbad/Califórnia-EUA), Tampão Taq 1X 
(Invitrogen), 200 μM de cada desoxirribonucleotídeo (dNTPs 
–Invitrogen®, Carlsbad/Califórnia-EUA), 1,0 U ‘Platinum Taq 
Polymerase’ (Invitrogen®, Carlsbad/Califórnia-EUA), 2 μL de DNA 
da amostra e água ultrapura (‘Nuclease-free water’ – Promega®, 
Madison/Wisconsin-EUA) até completar o volume final de 25 μL. 
Para a reação da Nested-PCR foram utilizadas as mesmas 
condições da PCR, exceto pela diminuição da concentração 
de MgCl2 que passou a ser 2 mM e a utilização de 0,2 μM do 
‘primer’ 18SNF e 0,2 μM do ‘primer’ 18SNR, com 1 μL de DNA da 
amostra obtidas da reação da PCR e água ultrapura (‘Nuclease-
free water’ – Promega®, Madison/Wisconsin-EUA) até completar 
o volume final de 25 μL.
Os ciclos termais utilizados para a realização das reações da 
PCR tiveram como ponto de partida a temperatura de 94°C 
por três minutos (‘hot start’), seguida de um total de 35 ciclos 
onde ocorreu a desnaturação do DNA a 94°C por 45 segundos, 
hibridização dos oligonucleotídeos na temperatura que variou 
de 58°C (PCR) e 59°C (Nested PCR) por 45 segundos e a 
extensão da cadeia de DNA dos produtos formados a 72°C por 
um minuto. Ao final dos 35 ciclos foi realizada uma etapa de 
extensão a 72°C por sete minutos. 
Após a execução de todos os ciclos, os microtubos contendo 
25 μL de amostra foram retirados do termociclador e 10 μL do 
material visualizado através da eletroforese em gel de agarose 
a 2 % (100V por 60 minutos), corado com brometo de etídio 
(5μg/mL). O tampão de amostra utilizado foi ‘loading buffer’ 
6X – tipo III (Sambrook e Russel, 2001) usando o marcador de 
peso molecular ‘1Kb Plus DNA Ladder’ (Invitrogen®, Carlsbad/
Califórnia-EUA). Todas as amostras obtidas através da reação da 
Nested-PCR foram coradas pelo brometo de etídio e observadas 
em gel de agarose.

Resultados e discussão

Neste estudo, de um total de 387 amostras fecais de pombos, 
após a realização do diagnóstico microscópico utilizando a 
técnica de centrifugação e flutuação em solução saturada de 
açúcar, foi possível a observação de oocistos de Cryptosporidium 
spp. em 81 amostras analisadas. Neste trabalho, nas amostras 
positivas para Cryptosporidium spp. foram encontrados números 
variáveis de oocistos por campo de observação microscópica 
por lâmina (< 5 ≤ 30) analisada. Na tabela 1, encontra-se o 
número total de amostras de fezes por área de coleta e número 
de amostras positivas e seus respectivos percentuais.
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Nas 81 amostras fecais dos pombos que foram diagnosticadas 
positivas para Cryptosporidium spp. pela visualização de 
oocisto na microscopia, foram submetidas ao diagnóstico 
molecular. Destas, 53 amostras amplificaram DNA específico 
para Cryptosporidium spp. na reação da Nested-PCR (tabela 2). 
Mundialmente, Cryptosporidium spp. parasitando pombos é 
assinalado em apenas quatro países: Turquia (Özkul e Aydin, 
1994), China (Qi et al., 2011; Li et al., 2015; Li et al., 2016), 
Irã (Radfar et al., 2012; Bahrami et al., 2012; Badparva et al., 
2014; Mirzaghavami et al, 2016) e Tailândia (Koompapong et 
al., 2014), totalizando nove publicações e todas estas utilizaram 
a técnica de microscopia como triagem. A utilização de fezes 
de pombos livres e dispersos no ambiente para a pesquisa de 
Cryptosporidium spp. foram descritas apenas em três trabalhos: 
Koompapong et al.,2014; Badparva et al., 2014; e Mirzaghavami 
et al., 2016.

As amostras obtidas neste estudo no municipio do 
Rio de Janeiro, foram de áreas urbanas densamente 
povoadas tanto pelos pombos quanto pela população 
humana, uma vez que a oferta de alimentos era 
elevada, atraindo estas aves, tornando sua proximidade 
um risco para a saúde pública. Similiridades neste 
sentido, também foram observadas em Bangcoc na 
Tailândia (Koompapong et al., 2014) e em Teerã, no Irã 
(Mirzaghavami et al., 2016).
Oocistos de Cryptosporidium spp. são eliminados para 
o meio ambiente através das fezes de hospedeiros 
infectados, permanecendo viável durante meses, 
dependendo das condições ambientais (Hong et al., 
2014).  Diversos estudos vêm sendo realizados, com 
objetivo de detectar a presença de Cryptosporidium 

spp. em amostras ambientais, tais como solo, vegetais, esgoto 
e fontes de água, evidenciando a presença de oocistos. Este 
agente vem sendo responsavél por surtos de origem alimentar 
e de veiculação hídrica em diversas regiões do mundo 
(Balderrama-Carmona et al., 2014; Dreelin et al., 2014; Hong 
et al., 2014; Moss et al., 2014). A detecção do Cryptosporidium 
spp. continua sendo de grande interesse para a saúde pública 
e o monitoramento para sua detecção direta é justificada pela 
constante poluição fecal, principalmente em regiões de baixas 
condições sanitárias (Hong et al., 2014; Parsons et al., 2014; 
Ehsan et al, 2015; Freitas et al., 2015; Chuah et al., 2016).
Devido às carateristicas de urbanização e a alta densidade 
de pombos encontradas no Rio de Janeiro, o potencial desta 
ave albergar e disseminar oocistos de Cryptosporidium spp. 
no ambiente com risco de infecção à população humana é 
grande, principalmente em areas com baixas condições socio-

economicas e saneamento básico deficiente. No Brasil, 
a investigação do Cryptosporidium spp. na classe das 
aves tem sido conduzido por vários autores (Cardozo et 
al., 2005; Huber et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Gomes 
et al., 2009; Nakamura et al, 2009; Silva et al., 2010; 
Sevá et al., 2011; Holsback et al., 2013; Nakamura et 
al., 2014; Cunha et al., 2016), porém nenhum estudo 
até o momento utilizou o hospedeiro pombo.
Após o diagnóstico molecular, tendo como o gene alvo 
18S, na Nested-PCR foram observados amplicons com 
aproximadamente 830 pb, confirmando que a região do 
gene foi amplificada para Cryptosporidium spp. 

Alguns fatores contribuem significativamente para o 
sucesso de Cryptosporidium spp. como um parasito, 

tais como, a eliminação de um número considerável de oocistos 
no ambiente pelo hospedeiro infectado; o oocisto já é eliminado 
através das fezes esporulado, apto a infectar outros hospedeiros; 
pequenas quantidades de oocistos podem estabelecer uma 
infecção; baixa especificidade de algumas espécies por 
hospedeiros; grande diversidade de hospedeiros para uma única 
espécie; o pequeno tamanho dos oocistos que favorece a sua 
dispersão, seja em água, alimentos ou aerossóis e a resistência do 
oocisto às adversidades ambientais e aos tratamentos de águas 
convencionais, causando uma maior dispersão (Xiao et al., 2004). 
Assim os dados obtidos nesta pesquisa são de extrema 
relevância pois comprovam os riscos de contaminação ambiental 
e nesta cadeia eídemiológica vários hospedeiros poderiam estar 
inseridos incluindo humanos. 

Tabela 1: Amostras de fezes provenientes de pombos (Columba livia) 
de acordo com a localidade da coleta após o diagnóstico 
parasitológico de fezes para Cryptosporidium spp. utilizando 
a técnica de centrifugação e flutuação em solução saturada 
de açúcar

Área Região Número de 
amostras fecais

Número de amostras 
positivas

A Campo Grande 98 28 (28,82%)

B Bangu 187 43 (22,99%)

C Madureira 102 10 (9,80 %)

TOTAL 387 81 (20,93%)

Tabela 2: Amostras de fezes provenientes de pombos (Columba livia) 
que foram positivas no diagnóstico parasitológico de fezes 
para Cryptosporidium spp., e submetidas na técnica de PCR 
e Nested-PCR de acordo com a região do estudo.

Área Região Amostras positivas 
na microscopia

Amostras positivas 
na nested-pcr

A Campo Grande 28 23 (82,14%)

B Bangu 43 21(48,83%)

C Madureira 10 9 (90%)

TOTAL 81 53 (65,43%)

O resultado encontrado neste trabalho, em três bairros 
populosos do município do Rio de Janeiro, revelou que 20,93% 
das amostras de fezes de pombos analisados, apresentaram 
positividade para a presença de oocistos de Cryptosporidium 
spp. Este percentual foi considerado elevado e preocupante, por 
serem áreas onde há uma quantidade acentuada da população 
animal e humana, que possivelmente facilitariam a dispersão 
e contaminação ambiental. Além disso, deve-se ressaltar que 
devido à capacidade de voo dos pombos, estes podem interagir 
com outras aves de vida livre e cativas, facilitando a dispersão 
de patógenos, dentre estes Cryptosporidium spp. A questão da 
interação entre espécies de aves e a dispersão de patógenos, 
especificamente Cryptosporidium spp., já foi mencionada por 
Graczyk et al. (2008), Qi et al. (2011), Koompapong et al. (2014), 
Li et al. (2016) e Mirzaghavami et al. (2016).
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